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Kurzreferat

Bei stetig wachsender Globalinzidenz erkranken 8 von 10 Frauen im Laufe ihres Lebens an
Brustkrebs. Damit ist Brustkrebs nach wie vor die haufigste maligne Erkrankung der Frau.
Zentraler Gegenstand der Forschung war und ist die Identifikation prognostischer Faktoren
fir die primdre Tumorantwort und den spéteren Krankheitsverlauf. Mit &dquivalenter
Zielsetzung betrachtet diese Arbeit 104 Félle von neoadjuvant therapierten
Mammakarzinomen. Ostrogenrezeptor- sowie Neuronatin-Expression prisentieren sich hier
nach immunhistologischer Evaluation als signifikante prognostische Marker. So ist die hohe
Expression von Neuronatin mit einem verldngerten Intervall bis zur Tumorfreiheit und einer
Verkiirzung der rezidivfreien Zeit, sowie des Gesamtiiberlebens vergesellschaftet. Der ER-
Status kann im Rahmen der Regressionsgradbestimmung zuziiglich zu Proliferationsmarkern
zur Erhéhung der Validitdt prognostischer Aussagen mit herangezogen werden. Das
Vorliegen mitotisch-aktiver Tumorzellen nach neoadjuvanter Chemotherapie in
Residualtumoren sowie im Lymphknotengewebe lymphatisch metastasierter Karzinome
verkiirzt, in Abhingigkeit vom Ostrogenrezeptor, das rezidivfreie Uberleben drastisch. Ein
klinischer Benefit der betrachteten Regressionverfahren konnte bei Anwendung auf

Lymphknotengewbe nicht detektiert werden.

Schliisselworter: Mammakarzinom, Tumorregression, Neuronatin, Ostrogenrezeptor,

Mitosen, Rezidiv, Lymphknotenmetastasen, Outcome
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Einfiihrung

Mammakarzinom

Epidemiologie

Als die mit Abstand haufigste maligne Entartung der Frau weltweit, befindet sich das
Mammakarzinom auf Platz 3 der krebsbedingten Todesfille im Jahr 2019 in der
Bundesrepublik Deutschland. Dies ergibt sich aus einer Inzidenz von 68.950 mit einer
Mortalitdit von 7,8 % (Robert-Koch-Institut & Gesellschaft der Epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. 2019; Statistisches Bundesamt 2021). Das Risiko an
Brustkrebs zu erkranken, wird als sogenannte Lebenszeitwahrscheinlichkeit beschrieben und
liegt aktuell bei 12,3%. Daraus resultiert, dass stochastisch betrachtet 1 von 8 Frauen in ihrem
Leben an einem Mammakarzinom erkranken wird (Rojas und Stuckey 2016). Bezogen auf die
Anzahl der Neuerkrankungen lassen sich geografische wie auch ethnische Unterschiede
feststellen. So zeigte sich, dass Frauen lateinamerikanischer Abstammung, im globalen
Vergleich eine geringere Lebenszeitpriavalenz besitzen (Fejerman et al. 2014). Gleichzeitig
war im Rahmen der vergangenen 40 Jahre, mit einigen wenigen Ausnahmen, ein stetiges
Wachstum der Globalinzidenz des Mammakarzinoms zu verzeichnen (Sancho-Garnier und
Colonna 2019; Siegel et al. 2022). Konkret zeigen Lander wie China und Siidkorea eine
rapide Zunahme der Inzidenz und einer damit einhergehenden Sterberate (Lei et al. 2021). Es
zeigt sich eine differentielle Verteilung der Inzidenzraten und der Krankheitsverldufe bezogen
auf soziale Determinanten. Das Auftreten eines Mammakarzinoms, ein erschwerter
Krankheitsverlauf, aggressives Tumorwachstum, Rezidivraten und Langzeitiiberleben sind
assoziiert mit dem soziodkonomischen Status, der ethnischen Zugehdrigkeit, der Bildung und
Armut. Auch unterschiedliche Zugangsmoglichkeiten zum Gesundheitssystem beeinflussen
das Krankheitsgeschehen (Coughlin 2019b, 2019a). Seit dem Mérz 2019 zeigt sich jedoch ein
drastischer Riickgang der Inzidenz des Mammakarzinoms. Die Ursachen liegen jedoch nicht
in der Primérpravention. Vorrangig lassen sich Assoziationen zur SARS-CoV-2-Pandemie
sowie der dadurch bedingten Verdnderung in der quantitativen Durchfiihrung von

Vorsorgeuntersuchungen und der Diagnostik detektieren (Yin et al. 2020).
Atiopathogenese

Wie in einer Vielzahl anderer Krebserkrankungen zeigt auch die maligne Entartung der
Brustdriise eine multifaktorielle Genese. Als grof3te Einflussfaktoren gelten das Alter, das

Lebensjahr beim Einsetzen der Menarche sowie auch die Anzahl der Schwangerschaften
12



insgesamt (Antony et al. 2018). Der immer wieder postulierte Einfluss der Erndhrung wird
weiterhin kontrovers diskutiert (Dydjow-Bendek und Zagozdzon 2019). Zahlreiche
Einflussfaktoren gelten im Zusammenhang der Tumorentstehung als nicht beeinflussbar. Als
modifizierbarer Risikofaktor ist jedoch der Konsum von Alkohol zu nennen. Aktuelle
Forschungen beschreiben ein erhohtes Risiko zur Entwicklung eines Mammakarzinoms,
bereits ab einer tiglichen Aufnahmemenge von weniger als 10-15g pro Tag (Freudenheim
2020). Trotz jahrzehntelangem Wissenszuwachs, zahlreicher Therapieoptionen und fundierter
Erkenntnisse iiber pathogenetische Faktoren, liegt die Ursache fiir weltweit steigenden
Inzidenzen in vielen Féllen aber bei fehlender Vorsorge. Ebenso das Fehlen pridventiver
MaBnahmen und mangelnde Kenntnisse wissenschaftlicher Erkenntnisse werden als

Einflussfaktoren diskutiert (Sun et al. 2017).
Pridiktive Faktoren

Die Umstidnde, welche zur Entstehung eines Karzinoms der Brustdriise fiihren oder dieses
mitbedingen, sind auch im 21. Jahrhundert nicht in ihrer Génze gekldrt. Dennoch sind
zahlreiche Risikofaktoren beschrieben, die eine maligne Entartung der Mamma begiinstigen.
So strukturieren Wissenschaftler die negativ beeinflussenden Gesichtspunkte nach hormonell
vermittelten, medizinischen, genetischen und brustbedingten Risikofaktoren (Rojas und
Stuckey 2016). Auf dieser Grundlage zeigen unabhingige Studien, dass Adipositas aufgrund
zahlreicher lipidbedingter Stoffwechselinteraktionen bei postmenopausalen Frauen einen
signifikanten Einfluss auf die Entstehung eines Mammakarzinoms hat (Engin 2017).
Genetisch bedingte Karzinomentstehung durch Keimbahnmutationen, ist fiir weniger als 10%
der Karzinome verantwortlich (Rojas und Stuckey 2016). Die bekanntesten Gen-Loci stellen
in diesem Zusammenhang die Tumorsuppressorgene BRCA-1 und BRCA-2 dar. Aber auch
Gene wie PALB2 und BARDI weisen tumorbedingende Potenziale auf. PALB2 codiert
ebenso wie die BRCA-Gene Proteine, welche eine Rolle in der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen iibernehmen (Dorling et al. 2021; Untch et al. 2021; Antoniou et al.
2014). Bemerkenswert sind gleichzeitig jlingste Erkenntnisse iiber die onkogene und
gleichzeitig tumorsuppressive Charakteristik des BARD1-Gens, welche nicht nur im Beispiel
des Mammakarzinoms zum Tragen kommen (Hawsawi et al. 2022). Den negativen
Priadiktoren steht eine Reihe protektiver Aspekte entgegen, die zur Gesunderhaltung der Brust
beitragen konnen. Die bereits kontrovers diskutierte ,,gesunde Erndhrung* trigt offenbar zur
Vermeidung von Brustkrebs sowie auch von dessen Rezidiven bei (Cicco et al. 2019).

Zahlreiche Arbeiten beschiftigen sich detailliert mit protektiven Eigenschaften verschiedener

13



Lebensmittel und Nahrungsbestandteilen (Harris et al. 2014; Sharifi et al. 2017; Lamartiniere
2000; Desai et al. 2020). So prasentierte ein spanisches Forscherteam im Rahmen einer
Metanalyse die schiitzenden Einfliisse frei zirkulierenden Vitamin Ds bei primenopausalen
Frauen (Estébanez et al. 2018). Des Weiteren werden auch das Stillen und eine damit
verbundene protektive Wirkung kontrovers diskutiert (Cabrera und Trapero 2022). Auch die
Anwendung einer hormonellen Kontrazeption bei Frauen steht fortwdhrend in der Kritik, das
Risiko der Brustkrebsentstehung dynamisch beeinflussen zu konnen (Merch et al. 2017).
Interessanterweise ~ bestdtigen italienische  Autoren eine Inzidenzzunahme  bei
Hormonsubstitution. Dennoch empfehlen Sie in ihrem Reslimee der Publikation die
regelmiBige Einnahme hormoneller Praparate. da dies andererseits eine erhebliche Senkung
anderer aggressiver und lebenszeitlimitierender Tumorentititen wie Tuben- und

Ovarialkarzinome bedingt (Del Pup et al. 2019).

Malignomdiagnostik

Palpation

Die regelmifBlige Selbstuntersuchung, wie auch die klinische Untersuchung der Mamma,
geraten in Landern, mit hohem apparativ-diagnostischen Standard immer weiter in den Fokus
der Diskussionen zur Fritherkennungsdiagnostik von Geschwiilsten der Brustdriise (Albeshan
et al. 2020). Kritik entsteht vor allem auf Basis der Annahme einer Reduktion der
Sterblichkeit durch informierte und geschulte Selbstuntersuchung, welche jedoch keiner
evidenten Grundlage entspringen. Im Gegenteil seien Uberdiagnostik und psychischer Druck
das Resultat einer zu zdgerlichen Publikation fehlenden Nutzens dieser MaBBnahme (Mark et
al. 2014). Auch aktuelle Leitlinien zum Mammakarzinom bestdtigen diesen Sachverhalt im
Rahmen eines starken Konsenses. Selbst unter regelmédffiger Anwendung und intensivem
Training sei eine Minderung der Sterblichkeit durch die Brustselbstuntersuchung nicht zu
erreichen (Wdockel et al. 2021). Gleichzeitig beschreiben Studienergebnisse im Rahmen
globaler  Untersuchungen eine  Verdnderung des  Gesundheitsverhaltens nach
patientengerechter Schulung und Stirkung der Selbstwirksamkeit. Es wurde gezeigt, dass der
Ausbau gesundheitlicher Informations-, Motivations-, und Verhaltenskompetenz, beziiglich
eines Mammakarzinoms, zur Erkennung eines malignen Geschehens in der
Selbstuntersuchung fithren kann. Der Diagnosezeitpunkt wird dabei jedoch nicht
beriicksichtigt (Esfahani et al. 2018; Pirzadeh et al. 2021). Dieser Aspekt gewinnt vor allem
durch ein fehlendes Gesundheitsbewusstsein beziiglich eines Mammakarzinoms, in

zahlreichen Regionen der Erde an Bedeutung. Laut Angaben der WHO fehlen global
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betrachtet 55,7% der Frauen ein fundiertes Wissen und eine Sensibilisierung gegeniiber einer

moglichen Brustkrebserkrankung (Nazari et al. 2021).

Mammografie

Das Mammografie-Screening ist als einzige Methode der sekundérpréventiven-radiologischen
Diagnostik als Verfahren zur friihzeitigen Detektion maligner Entartungen der Brustdriise
geeignet. Es senkt bei auffdlligen Befunden nicht nur die Sterblichkeit, sondern ermdglicht
auch dysplastische Verdnderungen zu erkennen. Dadurch kann die Mammografie
erkrankungsbedingte Prognosen verbessern und frithe Tumorstadien mit hoher Sensitivitét,
wie auch Spezifitit diagnostizieren (Wockel et al. 2021). Durch stindige Reevaluierungen zur
Sicherung des Qualitdtsanspruches sowie stetiger Forschung zur Integration alternativer
bildgebender Diagnostik und der Suche neuer diagnostischer Pfade prisentiert sich das
Mammografie-Screening-Programm heute als ein, auf hochster Evidenz basierendes,
systematisches  Testverfahren (Wockel et al. 2021). Aktuelle Reformen der
Screeningempfehlungen befiirworten die Ausweitung des derzeit in Deutschland praktizierten
Mammografie-Screenings fiir Frauen zwischen dem 50.-69. Lebensjahr. So konnte durch den
wissenschaftlichen Beirat des Instituts fiir Qualitit und Wirtschaftlichkeit im
Gesundheitswesen, auf Grundlage der Empfehlungen der Europdischen Kommission, ein
Nutzen der Mammografie ab dem 45. bis hin zum 74. Lebensjahr bestdtigt werden. Die
Fokussierung der vorgeschlagenen Anderungen der Empfehlungen lag stets auf dem
Uberwiegen eines positiven Nutzens gegeniiber einem multifaktoriellen Risikospektrum.
Strahlenwirkung und psychische Belastungen seinen hier nur am Rande genannt. (Canelo-
Aybar et al. 2022; Institut fiir Qualitit und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen
16.08.2022). Jiingst bestdtigte eine Meta-Analyse die Erhohung des Brustkrebsrisikos mit
steigender Zuordnung des Patienten in die BI-RADS Kategorien (Breast Imaging Reporting
And Data System (Bodewes et al. 2022). Aktuelle Analysen aus den Vereinigten Staaten und
Grof3britannien zeigen gleichzeitig den Riickgang der Nutzung des Mammografie-Screenings
seit dem Januar 2020. Als Ursache hierfiir werden zahlreiche Griinde genannt, welche sich auf
Basis der SARS-CoV-2-Pandemie vereinen lassen. Als pragmatischer Grund sei hier auch
eine zahlreiche SchlieBung von Screeningeinrichtungen zu nennen (Lehman et al. 2022).
Auch aktuell hat das Screeningvolumen noch nicht die Auslastung zu Zeiten vor
Pandemiebeginn erreicht, was auch mit einer Verminderung der Krebsdiagnosen einhergeht
(Grimm et al. 2022). Die damit verbundenen gesundheitsrelevanten Effekte sind zum jetzigen

Zeitpunkt lediglich perspektivische Uberlegungen, dennoch erscheint es plausibel, dass
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beginnende dysplastische Verdnderungen nicht entdeckt und frithe operable Tumorstadien
durch fehlendes Screening verpasst werden. Eine zeitverzogerte Verdnderung der Inzidenz
und Mortalitdt, sowie eine statistische Verschiebung der klassifizierten Tumorstadien und
Krankheitsverldufe sind unter Beriicksichtigung dieser Entwicklungen als sehr realititsnah zu
werten (Freer 2021). Jiingste Studien zu diesem Thema beschreiben bereits das Auftreten
hohergradiger und damit LK-positiver Tumorstadien bei Erstdiagnose im Vergleich der
Kalenderjahre 2019 und 2020 (Borsky et al. 2022). Auch weiterhin konzentrieren sich
Forschungen auf friihzeitigere Anhaltspunkte fiir eine nicht- oder mikroinvasive
Tumorerkrankung. Der Bedarf an weiteren diagnostischen Verfahren ist bei der Betrachtung
der Erkrankungszahlen nicht zu bezweifeln. Dennoch kann bisher kein Biomarker eine friihe

Tumorerkrankung sicher anzeigen (Donepudi et al. 2014).
Mammasonografie

Trotz der regelhaften Anwendung des Goldstandard-Screening-Verfahrens Mammografie,
stoB3t diese hdufig an ihre Grenzen. Grofle bzw. sehr strahlendichte Brustvolumina lassen
somit ergdnzende Screeningstrategien wie die Mammasonografie in den Fokus der Diagnostik
treten (Geisel et al. 2018). Unter diesem Aspekt beschreiben Forschungsarbeiten eine
Vergleichbarkeit der Detektionsrate maligner Herde, bei dennoch vorliegender haufigerer
falsch-positiv Rate des Ultraschallscreenings (Berg et al. 2016). Fiir einen Ersatz der
Mammografie durch die Mammasonografie als reguléres Screeninginstrument, konnten bis
heute keine iiberzeugenden Ergebnisse geliefert werden (Wang et al. 2020). Des Weiteren
konnten keine maf3geblichen Vorteile eines Kombinationsverfahrens aufgedeckt werden. Nur
bei Patientinnen mit einem Hochrisikoprofil konnte ein Benefit im Sinne einer gesteigerten
Sensitivitdt nachgewiesen werden (Health Quality Ontario 2016). Lediglich bei unklaren
Befunden, insbesondere diagnostisch suspekten Raumforderungen, empfehlen Leitlinien fiir
Mammakarzinome die Ergdnzung des Brustkrebsscreenings durch eine Mammasonografie

(Wockel et al. 2021).
Magnetresonanztomografie

Die Magnetresonanztomografie (MRT) als Screeningoption im Mammakarzinom zu nutzen,
basiert auf einem gesteigerten Empfindlichkeitsprofil gegeniiber biologisch aggressiveren
Karzinomformen und dem hdufigen Versagen der Mammografie in diesen Entititen (Kuhl
2019). Ein sogenanntes ,,Fast-MRT* bietet sich als wertvolles Screeningverfahren mit

dhnlicher Sensitivitdt verglichen mit reguldren Verfahren an. Auch unter Verkiirzung der
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MRT-Protokolle erscheint es moglich, friihzeitig invasive Pathologien, zeit- und
arbeitseffizient zu detektieren (Partovi et al. 2020). Gleichzeitig ist jedoch auch die Gefahr
einer Steigerung falsch-positiver Befundzahlen bei strukturell dichterem Mammagewebe
bekannt (Saadatmand et al. 2019). Unter diesem Aspekt fassen jiingste Studien den
Anwendungsbereich des MRT-Screenings in engere Bahnen und empfehlen diese vorrangig
fiir Hochrisikopatienten. Dabei lassen Beobachtungszeitraume von iiber 10 Jahren verlangerte

Uberlebensraten vermuten (Hollingsworth et al. 2020).
Gewebebiopsie

Nach klinischer und radiologischer Sicherung des Karzinoms der Mamma wird
leitliniengetreu eine histologische Befundsicherung angestrebt (Wockel et al. 2021). Die
zelluldr-morphologische Heterogenitdt von Brustkrebs stellt weiterhin eine grof3e
Herausforderung wihrend der Diagnostik des Mammakarzinoms dar. Aktuell wird daher
angestrebt, die flir eine maligne Entartung verantwortlichen Brustdriisen-, Stamm-, sowie
auch Vorlduferzellen histopathologisch und molekulargenetisch ausfindig zu machen (Taurin
und Alkhalifa 2020). Grundsétzlich differenziert man heute zwischen minimal-invasiven und
offen-operativen Verfahren der Gewebsbiopsie (Fehm 2017). Zu den Erstgenannten zéhlen
die  Feinnadelaspirations-, die  Stanz- (Hochgeschwindigkeitsstanze) und die
Vakuumstanzbiopsie. Ziel hierbei ist es, unter Zuhilfenahme radiologischer
Aufnahmetechniken drei bis fiinf Gewebszylinder aus einem tumorsuspekten Areal der
Brustdriise zu entnehmen. Trotz dieses klar geregelten Vorgehens beschiftigen sich aktuelle
Studien mit der notwendigen Anzahl an Proben, die es bendtigt, um die Validitit einer
histologischen Diagnostik zu optimieren (den Dekker et al. 2019). Entscheidend fiir ein
valides diagnostisches Ergebnis ist ein klar lokalisierter Entnahmepunkt, welcher mit
klinischen und radiologischen Auffilligkeiten korreliert. Nur dann konnen spétere
histopathologische Befunde als reliabel betrachtet werden. Zur genauen Lokalisation stehen
verschiedene Verfahren wie Sonografie, Mammografie oder auch eine MRT der Brustdriise
zur Verfligung. Diese Art der Gewebegewinnung gilt heute als schonendste und
komplikationsdrmste Methode der invasiven Mammakarzinom-Diagnostik. (Fehm 2017)
Trotz der zahlreichen verschiedenen Arten der minimal-invasiven Biopsiemoglichkeiten,
zeigen jiingste Studienergebnisse keinen prognostischen Unterschied zwischen den Verfahren
(Kim et al. 2022). Dennoch werden hdufig Vorteile einer Vakuumbiopsie gegeniiber anderen
Methoden kontrovers diskutiert (Bennett und Saboo 2019; Nakano et al. 2018). Aktuell

etabliert sich zunehmend die ultraschallgefiihrt-vakuumgestiitzte Gewebsbiopsie. Die
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Hoffnung in diesem Verfahren sei die Moglichkeit eines flichendeckenden besseren
Angebotes mit vergleichbarer Treffsicherheit. Auch eine Kombination verschiedener
Verfahren sei denkbar (Wu et al. 2021). Demgegeniiber stehen offen-operative Verfahren.
Diese spielen in der heutigen Routinediagnostik eher eine sekundidre Rolle und finden vor
allem bei nicht eindeutigen Ergebnissen aus Hohlnadelbiopsien Anwendung. Besonders bei
fraglich diffusen Verteilungstypen der Karzinommasse kann nach vorheriger radiologischer
Faden- und/oder Drahtmarkierung des Tumors eine offene Exploration mit Biopsie angestrebt
werden (Deutsches Krebsforschungszentrum 2012). Dennoch sei zu erwéhnen, dass diese
Methodik nur noch in Ausnahmefillen indiziert ist. Gemeinsam bei allen Methoden der
Gewebsgewinnung, wie auch der zuvor durchgefiihrten Diagnostik ist die notwendige
Beachtung des groflen psychischen patientenbezogenen Einflusses dieser Vorginge. Somit
empfiehlt sich fiir den behandelnden Arzt von Beginn an eine eventuelle psychoonkologische

Intervention vorzuhalten (Wdckel et al. 2021).
Klinisch - pathologisches Staging

Nach Sicherung der Diagnose Mammakarzinom erfolgt die Zuordnung des individuellen
Tumors zu einem spezifischen Tumorstadium und Subtyp. Im konkreten Falle des
Brustkrebses kommt iiberwiegend die TNM Classification of Malignant Tumors des
American Joint Committee on Cancer (AJCC) zur Anwendung. Diese basiert auf der
Beurteilung der lokalen Tumorausdehnung (T), dem Infiltrationsstatus lokoregionirer
Lymphknoten (N) und der metastatischen Streuung maligner Zellen in anderen
Organsystemen (M). In Summe ergeben sich aus diesen Parametern die Zuordnung zum
TNM-System, sowie auch eine Einstufung in Stadien der ,,Union internationale contre le
cancer (UICC). Entsprechend lassen sich Schweregrad der Erkrankung, Ziel einer Therapie
und prognostische Aussagen ableiten (Cserni et al. 2018; Sawaki et al. 2019). Bereits die
Beurteilung der lokalen Tumorausdehnung hat grolen Einfluss auf die weitergehende
Ausdehnungs- und Streuungsdiagnostik. Wird durch die Erstdiagnostik ein Tumorstadium
von mindestens UICC II oder hoher erreicht, erfolgt die Eingliederung in ein sogenanntes
Tumorstaging (Wockel et al. 2021). Detailliert bedeutet dies, die Klarung der Frage nach
Infiltration lymphatischer Bahnen und entfernter Organsysteme wie Lunge, Leber und
skelettaler Apparat. Die Ergebnisse erlauben im Anschluss eine Konkretisierung der
Stadienmodelle. Die auf hoher Evidenz basierende Zuordnung, wurde unter diesem Aspekt
wissenschaftlich legitimiert und in ihrer Validitit bestitigt (Kantor et al. 2021). Als

bildgebende Staging-Verfahren stehen routineméfiige Rontgenuntersuchungen des Thorax,
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die Sonografie des Abdomens und die Knochenszintigrafie zur Verfligung. Bei hoherem
Metastasierungsrisiko bzw. aggressiverer Tumorbiologie kann nach Risiko-Nutzen-
Abwigung liber eine Erweiterung, hin zu einem Ganzkorperstaging nachgedacht werden. Zur
addquaten Bildgebung dienen in dieser Konstellation CT, PET und die MRT. Aktuelle
Empfehlungen bevorzugen beziiglich besserer Sensitivitdt und Spezifitdt den Einsatz eines
CT-Thorax/Abdomen  gegeniiber  einer  konventionellen = Rontgenaufnahme  als
Stagingverfahren (Bootz 2020). Ergdnzend hinzu, kommen Tumormarker, welche es erlauben
die Stagingergebnisse richtungsweisend zu interpretieren. Beispiele hierfiir sind ER-, PR- und
HER2-Expression. Hieraus ergeben sich schlussendlich pathologisch-prognostische
Stadiengruppen/Subgruppen, welche eine Individualprognose noch mehr prazisieren konnen
(Hortobagyi et al. 2018). Aktuelle Publikationen beschreiben ein hohes Potential des neuen 8.
AJCC-Staging-Systems. Es konnte dazu beitragen die Anwendungen von Chemotherapien
und die damit verbundene Morbiditdt der Patientinnen zu vermindern. Des Weiteren soll es
zur Konkretisierung der prognostischen Letalitdt der individuellen Erkrankung beitragen.
Unter diesem Aspekt zeigt sich das Tumorstadium UICC IIA als relevanter Cut-off und
prognostischer Verlaufsparameter (Lian et al. 2021; Kerlikowske et al. 2021). Gleichzeitig
wird jedoch von pauschalisierenden Staginguntersuchungen zur Primérdiagnostik oder zum
Screening abgeraten. Durch dieses Verfahren konnte in Vergangenheit kein signifikanter
Vorteil detektiert werden. Patientinnen wiirden dadurch lediglich unnétigem psychischen

Druck ausgesetzt (Kamel et al. 2021).
Prognostische Faktoren

Aufgrund langjdhriger Forschung am Mammakarzinom stehen uns heute zahlreiche
prognostische Faktoren zur Verfligung. Ziel aktueller Bestrebungen ist es jedoch, die
Aussagen zu perspektivisch-qualitativen und quantitativen Verlaufsformen weiter zu
differenzieren. So spielt z.B. das Alter bei Diagnose, die Zeit bis zum Therapiebeginn, die
Staging-Ergebnisse sowie das molekularbiologische Erscheinungsbild des Tumors eine
bedeutende Rolle (Marques et al. 2022). Einer der relevantesten prognostischen Faktoren ist
die Expression der Rezeptoren fiir Ostrogen und Progesteron. Basierend auf der
Expressionsstiarke und der kombinierten Betrachtung mit dem HER2-Rezeptor, sowie dem
Ki67-Proliferationsindex lassen sich bereits Ausgangsprognosen zum Krankheitsverlauf
spezifisch einschdtzen (Li et al. 2022). Der Grundstein fiir dieses pathologisch relevante
Beurteilungsverfahren und der damit verbundenen Subgruppenanalyse, basiert auf Arbeiten

norwegischer und US-amerikanischer Forscherteams (Serlie et al. 2001; Perou et al. 2000).
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Aus dieser Subgruppenbetrachtung ergeben sich spezifische Risikoprofile sowie daraus
resultierende Behandlungsstrategien (Waks und Winer 2019). Patientinnen, welche etwa vor
der Vollendung des 40. Lebensjahres an einem Mammakarzinom erkranken, bekommen einen
prognostisch fulminanten Verlauf zugesprochen. Hiufig exprimieren diese Karzinome keine
der genannten Rezeptoren (,,Triple Negativ, TNBC), gelten als aggressiver und als deutlich
schlechter zu therapieren (Gao et al. 2022). Die 15. Internationale St. Gallen Konsensus-
Konferenz (Schneeweiss et al. 2017) bestdtigte diese klinisch-pathologische Klassifizierung.
Ebenso konkretisierte das Brustkrebsexperten-Gremium im Jahr 2021 den Nutzen und die
Notwendigkeit einer genetischen Testung. Unter diesem Aspekt soll Patientinnen, mit
berechnet hohem Risiko fiir eine Keimbahnmutation >10%, zum Beispiel im Rahmen einer
positiven Familienanamnese, eine spezifische Mutationsanalyse angeboten werden. Die
jeweils vorliegende Mutation bedingt mit hoher Evidenz die Handlungsempfehlung (Untch et
al. 2021). Dieses Ergebnis spiegelt einen groBlen Schritt der modernen medizinischen
Versorgung auf dem Weg zur patientenorientierten Individualmedizin und der damit
verbundenen patientenspezifischen Prognose. Abschlieend sei ein Parameter erwihnt,
welcher bereits seit einigen Jahren an Bedeutung gewinnt. Die Detektion
kreislaufzirkulierender Tumorzellen sowie ,,freier Tumor-DNA im Rahmen einer ,,Liquid
biopsy“. Im Fokus steht hier die Ermittlung quantitativer und qualitativer Aussagen zur
Aussaat maligner Zellen. Daraus resultiert nach histologischer und molekularer Analyse auch
die Moglichkeit einer prognostischen Einschitzung zum Verlauf und der Aggressivitit der

Tumorerkrankung (Bidard et al. 2016).

Ostrogen - Bedeutung im Mammakarzinom

Dass es eine primir unspezifische Verbindung zwischen Ostrogen und Brustkrebs gibt, ist seit
iiber 100 Jahren bekannt (Clemons und Goss 2001). GroB3e epidemiologische Studien legen
heute nahe, dass ovarielle Hormone die Entstehung des Brustkrebses beeinflussen. Kernpunkt
dieser Annahme ist die proliferative Wirkung der Interaktion von Ostrogenen und Gestagenen
mit Proto-Onkogenen und Wachstumsfaktoren (Pike et al. 1993). Bereits vor iiber 15 Jahren
konnten zwei Hauptwirkmechanismen der Ostrogenbedingten karzinogenen Wirkung
nachgewiesen werden. Rezeptorvermittelte hormonelle Aktivierung der Zellproliferation und
genotoxische Wirkungen einer Cytochrom P450-vermittelten metabolischen Aktivierung
filhren zur Erhohung der Mutationsraten und einer damit verbundenen Begiinstigung einer
Aneuploidie. In Summe fordern diese Faktoren die Entartung gesunder Brustdriisenzellen

(Russo und Russo 2006). Auch in-vitro Experimente konnten einen Einfluss von Ostrogen auf
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die Induktion einer neoplastischen Transformation nachgewiesen. Dieser Effekt ldsst sich als
Ostrogen-induzierte Karzinogenitit bezeichnen (Russo und Russo 2006). Als nachgewiesen
gilt in diesem Zusammenhang auch die synergistische Wirkung von endogenem und
exogenem Ostrogen (Gompel 2019). So ist eine Serumspiegelerhhung von Ostrogen oder
eng verwandten Steroidhormonen mit einem erhéhten Brustkrebsrisiko bei postmenopausalen
Frauen verbunden (Yager und Davidson 2006). Eine erhdhte Ostrogenexposition verstirkt im
Korper die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Diese konnen genotoxisch fordernd
auf eine Mammakanzerogenitit wirken (Wen et al. 2017). Gleichzeitig zeigt eine Steigerung
der Hormonspiegel vor der Menopause protektive Effekte gegeniiber malignen Entartungen
(Yager und Davidson 2006). Kohdrente Ergebnisse prasentierte eine Studie der Johns
Hopkins University 2019. Das gastrointestinale Mikrobiom moduliert den endogenen
Ostrogenspiegel und beeinflusst damit die Entstehung eines Mammakarzinoms (Parida und
Sharma 2019). Eine pauschale Aussage zum Effekt hoher bzw. niedriger Ostrogenspiegel
kann somit nicht getroffen werden. In Vergleichsstudien konnte gezeigt werden, dass die
therapeutische Ostrogenspiegelreduktion postmenopausaler Frauen auch zur Reduktion des
Brustkrebsrisikos fiihren kann (Samavat und Kurzer 2015). Zahlreiche Studien beschéftigten
sich mit den Regulationsmechanismen des Ostrogens und der Hormonrezeptordichte auf
Zelloberflachen. Interessanterweise gibt es deutliche Hinweise dafiir, dass sich metabolische
Eigenschaften der Karzinomzellen mit der differentiellen Ostrogen-Expression verindern.
Konkret zeigten tiirkische und US-amerikanische Forscher, dass es zu Ostrogen-bedingt
abnormalen Modulationen verschiedener Signalwege (cMyc, p53, NF-kB, Ras, Raf, HIF-1q,
mTOR) in malignen Brustzellen kommt. So erfolgt nicht nur die direkte Beeinflussung der
Signalgebung, sondern auch die Adaptation der Feedbackmechanismen zur Einstellung
autoregulatorischer Prozesse. Diese tumorzellspezifischen Anpassungen préisentieren sich in
der Regel als eine Art Stoffwechseloptimierung bei ungiinstigen Uberlebensbedingungen.
Hierzu zdhlen schlechte Durchblutungsverhéltnisse, Nahrstoffmangel und
Anpassungsreaktionen ausgelost durch therapeutische  Substanzen, welche einen

Zelluntergang provozieren sollen (Kulkoyluoglu-Cotul et al. 2019).
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Abb. 1.0. Ostrogenrezeptor-Signaling (Kulkoyluoglu-Cotul et al. 2019)
Abnormale Ostrogen-Signalwege stimulieren die Zellproliferation. Hieraus resultiert
die Aktivierung verschiedener Stressreaktionen der Zellen. Dies fiihrt wiederum zur
Forderung der Zellproliferation. Feedbackmechanismen der gezeigten Faktoren
bedingen die Hochregulierung von Ostrogenrezeptoren. Es kommt zur Ausbildung
eines Ostrogen-bedingten Teufelskreises.

Zellproliferation & Mitoseaktivitiat
Ki67

Das bereits in den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts beschriebene nukledre Antigen Ki67, wird
heute mittels monoklonalem Maus-Antikérpers MIB-1 immunhistochemisch nachgewiesen.
Es wurde bereits in der Erstpublikation als geeignete Methode zur Detektion von im
Wachstum befindlichen Zellen erkannt (Gerdes et al. 1983). Bereits damalig entdeckte man,
dass eine Expression des Antigens lediglich in den Zellzyklusphasen G1, S, G2 und M, jedoch
nicht in der GO-Phase erfolgt und somit proliferationsaktiven Zellen vorbehalten ist (Barnard
et al. 1987). Kurze Zeit nach der Entdeckung des Ki67-Antigens, wurde auf den mdoglichen
Nutzen und die routinemiBige Integration dieses Testverfahrens in die Diagnostik
verschiedener Karzinomerkrankungen hingewiesen (Lelle et al. 1987; Gerdes 1985). Heute
gehort diese immunhistochemische Farbung zur Routine im Rahmen der Klassifizierung eines
Mammakarzinoms (Penault-Llorca und Radosevic-Robin 2017). Unterstrichen wird dies

durch die Ergebnisse der SG-BCC 2021. Diese empfiehlt die Durchfiihrung einer Ki67-
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Bestimmung unter NACT zur Uberpriifung des Therapieansprechens. Des Weiteren sei die
Erhebung der Ki67-Verdnderung unter neoadjuvanter endokriner Therapie eine geeignete
Maflnahme zur Prognoseabschitzung (Untch et al. 2021). Aktuelle Studien zeigen dennoch,
dass die prognostische Validitit des Ki67-Proliferationsindexes stark von der verwendeten
Therapie abhingig ist. Gleichzeitig dokumentieren andere Arbeiten einen hohen Wert fiir die

unabhédngige Prognose zum Gesamtiiberleben (Li et al. 2017a).
Bedeutung im Mammakarzinom

Der Ki67-Index gilt als zuverldssiger Indikator fiir die proliferative Aktivitdit von
Mammakarzinomen (Louis et al. 2023). Dariiber hinaus trdgt der Marker einen hohen
prognostischen Wert in der Beurteilung luminalen Brustkrebses (Lu et al. 2023). Am
konkreten Beispiel der NACT kann Ki67 in Vergleichsarbeiten als priadiktiver Marker der
Wirkung einer Chemotherapie {iberzeugen, jedoch keinen hinreichenden Einfluss auf einen
alternativen Therapieentscheid geltend machen (Zhang et al. 2021). Denn nicht fiir jedes
Therapieregime lasst die Bestimmung der Ki67-Expression eine valide Aussage zu. Dies liegt
zum einen daran, dass es sich bei einer préitherapeutischen Biopsiediagnostik um eine
Momentaufnahme des Proliferationsverhaltens handelt. Zu diesem Zeitpunkt lassen sich
Anhand der Expression priadiktive Aussagen zum Ansprechen verschiedener Therapiewege
treffen. Konkret ldsst das Vorliegen einer hochproliferativen Zellstruktur im Tumor, das
primir sehr gute Ansprechen auf eine zytoreduktive Therapie annehmen. Diese Uberlegung
basiert auf dem Vorliegen vulnerabler Phasen des Zellzyklus. Physiologisch betrachtet wird
eine Zelle dadurch angreifbarer fiir eine therapeutische Intervention. Am Beispiel eines
hochproliferativen Karzinoms und der Frage nach dem prognostischen zytoreduktiven Effekt
einer Therapie, erreicht Ki67 einen hohen Vorhersagewert. Gleiches gilt fiir die Frage nach
dem Gesamtiiberleben (Li et al. 2017a). Unter Berilicksichtigung anderer relevanter
Fragstellungen zu Rezidivneigung, Aggressivitit und Regressionsverhalten weist der
Proliferationsindex kein zuverldssiges priadiktives Niveau auf. Des Weiteren ldsst das Antigen
nur eingeschriankt Einschdtzungen zu heterogenen Zellverbidnden zu. Diese weisen in aller
Regel differentiell-zelluldre Eigenschaften auf wund reagieren somit variabel auf
Therapieregime. Daher verdndern abweichend differenzierte Zellpopulationen das Outcome
des Patienten. Allein diese Tatsache macht deutlich, wie anfillig der Ki67-Index gegeniiber
Malignom-beeinflussenden Faktoren ist und wie ungeeignet sich der Marker fiir allgemeine

absolute Aussagen zur Krankheitsentwicklung présentiert (Zhang et al. 2020).
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Mitoseaktivitit von Tumorzellen

Die quantitative Bestimmung mitotisch aktiver Tumorzellen setzt beim diagnostizierenden
Pathologen ein hohes Mal} an Erfahrung voraus. Im Fokus steht hier das lichtmikroskopische
Identifizieren und Zdhlen sich teilender Zellen. Dies ist allgemeinhin als sehr schwierige und
zeitintensive Evaluationsmethode bekannt (Maroof et al. 2020). Dennoch gilt die detaillierte
Erfassung der Mitoseaktivitét als hoch relevanter histopathologischer Marker zur Vorhersage
der Tumoraggressivitit und zum Treffen valider Prognosen (Mahmood et al. 2020).
Kontrovers ist etwa, welche Morphologie einer Brustkrebszelle als proliferierend erfasst wird.
Da es aktuell keine einheitlichen Kriterien zur Erfassung einer mitotisch aktiven Zelle gibt,
sei eine Standardisierung notwendig, um die Validitit diagnostischer Aussagen zu erhohen.
So zeigen jiingste Forschungen die Notwendigkeit der gleichzeitigen Betrachtung der Ki67-
Fiarbung. Mitoseanzahlen sollen unter diesem Aspekt vor allem in Ki67-exprimierenden
Tumorregionen bestimmt werden. Prognostisch sind Tumore mit hoher Ki67-Expression und
groflen Mitosezahlen mit schlechteren Verldufen vergesellschaftet. (Lashen et al. 2021).
Verschiedene Studien mit Fokus auf biochemische Mechanismen prisentieren in diesem
Zusammenhang den massiven FEinfluss mitose- und zellzyklusbedingender Gene auf
medikamentdse Therapieresistenzen. Es handelt sich hier um Verdnderungen in
Schliisselgenen wie MAD2L1, DLGAP6 und RACGAPI. Durch Mutationen in diesen und
weiteren proliferationsrelevanten Genen resultieren u.a. Tamoxifenresistenzen und eine damit
verbundene verstirkte Aggressivitit des Tumors (Sun et al. 2021; Li et al. 2021b). Um die
Erhebung der sich teilenden Zellen zu objektivieren, zielen aktuelle Bestrebungen darauf ab,
die deutlich heterogene Morphologie mitotischer Kerne durch eine Kl-gestiitzte Bildanalyse

zu erfassen (Sohail et al. 2021).
Metastasierungswege

Die Metastasierung im Sinne einer Verbreitung maligner Zellen im Korper ist ein komplexer,
mehrstufiger biologischer Prozess, an dem eine Vielzahl von Genen und Biomolekiilen
beteiligt sind (Koztowski et al. 2015). Nach wie vor entwickeln fast 12% der Brustkrebs-
Patientinnen einen metastasierenden Verlauf. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrigt unter
diesen Umstidnden lediglich 26% (Olive Peart 2017). Die verschiedenen Moglichkeiten der
Streuung des Mammakarzinoms bestehen analog zu anderen Krebserkrankungen. Vorrangig
kommt es primidr zur lymphatischen Metastasierung lokoregiondrer Lymphknoten. Diese
werden in diesem Zusammenhang als sog. Wiachter- bzw. Sentinellymphknoten bezeichnet.

Bereits initial nach Erstdiagnose wird daher der axillire Lymphknotenstatus ermittelt, da
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dieser die Therapieverfahren und Prognose entscheidend beeinflusst (Marino et al. 2020).
Wihrend des Prozesses der himatogenen Metastasierung kommt es vorrangig zum Auftreten
von Fernmetastasen im skelettalen Apparat, Lunge, Leber und dem Gehirn. Diese
differentielle Streuung ldsst sich auf molekularer Ebene als sog. metastatische Heterogenitét
beschreiben. Grundlage dafiir sind unterschiedliche molekulare pathophysiologische
Vorgédnge, welche sich in gestreuten Tumorzellen abspielen und die Invasion in tumorferne
Organe auslosen und/oder begiinstigen. Jiingste Studien beschreiben hierbei eine Aktivierung
von spezifischen Metastase-Genen sowie die sog. Silencing-Verdnderungen in Metastasen-
Suppressor-Genen (Yeeravalli und Das 2021; Liang et al. 2020). Hieraus ergeben sich neue

Moglichkeiten Target-orientierter Therapien (Liang et al. 2020; Kim 2021).

Neuronatin

Definition & Merkmale

Das bereits Mitte der 90er Jahre beschriebene Protein Neuronatin wurde bei der Identifikation
neuer mRNA-Spezies, welche selektiv an der Entwicklung neuraler Strukturen beteiligt sind,
erstmalig am Modell der fetalen Ratte entdeckt. Frithe Erkenntnisse zu dem, durch 3973
Basenpaaren kodierten und aus 81 Aminosduren gebildeten Proteolipid, weisen aufgrund N-
und C- terminaler Konfigurationen darauf hin, membrangebunden an signaliibertragenden
Prozessen des entwickelnden Gehirns beteiligt zu sein. (Joseph et al. 1994; Dou und Joseph
1996; John et al. 2001). Das aus 3 Exons und 2 Introns bestehende menschliche NNAT-Gen
ist auf dem Chromosom 20q11.2 im Bereich des 8,5kb-Introns des Blasenkrebs-assoziierten
Proteins (BLCAP) lokalisiert (Evans et al. 2001). Der Nachweis einer hohen NNAT-
Expression fetaler und frith-postnataler humaner Hirnstrukturen, sowie ein gleichzeitig
zunehmender Expressionsverlust mit fortschreitendem Alter in Gewebsproben aus Herz,
Lunge, Leber und Skelett konnte in diesem Rahmen verzeichnet werden. Bemerkenswert ist
die Persistenz der Expression ausschlielich im humanen Hypophysenvorderlappen (Usui et
al. 1997). AuBlerdem existieren 2 Splicing-Varianten des Neuronatins. Die als a-Form (Exon
1-3, 81-Aminosduren) und B-Form (Exon 143, 54 Aminosduren) bezeichneten mRNA-
Produkte, werden in Abhingigkeit des Neurogenesestadiums differentiell reguliert. So zeigt
sich im Rahmen der frithen Hirnentwicklung eine erhdhte Expression der a-Form (Gu et al.
2012). Diese Erkenntnis begriindet die Annahme spezifischer Aufgaben der
Neuronatinformen (Joseph et al. 1996; Joseph et al. 1995). Trotz Nachweis einer
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funktionellen und strukturellen Ahnlichkeit zum Phospholamban-Gen konnte die genaue
physiologische und pathophysiologische Rolle bis heute nicht im Detail geklart werden (Pitale
et al. 2017).

Bedeutung & Einfluss

Die Aufgabe des paternal exprimierten NNAT in adulten Geweben im Gegensatz zu der
Funktion im fetalen Gewebe ist nicht vollstindig verstanden (Kikyo et al. 1997). Unter
anderem konnten jedoch erhohte Neuronatinspiegel in insulinproduzierenden B-Zellen der
Langerhans’schen Inseln des Pankreas nachgewiesen werden. Aus diesen Erkenntnissen
erhofft man sich in Zusammenschau anderer [-zellrelevanter Expressionsmuster, ein
detaillierteres Verstidndnis zur Entstehung immunogener Diabeteserkrankungen (Arava et al.
1999; Asahara 2019). Aktuell werden auch Hinweise diskutiert, welche auf einen relevanten
Einfluss des NNAT bei der Thermoregulation und Energieverbrauch hindeuten (Braun et al.
2020; Cimino et al. 2021). Auch legen psychiatrische Forschungsergebnisse eine Assoziation
verdnderter NNAT-Abundanz im Vollblut mit der Entstehung einer Essstorung nahe
(Lombardi et al. 2019). Beziiglich einer Verbindung der NNAT-Expression mit der
Tumorgenese fiel zundchst auf, dass die NNAT-Expression in Zellen stark ist, welche ihren
Ursprung im Hypophysenvorderlappen haben. Ebenso war diese Expressionssteigerung in
jedweder Art von hypophysidren Adenomen eruierbar. Gleichzeitig zeigt keine weitere Entitét
neuronaler Tumoren eine Expression von Neuronatin (Usui et al. 1997). AuBerdem
priasentierte sich im Rahmen von Lokalisationsanalysen des humanen NNAT-Gens, eine
Involvierung des Genlokus in Blasenkrebs-assoziierte Proteine (BLCAP) (Evans et al. 2001).
Bei Auswertungen spezifischer Methylierungsmuster konnte gezeigt werden, dass
Verbindungen zur Entstehung akuter Leukimieformen im Kindesalter bei epigenetischer
Dysregulation existieren (Kuerbitz et al. 2002). Auch besteht eine prognostische Relevanz der
NNAT-Expression fiir Mammakarzinome als erginzender unabhdngiger Prognosemarker.
Dieser sei aufgrund seiner intrazelluldren Vermittlerrolle im Calciumstoffwechsel, ein
relevantes Target fiir zukiinftige Therapieforschungen (Nass et al. 2017). Demgegeniiber wird
NNAT von Plasterer et al. als Modifikator beschrieben. Laut diesen Ergebnissen bewirkt es
eine Unterdriickung der Zellproliferation und die Verhinderung der Tumorzellbewegung in
ER(+) Mammakarzinomen (Plasterer et al. 2019). Ahnliche Zusammenhinge konnten US-
Onkologen in Bezug auf die Entstehung eines Osteosarkoms identifizieren. Sie beschreiben
einen vermeintlichen tumorsuppressiven Effekt des NNAT gegeniiber der Entstehung dieser

Knochentumorentitidt (Saeed et al. 2020). Um die Aufgabe des NNAT und die damit
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verbundenen Effekte detaillierter zu kldren, liegt es nahe co-exprimierte Gene zu
identifizieren und zu analysieren. (Pieper et al. 2021). Hieraus konnten Hypothesen {iber den
Mechanismus und die verantwortlichen Stoffwechsel- bzw. Signalwege im Mammakarzinom
abgeleitet werden. Hierzu wurde die sog. METABRIC-Brustkrebs-Datenbank eingesetzt
(Curtis et al. 2012). Es zeigt sich in einer ,,Pathway-Enrichment Analyse® dass co-
exprimierten Gene gehduft mit dem Fettstoffwechsel in Verbindung stehen. Eine zentrale
Rolle spielt hier die Expression von PPARY (Pieper et al. 2021). Im Mausmodell wurde eine
Verbindung zwischen Amiden, wie Antiarrhythmika und NNAT beschrieben. Wéhrend der
Tumorgenese scheinen solche Amide die Invasion, sowie auch eine Zellaussaat im Sinne
einer Metastasierung zu hemmen, was mit einer Depression des Zellstoffwechsels verkniipft
ist. Die Anwendung von Lidocain senkt auch das Expressionsniveau des NNAT in
Malignomzellen. Gleichzeitig gibt es Hinweise darauf, dass eine NNAT-Uberexpression die
protektive Wirkung der Amide auer Kraft setzen konnte (Li et al. 2021a). Zusammengefasst
bestitigen diese Ergebnisse die postulierte Rolle dieses Proteins als Tumor-Aggressivitits-

und Prognosemarker.

Therapiezweige

Chemotherapie

Diese Arbeit beschéftigt sich ausschlieBlich mit der primdren Anwendung von Chemotherapie
im neoadjuvanten Setting. Die Tumortherapie des Mammakarzinoms wiirde unter heutigen
Gesichtspunkten in ihrer Art und Weise durchaus anteilig anders erfolgen als noch im Jahre
2010. In den vergangenen Jahren hat die Bandbreite der zur Verfiigung stehenden
Behandlungsoptionen stetig zugenommen und zeigt sich heute in wachsender Komplexitat der

individuell angepassten Brustkrebstherapie (Loibl et al. 2021).

Neoadjuvante Chemotherapie (NACT)

Als Therapiekonzept wurde die, der operativen Tumorresektion vorausgehende
chemotherapeutische Intervention mit Zytostatika (NACT) urspriinglich nur bei lokal
fortgeschrittenen und/ oder bei entziindlich beeinflussten malignen Entartungen der
Brustdriise genutzt (Chaudhary et al. 2018). Gleichzeitig sei erwidhnt, dass auch die
neoadjuvant eingesetzte endokrine Therapie einen hohen Stellenwert im Down-Staging ER(+)

Mammakarzinome einnimmt und auch im Anschluss an dieses Regime eine brusterhaltende
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Therapie eine Option darstellt (Paepke et al. 2004). Aktuell etabliert sich die NACT als Teil
der routineméBig durchgefiihrten Behandlungsstrategie des Mammakarzinoms (Provenzano
2021). In der Vergangenheit konnten grofle randomisierte Studien jedoch zeigen, dass es
keine signifikanten Uberlebenszeitunterschiede in Vergleichsgruppen gibt. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass regional metastasierte Mammakarzinome durch die Anwendung
einer NACT in einen histopathologisch negativen Nodalstatus {iberfiihrt werden konnen. Eine
normalerweise routinemifBig durchgefiihrte radikale axillaire Lymphknotendissektion sowie
die damit verbundenen Nebenwirkungen kdnnen unter diesem Aspekt vermieden werden (Al-
Hilli und Boughey 2016). Somit zeigen statistische Erhebungen eine erhebliche Zunahme der
durchgefiihrten neoadjuvanten Therapieregime. Dies fundamentiert sich vor allem auf der
Moglichkeit der spdteren brusterhaltenden chirurgischen Therapie zur Entfernung der
Tumorresiduen (BET). Des Weiteren kann eine qualitativ verbesserte Prognoseeinschitzung
je nach Ansprechen des Tumorgewebes im Rahmen postoperativer Diagnostik realisiert
werden (Fisher et al. 1997; Gerber 2003; Volders et al. 2018). Trotz zahlreicher Vorteile einer
prdoperativen Chemotherapie wird eine Zunahme des Lokalrezidiv-Risikos kontrovers
diskutiert. Eine verantwortungsvolle Handlungskonsequenz aus dieser Erkenntnis muss im
Rahmen einer weiteren Therapieplanung und Nachsorge im Fokus stehen. Die detaillierte
pathologische Diagnostik sowie die Verwendung additiver Therapien miissen Beachtung im
weiteren Krankheitsverlauf finden (Asselain et al. 2018). Auf Grundlage grof3er
Vergleichsstudien entwickelt sich die NACT, mit zunehmender Kenntnis der Risiken und der
stetigen Weiterentwicklung neuer Therapiepriparate, zu einer individuell angepassten

Standardbehandlung im Mammakarzinom (Montemurro et al. 2020).
Ablation (Mastektomie)

Bereits im ersten Jahrhundert nach Christus war bei romischen Medizinschriftstellern die
Rede von der vollstdndigen operativen Entfernung eines Brustdriisengeschwulstes. ,,Einige
haben Atzmittel verwendet, andere den Kauter, andere schneiden sie mit dem Messer aus.
Trotzdem sie sind zuriickgekehrt und haben den Tod verursacht.” (Aulus Cornelius Celsus ca.
25-35 n. Chr.). Aufgrund der Lokalisation wundert es nicht, dass medizinische Gelehrte zu
dieser Zeit mit dem Wachstum, der Ausbreitung und den Komplikationen des
Mammakarzinoms vertraut waren. Ein therapeutischer Ansatz entwickelte sich daher lange
bevor an die chirurgische Versorgung anderer malignen Erkrankungen und den
dazugehorigen operativen Techniken zu denken war (Ellis 2019). Im Rahmen einer 1971

begonnenen randomisierten US-amerikanischen Langzeitstudie, welche die radikale
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Mastektomie mit weniger invasiven operativen Therapiekonzepten verglichen hat, konnte
gezeigt werden, dass ein radikal chirurgisches Vorgehen keinen signifikanten
Uberlebensvorteil bietet (Fisher et al. 2002). Die Entscheidung zur Mastektomie nach der
Diagnose Mammakarzinom hat trotz vielseitiger Therapieoptionen in den vergangenen Jahren
deutlich zugenommen. Ebenso die Moglichkeit der prophylaktischen kontralateralen Ablation
findet bei den Patientinnen immer mehr Zuspruch. Ist eine Frau jedoch nicht Tréger einer mit
einer malignen Entartung assoziierten Keimbahnmutation, besteht kein signifikantes Risiko
(0,3 - 0,6 % pro Jahr) zur Entwicklung eines kontralateralen Karzinoms. Aus diesen
Erkenntnissen resultiert, dass pauschale bilaterale Mastektomien keinen Vorteil, bezogen auf
das Langzeitiiberleben bieten. Eher zeigen Patientinnen im Verlauf ein gehduftes Auftreten

postoperativer Komplikationen und einer Minderung der Lebensqualitit (Rutgers 2019).
Brusterhaltende Therapie (BET)

In der heute iiblichen chirurgischen Versorgung eines Mammakarzinoms ist die Anwendung
einer brusterhaltenden Tumorexzision, bei den meisten der Patientinnen zu realisieren. Dieses
hier beschriebene Verfahren zielt darauf ab, das Resektionsvolumen des Brustgewebes,
verglichen zur Mastektomie zu reduzieren. Durch dieses Bestreben wird das kosmetische
Ergebnis in vielen Féllen verbessert und die Lebensqualitdt der betroffenen Frauen erhalten
(Volders et al. 2018). Die einer BET in der Mehrzahl der Félle vorausgehende NACT verfolgt
das Ziel, die Proliferation der malignen Zellen im Optimum zu beenden und das
Tumorgewebe in den Prozess einer Nekrose zu tberfiihren. Im Fokus steht somit ein
Downstaging des Tumors. Trotz der zahlreichen positiven Aspekte, welche die Kombination
aus BET und NACT augenscheinlich birgt, existieren derzeit keine wissenschaftlichen
Beweise fiir eine quantitative Steigerung des Langzeitiiberlebens. Gleiches gilt fiir die
fragliche Verbesserung des chirurgischen Ergebnisses einer BET unter vorheriger
Anwendung einer neoadjuvanten Chemotherapie, verglichen mit einer konventionellen
adjuvanten Therapie. Dennoch gilt es eine Weiterentwicklung der Neoadjuvans
voranzutreiben, um in Zukunft eine Vermeidung der chirurgischen Intervention bei
vollstdndiger und nachhaltiger chemotherapeutischer Tumorregression zu erreichen. Diese
Innovation wiirde einer ultimativen brusterhaltenden Strategie gerecht werden (Volders et al.

2018; Teshome und Kuerer 2017).
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Regression & Tumorreduktion

Zur Objektivierung des Ansprechens eines Tumors auf ein zytoreduktives Therapiekonzept,
wird die Reduktion der Tumormasse histopathologische bestimmt. Die damit verbundene
Beurteilung therapieabhédngiger morphologischer Verdnderungen in malignen Zellen steht
dabei im Fokus. Hierzu etablierten sich im Rahmen der vergangenen Jahre verschiedene
Bewertungssysteme. Diese verfolgen jedoch in Summe das gleiche Ziel, ndmlich eine
Aussage zum prognostischen Outcome, basierend auf dem priméren Therapieeftekt treffen zu
konnen. Des Weiteren fokussiert sich die Auswertung der Tumorreduktion auf der
Entscheidungsfindung zur Anwendung adjuvanter Therapieregime und auch weiterer
chirurgischer Strategien. In Génze resultiert aus der pathologischen Diagnostik ein
erkrankungsbezogenes Nachsorgeschema. Sinnvoll ist es durch regelmidBige Anwendung
einheitlicher Graduierungen in Zukunft eine allgemeingiiltige Standardisierung zu
gewihrleisten. Es zeigt sich jedoch, dass eine Vielzahl histopathologischer
Bewertungssysteme divergierende Aussagen treffen. Auch eine in den aktuellen Leitlinien zur
Anwendung kommenden Empfehlungen zur Regressionsgraduierung, zeigt aktuell keinen
internationalen Standard. Dieser Umstand wirkt einer objektiven allgemeingiiltigen
Einschitzung einer Tumorreduktion entgegen. Das wissenschaftliche Interesse an der
Vereinheitlichung der Einschitzung des Regressionsgrades ist daher aktuell ungebrochen

(Fanelli et al. 2019; Wockel et al. 2018).
Histologisches Bewertungssystem nach Miller & Payne (Ogston et al.)

Auf der Suche nach einem konstruktiven Klassifizierungssystem zur Tumorregression,
welches auch Aussagen zur Prognose sowie dem Langzeitiiberleben trifft, publizierte eine
Gruppe britischer Chirurgen, Onkologen und Pathologen im Jahre 2003 neue
Herangehensweisen zur Bewertung von Tumorzellreaktionen im Mammakarzinom nach
NACT. In diesen Uberlegungen wurden nur weibliche Patienten mit lokal fortgeschrittenen
Tumoren (T<3) einbezogen, welche im Rahmen des reguldren Stagings keinen Anhalt fiir
jedwede Metastasierung zulieBen. Zur histopathologischen Evaluation der Resektate kommt
in der beschriebenen Forschungsreihe eine, von den britischen Pathologen 1.D. Miller und S.
Payne entwickelte 5-stufige Rangskalierung zur Anwendung. Im Fokus der Diagnostik steht
die chemotherapeutische Verringerung der Tumorlast im Sinne der quantitativen Zelldichte.

Morphologische Verdnderungen maligner Zellen, welche sich in mannigfaltiger Form anhand
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zytopathischer Effekte beschreiben lieBen, spielen bei der Skalenzuordnung keine Rolle

(Ogston et al. 2003).

Bei vollstindiger Therapieresistenz im Rahmen eines nicht feststellbaren Effektes und bei
Fehlen jeglicher zellulirer Reduktion nach Anwendung einer NACT, wird die
histopathologische Stufe 1 vergeben. Kommt es zu minimaler partieller Reduktion von bis zu
30% und persistierend hoher Zellularitit erfolgt eine Festlegung auf Stufe 2. Reagiert der
Tumor mit einer Verkleinerung seiner Ausdehnung von mindestens 30 % bis zu einer
Reduktion von 90% erhilt der Befund die Stufe 3. Liegt eine fast vollstindige Remission bei
iiber 90% vor, wobei das Praparat noch wenige Cluster oder weit verbreitete einzelne invasive
Tumorzellen enthilt, liegt nach Miller & Payne ein Regressionsstufe von 4 vor. Die
Graduierung auf Stufe 5 beschreibt die Vollremission, in welcher keine invasiven
Tumorzellen im Préparat zu detektieren sind. Die Ausnahme bildet das Vorhandensein eines
duktalen Karzinoms in situ. In diesem Falle infiltrieren die Tumorzellen die Basalmembran
(DCIS) nicht. Unter diesem Aspekt liegt kein invasives Karzinom vor. Auch dieser Befund
wird als vollstandige pathologische Regression Stufe 5 bewertet. Laut Aussage der Autoren
werden die Stufen 1-4 als sogenannte ,,partial pathological responder (pPR)* und die Stufe 5
als ,,complete pathological responder (cPR)“ betrachtet. Um eine moglichst objektive
Bewertungsgrundlage zu schaffen, wurde jedes Priparat durch zwei Fachirzte fiir Pathologie
diagnostiziert und einer, in der Erstdiagnostik des Mammakarzinoms gewonnenen,
pratherapeutischen Tumorbiopsie gegeniibergestellt. Somit basiert die pathologische
Einschidtzung auf einem validen 4-Augen-Prinzip auf Grundlage eines direkten prid- und
posttherapeutischen Vergleichs. Unter Betrachtung dieser Uberlegungen zu effizienteren
Moglichkeiten des histologischen Gradings, versuchten Wissenschaftler auch in jiingster
Vergangenheit, dass hier beschriebene System modifiziert anzuwenden. Dies erfolgte in
entsprechenden Studiendesigns unter Adaptation bzw. Konkretisierung der Diagnosekriterien
und der in die Bewertung einflieBenden Faktoren (Ogston et al. 2003; Arici et al. 2020; Li et
al. 2018).
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Stufe (Grad) Beschreibung

1 keinerlei Therapieantwort,
individuelle Verdnderung einzelner Tumorzellen
ohne Reduktion der Gesamtzellularitit

2 geringfligiger Verlust von Tumorzellen (<30%),
pPR Zellularitit insgesamt hoch
3 Reduktion der Tumorzellularitdt > 30% - <90%
4 deutliche Tumorzellreduktion > 90%,
einzelne kleine Cluster,
weit verbreitete Einzelzellen
5 keine malignen invasiven Zellen detektierbar,

vaskulér-fibroelastisches Bindegewebe mit
vereinzelten Makrophagen,
DCIS kann vorhanden sein

Abb. 1.1. Modifiziertes histologisches Bewertungssystem nach Miller & Payne
(Ogston et al. 2003)

Regression nach Sinn et al.

Bereits in den 90er Jahren des 20 Jahrhunderts publizierte der Heidelberger Pathologe Prof.
Dr. med. H. P. Sinn die hohe Relevanz der gemeinsamen Betrachtung von
histopathologischen und klinischen Tumorbefund, in Verbindung mit moglichen
Therapieformen und dem daraus resultierenden therapeutischen Effekt. Er betont in seinen
Ausfiihrungen, dass eine vollumfingliche Kenntnis des Malignoms bereits priatherapeutisch
Regressionsprognosen valider und zuverléssiger gestaltet. Das Resultat einer durchgefiihrten
NACT wird im Rahmen regressiver Verdnderungen in einem semiquantitativen Verfahren
graduiert. Hierzu wird eine histopathologische Beurteilung mittels HE-Farbung am Paraffin-
eingebetteten Gewebe durchgefithrt. Die von Sinn angewendete Klassifizierung zur
Regressionsgraduierung basiert auf einem S-stufigen Konzept, welches mit zunehmendem
Zahlenwert eine Zunahme der Tumorreduktion beschreibt. Ein Wert von 0 kennzeichnet das
Fehlen jeglicher morphologischer Effekte, ein Wert von 1 eine partielle Tumorsklerose und
resorptive Entziindungszonen mit deutlichen zytopathischen Effekten. Der Wert von 2
kennzeichnet eine weitgehende Tumorsklerose bei minimal invasivem Resttumor (< 0,5 cm).
Die Einstufung der Zahlenwerte 0-2 spiegelt somit in der Summe eine post-

chemotherapeutisch invasive und vitale Resttumorsituation. Die Vergabe des Wertes 3 erfolgt
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ausschlieBlich beim Vorliegen nicht-invasiver vitaler Residualtumoren (DCIS). Dies setzt
voraus, dass Tumorzellen die basalen Grenzen des Driisengewebes beachten und kein
verdrangendes Wuchsmuster zeigen. Liegt nach Anwendung einer NACT ein Tumorzell-
freier Befund im Operationspriparat, in Form einer Komplettremission vor, wird der Grad 4
vergeben (Sinn et al. 1994). In der Routinediagnostik des IPA der Medizinischen Fakultit der
OvGU zu Magdeburg gehort die Graduierung der Regression nach Sinn im Mamma-Abladat,
nach NACT, neben der Bestimmung =zahlreicher weiterer prognostischer und
posttherapeutischer Marker zum Standardverfahren. Dementsprechend resultieren weitere

Therapiepfade und valide Aussagen zum Outcome der Patienten.

Regressionsgrad  Definition

0 kein histopathologischer Effekt

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

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

3 kein invasiver Resttumor, Duktales Carcinoma-in-situ

4 kein Resttumor, Komplettremission

Abb. 1.2. Modifizierter Regressionsgrad Sinn (Sinn et al. 1994)

Regression nach Milan Cancer Institut

Das Milan Cancer Institute im Journal of Clinical Oncology der American Society of Clinical
Oncology (ASCO) publizierte die Effekte primdrer NACT in operablen Mammakarzinomen
und der Folge einer brusterhaltenden chirurgischen Therapie. Die Gesamtbetrachtung bezog
sich auf das Langzeitoutcome betroffener Patientinnen. Untersucht wurde der Einfluss
primdrer Tumorgrofen auf das therapeutische Ansprechen des Malignoms und der Grad der
Remission im Vergleich zur primédr diagnostizierten Grofenausdehnung in 2 nicht-

randomisierten unabhédngigen Studiengruppen. Engmaschige Kontrollen wurden vor, wihrend
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und nach der jeweils angewendeten Chemotherapie durch Palpation des Tumorbefundes
durchgefiihrt. Eine ergdnzende Abschlussdiagnostik nach NACT erfolgte 3 Wochen nach dem
letzten Therapiezyklus mittels Mammografie. Eine Verifizierung der erhobenen Befunde
konnte, nach in der Regel brusterhaltender Resektion, mittels histopathologischer Diagnostik
erzielt werden. Zur quantitativen Beurteilung des Therapieeffektes bediente man sich eines 3-
stufigen Systems, welches augenscheinlich auf eher trivialen Aussagen beruht. Bezogen auf
das pratherapeutische Ausgangsvolumen des Karzinoms definiert man hier eine Senkung der
palpablen Tumorausdehnung bis zu 50% als ,,non-responder (nR)*“. Liegt nach Abschluss der
NACT eine Reduktion der tastbaren Tumormasse bei iiber 50%, so definiert man ecinen
,partial-responder (pR)*“. Sofern keine definitive malignomverdédchtige Resistenz festzustellen
ist, wird der Status des ,,complete-responders (cR)“ vergeben. Jegliche Gr63enzunahme oder

das Auftreten neuer nicht-lokaler Filiale wird als ,,tumor progression definiert (Bonadonna et

al. 1998).

Therapieeffekt Charakteristik

tumor progression GroBenzunahme des Primarius,
nicht-lokales Rezidiv

non-responder Minderung palpabler Tumorausdehnung < 50%

partial-responder Minderung palpabler Tumorausdehnung > 50%

complete-responder keine klare Identifikation malignomverdéchtiger
Residuen

Abb. 1.3. Modifizierter Therapieeffekt nach Milan Cancer Institute
(Bonadonna et al. 1998)

Basierend auf den Erkenntnissen der 90er Jahre, konnten auch spitere Arbeiten mit einer
grofleren Zahl an Féllen und konkreten Aussagen zur Statusverteilung von Respondern, die
schon damals erkannten Zusammenhdnge in Therapieverldufen bestitigen und vertiefen

(Minckwitz et al. 2012).
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Prozentuale zellulire Reduktion

Auf Grundlage der Uberlegungen zum Ansprechen eines Mammakarzinoms auf eine
zytoreduktive Chemotherapie, entschieden wir uns bei der Evaluation einen speziellen Fokus
auf die histopathologisch festzustellende Reduktion der Tumorzellularitit /~-Volumen zu
legen. Dieses Vorgehen wird in dhnlicher Art und Weise unter den Evaluationspunkten des
Residual Cancer Burden (RCB) zusammengefasst (Provenzano 2021). In dieser Betrachtung
bezog man sich jedoch lediglich auf den Bereich des Primértumors unter Vernachldssigung
der Differenzierung der in-situ Tumor-Komponenten. Eine Einbeziehung der Metastasen
erfolgt isoliert in anderen Verfahren. Eine weitere Moglichkeit bietet das Adaptieren der
Klassifikation und die Zuordnung zum bereits vielseitig erforschten RCB-Score. Hieraus
ergibt sich auch die Auseinandersetzung mit dessen klinisch-prognostischer Relevanz
(Symmans et al. 2021; Symmans et al. 2017). Als belegt erscheint die prognostische
Bedeutung dieses Scores auch unabhidngig von der dennoch klinisch hochrelevanten
Zuordnung zu hormonellen Subgruppen (Yau et al. 2022). Als Referenz zur
histopathologischen Beurteilung nach Chemotherapie diente auch hier das Préparat der
pritherapeutischen Feinnadelbiopsie. Eine Klassifizierung erfolgt hier primdr unter
Festlegung prozentualer Tumorreduktionen zwischen 0%, deklariert als keinerlei
therapeutische Antwort und 100% der sogenannten Komplettremission. Eine gesonderte
Betrachtung nicht-invasiver Karzinomzellen erfolgt nicht. Das Vorliegen eines DCIS schlief3t

nach diesem Prinzip eine 100%ige Tumorreduktion aus.

Zytopathischer Effekt

Der hier interessierende Aspekt bezieht sich auf die Reaktion maligner Zellen gegeniiber einer
NACT. Diese Verdanderungen werden als zytopathischer Effekt klassifiziert. Es wird hier eine
Aussage zum individuellen Verhalten der Tumorzellen getroffen. Im dabei verwendeten
Scoring wird somit versucht, die chemotherapeutische Wirklatenz detaillierter zu erfassen und
eine Aussage zum perspektivischen Nekroseverhalten zu treffen. Ziel ist es, auch bei einem
geringen Grad der Tumorremission einen zytotoxischen Therapieeffekt prognoserelevant
erfassen zu konnen, um daraus Therapieempfehlungen abzuleiten. Das beschriebene Scoring
erstreckt sich liber 4 differentielle Effektstufen. Beginnend mit: keinem morphologischen
Unterschied zur Primérbiopsie ,,no effect” (0), tiber ,low* (1) deutlich morphologisch-

regressive Verdnderungen, ,.high* (2) bizarr-atypisch vergroBerte Struktur der Zellkerne bei
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morphologisch-regressiven Verdnderungen bis hin zur fehlenden Beurteilung bei

Vollremission ohne die Moglichkeit einer zelluldren Beurteilung ,,full-remission® (3).

Zielsetzung dieser Arbeit

Trotz zahlreicher Studien und Case-Reports ist eine prognostische Aussage zum Ansprechen
eines Mammakarzinoms auf einen bestimmten Therapiepfad und den darin verwendeten
Medikamenten sowie Behandlungsmethoden z.B. Resektion oder Radiatio auch im 21.
Jahrhundert an viele bisher noch unbekannte relevante Einflussfaktoren gekniipft. Ahnliches
gilt fiir Fragen, beziiglich Langzeit-Outcome nach Diagnose, Therapie und vor allem der
Rezidivneigung in Form von Progression, Lokalrezidiv oder auch einer Metastasierung. Auf
der Suche nach validen prognostischen pra- und posttherapeutischen Faktoren, zur Erh6hung
der  Aussagekraft gegeniiber dem  perspektivischen  Krankheitsverlauf  eines
Mammakarzinoms, setzt sich diese Dissertation mit bereits bekannten Markern und
Observationstaktiken auseinander. Additiv zur angewendeten Routinediagnostik erfolgte die
parallele Erhebung wissenschaftlich umstrittener, jedoch vielversprechender Marker und
Klassifikationssysteme. Kernpunkt der Erweiterung des diagnostischen Umfanges war die
Konkretisierung prognostischer Aussagen zu Langzeitverlauf, Aggressivitdt, Rezidivrisiko

und Metastasierungsverhalten.

Hauptziel dieser Arbeit ist daher die Etablierung und der Vergleich valider
Bewertungssysteme fiir den Erfolg der NACT im Hinblick auf das Rezidiv-freie Intervall.

Insbesondere waren dazu folgende Fragen/Hypothesen zu kliren:

Welche prognostische und pridiktive Relevanz hat Neuronatin im neoadjuvant therapierten

Mammakarzinom?

Welches Verfahren zur Beurteilung der Tumorregression besitzt das hochste MaB} an Validitét

und der damit verbundenen klinischen Bedeutung?

Welche spezifische Subgruppe der betrachteten Kohorte besitzt das schlechteste Outcome im

Rezidiv-freien Intervall?

36



Material & Methoden

Material

Patientenkohorte

Die hier betrachtete Kohorte, wurde in einer Gesamtgroe von 234 Féllen durch den damalig
geschéftsfiilhrenden Oberarzt der UFK, Prof. Dr. med. Atanas Ignatov zur Verfligung gestellt.
Eine jeweilige leitliniengerechte Primérdiagnostik erfolgte zwischen den Jahren 2010 — 2016,
gefolgt von einer neoadjuvanten Chemotherapie an der Universititsfrauenklinik der OvGU
Magdeburg. Mit der Zielsetzung, das Malignom vom Tag der Diagnose, iiber das
Therapieansprechen sowie auch der Diagnostik des spdteren Abladats, bis hin zum zeitlich
ungewissen Follow-up zu evaluieren, wurden spezifischere Einschlusskriterien verfasst. Dies
fithrte schlieBlich zur Schmélerung der KohortengroBe auf 104 Félle. Die Erhebung der
Patientendaten erfolgte vorrangig am Institut fiir Pathologie und der Universititsfrauenklinik
der OvGU. AuBerdem konnten ergdnzende patientenbezogene Daten zu Komorbiditdten und
dem Follow-up zur Ermittlung konkreter Langzeit-Outcome-Parameter aus den Datenbanken

der Medizinischen Fakultdt gewonnen werden.

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg

genehmigt (Ethikvotum Nr. 104/2013).
Einschlusskriterien

Voraussetzung fiir den Einschluss in die Studie war das Vorliegen vollstindiger
studienrelevanter Patientendaten (siche Patientendaten) und Préparate. Unter Betrachtung
histopathologischer Interessen waren die Mdoglichkeit zur Re-Evaluation von gewonnenen
Biopsien und gewonnenem Residualmaterial essenzielle Einschlusskriterien fiir die Studie.
Ein weiterer obligatorischer Faktor war das Vorliegen Paraffin-eingebetteter Biopsieblocke
um die pritherapeutische NNAT-Expression immunhistochemisch farben und beurteilen zu
konnen. Als ein wesentliches Kriterium stellte sich im Verlauf die zeitlich einheitliche
Abfolge von Biopsie, Therapie und spaterer Resektion sowie der Moglichkeit der Evaluation
des Outcomes heraus. Biopsien unter bereits laufender Therapie eignen sich in diesem
Rahmen nicht zur objektiven FEinschitzung der Tumormorphologie und fiihrten hier
infolgedessen zum Studienausschluss. Ein weiterer essenzieller Aspekt war das Vorliegen

axillarer Lymphknoten bzw. einer Sentinel-Lymphknotenbiopsie nach NACT.
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Unter Anwendung dieser Kriterien entstanden alle statistischen Berechnungen auf Grundlage

einer Kohortengréf3e von 104 Mammakarzinomen.

Die Diagnose der malignen Entartung der Brustdriise wurde jeweils als ein einseitig isolierter
Befund betrachtet. Eine beidseitig gleichzeitige Prdsenz von Mammakarzinomen, bei ein und
derselben Patientin, flihrte nach diesem Prinzip zu einer vollstindig separaten
Fallbetrachtung. Gleiches gilt fiir die Entwicklung kontralateraler Entartungen im gesamten

Beobachtungszeitraum. Dies traf auf 3 Fille zu.

Initialereignis zur Einleitung invasiver Diagnostik
(Selbstuntersuchung, Mammografie, klinisch-kdrperlicher Befund)

Biopsie & Erstdiagnose W
Mammakarzinom
Universitétsfrauenklinik J

l

Einleitung neoadjuvanter Chemotherapie

[

Chirurgische Exzision der Tumorresiduen W Gewebearchivierung
Universititsfrauenklinik J IPA

Ggf. intraoperative Radiatio OvGU Magdeburg

Nachsorge

Regelmiiflige Meldung
Krebsregister

Ggf. adjuvante Therapie Sachsen - Anhalt

Aufnahme Studienkohorte
(nur bei Vollstéandigkeit der einzelnen Parameter)

Abb. 2.0. Schema zur Fallberiicksichtigung
Flussschema zur Aufnahme der Patientinnen in die Studienkohorte

Datenerhebung

Entsprechend der primdren Zielsetzung wurden personenbezogene Daten wie Name,
Vorname und Geburtsdatum aus der Therapiedatenbank fiir NACT beim Mammakarzinom,
der UFK der OvGU erhoben. Im Anschluss erfolgten die Uberpriifung des Vorliegens

archivierter Gewebspriparate und deren Vollsténdigkeit, bezogen auf die Einschlusskriterien
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zur Studienteilnahme im Préparatarchiv des IPA. Die Beantragung zur Bereitstellung von
Verlaufsdaten, beim Klinischen Krebsregister Sachsen-Anhalt gGmbH fiihrte zu einer
Konkretisierung des individuellen Fallesgeschehens (Klinisches Krebsregister Sachsen-
Anhalt gGmbH 2021.000Z). So konnten Daten zu Diagnosedatum, Diagnosealter, OP-Datum
und, wenn vorhanden Rezidiv-, Progress- und Metastasen-Registrierungsdatum sowie
Informationen zum Tod oder das Datum der letzten Informationsiibermittlung von
Patientendaten erhoben werden. Nach Selektion der einzuschlielenden Fille wurde eine, auf
histologischen Nummern basierende Pseudonymisierung der Daten durchgefiihrt. Auf
Grundlage einer Feinnadelbiopsie, welche zur Primérdiagnostik und Therapieplanung in der
UFK gewonnen wurde, konnte die Feststellung des Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus,
wie auch des humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors Typ 2 (HER2/neu) realisiert
werden. Des Weiteren wurde, wenn zuvor diagnostisch bestimmt, der Ki67-
Proliferationsfaktor eruiert, andernfalls nachtriglich gefiarbt und ergénzt. Bei der nun
folgenden histopathologischen und immunhistochemischen Re-Evaluation aller in der Studie
eingeschlossenen Fille, erfolgte primdr eine Feststellung der prétherapeutischen
Tumormorphologie. Zudem strebten wir die Bestimmung der NNAT-Expression anhand einer
Feinnadelbiopsie-Probe, mittels einer immunhistochemischen Farbung an. Dieses Vorgehen
stellt die Grundlage der Préparatvergleichbarkeit, bezogen auf das Ansprechen der
Tumorzellen auf eine zytoreduktive Chemotherapie dar. Die spidtere Betrachtung der
resezierten ~ Tumorresiduen, in  Verbindung mit intraoperativ = gewonnenem
Lymphknotengewebe, erlaubt eine differenzierte Einordnung des Malignoms in verschiedene
Klassifizierungssysteme der Tumorregression. Diese Regressionsbeurteilung fand auch
Anwendung in etwaig regionalen Lymphknotenmetastasen. Auch morphologische
Verdnderungen an Tumorzellen, in Verbindung mit dem posttherapeutischen
Proliferationsverhalten, wie auch das Invasionsverhalten der Zellen, in vasale und
lymphatische Strukturen wurden in der Re-Evaluation beriicksichtigt. Im Verlauf dieser
engmaschigen Diagnostik konnten Tumorformeln, welche zuvor aus der Datenbank der UFK
erhoben wurden, validiert werden. Die Gewinnung von klinisch-diagnostischen Daten, die vor
allem das therapeutische Vorgehen detailliert beschreiben, erfolgte iiber die Archivdatenbank
der UFK. Durch diese Erhebung konnten Erkenntnisse tiber Therapiezyklen, Nebenwirkungen

und Komplikationen, wie auch Outcome-Daten gewonnen werden.
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Methoden

Falldatenzuordnung

Anhand der vollstindigen Namen, Geburts- und Diagnosedaten erfolgte eine
Zusammenstellung der zur Re-Evaluierung benétigten konservierten und archivierten HE-
Schnittpraparate der Mammaabladate. Auch Sentinel-Lymphknoten und Paraffinblocke der
Feinnadel-Biopsien konnten anhand der zuvor ermittelten Histologienummern aus dem
pathologischen Archiv des IPA im Forschungsprojekt genutzt werden. Als relevanteste Quelle
individueller Falldaten wurde das Informationssystem der digitalen Pathologie (IS-P) der
Imassense Deutschland GmbH, Berlin verwendet. Die Paraffinblocke dienten zur spiteren
Herstellung immunhistochemisch zu farbender Neuronatin-Schnittprdparate sowie der

Farbung und Erhebung des eventuell fehlenden Ki67-Proliferationsindexes.
Anfertigung Schnittpriparate

Unter Verwendung eines Rotationsmikrotoms (Leica Biosystems Nussloch, Deutschland)
erfolgte die Anfertigung von Paraffinschnitten eines jeden Biopsieblockes. Mittels Crushed-
Ice folgte das Herunterkiihlen der Paraffinblocke, um mit dem Mikrotom 2 pm dicke Schnitte
anfertigen zu konnen. Eine Glittung der angefertigten Schnitte erfolgte in einem 39°C
warmen Wasserbad (VEB Ilm Labor, Ilmenau, Deutschland), um sie danach auf einen
SuperFrost-Objekttrager (Thermo Fisher Scientific Messtechnik GmbH, Miinchen,
Deutschland) aufzuziehen. Zur optimalen Schnittkonservierung und zur Sicherstellung einer
hinreichenden Objekttragerhaftung folgte eine iiber-Nacht Inkubation bei 60°C im
Brutschrank (BINDER GmbH, Tuttingen, Deutschland).

Immunhistochemische Firbung

Biopsiefirbung — Neuronatin

Um die NNAT-Expression maligner Zellen darzustellen, erfolgte der immunhistochemische
Nachweis mithilfe eines vollautomatisierten Systems. Die manuelle Durchfiihrung einer
Neuronatin-Farbung, im Rahmen fritherer Forschungen, wurde in dieser Studie durch ein
vergleichbares automatisiertes Verfahren ersetzt (S. Walter 2018). Um eine identische
Farbevaliditdt zu erreichen, wurden primér Biopsien einer Vorgidngerstudie, zur Kalibrierung
der neuen Methode genutzt und lichtmikroskopisch untersucht (Nass et al. 2017). Nach
Anpassung des Féarbeverfahrens konnten vergleichbare Ergebnisse in der hiesigen Kohorte in
einem vollstdndig automatisierten Farbeprozess (VENTANA BenchMark ULTRA, Roche
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Deutschland Holding GmbH, Deutschland) reproduziert werden. Ein genau definierter
Féarbealgorithmus bildet die Grundlage der Bindung spezifischer Antikorper, welche aus
Saugetierarten der Leporidaen- Murinaen- und Bovidaenfamilie stammen. Bei korrekter
Farbung kommt es zum Nachweis cytoplasmatisch vorliegender Antigenstrukturen. Jedes
Priparat erhielt zur zweifelsfreien Identifikation im Voraus einen Barcode, sowie die
Histologienummer des Schnittblockes und wurde damit im Gerédt registriert. Der
Gesamtvorgang erfolgte nach dem hausinternen Farbeprotokoll 611 (Opti Titr.0.A.). Nach
primdrer Einbettung und dem Zuschnitt erfolgte im Automaten die Entparaffinierung bei
72°C. Im Anschluss folgte ein dreimaliger Spiihlzyklus mittels EZ-Prep. Dieser
standardisierte =~ Spiilalgorithmus  diente = der  Vorbereitung des  eigentlichen
Markierungsvorganges. Es folgte die Erwdrmung der Objekttrager auf 100°C. Im Anschluss
durchliefen die Priparate einen zehnmaligen, jeweils zehn Minuten andauernden Benetzungs-
und Inkubationszyklus mittels Cell Conditioner Nr. 1 (CC1 Puffer). Im Anschluss folgte das
griindliche Spiilen mit Reaktionspuffer. Nach dem Herunterkiihlen des Objekttragers auf
36°C realisierte der Firbeautomat das Aufbringen eines Hemmstoffes endogener Peroxidase-
Reaktionen (OV DAB INHIBITOR, Ventana Medical Systems, Inc.) mit 4-miniitiger
Inkubationszeit. Im Anschluss an einen erneuten Spiihlvorgang mit Reaktionspuffer erfolgte
das zweimalige Auftragen von 230ul des polyklonalen Kaninchen-Primarantikdrpers
(ab27266, abcam, Cambridge, GroBbritannien) in einer 1:50 Verdiinnung in
Antikorperverdiinnungspuffer (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) fiir 32 Minuten.
Zum Nachweis der gebundenen Antikorper, kam das OptiView DAB IHC Detection Kit zum
Einsatz. Daflir wurden 230ul eines Sekundirantikérpers mit HQ-Linker-Bindung, unter
achtminiitiger Inkubation und anschlieBender Spiilung mit Reaktionspuffer angewendet (OV
HQ UNIV LINKR, Ventana Medical Systems, Inc.). Dieser Vorgang wurde einmal
wiederholt. Im Anschluss erfolgte das Auftragen und achtminiitige Inkubieren von 230ul
HRP-Multimeren als tertidrer Anti-HQ-Antikérper (OV HRP UNIV MULTI, Ventana
Medical Systems, Inc.). Auch dieser Vorgang wurde einmalig wiederholt und von
Spiilvorgdngen mit Reaktionspuffer begleitet. Danach wurden 3,3°‘-Diaminobenzidin (DAB)
wie auch Wasserstoffperoxid (H,O,) zur Vorbereitung der Oxidationsreaktion aufgetragen
und acht Minuten inkubiert. Nach einem weiteren Spiilzyklus mit Reaktionspuffer wurde zur
Erhohung der Sensitivitidt und zur Steigerung der Farbeintensitit, Kupfer-Sulfat aufgetragen
und fiir vier Minuten inkubiert (OV COPPER Ventana Medical Systems, Inc.). Nach einem
letzten Spiilvorgang mit Reaktionspuffer resultiert aus der oxidativen Reaktion die Farbung

unter Entstehung eines braunen Prézipitates (OptiView DAB IHC Detection Kit, Ventana,
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Roche Deutschland Holding GmbH, Deutschland). Eine Gegenfarbung nukledrer Strukturen,
erfolgte nach Mayer mit Himatoxylin und anschlieBender Spiilung in Aqua destillata (Green
et al. 1989). Die Dehydrierung der Schnittprdparate wurde automatisch, mit Hilfe einer
aufsteigenden Alkoholreihe (75%-96%-2x100%) realisiert. Die Préparate wurden durch
Eindecken mit Corbit-Balsam (Hecht-Mertens, Kiel Deutschland) und Versiegeln mit einem

Deckgliaschen fertiggestellt (Godwin Avwioro et al. 2011).

DAB
Prézipitat

P HRP Multimer
~ (Anti-HQ Tertifirantikdrper)

HQ

/ (kovalent gebundenes Hapten)

P Selundérantikdrper
\ (Anti-Kaninchen —Immunglobulin)

Primfrantikdrper

\ (Kaninchen)

Neuronatin — Antigen

N

N

Abb. 3.0. Neuronatin-Fiarbung
Schema zur Antigen-Fdrbung mit dem OptiView DAB IHC Detection Kit

Biopsiefirbung - Ki67

Um das Ki67-Antigen lichtmikroskopisch quantifizierbar zu machen, erfolgte eine
immunhistochemische Fiarbung. Die gesamte immunhistochemische Prozedur wurde ebenfalls
auf dem gleichen vollautomatischen Féarbesystem (VENTANA BenchMark ULTRA, Roche
Deutschland Holding GmbH, Deutschland) durchgefiihrt. Im Rahmen der Firbung des Ki67-
Antigens arbeitete der Fiarbeautomat reguldr nach dem 93-schrittigen institutsinternen
Farbeprotokoll Nr. 48 mit dem UltraView DAB Kit zur Markierung (v1.02.0018). Zur

Validititssicherung lief ein zusidtzlicher Gewebsschnitt einer humanen Tonsilla palatina im
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gesamten Verfahren mit. Der Féarbeprozess fiir Ki67 verlduft analog zur Neuronatinfarbung,
lediglich die Anzahl verschiedener Spiilvorginge und die angewendeten Reagenzien zur
Markierung variieren. Vor Beginn des eigentlichen Férbeprozesses wurde die
Entparaffinierung bei einer Ausgangstemperatur von 72°C durchgefiihrt. Auch hier folgt ein
dreimaliger Spiilzyklus mittels EZ-Prep. Darauthin wurde ein dreizehnmalig wiederholter
Zyklus zum Aufbringen und Inkubieren von Cell Conditioner (CC1 Puffer) und Liquid
Coverslip (High Temperature) fiir acht Minuten. bei einer Temperatur von 95°C initiert
(Ventana Medical Systems, Inc.). Im Anschluss konnte das Herunterkiihlen auf 36°C und ein
dreifacher Spiilzyklus mit Reaktionspuffer realisiert werden. Im Anschluss erfolgte das
Aufbringen eines Hemmstoffes endogener Peroxidase-Reaktionen mit vierminiitiger
Inkubationszeit (UV DAB INHIBITOR, Ventana Medical Systems, Inc.). Nach zwei weiteren
Spiilzyklen mit Reaktionspuffer wird der primédre Mib-1-Antikérper (PREP Kit 48)
aufgetragen und fiir 32 Minuten bei 36°C inkubiert. Hier wurde der monoklonal-
rekombinante Maus-Anti-Mensch-Antikérper (M7240, Dako Omnis, Agilent Technologies)
verwendet (Scholzen und Gerdes 2000). Zur Herstellung einer Antikorper-Verdiinnung von
1:100 wurde der ProTags Antibody diluent for IHC® (Artikel Nr. 400100299, quartett
GmbH) genutzt. Nach zwei weiteren Spiilvorgingen mit Reaktionspuffer beginnt der
immunhistochemische Nachweis der primiren Antigen-Antikorper-Bindung mittels ultraView
Universal DAB Detection Kit (Roche Deutschland Holding GmbH, Deutschland). Unter
achtminiitiger Inkubation erfolgt das Auftragen der HRP-Multimere gefolgt von zwei
Spiilzyklen mit Reaktionspuffer (UV HRP UNIV MULTI, Ventana Medical Systems, Inc.).
Nach erneuter zweifacher Spiilung mit Reaktionspuffer wurden vergleichbar zur NNAT-
Farbung, DAB, H,O, und Kupfer-lonen (UV Copper, Ventana Medical Systems, Inc.)
aufgetragen und fiir acht bzw. vier Minuten inkubiert (Green et al. 1989). Nach Abschluss des
letzten Reaktionspuffer-Spiilzyklus, werden die Schnittprdparate aus dem Firbeautomaten
entnommen und mit warmem Wasser, unter Verwendung eines fettlosenden
Reinigungsmittels gespiilt. Nach kurzem Eintauchen in Aqua destillata folgt die
Kerngegenfiarbung mit ,,Himalaunlosung-sauer unter einminiitiger Inkubation (Godwin
Avwioro et al. 2011). Im Anschluss folgten eine Spiilung unter klarem Leitungswasser sowie
ein flinfminiitiges Blduen in 30°C warmem H,0O. Die Dehydrierung der Schnittpriparate
wurde mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe (75%-96%-2x100%) durchgefiihrt.
AbschlieBend erfolgte eine fiinfminiitige Inkubation in Xylol. Zur Fertigstellung des
Schnittpriparates wurden die Préparate mit Corbit-Balsam (Hecht-Mertens, Kiel Deutschland)

eingedeckt und Deckglédschen versiegelt.
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Pathologische Diagnostik

Allgemeine Durchfiithrung

Die histopathologische Evaluation aller Schnittprdparate aus Biopsie, Abladat und
Lymphknoten wurde im Vier-Augen-Prinzip durchgefiihrt. Dabei stand eine vollstdndige
Rekapitulation tumormorphologischer Verdnderungen, durch den Vergleich von prid- und
posttherapeutischer Proben im Fokus. Jedes Karzinom wurde im Rahmen der Diagnostik
durch die gleichen Untersucher, als zusammenhédngender Fall beurteilt und stets vollstindig
am selben Tag zu Ende gefiihrt. Diese Herangehensweise zeigte sich als sehr effektiv und gab
den Untersuchern die Moglichkeit therapeutische Effekte im Tumorgewebe valide zu deuten.
Fiihrend bei der Begutachtung der Schnitte war auf fachirztlicher Ebene PD Dr. med. habil.
Piotr Czapiewski (Chefarzt Institut fiir Pathologie Klinikum Dessau), parallel fiihrte ich, eine
proaktive Co-Observation der pathologischen Diagnostik durch. Unter Dr. Czapiewskis
Supervision erfolgte so eine vollstindige Re-Evaluation der 104 eingeschlossenen Fille. Zur
Diagnostik, wie auch zur Fotodokumentation wurde ein Zeiss Axioplan Mikroskop (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen, Deutschland) mit den Optionen zur 100-, 200- und 400-
fachen VergroBerung. Zur Dokumentation wurde eine Digitalkamera (Olympus DP26,
Olympus Deutschland GmbH, Deutschland) genutzt. Dabei wurden folgende Priparate
ausgewertet: Die wihrend der Erstdiagnose gewonnenen Stanzzylinder, das Abladat und die
regiondren Lymphknoten. Fehlende Fiarbungen wurden, wie oben beschrieben, aus
Paraffinmaterial ergidnzt Die endgiiltige Festlegung diagnostischer Ergebnisse erfolgte stets
nach intensiver Argumentation und Interaktion beider Untersucher. In diesem Rahmen
wurden auch fallrelevante Informationen aus der Patientendatenbank der UFK zur

Konsensfindung herangezogen.

Diagnostik der Biopsie

Diagnostik Neuronatin

Die Beurteilung der Neuronatin-Schnittprdparate erfolgte auf Grundlage eines bereits
bestehenden spezifischen Scoring-Verfahrens zur Quantifizierung der Farbeintensitit bzw. der
prozentualen zytoplasmatischen NNAT-Expression in Mammakarzinomzellen (Nass et al.
2017). Zur Beurteilung wurden ausschlieBlich invasive Karzinome in die Untersuchungen
einbezogen. Die Vergabe eines jeweils numerischen Wertes (IRS) basiert zum einen auf der
Feststellung der Firbeintensitdt ausgehend von keiner Anfarbung (0), schwacher (1), miBiger

(2) bis hin zu starker (3) Positivitidt der malignen Zellen. Parallel erfolgte die prozentuale
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Ermittlung positiv gefarbter Tumorzellen. Der hier erhobene Prozentwert wurde mit dem
numerischen Wert der Farbeintensitdt multipliziert und das Produkt anschlieBend durch 10
dividiert. Hieraus ergeben sich Zahlenwerte zwischen 0-30. Da es sich beim Neuronatin um
ein intrazelluldir-membrangebunden vorliegendes Protein handelt, lag der Beobachtungsfokus
auf einem zytoplasmatisch-braunen Prizipitat. Die Farbung der Zellkerne imponierte

wiederum violett-blaulich.
Diagnostik Ki67

In der Priparatevaluation der mit Ki67-Antikdrpern markierten Schnitte erfolgte die
Beurteilung anhand der Kernreaktivitit maligner Brustdriisenzellen. Diese Moglichkeit
nukledre Antigene zur Bewertung der Zellproliferation hinzuzuziehen wurde bereits in den
80er Jahren beschrieben (Gerdes et al. 1983), wenngleich schon damalig auf die heterogene
Verteilung von Wachtumsfraktionen innerhalb maligner Zellverbidnde hingewiesen wurde
(Gerdes et al. 1984). Daher wird der prozentuale Anteil gefarbter Tumorzellkerne bestimmt
(Barnard et al. 1987). In dieser Arbeit bezogen wir die Informationen zur
Proliferationsbereitschaft des Tumors aus einem bzw. mehreren Stanzzylindern der
Primérdiagnostik. Um die Validitit der Untersuchung zu sichern und die Ergebnisse
vergleichbar zu machen, nutzten wir den prozentualen Mittelwert der heterogen verteilten, Ki-
67 exprimierenden Tumorzellen. Dies musste erfolgen, da eine Sichtung des gesamten
Tumorgewebes vor NACT nicht praktikabel war. Als Cut-Off zur Dichotomisierung einer
hohen bzw. niedrigen Proliferationsrate diente in der Arbeit eine Grenze von 24% Ki67
positiver Zellen. So waren Karzinome mit hoheren Prozentwerten als hochproliferativ
einzustufen. Die Wahl dieses spezifischen Cut-offs basiert auf Erfahrungswerten am Institut
fiir Pathologie auf Grund eines fehlenden allgemeingiiltigen Cut-offs zur Beurteilung dieser

Féarbung.
Pratherapeutische Tumorcharakteristik

Entsprechend der aktuellen S3-Leitlinie fiir Mammakarzinome erfolgte bei allen invasiven
Karzinomen eine histologische Klassifikation und ein histopathologisches Grading anhand
einer modifizierten Version des Bloom & Richardson-Gradings (Elston und Ellis 1991). Im
Rahmen der Reevaluation des zur Verfiigung stehenden Gewebsmaterials, sichteten wir die
Primérbefunde aus der IPA-Datenbank zum Grading der Tumore. Dabei erfolgte eine

Uberpriifung aller vorgenommenen Klassifizierungen und Diagnosen.
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Diagnostik des Abladates

Nach Betrachtung und Scoring der Biopsie-Schnitte erfolgte nahtlos die vollstindige
lichtmikroskopische Sichtung des jeweiligen Mammaabladates auf Basis der HE-gefarbten
Schnittpriaparate. Auf Grundlage der Biopsie wurde die Reaktion maligner Zellen im
Ursprungsgewebe, gegeniiber dem Abladat nach NACT bewertet. Dies wurde als
zytopathischer Effekt klassifiziert. Dieser beschreibt die zelluliren Verdnderungen der
individuell-ansprechenden Tumorzellen. Das beschriebene Scoring erstreckt sich iiber 4
differentielle Effektstufen zur Einteilung vitaler Tumorzellen nach NACT. Diese Zuordnung

wurde, bereits in der Einleitung, unter dem Punkt ,,Zytopathischer Effekt* beschriebenen.

Im Anschluss erfolgte die Zahlung von Mitosefiguren. Dies konnte bei einer 400-fachen
VergroBerung lichtmikroskopisch in 10 individuellen Bildausschnitten standardisiert realisiert
werden. Aufgrund der bekannten Tumorheterogenitit erfolgte die Zahlung in Bereichen der
vitalsten Resttumormasse. Die Dokumentation wurde als absoluter Zahlenwert durchgefiihrt.
Nach Beendigung der vollstdndigen pathologischen Diagnostik fiihrten wir eine Anpassung
der absoluten Zahlen, zur Kodierung ,keine Mitosefiguren vorhanden (0)* und

"Mitosefiguren vorhanden (1)* durch.

Des Weiteren wurden das lymphatische sowie das vasale Invasionsverhalten der Tumorzellen
erhoben. So tiberpriiften wir die Lokalisierung maligner Zellen in den Vasa lymphatica (L1).
Bemerkenswerterweise wird die Bezeichnung Lymphangiosis carcinomatosa in der
Regeldiagnostik bereits beim Auftreten maligner Zellen in regiondren Lymphknoten
vergeben. Aus histopathologischer Sicht ist hierfiir jedoch ein lichtmikroskopischer Nachweis
einer Zellinvasion notwendig. Aufgrund dessen erhielten die lymphatischen Abflusswege der
resezierten Tumore einen besonderen Fokus zum bildlichen Nachweis invadierter
Tumorzellen. Somit schafften wir eine Moglichkeit, eine Korrelation zur lymphatischen
Metastasierung {berpriifbar zu machen. Nach demselben Prinzip fiihrten wir die
Untersuchung der BlutgefiBBe durch. Beim Auffinden maligner Zellen wéhrend der
Gefaflinvasion oder ihrer intravasalen Prdsens wurde der Status V1 vergeben. Auch hier

erfolgte die Priifung der Korrelation von Invasion und Metastasierung.

Als mit Abstand groBter Teilbereich der Schnittdiagnostik galt die Regressionsanalyse der
Tumorresiduen. Ziel war es, durch detaillierte Observation der Schnittpriparate die primére
Tumorausdehnung bestmoglich zu beurteilen. Dies erfolgte anhand vorliegender

Sklerosezonen und vitalem Restgewebe. Wir forcierten hier unter anderem einen relativen
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Vergleich der GroBe des vitalen invasiven oder auch in-situ Karzinoms gegeniiber der
urspriinglichen Tumorausdehnung. Der somit gewonnene Wert zum Therapieansprechen
eines jeden Malignoms, wurde im Anschluss fiir die verschiedenen Klassifikationssysteme zur
Regressionsanalyse verwendet. Die verwendeten differentiellen Einschitzungsverfahren
waren zum einen, der im [PA regulir erhobene Regressionsgrad nach Sinn (Sinn et al. 1994),
sowie das histologische Bewertungssystem nach Miller & Payne (Ogston et al. 2003), die
quantitative Erhebung der prozentualen zelluliren Gesamtreduktion und die modifizierte
Regressionsanalyse nach dem Milan Cancer Institute (Bonadonna et al. 1998). Die zuletzt
genannte Analyse wurde im Rahmen ihrer Cut-off-Grenzen palpabler Tumorresiduen, auf
eine lichtmikroskopische Regressionsgraduierung adaptiert. Somit iibertrugen wir ein manuell
durchgefiihrtes Verfahren, in eine histopathologische Untersuchung mittels Lichtmikroskop.
Auch in dieser Klassifikation wird die Reduktion der Tumormasse in einem Stufensystem
bewertet. Um eine bessere Vergleichbarkeit aller betrachteten Regressionklassifikationen zu
erreichen, entschieden wir uns im Rahmen der spidteren statistischen Analyse, flir die
Anwendung eines jeweils methodenspezifischen Cut-offs. Durch diese Adaptation wurde eine

Grundlage fiir verwertbare klinisch relevante Aussagen geschaffen.
Diagnostik der Lymphknoten

Zur Komplettierung jeder Falldiagnostik erfolgte die detaillierte Observation der
Lymphknoten direkt im Anschluss an die Evaluation des Abladats. Dabei war es initial
unerheblich, ob eine lymphatische Metastasierung in der Primérdiagnostik erhoben wurde
oder nicht. Die Sichtung der Lymphknoten erfolgte analog zu den Verfahren, welche bereits
bei den Primartumoren Anwendung fanden. Somit erhoben wir hier zelluldre Verdnderungen,
Proliferationsstatus, ~ Strukturinvasion und Regressionsverhalten. Wir untersuchten
dementsprechend die Anwendbarkeit Brustkrebs-spezifischer Bewertungskriterien auf

maligne Zellen im regionalen Metastasierungsweg.
Statistische Analysen

Zur Durchfiihrung statistischer Analysen wurde die Software SPSS Version 28.0.1.0 (IBM
SPSS Statistics, International Business Machines Corporation, Armonk N.Y., USA)
verwendet. Fir ordinal skalierte Datenséitze erfolgte die Ermittlung statistischer
Zusammenhénge mittels Korrelationskoeffizienten nach Spearman (Hilgers et al. 2019). Beim
Vorliegen zweier dichotomer Variablen konnte zur Analyse der Signifikanz der exakte Fisher-

Test (Fisher-Yates-Test) im Rahmen einer 2x2 Kontingenztafel verwendet werden (Fisher
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1922). Zur Feststellung statistischer Unterschiede wurde das Signifikanzniveau
(Irrtumswahrscheinlichkeit) auf einen Wert von 0,05 festgelegt. Im Rahmen der Verarbeitung
zeitlicher Verldufe und sog. Time-to-Event Intervalle erfolgte die Datenanalyse mit Hilfe von
Kaplan-Meier-Schidtzungen (Log-Rank-Test/ Breslow-Test) sowie deren grafischer

Darstellung (Rich et al. 2010).

Ergebnisse

Klinisch-pathologische Patientendaten

Die in dieser Arbeit untersuchte Kohorte umfasste 104 Patientinnen, welche zum Zeitpunkt
der Diagnose ein mittleres Alter von 54,5 Jahren (SD: £12,2) prisentierten. Die jlingste
Patientin zeigte ein Alter von 30 Jahren, die Alteste von 87 Jahren. 59 (56,7%) befanden sich
im primenopausalen Stadium, 45 Patientinnen (43,3%) bereits in der Menopause. Das
Mammakarzinom lag in 48 Fillen (46,2%) rechtsseitig und in 56 Fillen (53,9%) linksseitig
vor. Zum Auftreten eines beidseitigen Karzinoms, zur gleichen Zeit, kam es in 4 Fillen
(3,8%). Bei 100 Patientinnen (96,2%) konnte nach Abschluss der NACT eine makroskopisch
vollstindige Tumorresektion erreicht werden, in 4 Féllen (3,8%) war der postoperative Status
RO ,tumorfrei“ nicht zu erreichen. Unter Betrachtung von Lokalrezidiv und spiterer
Metastasen-Entwicklung erlitten 29 Patientinnen (28,1%) einen Riickfall. Eine primére
regionale Metastasierung der Sentinel-Lymphknoten konnte in 48 Fillen (46,2%) registriert
werden. Die priméire Fernmetastasierung wurde bei 6 Patientinnen (5,8%) erfasst. Im Rahmen
des Beobachtungszeitraumes zwischen 2010 und dem letzten Follow-up im November 2019

starben 15 Patientinnen (14,4%).
Klinische Follow-up-Daten

Bei der Erhebung der Follow-up-Daten wurde zwischen den Jahren 2010-2019 ein maximaler
Beobachtungszeitraum von 484 Wochen sowie eine minimale Zeitspanne von 20 Wochen
registriert. Im Mittelwert zeigt diese Analyse 217 Wochen (SD: +108 Wochen)
Observationszeit ab Primérdiagnose. Vom Zeitpunkt der Diagnose bis zur operativen
Resektion der Tumorresiduen verging im Mittel eine Zeit von 30,5 Wochen (SD: £9,5). Kam
es nach durchgefiihrter Operation zu einem Lokalrezidiv wurde dieses im Durchschnitt nach
129 Wochen (SD: £74; R 34-313 Wochen) erkannt. Fille, welche zu einem spéteren

Zeitpunkt nach chemotherapeutischer Intervention, eine Metastasierung jedweder Art
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entwickelten, wurden im Mittel nach 109 Wochen (SD: +77; R 64-313 Wochen)
diagnostiziert. Die im Rahmen der Beobachtungszeit verstorbenen Patientinnen, iiberlebten
nach Erstdiagnose im Durchschnitt 158 Wochen (SD: £79). Die in dieser Arbeit analysierten
Time-to-Hit Zeitrdume erstreckten sich vom Tag der Tumorresektion hin zum Zeitpunkt eines
Rezidivgeschehens oder dem individuellen Ende der Follow-up Daten. Detaillierte
Betrachtungen zum Neuronatin beinhalten des Weiteren Zeitrdume ab Erstdiagnose. Durch
teilweise fehlende Follow-up-Daten kam es zur Verkleinerung der Kohorte bei der Analyse

zeitlicher Zusammenhénge.
Analyse des Priméirtumors

Die in der Anlage aufgefiihrten Tabellen prdsentieren die statistischen Verteilungen und
Zusammenhdnge aller 104 betrachteten Patientinnen, beziiglich erhobener klinisch-
pathologischer Faktoren. Alle Erhebungen wurden gegeniiber der Expression des Ostrogen-
Rezeptors und Neuronatinstatus statistisch in Beziehung gesetzt und auf Korrelation
tiberpriift. Detaillierte Verweise zu spezifischen Ergebnissen, deren Zusammensetzung und

Methodik werden im weiteren Textverlauf erldutert.
Hormonrezeptor-Expression

Die Analyse des Hormonrezeptor-Status konnte liickenlos aus den Archivdaten der 104
invasiven Mammakarzinome iibernommen werden. Hier prisentierten sich 60 Tumore
(57,7%) ER(+) und 44 Tumore (42,3%) ER(-). Die Erhebung PR-Status zeigte eine Positivitit
in 51 Fillen (49,0%) und eine Negativitit in 53 Féllen (51,0%). Die Auswertung des ERBB2
(HER2/neu) prasentierte sich in 48 Fillen (46,2%) positiv, in 56 Fillen (53,9%) als negativ.
Aus diesen Analysen resultiert eine Zuordnung zu Gruppen biologischer Brustkrebs-Subtypen
basierend auf der 12. Internationalen Brustkrebskonferenz in St. Gallen 2011 (Goldhirsch et
al. 2011). Hiernach erhielten 17 Falle (16,4%) die Zuordnung Luminal A, 43 Fille (41,4%)
die Zuordnung Luminal B, 20 Fille die Zuordnung zum HER2-Typ (19,2%) und 23 Fille
(22,1%) wurden als Basal-Zell-Typ (Triple-Negativ / TNBC) klassifiziert.

Histopathologie des Primirtumors

Im Rahmen statistischer Analysen des Primdrtumors konnten unter Betrachtung aller 104
Fille signifikante Zusammenhénge in Bezug auf den ER-Status nachgewiesen werden. Zu
diesen relevanten klinisch-pathologischen Faktoren zdhlt u.a. die durch NACT erreichte

Reduktion der Tumorausdehnung (p=0,002%*), die bei ER(-) einen beachtlichen Priméreffekt
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erreicht. Auch der Lymphknoten-Status (p=0,022%*), welcher ebenso in ER(-)-Fillen hiufiger
einen Ny-Status nach NACT présentiert. Aber auch zytopathische Effekte (p<0,001%*) zeigten
eine deutlichere Ausprigung in ER(-)-Primirtumoren nach Initialtherapie. Des Weiteren
boten einige pathologische Regressionsverfahren deutliche Signifikanzen (M&P, Sinn,
Bonadonna p<0,001*; pzR p=0,041%*), welche sich als umfinglichere Tumorantwort nach
NACT in ER(-)-Tumoren nachweisen lieBen. Auch fiir immunhistochemisch erhobene
Marker wie die Ki67-Expression (p<0,001*) sind signifikante Zusammenhinge in Form von
hohen Expressionsmustern in ER(-)-Karzinomen nachzuweisen. Fir die 55 nicht-
metastasierten Mammakarzinome konnten statistisch ebenso relevante Ergebnisse verzeichnet
werden. Auch hier =zeigten sich bemerkenswerte Korrelationen zum ER-Status.
Tumorausdehnung (p=0,002*) und zytopathischer Effekt (p<0,001%*) prisentierten dhnliche
Ergebnisse verglichen mit der Gesamtkohorte. Vasale Tumorinvasion fehlte vollkommen in
dieser Subgruppe. Des Weiteren zeigten auch nicht-metastasierte Karzinome relevante
Korrelate zu fast allen hier angewendeten Verfahren zur Beurteilung der Tumorregression
(M&P p=0,005*; Sinn p=0,001*; Bonadonna p=0,001%*). Auch hier war ein deutlicherer
Primireffekt durch NACT nur in ER(-)-Fillen zu verzeichnen. Ahnlich zu den Ergebnissen
der Gesamtkohorte prisentierte sich auch Ki67-Expression (p<0,001*) gegeniiber dem ER
signifikant, auch hier vorrangig in ER(-).

Auswertung Neuronatin-Status

Die Erhebung des IRS von Neuronatin zeigte im Durchschnitt einen Wert von 15,2 (SD:+8,8;
R 0-30). Nach Zuordnung der Tumoren zu den Luminal-Typen, prasentierten sich signifikante
Ergebnisse gegeniiber der NNAT-Expression (p=0,047%*; Tab. 3), sodass der Luminal B-Typ
dieser Kohorte vorrangig mit einem IRS >17 verkniipft ist. Die Analyse des NNAT-Status in
der Ny-Subgruppe zeigte keine signifikanten Resultate. Gleichzeitig présentieren Kaplan-
Meier Analysen mit diesem Cut-Off relevante Ergebnisse (Abb. 4.0). Die Ergebnisse der N;-
Subgruppe werden spéter separat prisentiert. Im Rahmen der lichtmikroskopischen
Evaluation prasentierten sich differentielle Ergebnisse, welche exemplarisch in Abbildung 4.1

aufgefiihrt sind.

50



Kum. Uberleben

Kum. Oberleben

& . | % - . 'L_'_\ é 13
. 3 “ 3
04| i g 04 g as
| & Neuronatin 17 IRS X Neuronatin 17 IRS
Neuronatin 17 IRS 3] )
p=0,029" (Breslow) = - n"n‘;f*“" !
tinWochen 100 Patientinnen RfU tinWochen 100 Patientinnen RfU tinWochen 100 patientinnen RfU
Abb. 4.0 Zeitliche Analysen zum Neuronatin I
NNAT Cut-Off-Werte 17 IRS anhand der Gesamtkohorte bei einer Grofse von 100 Fillen.
Zeitraum der ED bis zur sog. Tumorfreiheit nach OP (Abb. Links), Zeitraum ED bis Auftreten
eines Lokalrezidives bzw. Ende der Follow-up-Zeit (Abb. Mitte). Gesamtiiberleben nach
operativer Entfernung der Tumorresiduen Status ,, Tumorfrei“ bis zum Tod bzw. dem Ende
der Follow-Up-Zeit (Abb. Rechts).
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Abb. 4.0.1 Zeitliche Analysen zum Neuronatin II
Analyse der Zusammenhdnge von NNAT in Abhdngigkeit des bekannten ER-Status,
bezugnehmend zur Entwicklung eines spdteren Rezidives nach Status ,, Tumorfrei . 100 Fdlle
bei NNAT-Cut-Off von IRS 17. Ermittlung nicht signifikanter Tendenzen einer méglichen
Bedeutung von NNAT, als relevanter Marker zur Rezidivprognose.
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Die Analyse nicht-metastasierter Karzinome (Ny) zeigte keine signifikanten Ergebnisse bezogen

auf die RfU nach Status ,, Tumorfiei
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Abb. 4.1 Mikroskopie - Neuronatin-Expression

A+B — schwache NNAT-Expression (1), C+D — mdfige NNAT-Expression (2), E+F — starke
NNAT-Expression (3), G+H — starke disseminierte NNAT-Expression (3) (Pieper et al. 2021)
Skalierung: A, C, E; G 2250um; B, D, F, H 2 50um
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Auswertung Ki67-Status

Der Ki67-Proliferationsmarker zeigte einen Mittelwert von 35,5% (Median 30,0%;
SD: £22,4%; R 7,5-85%). Unter Verwendung des hier genutzten Gradings présentierte der
Vergleich des ER-Status gegeniiber der Ki67-Expression hochsignifikante Zusammenhénge
der Gesamtkohorte wie auch in Np-Tumoren (jeweils p<0,001*). In der Kaplan-Meier
Analyse des rezidivfreien Uberlebens konnten keine signifikanten Ergebnisse in der
Gesamtkohorte, wie auch nicht in der Gruppe der nicht-metastasierten Mammakarzinome
nachgewiesen werden. In den folgenden lichtmikroskopischen Bildern werden verschiedene

prozentuale Expressionsmuster des Ki67 der hisigen Kohorte bespielhaft gezeigt.
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Abb. 4.2. Mikroskopie - Ki67-Expression I
A-D — 5-10% Ki67(+) Tumorzellen
Skalierung: A, B 2 250um; C, D 2 50um
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Abb. 4.2.1 Mikroskopie - Ki67-Expression 11
A-F — 70% Ki67(+)-Tumorzellen
Skalierung: A, B 2 250um; C, D 2 50um

Kumulativ-statistische Ergebnisse zur Analyse der Gesamtkohorte & N,

Das in der Anlage befindliche Tabellenmaterial prisentiert die Ergebnisse statistischer
Analysen im ,,Exakten Test nach Fisher* anhand der Gesamtkohorte sowie anhand der nicht-
metastasierten Karzinome (Ny), basierend auf den verschiedenen Klassifikationssystemen in
Abhiangigkeit vom ER-Status sowie auch von der NNAT-Expression. Signifikante Ergebnisse
welche im 95%-Konfidenzintervall liegen sind mittels Stern (*) markiet, siche Anlage Tabelle

1-6.

54



Kum. Uberleben

Statistische Ergebnisse - Kaplan-Meier-Analyse aller Subgruppen

In Tabelle 7 des in der Anlage befindlichen Tabellenmaterials priasentieren sich die
Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analyse anhand aller histologischen Parameter im zeitlichen
Bezug zur Ausbildung eines Rezidivgeschehens ohne Beriicksichtigung von ER-Status und
NNAT-Expression. Auch hier sind signifikante Ergebnisse im 95%-Konfidensintervall
markiert (*). Alle Subgruppen fanden hier ebenso differenzierte Beachtung.

Fir diese Arbeit relevante statistische Zusammenhdnge werden im Folgenden, unter
Einbeziehung des Ostrogenrezeptor-Status grafisch dargestellt und im Gesamtkontext

erldutert.
Verfahren zur Ermittlung der Tumorregression

Alle im weiteren Verlauf der Arbeit prisentierten Kaplan-Meier-Analysen zeigen die
Bedeutung des ER-Status fiir das RfU ab dem Zeitpunkt Status ,, Tumorfrei* nach operativer
Entfernung der Tumorresiduen. Bestandteil dieser Auswertung sind 100 der 104 betrachteten
Félle. Hier priasentieren sich 57 Primartumoren ER(+) und 43 ER(-). Die Abszisse beschreibt
jeweils den Zeitraum zwischen der operativen Intervention zur Entfernung der Tumorresiduen
bis hin zum ersten Rezidiv oder dem Ende des Follow-up. Die selektive Analyse nicht-
metastasierter Karzinome (Ng) bezog sich auf 53 Fille. Von diesen Tumoren waren 25 ER(+)
und 28 ER(-). Grafisch aufgezeigt werden die verwendeten Tumorregressionsverfahren ohne
(1. v..) und mit Betrachtung des ER-Status unter Verwendung des verfahrensspezifischen

Cut-Offs. Eine detaillierte Betrachtung der N;-Subgruppe folgt im Verlauf dieser Arbeit.
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Abb. 4.3. Bewertungssystem nach Miller & Payne der Gesamtkohorte

Zum Erreichen einer Vergleichbarkeit mit anderen Klassifikationen zeigen die Auswertungen
die Gegeniiberstellung zweier Gruppen. M&P(+) sind Fdlle, welche einen Regressionsgrad
>3 erreicht haben. Die verbliebenen Fille werden hier als M&P(-) benannt.
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Abb. 4.3.1 Bewertungssystem nach Miller & Payne in Ny-Karzinomen
Selektion von 53 nicht-metastasierten Mammakarzinomen der 100 beriicksichtigten Fille bei
gleichem M&P Cut-off. Unter diesem Aspekt liefien sich keine signifikanten Ergebnisse erheben.
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Abb. 4.4 Regressionsgrad nach Sinn der Gesamtkohorte
Fille, welche einen Sinn Grad 2 oder hoher erreicht haben, wurden in den folgenden Grafiken
als Sinn (+) gekennzeichnet, alle anderen Sinn (-).
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Abb. 4.4.1 Regressionsgrad nach Sinn in Ny-Karzinomen

53 nicht-metastasierte Mammakarzinome separiert vom metastasierten Anteil. In dieser

Einteilung nach Sinn et al. zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse.
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Abb. 4.5 Therapieeffekt nach Milan Cancer Institute der Gesamtkohorte
Die primdre Betrachtung erfolgte hier anhand der vollstindigen Kohorte aufgeschliisselt nach
ER-Status. Als Bonadonna(+) werden in der Grafik alle Fdlle mit einem ,,partial-* oder
,,complete-responder ““ Status erfasst. ,, Progression *“ und/oder ,, non-responder“ entsprechend mit
Bonadonna(-).
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Abb. 4.5.1 Therapieeffekt nach Milan Cancer Institute in Ny-Karzinomen

Eine separate Analyse der nicht-metastasierten Karzinome in bekannter Rezeptorverteilung

prdsentierte sich ohne Signifikanz.
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Abb. 4.6 Prozentuale zellulire Reduktion der Gesamtkohorte
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Ein relevanter Cut-Off der Gesamtkohorte, ohne vorherige Differenzierung zeigte sich ab einer

Zelluldre Reduktion von 50% in ER(+) Tumoren. Bei ER(-) konnten signifikante
Zusammenhdnge erst ab einer Zelluldren Reduktion von 60% nachgewiesen werden.
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Zusammenfassend présentierte die differenzierte Analyse der 53 nicht-metastasierten
Mammakarzinome (Ny) in keinem Verfahren zur Ermittlung der Tumorregression signifikante

Korrelationen. Die Gesamtkohorte hingegen schon.

Lichtmikroskopische Beurteilung der Tumorregression im Primértumor

Exemplarisch werden in den folgenden lichtmikroskopischen Abbildungen gewonnene
Evaluationsbefunde der Primartumorresiduen prisentiert. Die verschiedenen Ausprigungen

der Therapieeffekte werden separiert aufgezeigt. Besonderheiten sind hier durch Pfeile

gekennzeichnet.

Abb. 4.7 Mikroskopie - Regression im Primértumor I
A-D Klassifikation nach NACT — Miller & Payne 2, Sinn 1, D — mit Mitosefiguren (Pfeile)
Skalierung: A, B 2 250um; D, E 2 50um
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Abb. 4.7.1 Mikroskopie - Regression im Primirtumor II
A-D nach NACT — Miller & Payne 3, Sinn 1, Skalierung: A, B 2 250um,; C, D 2 50um

(]

RS g T A
Abb. 4.7.2 Mikroskopie - Regression im Priméirtumor II11
A-D nach NACT — Miller & Payne 4, Sinn 2, Skalierung: A, B 2 250um; C, D 2 50um
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Abb. 4.7.3 Mikroskopie - Regression im Primirtumor pCR
A-D Klassifikation nach NACT — Miller & Payne 5, Sinn 4, Komplettremission, A — mit
Fettgewebe, C — mit Blutgefdfs quer, Skalierung: A, B 2 250um; C, D 2 50um

Ergebnisse Mitosenstatus

In gleicher Systematik und Darstellung zu vorherigen Grafiken werden hier die Ergebnisse

zur Analyse des Vorliegens mitotischer Figuren in Tumorzellresiduen gezeigt.
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Abb. 4.8 Mitosenstatus des Gesamtkohorte
Uberpriifung des Mitosenstatus anhand bekannter ER-Verteilungen aller betrachteten Fiille.
Unter diesem Aspekt konnte fiir ER(+) ein relevanter Zusammenhang erhoben werden.
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Nicht-metastasierte Karzinome und der Einfluss mitotischer Figuren auf das
Rezidivverhalten, unter Betrachtung des ER-Status wurden gleichermallen analysiert. Hier
lieBen sich keine signifikanten Ergebnisse, bezogen auf den Mitosenstatus der No-Subgruppe

erheben.

Histopathologische Besonderheiten

Im Rahmen der histopathologischen Evaluation der hiesigen Kohorte konnten folgende
bemerkenswerte Bildbefunde gesichert werden. Unter anderem wurden maligne Gefal3-,
Nerven- und Lymphbahninfiltration detektiert. Des Weiteren konnten Befunde gesammelt

werden, welche die Bedeutung der Tumorzellheterogenitit unterstreichen.

Abb. 4.9 Histopathologische Besonderheiten I

A — Invasion der Perineuralscheide (PNI) (x40), B — Gefdfsinvasion der Tumorzellen (V1)
(x40)

Skalierung: A, B 2 250um

e,
L]

Abb. 4.9.1 Histopathologische Besonderheiten 11
A-B — Invasion der Tumorzellen in Lymphgefifse (L1), Skalierung: A 2 100um; B 2 50um
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Abb. 4.9.2 Histopathologische Besonderheiten I11
A — Tumorzellheterogenitdit und Regression nach NACT (x40), Skalierung: A 2 250um

Analyse lymphatischer Metastasierung (N;)

Die folgenden Ergebnisse betreffen ausschlieBlich 48 Karzinome, die primédr eine
lymphatische Metastasierung (N;) préisentierten. Beziiglich zeitlicher Effekte wurden
aufgrund fehlender Follow-up Daten 47 Félle analysiert. Alle histopathologischen
Betrachtungen und Analysen wurden bei diesen Karzinomen &dquivalent zu den vorherigen
Fillen durchgefiihrt. Zusitzlich erfolgte hier eine Sichtung der Lymphknoten, um die
metastatische Tumorreduktion, wie auch die morphologischen und proliferativen Effekte zu

beschreiben.

Histopathologie der Sentinel-Lymphknoten

Im, in der Anlage befindlichen Tabellenmaterial wurden die Félle ebenso wie in weiter oben
prasentierten Analysen anhand des ,,Exakten Testes nach Fisher in der N;-Subgruppe
behandelt. Auch hier standen die verschiedenen Klassifikationssystemen in Abhdngigkeit
vom ER-Status sowie auch von der NNAT-Expression im Fokus. Signifikante Ergebnisse
welche im 95%-Konfidenzintervall lagen, wurden mittels Stern (*) markiert, siche Anlage
Tabelle 8-10.
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Immunhistochemische Marker und rezidivfreies Uberleben (Ny)

Die nachfolgenden Abbildungen reflektieren den statistischen Einfluss der in dieser Arbeit
betrachteten immunhistochemischen Marker auf die rezidivfreie Uberlebenszeit. Alle

Betrachtungen basieren auf 47 Féllen. Von diesen zeigten sich 32 ER(+) und 15 ER(-).
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Abb. 4.10 RfU in Abhiingigkeit von N-Status und ER-Expression
Rezidivfreie Uberlebenszeit bei fehlender bzw. vorliegender lymphatischer Metstasierung
(links), rezidivfreie Uberlebenszeit alle N;-Tumore unter Beriicksichtigung der ER-Expression

(rechts)
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Abb. 4.11 Zeitliche RfU Analysen — Neuronatin in N;-Tumore
NNAT IRS > 17 in primdér lymphatisch metastasierter Karzinome bezogen auf den Ostrogenstatus

des Primarius.
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Abb. 4.12 Zeitliche RfU Analysen — Ki67 in Ni-Tumore
Ki67-Marker in lymphatisch-metastasierten Karzinomen prdsentiert in ER(-) signifikant
kiirzeres Rezidivintervall bei vorliegene hoher proliferativer Aktivitdt.
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Verfahren zur Ermittlung der Tumorregression - N-Tumore

Aquivalent zu Tumorregressionsanalysen der Gesamtkohorte und Ny-Subgruppe erfolgten

diese auch in den Fillen mit lymphatischer Metastasierung. In den folgenden Grafiken wird

der Einfluss des ER-Status in der jeweilig mittelstindigen (ER+) und der rechten (ER-)

Abbildung gezeigt.
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Abb. 4.13 Bewertungssystem nach Miller & Payne in N;-Tumore

Isolierte Betrachtung metastasierter Fdlle unter Anwendung des zuvor verwendeten Cut-Off's
zeigt keine signifikanten Ergebnisse. Die Adaptation auf einen geringeren Wert von M&P >2

zeigte hingegen bei ER(+) metastasierten Karzinomen einen deutlichen Zusammenhang.
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Abb. 4.14 Regressionsgrad nach Sinn in Ni-Tumore
Regressionsgrad nach Sinn et al. prisentiert signifikante Ergebnisse in ER(-) Fillen.
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Abb. 4.15 Therapieeffekt nach Milan Cancer Institute in Ny-Tumore
Isolierte Untersuchung metastasierter Karzinome mit deutlicher Signifikanz der ER(+).
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Abb. 4.16 Prozentuale zellulire Reduktion N;-Tumore
Der jenach ER-Expression ermittelte Cut-Off fiir ein aussagekrdftiges Ergebnis, zeigt eine
deutliche Diskrepanz. ER(+) prdsentieren bei pzR von 30% signifikante Zusammenhdnge.
ER(-) erst ab mindestens 60%.
Ergebnisse Mitosenstatus N;-Tumore
Auch in den N;-Primirtumoren wurde die histopathologische Detektion von mitotisch aktiven
Zellen realisiert und der Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben untersucht (links). Gleiches
wurde ebenso durch das Hinzuziehen der Variable ,,ER-Status‘ analysiert.
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Abb. 4.17 RfU in Abhiingigkeit von Mitosenstatus und ER-Expression in N;
Hochsignifikante Zusammenhdnge zwischen dem Vorliegen von Mitosen im Primdrtumor
und einem positiven ER-Status.
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Histopathologische Analyse der Lymphknoten

Das in der Anlage befindliche Tabellenmaterial zeigt die Analysen zum Versuch,

histopathologische =~ Evaluationsmethoden des Mammakarzinoms an lymphatischen

Tumorzellen anzuwenden. Alle im folgenden Auswertungsteil differenzierenden
Betrachtungen basieren auf 47 Féllen. Die wéihrend Analyse beriicksichtigten Marker ER-
Status und NNAT-Expression wurden anhand des zu Grunde liegenden Primértumors
erhoben. Alle Ergebnisse wurden ebenso unter Anwendung des ,,Exakten Testes nach Fisher*
erhoben, lagen diese im 95%-Konfidenzintervall wurden sie mit einem Stern (*)

gekennzeichnet, siche Anlage Tabelle 11-12.
Klassifikationen der Regression lymphatischer Metastasen

Es sei angemerkt, dass die statistische Analyse durch teilweise geringe Fallzahlen in ihrer
Aussagekraft beschrinkt ist. Unter Anwendung des Regressionssystems von Miller & Payne
konnten keine signifikanten Ergebnisse, beziiglich Aussagekraft gegeniiber rezidivfreien
Uberleben, an neoplastischen Zellen in Lymphknoten gesichert werden. Auch unter Nutzung
des Regressionsgrades nach Sinn zeigten sich keine relevanten Zusammenhinge, welche fiir
eine Anwendung auf lymphatische Tumorzellen sprechen. Ebenso wie bei den zuvor
genannten Verfahren zur Regressionsbeurteilung konnte auch im Therapieeffekt nach Milan
Cancer Institute kein relevanter Zusammenhang gegeniiber dem rezidivfreien Uberleben
gefunden werden. Lediglich die Analyse der prozentualen zelluldren Reduktion préasentierte in
lymphatischem Tumorgewebe signifikante Ergebnisse in Abhéngigkeit vom ER-Status (Abb.
4.18).
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Abb. 4.18 Prozentuale zelluliire Reduktion lymphatischer Metastasen
Kaplan-Meier Analyse bei pzR bei Cut-off 30% zeigt signifikante Ergebnisse in ER(-).
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Mikroskopie — Regression in Lymphknoten

In den folgenden Abbildungen werden lichtmikroskopische Beispiele fiir sehr ungiinstige
(Abb. 4.19) und positive (Abb. 4.19.1) primdre Therapieeffekte in lymphatischem

Tumorgewebe prisentiert.

Abb. 4.19 Mikroskopie infiltriertes Lymphknotengewebe nach NACT I
A-D Klassifikation Regression im Lymphknotengewebe - Zelluldre Reduktion 5%
Skalierung: A, B 2 250um; C, D 2 50um
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Abb. 4.19.1 Mikroskopie infiltriertes Lymphknotengewebe nach NACT II
A-D Klassifikation Regression Lymphknotengewebe — Komplettremission
(Tumorzellreduktion 100%)

Skalierung: A, B 2 250um; C, D 2 50um

Ergebnisse Mitosenstatus in lymphatischen Metastasen

Auch im metastatisch-verdnderten Gewebe der Lymphknoten erfolgte die Detektion von
Mitosefiguren. Hier konnten bereits ohne das Hinzuziehen der Variable ER-Status

signifikante Ergebnisse gesichert werden (Abb 4.20 - links).
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Abb. 4.20 Mitosenstatus lymphatischer Metastasen
Signifikante Zusammenhdnge bei Vorliegen von Mitosefiguren im LK nach NACT in ER(-).

68



Mikroskopie - Mitoseaktivitit lymphatischer Metastasen

Die folgenden lichtmikroskopischen Bilder zeigen exemplarisch in verschiedenen
VergroBerungsstufen einige mogliche Morphologien mitotisch aktiver Zellen. Eine

spezifische Kennzeichnung erfolgt hier durch weille Pfeile.

Abb. 4.21 Mikroskopie - Mitoseaktivitit lymphatischer Metastasen
A-D — Mitosefiguren lymphatischer Metastasen nach NACT (Pfeile)
Skalierung: A, B 2 250um; C, D 2 50um
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Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Analyse des individuellen Therapieeffektes, nach
neoadjuvanter Chemotherapie im Mammakarzinom realisiert. Jeder individuelle
Krankheitsverlauf wurde individuell betrachtet und im Sinne einer statistischen
Vergleichbarkeit objektiviert. Faktoren mit vermuteter pradiktiver Bedeutung, konnten somit
auf ihren Einfluss und Korrelation zu diagnostischen Parametern hin untersucht werden.
Diese setzten wir in Verbindung zu verschiedenen Regressionsklassifikationen, welche zur
Definition des primdren Therapieeffektes erhoben wurden. Konkret beziehen sich die hier
durchgefiihrten Untersuchungen auf die Ermittlung und die daraus resultierende Bedeutung
des ER- sowie des NNAT-Status, als Biomarker im neoadjuvanten Therapieregime. Im Fokus

standen die Auswirkungen dieser Pridiktoren, auf die Dauer der rezidivfreien Uberlebenszeit.
Legitimation der Studie

Unter dem Aspekt der vollstindigen Verfligbarkeit der Daten musste eine Selektion der
urspriinglich iiber 200 Fille mit NACT erfolgen. Dies lédsst sich kontrovers diskutieren. Die
deutliche Reduktion der Fallzahlen basierte vorrangig auf der Tatsache fehlender
Tumorpriparate im Archiv des IPA. Hierzu zdhlten vor allem Biopsien zur Erstdiagnose,
welche in anderen diagnostischen Zentren durchgefiihrt wurden. Des Weiteren erfolgten in
einigen Fillen lediglich die Erstdiagnostik sowie die NACT in der UFK der OvGU, die
operative Entfernung der Tumorresiduen jedoch in einer anderen operativen Einrichtung.
Auch unter diesem Gesichtspunkt fehlten Priparate im IPA-Archiv. Ein wesentlicher Aspekt
fir die Beriicksichtigung in dieser Arbeit war die plausible Dokumentation der
Erkrankungsgeschichte des Patienten, anhand des gezeigten Flussschemas (Abb. 2.0 —
Aufnahme in die Studienkohorte). Biopsien nur nach begonnener NACT, vorzeitiger Abbruch
der NACT mit gefolgter Ablation und gleichzeitiges Zweitmalignom waren definierte
Ausschlusskriterien in dieser Studienpopulation. Somit wurden nicht alle der in der UFK
neoadjuvant-therapierten = Mammakarzinome im  Beobachtungszeitraum  evaluiert.
Infolgedessen  ldsst sich keine allgemeingiiltige  Aussage des  hausinternen
Behandlungserfolges unter NACT erstellen. Die Selektionskriterien sollten aber keine
Auswirkung auf die Validitét der Stichprobe haben. Eine Verldngerung und Konkretisierung
der Follow-up-Daten-Zeitrdume konnten aufgrund unvollstindiger IT-Vernetzung und
Datenverfiigbarkeit des Krebsregisters zum Zeitpunkt der Studie nicht realisiert werden. Hier

entstanden entsprechende Liicken widhrend der Gesamtbetrachtung. Daten zu
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tumorassoziierten Ereignissen, auflerhalb Sachsen-Anhalts, oder zu anderen malignen
Erkrankungen, die anderweitig eine Therapie erforderten, standen daher nur liickenhaft zur
Verfiigung. Ein Grofteil der Daten stammt aus dem lokalen Krebsregister Sachsen-Anhalt
sowie der Datenbank der Universititsklinkk Magdeburg. Unter der Annahme einer
vollumfénglichen interdisziplindren Versorgung im Bundesland Sachsen-Anhalt ldsst sich

eine Datenvollstindigkeit jedoch annehmen.
Kohorte

Diese Arbeit spiegelt die erstmalige Untersuchung der betrachteten Studienkohorte an der
Medizinischen Fakultdt der OvGU. Die hier aufgearbeiteten und analysierten Daten finden
sich nach meinem Wissen in keinem vergleichbaren Ausmal}, in keiner lokalen
Vergleichsarbeit. Dennoch ist die Zahl der untersuchten Félle mit 104 vergleichsweise klein
und fiihrt insbesondere bei den Subgruppenanalysen zu eingeschrinkter statistischer
Aussagekraft. Mit einem mittleren Diagnosealter von 54 Jahren spiegelt diese Kohorte nicht
die globale Malignominzidenz, da der hochste Prozentsatz der Mammakarzinome zwischen
dem 55. und 64. Lebensjahr diagnostiziert wird (Winters et al. 2017). Bemerkenswert ist die
Anzahl von 8 Fillen (7,7%) mit Erstdiagnose vor dem 40. Lebensjahr. Diese Zahl
reprasentiert ebensowenig die erwartete Altersverteilung, da frithere Analysen -eine
Erkrankungswahrscheinlichkeit von lediglich 0,04% zwischen dem 30.-39. Lebensjahr
nahelegen (Greif 2010). Vergleichbare Statistiken postulieren, dass 3 von 10 der Betroffenen
in Deutschland vor der Vollendung des 55. Lebensjahres erkranken. (Zentrum fiir
Krebsregisterdaten 2019). Diese Abweichungen konnen vermutlich auf die selektive
Therapieentscheidung zur NACT zuriickgefiihrt werden. Dennoch befindet sich der GrofBteil
der betrachteten Kohorte im erwarteten Erkrankungsalter und damit in einem relevanten
Intervall fiir die damit verbundenen Empfehlungen zur Durchfiihrung sekundirpraventiver
Screening-Strategien (Desai und Aggarwal 2021). Im Rahmen verschiedener Bestrebungen
zur Ableitung prognostischer Aussagen aus dem Erkrankungsalter, kristallisieren sich in
jingsten Studien zunehmend weitere relevante Marker und Einflussfaktoren heraus. So liegt
der Fokus fiir Prognose und Therapieentscheid heute auf Seiten histopathologischer
Diagnostik und weniger auf dem Alter bei Erstdiagnose (Montemurro et al. 2020). Diese
Erkenntnis wurde auch jiingst in Vergleichsstudien untermauert. So steht der Therapieerfolg
im neoadjuvanten Therapieregime in unmittelbarer Verbindung zur immunhistochemischen
Subgruppenzuordnung. Luminal-A und HER2-positive Félle zeigen unter diesem Aspekt

bessere Therapie- und Uberlebensergebnisse (Degerli et al. 2023). Fiir die Karzinome des
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TNBC-Subtyps wird in verschiedenen Analysen die chemosensitive Bedeutung
tumorinfiltrierender Lymphozyten beschrieben. Die qualitative und quantitative Verteilung
der Immunzellen hat demnach Einfluss auf das Ansprechen der Tumorzellen auf eine NACT
(van den Ende et al. 2023). An dieser Stelle ist zu erwdhnen, dass es sich in der hier
betrachteten Kohorte um eine bereits im Rahmen der Therapieplanung als aggressiv
eingestufte Gruppe von Tumoren handelte. Dies zeigt sich an 23 Fillen, die als TNBC (Tab
3.0; ER(-), PR(-), HER2neu(-); TNBC n=23 22,1%; nonTNBC n=81 77,9%) klassifiziert
sind. Die hiesige Kohorte prisentiert somit eine tiberdurchschnittlich hohe Zahl an TNBC-
Fillen (Almansour 2022). Es sei jedoch auf die Moglichkeit eines Selektionsbias
hingewiesen, welches die Aggressivitit der Kohorte begriinden konnte und bei der
Interpretation der statistischen Analysen Beriicksichtigung finden sollte. Fiir diese spezifische
Subgruppe wird in der Literatur ein aggressiver und frith metastasierender Verlauf mit der

schlechtesten 5-Jahres-Uberlebensrate angegeben (Azim et al. 2020).

Im Rahmen meiner Erhebungen konnten trotz zahlreicher Publikationen mit gegenteiliger
Aussage, keine signifikanten Zusammenhiinge zwischen der Zeitspanne des RfU und dem
Alter der Patientinnen, auch unter Einbeziehung des ER-Status eruiert werden.
Nichtsdestotrotz zeigten entsprechende Vergleichsarbeiten aus anderen Nationen durchaus
beachtliche Alterszusammenhédnge gegeniiber dem Gesamtiiberleben, ebenso unter dem
Aspekt der steigenden Erkrankungswahrscheinlichkeit (Tan et al. 2021). Auch hierzu konnten
im Rahmen dieser Arbeit keine relevanten Ergebnisse erhoben werden. Analysen wesentlich
jiingerer Kohorten machen jedoch auf die Moglichkeit komplizierterer Verldufe aufmerksam.
Gerade Patientinnen vor der Vollendung des 40. Lebensjahres sind pridestiniert fiir ein
prognostisch schlechtes Outcome. Erkrankungen in diesem Lebensabschnitt gehen mit
hiufiger Rezidivbildung und aggressivem Wachstum sowie auch zahlreichen Komplikationen
und mit vermehrten psychosozialen Belastungen einher (Tesch und Partridge 2022). Es zeigt
sich, das neoadjuvant-therapierte Patientinnen vor dem 35. Lebensjahr, ohne pathologische
Vollremission nach primiren NACT, eine besonders ungiinstige Langzeitprognose aufweisen

(Zhao et al. 2019).
Pradiktiver Faktor — Neuronatin

Hinweise darauf, dass die NNAT-Expression in Malignomzellen einen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf einer Krebserkrankung nehmen kann, wurden durch vergleichbare
Forschungsarbeiten dokumentiert (Joseph 2014; Uchihara et al. 2007). Die hier durchgefiihrte

Analyse beabsichtigte die weitere Kldrung der Bedeutung von NNAT am Beispiel der
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neoadjuvant-therapierten Mammakarzinome. In zuvor durchgefiihrten Studien erfolgten diese
Analysen ohne separierte Betrachtung dieses Therapieverfahrens (Nass et al. 2017) an einer
unabhingigen Kohorte. Unter diesem Aspekt wurde zum einen versucht, die
pratherapeutische Rolle und zum anderen auch die differentielle Aussagekraft gegeniiber der
hier getroffenen Subtypisierung des N-Status zu kldren. Unter Beriicksichtigung des
etablierten Neuronatin-Cut-off-Wertes von 17 IRS zeigen sich bereits relevante Ergebnisse,
bezogen auf den Zeitraum, den es bendétigte, um eine operative Tumorfreiheit erreichen zu
konnen (Abb. 4.0). Dieses Intervall ist zumeist abhdngig vom Zeitraum bis zur Durchfiihrung
der Primértherapie, der damit verbundenen Diagnostik, dem Zeitaufwand der Chemotherapie,
der Notwendigkeit einer Therapieadaptation im Sinne zusitzlicher Zyklen oder
Praparatwechsel sowie einer effizienten operativen Planung. In Zusammenschau dieser
Aspekte sehen wir deutliche statistische Unterschiede beim Realisieren des tumorfreien Status
(Breslow p=0,029*; Abb. 4.0). Patientinnen mit einer NNAT-Expression iiber dem Cut-Off
bendtigen ein verldngertes Intervall im Vergleich zu Karzinomen mit geringerer Expression,
um die Tumorfreiheit zu erreichen. Hohe Expression von NNAT konnte also auf ein
verldngertes Intervall bis zur operativen Intervention und in diesem Zusammenhang auf ein
schlechteres bzw. verzogertes Therapieansprechen hinweisen. Ahnliche Effekte konnten bei
der Analyse des Zeitraums zwischen Erstdiagnose und der Entstehung eines Lokalrezidivs
bzw. dem Erreichen des Endes des Beobachtungszeitraumes gesichert werden. So zeigen
Fille mit geringer NNAT-Expression ein signifikant ldngeres rezidivfreies Intervall
gegeniilber Tumoren mit Werten > IRS 17 (p=0,05*). Interessanterweise konnten
korrespondierende Ergebnisse fiir den Zeitraum bis zum Eintreten des Todes bzw. dem
Beobachtungsende erhoben werden (p=0,031%; Abb. 4.0). Unter Beriicksichtigung der
Gesamtkohorte, ohne weitere Selektion in Subgruppen, ergibt sich auf mehreren Ebenen ein
deutlicher Nachteil fiir Tumore mit hohen Expressionsmustern. Diese Erkenntnisse stiitzen die
publizierten Daten unserer Arbeitsgruppe zur ungiinstigen prognostischen Relevanz des
NNAT-Status bei Brustkrebs (Nass et al. 2017). Ahnliche Erkenntnisse konnten US-Forscher
auch in anderen Krebsentititen detektieren, so auch in der Entstehung und dem Verlauf des
Osteosarkoms (Saeed et al. 2020). Demgegeniiber stehen Analysen weiterer Malignome, wie
dem Hepatozelluldren Karzinom. Hier zeigt sich die Expression deutlich reduziert gegeniiber
gesundem Gewebe. Gleichzeitig beschreiben dhnliche Analysen einen
proliferationsfordernden Einfluss einer herunterregulierten Neuronatin-Expression (Deng et
al. 2023). Zusammengefasst prasentieren Patientinnen der hier untersuchten Kohorte, welche

nach Primérbiopsie einen IRS > 17 zugesprochen bekommen, einen prognostisch
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ungiinstigeren Krankheitsverlauf nach NACT. Charakterisiert wird dies durch verldngerte
Therapiezeiten, hohere Wahrscheinlichkeit eines frithen Lokalrezidivs, sowie auch die
Moglichkeit eines fritheren letalen Verlaufes. Um detailliertere Aussagen zur Rolle des
NNAT im Mammakarzinom treffen zu kdnnen, erfolgte die Einteilung der Gesamtkohorte in
Subgruppen, insbesondere nach ER- und primér-lymphatischen Metastasierungsstatus. So
konnten wir fiir ER(+)-Tumoren der Gesamtkohorte, ohne weitere Subgruppenzuordnung eine
gute Tendenz zur statistischen Signifikanz nachweisen, fiir ER(-) war dies nicht zu erheben
(p=0,056; Abb. 4.0.1). Daraus resultiert eine zunechmende Bedeutung der Analyse der NNAT-
Expression in der Gruppe der ER(+)-Fille. Dementsprechend zeigten hohe NNAT-Werte
negative Einfliisse auf den Krankheitsverlauf der Patientinnen, bezogen auf die rezidivfreie
Zeit nach dem Erreichen des Status ,,Tumorfrei®. Unter diesem Aspekt 1dsst sich der klinische
Nutzen als Prédiktor und der damit zusammenhéingende prognostische Wert des NNAT
unterstreichen. Gestiitzt wird diese Argumentation durch statistische Zusammenhénge in
Subgruppenanalysen anhand Luminal-A/-B (p=0,047*; Tab. 3.0) (Pieper et al. 2021). Hier
zeigen sich vorrangig Luminal-B klassifizierte Karzinome mit hoher Expression von NNAT
(Tab. 3, n=22). Tumore dieser Zuordnung gelten als vergleichsweise aggressiv (Bediaga et al.
2016). Demgegeniiber prisentieren lediglich 4 Luminal-A Karzinome eine hohe Expression
von NNAT. So liegt der Verdacht einer Assoziation von Luminal-B und hoher NNAT-
Expression nahe. Die allgemeingiiltige Empfehlung zur Erhebung des NNAT-Status kann
unter diesem Gesichtspunkt ohne Legitimation durch prospektive Studien nicht gegeben
werden. Unter den geschilderten Ergebnissen sollte die prognostische Bedeutung in den
beschriebenen Subgruppen mit deutlich groBerer Fallzahl iiberpriift werden. Alle weiteren
Ereignisanalysen zu Subgruppen blieben ohne statistisch tiberzeugende Ergebnisse. Trotz der
verminderten Zahl der Fille in einigen Subgruppen und der damit verbundenen geringeren
statistischen Aussagekraft ldsst sich interpretieren, dass die bereits in Vergleichsarbeiten
beschriebene Bedeutung von NNAT bestétigt werden kann. Kontrovers diskutieren l4sst sich
jedoch, ob es sich hierbei um einen unabhingigen prognostischen Marker handelt und ob die
Hinzunahme des Faktors ER-Status und einer damit verbundenen molekularen
Subgruppenzuordnung, einen Zugewinn zur Prognoseabschitzung liefern kann (Nass et al.

2017).
Tumorregression & Klinische Relevanz verschiedener Verfahren

Die histopathologische Zuordnung des Therapieeffektes zu einem entsprechenden

Regressionsgrad dient der Prognoseabschitzung fiir die individuelle Patientin. Global
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betrachtet sind zahlreiche Klassifikationsverfahren in Benutzung, welche jedoch insgesamt
fiir besondere Einflussfaktoren problematisch sind. Konkret zu benennen sind hier sehr junge
und sehr alte Patientinnen sowie auch Fille, welche einer Hochrisikoeinstufung unterliegen
(Phung et al. 2019). Anhand der Félle dieser Kohorte erfolgten unabhédngig von den klinisch-
diagnostischen Merkmalen des individuellen Tumors die Anwendung der jeweiligen
Regressionskriterien und die detaillierte systematische Beurteilung der Tumorreduktion. Nach
genauer Zuordnung wurden zur besseren Vergleichbarkeit und zur Konkretisierung der
jeweiligen Aussagekraft, eine graduierungsspezifische Anpassung der erreichten
Regressionsgrade, durch Setzen adaptierter Cut-Off-Werte geschaffen. Zur detaillierteren
Beurteilung des jeweiligen Verfahrens und der Bewertung des klinischen Nutzens, erfolgte
die Graduierungszuordnung nicht nur anhand der Gesamtkohorte, sondern auch in selektierten
Subgruppen je nach Vorliegen oder Fehlen einer lymphatischen Metastasierung. Dies spiegelt

dementsprechend die unterschiedlichen Regressionserfolge in diesen Subgruppen wider.
Tumorregression der Gesamtkohorte

Im Rahmen der Anwendung der beschriebenen Verfahren auf die Gesamtkohorte (100 Félle),
prisentierten alle Methoden, unter Betrachtung der rezidivfreien Uberlebenszeit signifikante
Ergebnisse auf Basis von Kaplan-Meier Analysen im Log-Rank-Test. Das statistisch
liberzeugendste Ergebnis lieferte das Regressionsverfahren nach Sinn (Abb. 4.4; p<0,001%*).
Aktuelle Vergleichsstudien stiitzen die hier ermittelten Ergebnisse. Dies gilt besonders fiir die
Verfahren nach M&P, Sinn und die Residual Cancer Burden (Sejben et al. 2020; Wang et al.
2021). Die Residual Cancer Burden (RCB) ist vergleichbar mit den hier verwendeten
Verfahren nach Bonadonna und der prozentualen Tumorreduktion, auch wenn wichtige
Details der Lymphknotenbeurteilung nicht im RCB einbezogen werden. Im Wissen der
deutschlandweit verbreiteten Anwendung des Regressionsverfahrens nach Sinn lassen die hier
erhobenen Ergebnisse eine Bestitigung dieses Vorgehens zu, gleichzeitig sei zu betonen, dass
in zahlreichen Lindern wie den USA vorrangig die RCB zu Anwendung kommt (Sejben et al.

2020).
Tumorregression — Ny-Tumore

Zeigt eine Patientin nach erfolgter NACT, Entfernung der Tumorresiduen und axillérer
Lymphknotendissektion keine malignen Zellen sowie das Fehlen von Tumorsklerosezonen
threr Wachterlymphknoten, so wurde der Primartumor in dieser Arbeit als Ny klassifiziert. In

dieser Subgruppe (Njo, n=53) wurde eine separate Klassifizierung der Regressionsgrade
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vorgenommen. Keines der betrachteten Verfahren lieferte im Rahmen der durchgefiihrten
Time-to-Event (RfU) Analysen iiberzeugende Ergebnisse. Allerdings ist die statistische
Aussagefahigkeit durch die geringere Stichprobe hier, und bei allen folgenden
Subgruppenanalysen, verringert. Auf dieser Grundlage ldsst sich diskutieren, ob die
histopathologische Tumorregression bei fehlender primér-lymphatischer Metastasierung ein
relevanter Parameter zur Prognoseabschétzung sein kann. In der hiesigen Kohorte zeigt sich
mittels der betrachteten Verfahren kein prognostischer Zugewinn durch die Erhebung der
Tumorantwort nach NACT. Grofle randomisierte Studien anhand No-Mammakarzinomen aus
Deutschland und den Niederlanden stellen unter diesem Aspekt die Notwendigkeit einer
(adjuvanten) Chemotherapie in dieser Subgruppe infrage. Es wurde gezeigt, dass
Konzentrationen von Urokinase-Typ-Plasminogenaktivator (uPA) und Plasminogenaktivator-
Inhibitor-1 (PAI-1) im Tumorgewebe hervorragende Prognosemarker fiir die RfU, nach
lokoregiondrer Therapie sein konnen. Insbesondere bei klar feststehendem Ny-Status kann
demnach auf eine chemotherapeutische Intervention verzichtet werden, wenn ein geringer
Gewebsspiegel der zuvor genannten Faktoren vorliegt (Harbeck et al. 2013). Insgesamt
scheint daher der prognostische Nutzen einer Bestimmung des Regressionsgrades in Ny-
Subgruppen zweifelhaft. Was sich in der hiesigen Kohorte durch die Analyseergebnisse in
den Abbildungen 4.3-4.6 stiitzen ldsst. Gleichzeitig ist zu beachten, dass nicht-metastasierte
Karzinome héufig ein geringeres T-Stadium der Tumorausdehnung aufweisen. In diesem
Zusammenhang présentieren kleine Tumormassen deutlich geringere Rezidivraten und eine
aullergewohnlich gute Prognose (Leitner et al. 1995). Auch das nach NACT erhobene T-
Stadium der hiesigen Gesamtkohorte, zeigt deutlich geringere Werte (T¢-T;) in der Mehrzahl
der Ny-Tumoren (Tab. 4.0). Ein weiterer zu diskutierender Aspekt wire dementsprechend die
Prognosevaliditit der makroskopischen Tumorausdehnung (T-Stadium) bei nicht-
metastasierten ~ Karzinomen,  gegeniiber  einer  detaillierten  histopathologischen
Regressionsbestimmung.  Aktuelle Studienergebnisse kritisieren des Weiteren die
Durchfiihrung einer regelhaften operativen Lymphknotendissektion, wihrend der Entfernung
der Tumorresiduen nach NACT. In der Situation einer Komplettremission bei klinisch
negativen Lymphknotenbefunden (cNy) soll auf ein operatives Staging verzichtet werden. Als
sinnvoller wird die Durchfiihrung einer Lymphknotenbiopsie vor bzw. unmittelbar nach
NACT empfohlen. Der Zeitpunkt sei je nach molekularer Subgruppenzuordnung individuell
(Shi et al. 2019). So soll in Entititen des HER2-Typen und des TNBC-Typen eine Biopsie vor
NACT durchgefiihrt werden, um eine Lymphknotenmetastasierung valide auszuschlieBen (Shi

et al. 2021).
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Tumorregression — N;-Tumore

Weist eine Patientin maligne Zellen in ihren Sentinel-Lymphknoten auf oder aber
Tumorsklerosezonen im lymphatischen Gewebe, so wurde sie der Subgruppe der
N;-Tumoren zugeordnet. Nodal-positive Mammakarzinome weisen in Studien eine hohe
Wabhrscheinlichkeit zur Rezidivbildung auf und auch die Zeit des Gesamtiiberlebens wird als
ungiinstig beschrieben (Boer et al. 2010). Dies konnte auch in dieser Arbeit nachvollzogen
werden. Einige der untersuchten Verfahren zur Beurteilung der Tumorregression zeigten
signifikante prognostische Bedeutung fiir die 48 Patientinnen dieser Gruppe. Die Betrachtung
der rezidivfreien Uberlebenszeit konnte unter Nutzung der prozentualen zelluliren Reduktion,
bei einem Cut-Off von mindestens 50%, die iiberzeugendsten Ergebnisse liefern (Abb. 4.16;
p=0,005%). Ahnliche Werte erreichte das Regressionsgrading des ,,Milan Cancer Institute*
nach Bonadonna (Abb. 4.15; p=0,016*). Demnach prasentieren Patientinnen der N;-
Subgruppe mit Gradingparametern unter 50% Reduktion der primdren Tumormasse ein
signifikant frither einsetzendes Rezidivgeschehen. Die Klassifikationssysteme nach M&P und
Sinn konnten diesen Zusammenhang fiir diese Patientinnen nicht nachweisen. Das Fehlen
einer Gleichverteilung der hiesigen Population, bezogen auf die histopathologische
Tumordifferenzierug, darf bei der Beurteilung der verschiedenen Regressionsgradergebnisse
jedoch nicht vernachlédssigt werden, da unsere Kohorte bereits im Voraus als Selektion
aggressiver Entititen erachtet wurde. Vergleichbare Arbeiten beschreiben dennoch ein
deutlich besseres Outcome in einer Situation der Komplettremission anhand verschiedener
Gradingsysteme zur Regression (Takada und Toi 2020; Biswas et al. 2017). Die Ergebnisse
unserer Kohorte zeigten erwartungsgeméil, dass eine Infiltration der Lymphknoten eine
deutliche Verschlechterung des Langzeitoutcome begriindet. Auf dieser Basis kritisieren die
Autoren, das auler Acht lassen des Lymphknotenstatus vieler histopathologischer
Regressionsanalysen (Corben et al. 2013). Die Klarung der fordernden Griinde fiir eine
Streuung maligner Zellen, ist auch heute Gegenstand intensiver Forschungen. Vor allem der
Umstand der Entstehung lymphatischer Metastasen und die damit in Verbindung stehende
Pathogenese, werden weiterhin kontrovers diskutiert. Aktuelle Bestrebungen versuchen zu
kldren, ob ein aggressiver Primédrtumor per se die Begriindung fiir eine Fernmetastasierung
liefert, oder aber ob erst die weitere Selektion der Malignomzellen im Lymphknoten das Tor
zur fernmetastatischen Streuung bereitstellt. Auch die Rolle der Invasion von Blutgefid3en
durch die Tumorzellen spielt unter diesen Uberlegungen eine fundamentale Rolle, da ein
kleiner Teil der Patientinnen mit Ny-Status dennoch Fernmetastasen entwickelt (Nathanson et

al. 2022). Ein diagnostisches Verfahren, welches einen hunderprozentigen Ausschluss einer
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metastatischen Streuung liefert, stellt in der Realitdt eher eine zukiinftig zu erreichende

Perspektive dar.
Tumorregression — Lymphknotengewebe

In Lymphknotenmetastasen vorliegende Tumorzellen unterliegen einer Selektion und kdnnen
daher anders auf die NACT reagieren als Zellen des Primédrtumors. Daher erfolgte in dieser
Arbeit eine Erhebung des Regressionsgrades im Lymphknoten mit den bereits auf den
Primértumor angewandten Verfahren. Auch verfolgten wir die Frage der Anwendbarkeit der
Klassifikationssysteme in metastatischem Gewebe. Das Ziel war hier eine Definition des
primdren Therapieeffektes am Lymphknoten und einer sich daraus ergebenden
Schlussfolgerung zum perspektivischen Verlauf der Erkrankung. Im Rahmen der priméren
diagnostischen Uberlegungen erschien es adiquat die Regressionsverfahren auch in den
kleineren lymphatischen Zellverbdnden anzuwenden. Die hier gezeigten Daten basieren also
auf dem unmittelbaren Vergleich maligner Zellen von Primérlokalisation und lymphatischen
metastasierten Zellverbdnden nach NACT, in direkter Evaluation zur Primirbiopsie. Im
prozentualen Vergleich mit allen betrachteten Subgruppen, prisentieren die Zellen der
Lymphknotenmetastasen deutlich geringere Regressionsgrade in allen untersuchten Verfahren
und somit einen schlechteren Therapieeffekt (Tab. 2,5,9,12). Unter statistischen
Gesichtspunkten liefert der exakte Fisher-Test nichtsdestotrotz signifikante Ergebnisse fiir
Miller & Payne, Sinn und die pzR (Tab. 12). Dennoch zeigt die zeitliche Analyse in keinem
Anwendungsversuch signifikante Ergebnisse zur Einschédtzung des Intervalls des rezidivfreien
Uberlebens. Aus diesen Erkenntnissen lisst sich ableiten, dass in der hiesigen Kohorte, durch
die histopathologische Definition des Regressionsgrades im Lymphknoten, retrospektiv keine
prognosedefinierende Aussage erhalten werden konnte. Es ergibt sich keine Ubertragbarkeit
der verschiedenen Verfahren auf Lymphknotengewebe dieser Studienpopulation. Allerdings
muss hier auch die geringe Fallzahl beriicksichtigt werden. Demgegeniiber stehen aktuelle
Ergebnisse aus der Tumorentitit des Rektumkarzinoms. Japanische Forscher beschrieben in
diesem Zusammenhang die deutliche Prognoseverbesserung bei vollstaindiger Lymphknoten-
Regression nach Dworak-Kriterien, nach erfolgter Radiochemotherapie (Dworak et al. 1997,

Tominaga et al. 2019).
Fazit - Verfahren zur Regressionsermittlung

Basierend auf den Erkenntnissen der hier betrachteten Kohorte und zahlreichen

vergleichbaren Studien, ldsst sich die Notwendigkeit einer histopathologischen Begutachtung
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vom Primértumor, nur in Verbindung mit einer Lymphknoten-Evaluation empfehlen (Yau et
al. 2022). Dieses Vorgehen ldsst eine valide Assoziation zum spdteren klinischen Ergebnis zu
(Choi et al. 2016). Auf der Grundlage statistischer Ergebnisse war der Regressionsgrad nach
Sinn, bezogen auf die Analyse der unselektierten Gesamtkohorte das aussagefdhigste
Verfahren gegeniier der RfU. Kritik ldsst sich aber an der fehlenden Betrachtung der
Lymphknoten iiben. Interessanterweise stellte eine taiwanesische Forschungsgruppe die
histopathologische Evaluation der Resttumorgréf3e infrage, da man die Annahme verfolgte,
die entsprechende Tumorausdehungen nach NACT auch MRT-morphologisch nachvollziehen
zu konnen. Schlussendlich erging hieraus die Empfehlung das Routineverfahren weiter zu
nutzen, da nur hier valide Aussagen getroffen werden konnen (Cheung et al. 2003).
Gleichzeitig ldsst sich im Rahmen unserer Kohorte in der Subgruppenanalyse belegen, dass
die Anwendung aller hier verwendeten Regressionsklassifizierungen in nicht-metastasierten
Karzinomen (Ny) statistisch keine nachweisbare prognostische Bedeutung aufweist.
Ubertragen auf den klinisch-pathologischen Alltag, stellt sich die Frage einer
allgemeingiiltigen geeigneten Methode zur histopathologischen Regressionsgraduierung.
Grundsitzlich wurde bereits 2015 von US- und britischen Forschern eine Initiative zur
Vereinheitlichung der Evaluation von Tumorresiduen nach NACT ins Leben gerufen. In
diesem Rahmen werden Mindestanforderungen an Pathologieberichte definiert, was die
Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und die spitere Forschungsverwendbarkeit garantiert
(Bossuyt et al. 2015). Schlussendlich sei darauf hingewiesen, dass eine vollumféngliche
prognoseverbessernde Diagnostik des Mammakarzinoms nur durch interdisziplindre

Zusammenarbeit realisiert werden kann (Bossuyt und Symmans 2016).
Pridiktiver Faktor — Ostrogenrezeptor

Auf Grundlage des Einflusses der ER-Expression in verschiedenen Tumorentititen, wurde
dieser Faktor in unserer Arbeit erneut detailliert betrachtet (Starek-Swiechowicz et al. 2021;
Grogan Fleege und Cobain 2022). Bereits zu Beginn des 21. Jahrhundert hatte man die
prognosebeeinflussende Relevanz des ER-Status in Verbindung mit einer engmaschigen
histopathologischen Evaluation verstanden und somit auf Zeitspannen der Rezidivfreiheit und
des Gesamtiiberlebens schlieen konnen (Y1 et al. 2011). Des Weiteren schildern Studien ein
hoheres prognostisches Gewicht durch Beschreibung der perspektivischen Uberlebenszeit
anhand der Ostrogenrezeptor-Expression gegeniiber dem Vorliegen lymphatischer Metastasen
(Mittendorf et al. 2015). Daher wurde in dieser Kohorte iiberpriift, ob der ER-Status einen

Einfluss auf den Krankheitsverlauf in neoadjuvant-therapierten Mammakarzinomen aufweist.
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Dariiber hinaus wurde versucht, retrospektiv die Starke des priddiktiven Einflusses des ER-
Status zu kldren. Die hier betrachtete Kohorte setzt sich aus 60 ER(+) und 44 ER(-) Tumoren
zusammen. In Subgruppenzuordnung ergibt dies eine Verteilung von 27 ER(+) und 28 ER(-)
No- sowie 33 ER(+) und 15 ER(-) Nj-Fillen. Kaplan-Meier Analysen zum rezidivfreien
Uberleben nach NACT, zeigten fiir die Gesamtkohorte per se keine signifikanten
Zusammenhénge bzw. keine Vorteile einer Ostrogenrezeptor-abhiingigen
Subgruppenzuordnung (Tab 7.0; p=0,702). Ahnliche Ergebnisse prisentierten separat
observierte NO-Tumore. Lediglich die Betrachtung der 47 N;-Tumore verdeutlichte
signifikante Vorteile der ER(+)-Population in der RfU (Abb. 4.10; p=0,006*). Demgegeniiber
steht jedoch, dass die ER(+)-Karzinome mit ca. 75% auch den groflten Teil der
Brustkrebsneuerkrankungen widerspiegeln. Aktuelle Publikationen diskutieren jedoch, den
vermeintlich therapeutischen Vorteil in ER(+)-Tumoren. Die Kombination neoadjuvanter
oder adjuvanter endokriner Therapie und die Mdglichkeit einer Immuntherapie, weisen in
Studien hohen potenziellen Nutzen aus (DeSantis et al. 2019; Barchiesi et al. 2020). Dies
kénnte den auch hier erhobenen RfU-Vorteil der Subgruppe erkléren. In der hier untersuchten
Kohorte konnten bereits ohne differenzierte Uberlebenszeitanalysen, —signifikante
Unterschiede zwischen ER(+) und ER(-) ermittelt werden. Bezogen auf die histologische
Tumorausdehnung erreichen ER(-) nach NACT hiufiger einen pTy-Status (Tab. 1.0
Prota=0,002%*; Tab. 4.0 pno=0,002%*; Tab. 8.0 pn1=0,428). Gleichzeitig zeigt sich, dass ER(+)
héufiger eine primdr lymphatische Metastasierung aufweisen (Tab 1.0; p=0,022%*), bei parallel
vorliegenden, weniger ausgepriagtem zytopathischen Effekt (Tab. 1.0 prywi<0,001%*; Tab. 4.0
Prno<0,001%*; Tab. 8.0 pn1=0,006%) im Primértumor. In diesem Zusammenhang sollte jedoch
ein, bereits bei Erstdiagnose vorliegendes grofleres T-Stadium ER(+) und die damit
einhergehende hohere Wahrscheinlichkeit eines N;-Typus mitbetrachtet werden, welche
moglicherweise zur Zuordnung zur NACT-Interventionskohorte gefiihrt haben kénnten. Trotz
des augenscheinlichen Vorteils ER(-) im Therapieeffekt, welcher durch diese Parameter
beschrieben wird, konnte keine signifikante Verlingerung der RfU in dieser Subgruppe
nachgewiesen werden. Im Gegenteil, es ergibt sich trotz guter tumormorphologischer Effekte
ein frither einsetzendes Rezidivgeschehen fiir ER(-) mit N;-Status (Abb. 4.10; p=0,011%).
Diese Erkenntnisse konnten auch in Vergleichsarbeiten verzeichnet werden. Ein wesentlicher
prognosebeeinflussender Faktor ist in diesem Zusammenhang der fehlende Therapieeffekt
einer antihormonellen Therapie, welche bei ER(+) als adjuvante Option den Langzeitverlauf
entscheidend beeinflusst (Yoon et al. 2022). Es sei zu erwidhnen, dass sich die hiufig

postulierte  deutlich  geminderte = Gesamtiiberlebenszeit von  Patientinnen  mit
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Hochrisikogruppenzuordnung TNBC in der hiesigen Population nicht nachweisen lie3 (Li et
al. 2017b; Agarwal et al. 2016). Gleichzeitig ist zu betonen, dass TNBC-Félle mit
ausbleibender Komplettremission nach NACT deutlich hdufiger Rezidive erleiden, als
Tumoren, die die pCR erreichen konnten (Yang et al. 2015). Die statistische Tragfdhigkeit
unserer Studie ist allerdings mit 23 TNBC-Féllen vergleichsweise gering. Wie bereits erwihnt
befindet sich die betrachtete Kohorte mit 57,7% ER(+)-Tumore, unter dem prozentualen
Patientendurchschnitt. Global betrachtet existiert allerdings durchaus auch eine deutliche
Variation des ER-Status (Dunnwald et al. 2007; Yip und Rhodes 2014). Vor allem die
Zugehorigkeit zu bestimmten ethnischen Gruppen hat einen Einfluss auf die
Tumorcharakteristik und dem daraus resultierenden Krankheitsverlauf. Fiir diesen Sachverhalt
sprechen auch lidnderintern deutlich differierende Expressionen des ER (Chlebowski et al.
2005). Neben dem ER- gilt auch der Progesteron-Rezeptor als hochrelevanter prognostischer
Biomarker in hormonpositiven Mammakarzinomen und der sich daraus ergebenen Zuordnung
zum Luminal-Status (Li et al. 2022). In diesem Zusammenhang présentiert sich eine Luminal
A Zuordnung (ER+, PR+, HER2-, Ki67 low) als hdufig gut differenzierter Tumor, welcher
sich zu den Low-grade Karzinomen zuordnen ldsst und eine bessere Langzeitprognose
aufweist (Li et al. 2015). Unter Betrachtung unserer Analysen in Verbindung mit bereits
publizieren Ergebnissen zum NNAT, konnten wir ein geringes Expressionslevel von NNAT
in Luminal A-Tumoren unserer Kohorte signifikant nachweisen (Tab. 3; p=0,047%*). So lasst
sich ein besseres Outcome dieser Karzinome mit geringer NNAT-Expression annehmen (Nass
et al. 2017). Des Weiteren wird in aktuellen Studien auch die quantitative Menge des
Ostrogens im Kérper als relevanter Einflussfaktor im Kérper untersucht. So liegt ein Fokus
der Forschung, in der Betrachtung eines Ostrogenmangels, -iiberschusses oder einer
therapeutischen Substitution und dessen Einfluss auf Zellproliferation, Apoptose und/oder
tumorkinetischen Vorgingen (Santen et al. 2022). Eine Betrachtung des ER-Status im
Kontext der aktiven Ostrogenkonzentration kénnte moglicherweise die Signifikanz des ER-
Status erhdhen. Aktuelle Studien stiitzen diese Uberlegung da die am hiufigsten
vorkommende Tumorentitit ER(+)-Karzinome die Zielgruppe fiir neue potente
Hormontherapien reprisentiert und eine Klarheit dieser quantitativen Einfliisse die

Therapieprognose deutlich verbessern konnte (Anestis et al. 2020).
Ostrogenrezeptor-Status & Tumorregression

Unter Anwendung der verschiedenen Methoden zur Regressionsabschitzung zeigen sich

deutliche statistische Zusammenhinge zwischen ER-Status und der Zuordnung zum
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Regressionsgrad. So erreichen ER(-) Primértumoren in allen betrachteten Verfahren, im
Verhiltnis hohere Regressionsgrade als ER(+) Fille und somit einen relativ besseren
primédren Therapieeffekt nach NACT. Diese Ergebnisse lieBen sich, mit Ausnahme der
Anwendung der prozentualen zelluldren Reduktion (Tab. 5.0 pno=0,210; Tab. 9.0 pn;=0,127),
auch in den Subgruppen fiir Ny und N; Tumoren nachweisen. Ahnliche Werte lieferten die
Regressionsanalysen wiahrend der Anwendung im Lymphknotengewebe. Hier liel sich der
bessere Therapieeffekt fiir ER(-), bis auf das Verfahren des Milan Cancer Institute's nach
Bonadonna (Tab. 12.0; p=0,097), in allen Klassifikationssystemen nachweisen.
Bemerkenswert erscheint, dass im prozentualen Vergleich zum Gewebe der Primédrtumoren,
im Lymphknoten insgesamt geringere Regressionsgrade erreicht werden. Ein per se
schlechteres Ansprechen maligner Zellen auf eine NACT im Lymphknotengewebe sollte
unter diesem Aspekt separat betrachtet werden. Fiir die Analyse des rezidivfreien Uberlebens
zeigte sich, dass die Anwendung der verschiedenen Regressionsklassifikationen bei
gleichzeitiger Beriicksichtigung des ER-Status einen deutlichen prognostischen Stellenwert
haben kann. Die Gesamtkohorte zeigt unter diesem Aspekt eine signifikante Verbesserung der
Aussagekraft des M&P Verfahrens (p=0,023*) und des Regressionsgrads nach Sinn
(p<0,001%*) in ER(-) Tumoren (Abb. 4.3 & 4.4). Werden in den jeweiligen Verfahren Werte
oberhalb der von uns verwendeten klassifikationsspezifischen Cut-Offs erreicht, zeigen die
Patientinnen ein statistisch verldngertes rezidivfreies Intervall. Demgegeniiber présentieren
sich in ER(+) Tumoren nur die Klassifikationssysteme des Milan Cancer Institute nach
Bonadonna (p=0,003*) und die prozentuale zelluldre Reduktion (p=0,013*) als aussagefdhige
Verfahren gegeniiber der RfU (Abb. 4.5. & 4.6). Fiir nicht-metastasierte Fille (Ny), zeigten
die Regressionsanalysen, dass die Beriicksichtigung der ER-Expression keinen statistisch
relevanten Einfluss, bezogen auf den rezidivfreien Krankheitsverlauf mit sich bringt. Unter
dem Vorbehalt der geringen Zahl untersuchter Fille scheint die Kenntnis der ER-Expression,
wiéhrend der Erhebung des Regressionsgrades nach NACT, in dieser Subgruppenpopulation
prognostisch unerheblich. Hier liegt die Uberlegung nahe, dass Friihkarzinome ohne primére
Metastasierung oft in toto, nach NACT entfernt werden konnen. Unter diesem Aspekt liee
sich diskutieren, dass das Risiko verbleibender Tumorzellen so gering ist, dass es seltener
zum Rezidiv oder einer spiteren Metastasierung kommen kann. Im Rahmen der heute
praktizierten leitliniengerechten Therapieplanung des Mammakarzinomes, erfolgt bereits
wihrend der Erstdiagnose eine Analyse verschiedener Genexpressionsprofile zur Klarung der
Notwendigkeit einer NACT (Wockel et al. 2021). Interessanterweise kann die Klassifikation

nach Perou und Sorlie, zur molekularen Subgruppenzuordnung in Studien anhand nicht-
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metastasierter Mammakarzinome (Ny) das hdufigere Erreichen einer Komplettremission von
Luminal-B-Karzinomen nachweisen. Diese zeichnen sich durch eine charakteristische
Expression von ER, PR, HER2 und Ki67 aus (Mashoori et al. 2021). Als ein, sich auf diesen
Klassifikationen fundamentierender, relevanter Faktor préasentiert sich die ER-Expression. Bei
zunehmender histopathologischer Invasivitit des Tumors, ldsst sich heute bereits die
Wabhrscheinlichkeit des Ansprechens auf eine adjuvante Immuntherapie und die daraus
resultierende Rezidivneigung der ER(+)-Tumore ableiten. Unter diesen Gesichtspunkten
beschreiben aktuelle Forschungsbestrebungen die Notwendigkeit der
immuntherapiesensitiven Subgruppentypisierung der ER(+)-Karzinome. Dariiber ldsst sich
vorhersagen, welche Form einer Immuntherapie das beste Outcome fiir den individuellen
Patienten bereithalten wird (Ma et al. 2021). Dennoch zeigt sich, dass der nicht-luminale-Typ
(HER2-Typ), verglichen mit der Luminal-B Zuordnung, im Langzeitoutcome ein geringeres
Rezidiv- und Metastasierungsrisiko generiert (Li et al. 2016). Verschiedene Studien zum
DCIS, versuchen den Einfluss und die Relevanz des ER-Status fiir diese nicht-invasive
Subgruppe zu kldren. Es wird beschrieben, dass trotz hoher Haufigkeit bei ER(+)-DCIS,
aufgrund fehlender Invasivitdt, keine antihormonelle Targettherapie erfolgt. Ebenso kommt es
nicht zu einer NACT. Trotzdem konne eine engmaschige Observation der Patientinnen fiir
den weiteren Krankheitsverlauf sinnvoll sein (Stout et al. 2018). Die Population der N1-
Tumoren prisentierte sich im Rahmen der RfU-Analysen mit 32 ER(+) und 15 ER(-) Fillen.
Einige Verfahren zeigten statistisch vergleichbare Ergebnisse der verschiedenen Verfahren
zur Regressionsbeurteilung in Nj;-Tumoren gegeniiber der Gesamtkohorte. Kontrovers
prasentierte sich das Bewertungssystem nach M&P. Hier bewirkte eine Senkung des Cut-Offs
eine signifikante Anderung im rezidivfreien Krankheitsverlauf der ER(+) Karzinomen (Abb.
4.13; p=0,038%*). Fiir ER(-) war dieser Zusammenhang nicht nachweisbar, wihrend sich in der
Gesamtkohorte, die Verwendung des urspriinglichen Cut-Offs realisierbar prisentierte. Zu
erwdhnen sei jedoch, dass lediglich 1 ER(-) Nj-Fall (6,7%) in der hiesigen Population
existiert, der den Cut-Off nicht erreichte (Abb. 4.13). Eine statistische Gegeniiberstellung
besitzt somit eine deutlich fragliche Validitit. Der Regressionsgrad nach Sinn zeigt hier, bei
unverdndertem Cut-Off eine signifikante Verkiirzung des rezidivfreien Intervalls der ER(-)
Fille (p=0,035*). Betrachtet man die Subgruppe der ER(+) N;-Tumoren, unter Anwendung
des Klassifikationssystems des Milan Cancer Institutes nach Bonadonna, so présentiert sich
eine Verldngerung der RfU nach dem Erreichen eines partial-responder Status (p=0,009%;
Abb. 4.15). Diese Ergebnisse spiegeln ebenso die statistischen Werte der Gesamtkohorte

wieder. Unter Anwendung des Verfahrens zur Beurteilung der prozentualen zelluldren
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Reduktion (pzR), lieferten die N;-Karzinome bemerkenswerte Ergebnisse. Anhand dieses
Systems wurden fiir ER(+) sowie auch ER(-) prognostisch signifikante Werte zum
rezidivfreien Uberleben erfasst. Interessanterweise konnte die pzR in ER(+), bereits ab einem
Cut-Off von 30% eine signifikante Verldngerung der RfU vorhersagen (p=0,038*, Abb. 4.16).
Beim Erreichen einer ausgedehnteren Tumorregression bleibt dieser Effekt statistisch relevant
erhalten. Fiir ER(-) lieen sich zwar auch signifikante Ergebnisse erheben, der Cut-Off fiir
eine relevante Prognose lag hier jedoch bei 60% (p=0,031*). Ahnliche Herangehensweisen
stiitzen den Verdacht, dass nicht nur die GroBenausdehnung des Resttumors, verglichen mit
der Ausgangsgrofe, sondern auch die Anzahl und die Verteilung der vitalen Malignomzellen
der Tumorresiduen eine bedeutende Rolle fiir die Prognose des Krankheitsverlaufes nach
NACT spielt (Rajan et al. 2004). Eine grofle niederlindische Metaanalyse beschreibt des
weiteren die Relevanz des Hinzuziehens immunhistochemischer Marker wie den
Ostrogenrezeptor, den Progesteronrezeptor, den Proliferationsmarker Ki67, den HER2-
Rezeptor (ERBB2) sowie die dementsprechende Zuordnung zu molekularen Subtypen
(Luminal A, B, HER2-Typ, Basaler Typ) zur Steigerung der prognostischen Validitit. So
prasentiert sich im Vergleich, dass der nodal-positive HER2-Typ mit dem besten
Therapieeffekt nach NACT, bis hin zur Komplettremission einhergeht (Samiei et al. 2021).

Der Versuch der Bestimmung des Regressionsgrades in tumorinfiltrierten Lymphknoten
verfolgte das Ziel, den priméren Therapieeffekt durch NACT auch im metastatischen Gewebe
objektiv beurteilen zu konnen. Trotz interessanter statistischer Ergebnisse im exakten
Signifikanztest nach Fisher gegeniiber dem ER-Status (Tab. 12.0; M&P p=0,011%*; Sinn
p=0,004*; pzR p=0,047%*), konnten fast keine iiberzeugenden Resultate im Rahmen der
zeitlichen Analysen zum rezidivfreien Uberleben im Log-Rank-Test nachgewiesen werden
(Tab. 11.0, 12.0). Bemerkenswerterweise lieB sich in ER(-)-Tumoren ab einer pzR von
mindestens 30% aber ein signifikant verldngertes rezidivfreies Intervall detektieren
(p=0,026%*). Fiir ER(+) konnte dieser Effekt nicht gesichert werden (p=0,876). Nach diesen
Erhebungen erscheint eine Ubertragbarkeit der verschiedenen Regressionsmodelle, unter
Berticksichtigung des ER-Expression, auf Lymphknotengewebe nicht realisierbar. Dies lésst
vermuten, dass aus der Reaktion maligner Zellen des Primarius keine Schlussfolgerung der
Tumorzellenreaktionen im Lymphknotengewebe gezogen werden kann. Allerdings ist in
dieser Analyse die Anzahl der eingeschlossenen Félle wiederum zu klein, um zu einer
abschlieenden Bewertung zu kommen. Deutlich relevanter kdnnten die Mikroumgebung und
die Infiltration von Immunzellen in lymphatischem Gewebe sein. Hieraus liee sich laut

aktueller Studien eine valide Prognose ableiten (Liu et al. 2022). Siidkoreanische Radiologen
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beschreiben anhand randomisierter Studien eine alternative Bestimmung des Therapieeffektes
im klinisch positiv-infiltrierten Lymphknotengewebe, nach NACT. Hierzu bedient man sich
klinischer Stadienparameter, sonografischer Diagnostik, Tumoransprechen in MRT-
Diagnostik und dem hormonellen Rezeptorstatus des Primarius. In Summe présentiert sich,
laut der Autoren, ein solides Resultat zur Abschitzung der Menge an nodal-residualer
Tumormasse (Kim et al. 2019). Unter diesen Erkenntnissen sollte die histopathologische
Regressionsbeurteilung im klinischen Alltag diskutiert werden. Das Hinzuziehen der ER-
Expression, zur Evaluation des Therapieeffektes im Mammakarzinom, kann in der hiesigen
Kohorte klar als sinnvoll erachtet werden. Relevant fiir die detaillierte Prognoseabschétzung
ist jedoch, die Subgruppenzuordnung anhand des Status lymphatischer Metastasierung. Fiir
die Gruppe der Ny Tumoren ergibt sich unter Beriicksichtigung des ER-Status im
Regressionsgrad, kein prognostischer Wert zur Beurteilung des RfU. In N; Tumoren kann es
jedoch vorteilhaft sein den Regressionsgrad nach Sinn sowie nach M&P in ER(-) zu
bestimmen. Fiir die ER(+)-N;-Tumore, konnen sich die Anwendung der Regressionsgrade
nach Bonadonna oder auch die pzR als wertvolle Instrumente zur Prognoseabschitzung der
RfU auswirken. Der fehlende statistische Nutzen, der Verwendung der betrachteten Verfahren
im Lymphknotengewebe legt nahe, dass die Anwendungsiibertragung von Primarius auf
Metastase nicht gegeben ist. Das Hinzuziehen des ER-Status ldsst sich anhand dieser Arbeit
fiir N; Tumoren befiirworten. In den Primérarbeiten erfolgte diese selektive Anwendung in

aller Regel jedoch nicht (Ogston et al. 2003; Bonadonna et al. 1998; Sinn et al. 1994).
Pridiktiver Faktor - Lymphatische Metastasierung

Als Resultat der engmaschigen Reevaluation wurden in dieser Arbeit 48 lymphatisch-
metastasierte Mammakarzinome betrachtet, obwohl der in der Primédrdiagnostik bestimmte
TNM-Status lediglich in 38 Fillen lymphatische Metastasierungen nachgewiesen hatte.
Bereits an dieser Stelle zeigt sich, dass eine vollstindige Diagnostik aller Schnittpréparate
Fehlerquellen ausmerzen kann. Der detaillierte Vergleich der N;-Subgruppe mit Npy-
Karzinomen basiert auf der Annahme, dass ein Primdrtumor mit initial lymphatischer
Metastasierung, ein  abweichendes  Verhalten  gegeniiber = chemotherapeutischer
Tumorreduktion, rezidivfreiem Uberleben und einem aggressiveren Gesamtverlauf der
Erkrankung haben kann und sogar der Ort der Lymphknotenmetastasierung einen
entscheidenden Einfluss bereithdlt (Pan et al. 2021). Dies ldsst sich durch die signifikant
verkiirzte RfU der primir-lymphatisch metastasierten Fille dieser Arbeit bestitigen

(p=<0,001*; Abb. 4.10). Das Hinzuziehen des Ostrogenrezeptors deckte des Weiteren eine
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Hiufung von ER(+) Tumoren (68,8%) mit Primdrmetastasierung auf. Es zeigte sich anhand
dieser Kohorte jedoch, dass dieser Umstand am ehesten einen positiv-prognostischen Einfluss
trigt. So konnten signifikant verkiirzte RfU bei metastasierten ER(-)-Primértumoren
nachgewiesen werden (p=0,006%). In diesem Zusammenhang wire zu kldren, welche Rolle
die bereits oben genannten pridiktiven Faktoren in Tumorgenese und Therapieverhalten
einnehmen. Russische Forscher kritisieren an dieser Stelle die hédufige Verordnung einer
NACT im Rahmen einer kurativen Versorgung. Sie thematisieren klar die mogliche pro-
metastatische Wirkung verschiedener Chemotherapeutika, durch unspezifisch-zytotoxische
Einfliisse und dadurch ausgeldsten zelluldren Stress in malignen wie auch gesunden Zellen.
Man geht nach in vitro Experimenten davon aus, dass chemotherapiebedingte Modulationen
der Zell-Zell-Kommunikation und eine damit verbundene Verdnderung der Mikroumgebung,
Chemotherapieresistenzen, wie auch eine Metastasierung bedingen konnen (Perelmuter et al.
2019). Unter diesem Aspekt bleibt lediglich eine Risiko-Nutzen-Abwdgung in der
Therapieplanung des individuellen Patienten. Mit dem Ziel eine hohe prognostische Validitit
zu garantieren und ebenso einen klaren, wie auch nutzbringenden Therapieentscheid
auszulosen, empfiehlt das AJCC bereits seit Anfang der 2000er Jahre neben der
Regressionsklassifikation der Tumorantwort, auch eine histopathologische Evaluation der
axilldiren Lymphknoten (Carey et al. 2005). Dieses Vorgehen kann anhand der Ergebnisse
dieser Arbeit klar unterstiitzt werden. Zusitzlich empfiehlt sich nach beendeter NACT ein
erneutes separates Staging der axilliren Knoten mittels Sonografie und oder MRT, um Flasch-
negative Sentinel-Lymphknotenbiopsien zu minimieren und Lokalbefunde zu reevaluieren

(Chang et al. 2020).

Beurteilung der Zellproliferation

Proliferationsmarker Ki67

Die Bestimmung des Ki67-Proliferationsmarkers, ist ein weit verbreitetes Vorgehen im
Rahmen der invasiven Primirdiagnostik des Mammakarzinoms. Daher untersuchte diese
Arbeit den préadiktiven Einfluss des Ki67-Status in Karzinomzellen auf das rezidivfreie
Uberleben nach NACT in der untersuchten Kohorte. Hieraus ergaben sich in der statistischen
Berechnung zur Gesamtkohorte, wie auch in detaillierten Subgruppenanalysen, klinisch
relevante Resultate. Zur validen Gesamtbetrachtung sei erwéhnt, dass rund 66% aller Fille
eine Ki67-Expression iiber 24% der Tumorzellen in der Primédrbiopsie zeigten. Beim
Vorliegen von 43 (41,4%) Luminal B-Féllen und 23 (22,1%) TNBC-Fillen ist diese

Expressionsverteilung reprasentativ (Hashmi et al. 2019). Unter selektiver Betrachtung der
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No-Subgruppe zeigt sich, dass 41 (75%) Félle dieses hohe Expressionsmuster aufwiesen.
Gleichzeitig befinden sich in dieser NO-Population 18 der 23 als aggressiv einzuschitzenden
TNBC-Fille. Um diese spezifische heterogene Gruppe von Karzinomen detaillierter zu
verstechen und auf die wirkliche Aggresivitit riickzuschlieBen, wére eine tiefgreifendere
molekularbiologische Klassifizierung notwendig (Cocco et al. 2020). Demgegeniiber
prasentierte die Gruppe primdr lymphatisch-metastasierter Karzinome ein weitgehend
ausgewogenes Verteilungsbild, bei welchem dennoch rund 56% eine Uberexpression des
Ki67-Markers zeigen. Laut einer chinesischen Studie aus dem Jahr 2013, hat nicht allein die
prozentuale Expression des Ki67-Einfluss auf die Tumorcharakteristik. Auch individuelle
histologische Verteilungsmuster Ki67-positiver Zellen im Tumor, konnen Hinweise auf
dessen Aggressivitit beziiglich einer Metastasierung geben. Man zeigte, dass eine hohe Ki67-
Expression im Bereich der invasiv-wachsenden Tumorfront mit dem Auftreten von Leber-
und Knochenmetastasen assoziiert sein kann (Gong et al. 2013). Im Rahmen durchgefiihrter
Log-Rank Analysen zur RfU erfolgten statistische Berechnungen zum einen anhand
prozentualer Verteilungen, sowie auch am Cut-Off (Ki67 > 24%). Unter diesem Aspekt
konnte eine Verkiirzung der rezidivfreien Uberlebenszeit in primir-lymphatisch
metastasierten Karzinomen mit Uberexpression von Ki67 signifikant nachgewiesen werden
(Pnativ=0,003%*;  P240,=0,004*; Abb. 4.12). Somit ist anzunehmen, dass sich ein hoher
Proliferationsstatus bei Vorliegen primédrer Metastasierung, negativ auf die rezidivfreie
Prognose auswirkt. Diese Erkenntnisse geben dem klinisch behandelnden Arzt bzw. dem
interdisziplindren Behandlungsteam die Moglichkeit auf zeitnahe Rezidivgeschehen
vorbereitet zu sein. Kontrovers diskutieren ldsst sich dennoch, dass trotz zahlreich
postuliertem klinischen Nutzen dieses Markers, bis heute stark differentielle Meinungen zum
Scoring, zur Reproduzierbarkeit, den verwendeten Antikorpern und der Bilddatenevaluation
durch kiinstliche Intelligenz existieren (Kreipe et al. 2022). Unter diesem Gesichtspunkt
arbeitet die ,,International Ki67 in Breast Cancer Working Group* an Konsensempfehlungen
zur Bestimmung dieses Proliferationsmarkers. In diesem Rahmen beschrinkt sich der aktuelle
prognosebestimmende Einfluss auf Brustkrebs im Stadium I+II (Nielsen et al. 2021). Ein

Schritt der schlussendlich einer jeden Mammakarzinompatientin zugutekommen konnte.
Mitoseaktivitit nach neoadjuvanter Chemotherapie

Die Anzahl der proliferativen Krebszellen im Mammakarzinom trdgt einen
prognosebestimmenden Wert fiir die individuelle Patientin (Buhmeida et al. 2011). Aktuelle

Forschungsarbeiten fokussieren sich auf kondensierte Chromosomen als Mitosekennzeichen
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und die Optimierung des Verfahrens, da die geforderten 10 Blickfelder in kleinen Biopsien
hdufig nicht erreicht werden kénnen (Lee et al. 2022). Bekannt ist auch die zunehmende
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten lymphatischer Metastasen bei hoher mitotischer
Aktivitdt (Pervez et al. 2007). In der Planung einer NACT zeigt sich die Bestimmung der
Mitosen als brauchbaren Priadiktor des Therapieansprechens (Timme et al. 2017). Auch
konnten US-Forscher die hohere Warscheinlichkeit beim Vorliegen von Mitosefiguren im
Residualtumor zur Metastasenentstehung nachweisen (Diaz et al. 2013). Unsere
Arbeitshypothese war daher, dass in unserer Kohorte ebenfalls proliferative Tumorresiduen
nach NACT, das Auftreten einer Tumorprogression ausldsen bzw. begiinstigen konnte. Wir
entschlossen uns daher das Vorliegen mitotisch-aktiver Zellen als singuldren Parameter zu
untersuchen. Studienergebnisse der Vergangenheit beschreiben unter diesem Aspekt aktiv-
induzierte Fehlerquellen. Durch die Verwendung nicht-standardisierter mikroskopischer
VergroBerungsstufen kidme es zu quantitativen Fehleinschidtzungen mit nachfolgenden
fehlerhaften Prognosedefinitionen in der Primédrdiagnostik (Bonert und Tate 2017). In der
hiesigen Untersuchung zeigten 25 Fille der Gesamtkohorte (24%) Mitosefiguren nach NACT.
Kaplan-Meier Analysen deckten den RfU-verkiirzenden Charakter proliferierender Zellen auf.
Vorrangig konnte dies in lymphatisch-metastasierten Karzinomen gezeigt werden (n=14
(29,2%); p<0,001*). Dies traf auch fiir den Mitosestatus in Lymphknotenmetastasen zu. Auch
in diesem Gewebe konnte die retrospektive Mitoseregistrierung eine deutliche Verkiirzung
des RfU dieser Kohorte vorhersagen (p=0,001*). Eine weiterfiihrende Beriicksichtigung des
ER-Status zeigte, dass vor allem in ER(+) die Persistenz von proliferierenden Tumorzellen,
eine signifikante Verkiirzung der rezidivfreien Uberlebenszeit nach sich zieht (p<0,001%*;
Abb. 4.17). Gleichzeitig weisen analoge histopathologische Analysen trotz der geringen Zahl
dieser Fille eine signifikante Verkiirzung des rezidivfreien Intervalls beim Vorliegen im
metastatischen Lymphknotengewebe bei ER(-) Primédrtumoren aus (n=7 (46,7%); p=0,037%).
Somit lédsst sich die Erhebung des Mitosestatus nach NACT als relevanter prognostischer
Faktor fiir lymphatisch-metastasierte Fille dieser Kohorte bestdtigen. Das Hinzuziehen des
ER-Status kann zur deutlichen Prognosekonkretisierung beitragen. Auch hier gilt es dennoch,
die Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieser Kohorte auf eine groBere Population kritisch zu

hinterfragen bzw. zu priifen.
Klinischer Nutzen - Zytopathischer Effekt

Die histopathologische Beurteilung der Tumorzellmorphologie und der Komplexitit der

umgebenden Zelltypen, gelten als effektive Methoden um Tumorheterogenititen zu
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beriicksichtigen und aggressive Tumorzellsubtypen zu identifizieren (Wu et al. 2020). Ein
grofles Augenmerk solle dabei nicht nur auf den Tumorzellen selbst, sondern auch auf ihrer
Mikroumgebung und den vorhandenen Immunzellphénotypen liegen (Zhao und Rosen 2022).
In der hiesigen Arbeit wurde gezielt der zytopathische Effekt im Hinblick auf prognostische
Relevanz untersucht. Unter isolierter Betrachtung dieses Parameters konnten jedoch keine
malgebenden Ergebnisse erzielt werden. Erst durch das Hinzuziehen des ER-Status wurden
statistisch signifikante Korrelationen im exakten Fisher-Test offensichtlich. Es lieB sich
nachweisen, dass ER(-) Primédrtumore unabhidngig vom Metastasierungsstatus hiufiger einen
hoheren Grad des zytopathischen Priméreffektes nach NACT erreichen (prow<0,001%;
pno<0,001%*; pni1=0,006*). Unter Betrachtung des Lymphknotengewebes der ER(-)-N1-
Subgruppe konnte dieser Zusammenhang nicht detektiert werden (p=0,174; n=15).
Vergleichsarbeiten erteilen dem zytopathischen Effekt die Eigenschaft eines pradiktiven
Markers in Verbindung mit anderen Faktoren. So @ndert sich die Tumorzellmorphologie in
Abhéngigkeit von der Immunzellinfiltration im Tumorgewebe wihrend der laufenden
Therapie. Unter diesem Aspekt prisentieren verschiedene hormonelle Subgruppen
differentielle Immuninfiltrationsmuster (Stanton und Disis 2016). Unsere Kaplan-Meier
Analysen zur Gegeniiberstellung des rezidivfreien Uberlebens konnten in keiner Konstellation
einen prognostischen Einfluss dieses Parameters belegen. Die Verwendung des
zytopathischen Effektes als prognostischer Marker kann anhand der hier verwendeten
histopathologischen Methodik somit nicht empfohlen werden. Um eine mdgliche Rolle
dennoch vollumfassend zu kldren, bedarf es tiefgreifenden Studien unter Beriicksichtigung

standarisierter pathologischer Kriterien und grof3ere Kohorten.
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Zusammenfassung

Als eine der am hiufigsten zum Tode fiihrenden bdsartigen Neubildungen der Frau, ist das
Mammakarzinom eine weiterhin hochrelevante Erkrankung. Aus psychosozialer, wie auch
aus medizinisch-fachlicher Sicht stellt sich bereits bei Erstdiagnose die Frage der
prognostischen Einschédtzung des Krankheitsverlaufes, sowie der pradikitiven Faktoren, die
diesen beeinflussen konnen. Die Expression von Hormonrezeptoren wie Ostrogen-,
Progesteronrezeptor und HER2/neu haben wunter der Beriicksichtigung des Ki67-
Proliferationsmarkers einen etablierten Einfluss auf das therapeutische Ansprechen eines
Mammakarzinoms. Ein mdglicher zusétzlicher prognostischer Faktor ist das in vielen
Malignomen exprimierte Neuronatin. Vergleichsarbeiten zeigten hohe Neuronatin-
Expressionen als unabhéngigen Marker fiir ein ungiinstiges Outcome. In dieser Arbeit fiihrten
wir eine histopathologische Evaluation mit Erhebung von Follow-up-Daten anhand von 104
Mammakarzinomfillen durch. Es erfolgte die retrospektive Untersuchung der Gesamtkohorte,
mit anschlieBender Subgruppenzuordnung. Es wurden Ostrogenrezeptor- und NNAT-
Expression als priadiktive Faktoren im Rahmen verschiedener Klassifikationssysteme
beriicksichtigt, um ihren individuellen Einfluss aufzudecken. In diesem Zusammenhang
waren statistische signifikante Ergebnisse hoher NNAT-Expressionen bezogen auf die
Luminal-Typisierung nachweisbar. Des Weiteren zeigte sich ein verldngertes Intervall
zwischen Erstdiagnose und operativer Entfernung der Tumorresiduen, dem Zeitraum
zwischen Erstdiagnose und dem Auftreten eines Rezidives und eine signifikante Verkiirzung
des Uberlebenszeitraumes nach OP unter hoher Expression. Ein weiterer Fokus dieser Arbeit
lag auf primdren Therapieeffekten nach NACT in definierten Subgruppen. Diese orientierten
sich am Metastasierungs- und ER-Status. Diese Arbeit untersuchte die spezifischen
Auswirkungen in einer neu aufgestellten Kohorte mit NACT. Die Ergebnisse bestétigen die
prognostische Validitit des Regressionsgrades nach Sinn in der unselektierten
Gesamtkohorte. In einer Ny-Situation stellte die Erhebung des individuellen
Regressionsgrades anhand der hier untersuchten Verfahren aber kein statistisch-bedeutsames
Fundament fiir die Prognoseabschitzung des RfU dar. Bezogen auf N;-Tumore prisentieren
diese analysierten Verfahren in ER(+) prognostisch relevante Ergebnisse. Eine zielfiihrende
und statistisch verwertbare Anwendung der betrachteten Regressionsgrade, konnte im
Lymphknotengewebe der N;-Tumore, retrospektiv fiir diese Kohorte nicht detektiert werden.
Es ergaben sich jedoch Hinweise darauf, dass die Bestimmung des pzR im

Lymphknotengewebe der ER(-)-Mammakarzinome sinnvoll sein kann. Des Weiteren konnte
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unter dem Aspekt der Tumorzellstreuung eine Haufung ER(+)-Tumore mit primér-
lymphatischer Metastasierung (N;) und einer damit einhergehenden verkiirzten RfU
verzeichnet werden. Unter Betrachtung des Ki67-Proliferationsmarkers prisentierte die
Subgruppe der N;-Tumoren eine deutliche Verkiirzung der RfU. Die Analyse der mitotischen
Aktivitdit nach NACT, zeigte den verkiirzenden Einfluss mitotisch-aktiver Zellen in
Tumorresiduen des Primarius und Lymphknotengewebes bezogen auf die RfU. So
prisentieren ER(-)-N;-Karzinome eine signifikant schlechtere RfU-Prognose bei positivem
Mitose-Status. Demgegeniiber deuten mitotisch-aktive metastatische Tumorzellen im
Lymphknoten eines ER(+)-Primarius auf eine signifikante Verkiirzung der RfU hin. Die
Detektion des tumorspezifischen zytopathischen Effektes im Primartumor konnte ein
verbessertes primdres Therapieansprechen, unabhéngig vom rezidivireien Intervall, in ER(-)-
Mammakarzinomen nachweisen. Insgesamt wurde der pridiktive Stellenwert der
Ostrogenrezeptor- sowie der Neuronatin-Expression fiir die untersuchte Population erneut
belegt. Auch die weiteren differentiellen Betrachtungsweisen der Tumorresiduen nach NACT,
konnen von der Berticksichtigung dieser Faktoren in ihrer Aussagekraft profitieren. Die in
Zukunft genutzten Verfahren zur Beurteilung des Therapieeffektes sollten stets die
Mikroumgebung der Tumorzellen mit Fokussierung auf Lymphozyteninfiltration zur

Prognosebestimmung verwenden.
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Anlage Tabellenmaterial

Tab. 1 Klinisch-pathologische Faktoren und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression

Klinisch-pathologischer n (%) Ostrogen - Ostrogen — p NNAT NNAT p
Faktor (%) L Rezeptor ,,+“ | Rezeptor ,,- low high
Menopausaler Status 60 44 0,317 58 46 0,163
Primenopausal 59 (56,7) 37 (61,7) 22 (50,0) |  Fisher 29 (50,0) | 30 (65,2)
Postmenopausal 45 (43.,3) 23 (38,3) 22 (50,0) 29 (50,0) 16 (34,8)
Tumorausdehnung 0,002* 0,467
pT, 25 (24,0) 5(8,3) 20 (45,5) 12 (20,7) | 13 (28.,3) | Intervall
pT, 29 (27,9) 21 (35,0) 8 (18,2) 18 (31,0) 11 (23,9)
pT, 31(29.8) 21 (35,0) 10 (22,7) 16 (27,6) 15 (32,6)
pT, 10 (9,6) 8 (13,3) 2 (4,5) 6 (10,3) 4 (8,7)
pT, 9(8.7) 5(8,3) 4(9,1) 6 (10,3) 3 (6,5)
Lymphknoten-Status 60 43 0,022* | 58 45 0,310
PN, 66 (63,5) 32(53,3) 33 (76,7) 34(58,6) | 31(68,9)
PN, 5 38 (36,5) 28 (46,7) 10 (23,3) 24 (41,4) | 14 (31,1)
Fernmetastasierung 60 44 1,000 58 46 0,402
pM, 98 (94,2) 56 (93,3) 42 (95,5) 56 (96,6) | 42 (91,3)
PM, 6 (5,8) 4 (6,7) 2 (4,5) 2 (3,4) 4 (8,7)
Zytopathischer Effekt <0,001* 0,187
0 10 (9,6) 8(13,3) 4 (9,1) 6(10,3) 4 (8,7)
1 54 (51,9) 39 (65,0) 15 (34,1) 33(56,9) | 21 (45,7)
2 13 (12,5) 8(13,3) 5(11,4) 7(12,1) 6 (13,0
3 27 (26,0) 5(8,3) 20 (45,5) 12.(20,7) | 15(32.,6)
Mitosen-Status 0,353 0,818
qMI, 79 (76,0) 48 (80,0) 31 (70,5) 45(77,6) |  34(73,9)
qMI 25 (24,0) 12 (20,0) 13 (29,5) 13(22,4) | 12(26,1)
Lymphatische Infiltration 0,773 1,000
L, 90 (86,5) 51 (85,0) 39 (88,6) 50 (86,2) | 40 (87,0)
L, 14 (13,5) 9 (15,0) 5(11,4) 8 (13,8) 6 (13,0)
Vendse Infiltration 0,423 0,442
\A 103 (99,0) 60 (100,0) 43 (97,7) 58 (100,0) | 45 (97,8)
A 1(1,0) 0 (0,0) 1(2,3) 0 (0,0) 1(2,2)
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Anlage Tabellenmaterial

Tab. 2 Histopathologische Regression und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression

Klassifikation der n (%) Ostrogen — Ostrogen — p NNAT NNAT p
Regression (%) 104 Rezeptor ,,+* Rezeptor ,,-* low high
Miller & Payne Grading 60 44 <0,001* | 58 46 0,818
1 1(1,0) 0(0,0) 1(2,3) 1(1,7) 0(0,0)
2 18 (17,3) 12 (20,0) 6 (13,6) 7(12,1) 11 (23,9)
3 54 (51,9) 40 (66,7) 14 (31,8) 35 (60,8) 19 (41,3)
4 5(4,8) 3(5,0) 2 (4,5) 4(6,9) 1(2,2)
5 26 (25,0) 5(8,3) 21 (47,7) 11 (19,0) 15 (32,6)
Regressiongrad nach Sinn <0,001* 0,360
0 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) | Intervall
1 63 (60,6) 46 (76,7) 17 (38,6) 36 (62,1) 27 (58,7)
2 14 (13,5) 9 (15,0) 5(11,4) 10 (17,2) 4 (8,7)
3 8 (7,7) 2(3,3) 6 (13,6) 3(5,2) 5(10,9)
4 19 (18,3) 3(5,0) 16 (36,4) 9 (15,5) 10 (21,7)
Milan Cancer Institut <0,001* 0,958
nR 29 (27,9) 21 (35,0) 8(18,2) 13 (22,4) 16 (34,8)
pR 48 (46,2) 34 (56,7) 14 (31,8) 33 (56,9) 15 (32,6)
cR 27 (26,0) 5(8,3) 22 (50,0) 12 (20,7) 15 (32,6)
Proz. zelluléiire Reduktion 0,041* 0,088
<25% 16 (15,4) 10 (16,7) 6 (13,6) 5(8,6) 11 (23,9)
25-49 % 10 (9,6) 8 (13,3) 2 (4,5) 6(10,3) 4 (8,7)
50-74 % 23 (22,1) 16 (26,7) 7 (15,9) 13 (22,4) 10 (21,7)
>75 % 55 (52,9) 26 (43,3) 29 (65,9) 34 (58,6) 21 (45,7)
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Tab. 3 Immunhistochemische Beurteilung und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression

Immunhistochemische n (%) Ostrogen — Ostrogen — p NNAT NNAT p
Beurteilung (%) 104 Rezeptor ,,+* | Rezeptor ,,-* low high
Ostrogen-Rezeptor-Status 58 46 0,844
ER (+) 60 (57,7) 34 (58,6) 26 (56,5)
ER (-) 44 (42,3) 24 (41,4) 20 (43,5)
Progesteron-Rezeptor-Status 60 44 - 0,846
PR (+) 51 (49,0) 50 (83,3) (1(2,3)) 29 (50,0) 22 (47,8)
PR (-) 53 (51,0) 10 (16,7) 43 (97,7) 29 (50,0) 24 (52,2)
HER2neu-Rezeptor-Status 0,843 0,844
HER2 (+) 48 (46,2) 27 (45,0) 21 (47,7) 26 (44,8) 22 (47,8)
HER2 (-) 56 (53,9) 33 (55,0) 23 (52,3) 32 (55,2) 24 (52,2)
Triple-Negativitdt-Status - - - 0,640
(+) 23 (22,1) 14 (24,1) 9 (19,6)
() 81 (77,9) 44 (75,9) 37 (80,4)
Luminal - Zuordnung 60 - - - 0,047*
Luminal A 17 (16,4) 13 (76,5) 4 (23,5)
Luminal B 43 (41,4) 21 (48,8) 22 (51,2)
Ki67-Proliferationsmarker 103 59 44 <0,001* 0.206
<5% 329 36,1 0 (0,0) 3(5,2) 0 (0,0)
5-24 % 31 (29,8) 25 (42,4) 6 (13,6) 18 (31,0) 13 (28,3)
25-39 % 25 (24,0) 16 (27,1) 9 (20,5) 14 (24,1) 11 (23,9)
> 40% 44 (42,3) 15 (25.4) 29 (65.,9) 22 (37,9) 22 (47,8)
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Tab. 4 Klinisch-pathologische Faktoren und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression Ny

Klinisch-pathologischer n (%) Ostrogen - Ostrogen — p NNAT NNAT p
Faktor (%) 35 Rezeptor ,,+* | Rezeptor ,,-* low high
Keine Metastasen
Menopausaler Status 27 28 0,591 |29 26 0,419
Pramenopausal 30 (54,5) 16 (59,3) 14 (50,0) 14 (48,3) 16 (61,5)
Postmenopausal 25 (45,5) 11 (40,7) 14 (50,0) 15 (51,7) 10 (38.5)
Tumorausdehnung 0,002* 0,889
pT, 19 (34,5) 3(11,1) 16 (57,1) 10 (34,5) 9 (34,6)
pT, 15 (27,3) 10 (37,0) 5(17,9) 8 (27,6) 7 (26,9)
pT, 16 (29,1) 11 (40,7) 5(17,9) 9(31,0) 7 (26,9)
pT, 2 (3,6) 2(7,4) 0 (0,0) 1(3,4) 1(3,8)
pT, 3(5.,4) 1(3,7) 2(7,1) 1(3,4) 2(7,7)
Fernmetastasierung 0,491 1,000
M, 54 (98,2) 26 (96,3) 28 (100,0) 28 (96,6) 26 (100,0)
M, 5 1(1,8) 1(3,7) 0 (0,0) 1(3,4) 0 (0,0)
Zytopathischer Effekt <0,001* 0,490
0 5(09,1) 4 (14,8) 1(3,6) 3(10,3) 2(7,7)
1 22 (40,0) 14 (51,9) 8 (28,6) 13 (44,8) 9 (34,6)
2 8 (14,5) 6 (22,2) 2(7,1) 3(10,3) 5(19,2)
3 20 (36,4) 3(11,1) 17 (60,7) 10 (34,5) 10 (38,5)
Mitosen-Status 0,746 0,751
qMI, 43 (78,2) 22 (81,5) 21 (75,0) 22 (75.,9) 21 (80,8)
qMI, 12 (21,8) 5(18,5) 7 (25,0) 7 (24,1) 5(19,2)
Lymphatische Infiltration 1,000 0,598
L, 52 (94,5) 26 (96,3) 26 (92,9) 28 (96,6) 24 (92,3)
L, 3(5.4) 1(3,7) 2(7,1) 1(3,4) 2(7,7)
Vendse Infiltration - -
\A 55 (100,0) 27 (100,0) 28 (100,0) 29 (100,0) 26 (100,0)
vV, 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
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Tab. 5 Histopathologische Regression und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression Ny

Klassifikation der n (%) Ostrogen — Ostrogen — p NNAT NNAT p
Regression (%) 55 Rezeptor ,,+“ | Rezeptor ,,- low high
Keine Metastasen
Miller & Payne Grading 27 28 0,005* 29 26 1,000
1 1(1,8) 0(0,0) 1(3,6) 1(3,4) 0(0,0)
2 11 (20,0) 7 (25,9) 4 (14,3) 4 (13,8) 7 (26,9)
3 21 (38,2) 15 (55,6) 6(21,4) 13 (44,8) 8 (30,8)
4 3(54) 2(7,4) 1(3,6) 2(6,9) 1(3,8)
5 19 (34,5) 3(11,1) 16 (57,1) 9 (31,0) 10 (38,5)
Regressiongrad nach Sinn 0,001* 1,000
0 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
1 25 (45,5) 17 (63,0) 8 (28,6) 13 (44,8) 12 (46,2)
2 10 (18,2) 7 (25.,9) 3(10,7) 6 (20,7) 4 (15,4)
3 7 (12,7) 1(3,7) 6(21,4) 3(10,3) 4 (15,4)
4 13 (23,6) 2(7,4) 11 (39,3) 7 (24,1) 6(23,1)
Milan Cancer Institut 0,001* 0,605
nR 12 (21,8) 8 (29,0) 4 (14,3) 4 (13,8) 8 (30,8)
pR 23 (41,8) 16 (59,3) 7 (25,0) 15 (51,7) 8 (30,8)
cR 20 (36,4) 3(11,1) 17 (60,7) 10 (34,5) 10 (38,5)
Proz. zelluldre Reduktion 0,210 0,057
<25% 11 (20,0) 7 (25,9) 4 (14,3) 4 (13,8) 7 (26,9)
25-49 % 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
50-74 % 9(16,4) 5(18,5) 4 (14,3) 3(10,3) 6 (23,1)
>75 % 35 (63,6) 15 (55,6) 20(71,4) 22 (75,9) 13 (50,0)

122




Anlage Tabellenmaterial

Tab. 6 Immunhistochemische Beurteilung und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression Ny

Ostrogen-Rezeptor-Status 29 26 1,000

ER (+) 27 (49,1) 14 (48,3) 13 (50,0)

ER (-) 28 (50,9) 15 (51,7) 13 (50,0)
Progesteron-Rezeptor-Status 27 28 - 1,000

PR (+) 23 (41,8) 5(18,5) 1(3,6) 12 (41,4) 11 (42,5)

PR (-) 32 (58,2) 22 (81,5) 27 (96,4) 17 (58,6) 15 (57,7)
HER2neu-Rezeptor-Status 0,587 1,000

HER2 (+) 22 (40,0) 12 (44,4) 10 (35,7) 12 (41,4) 10 (38,5)

HER?2 (-) 33 (60,0) 15 (55,6) 18 (64,3) 17 (58,6) 16 (61,5)
Triple-Negativitdit-Status - - - 0,407

(+) 18 (32,7) 11 (37,9) 7 (26,9)

-) 37 (67,3) 18 (62,1) 19 (73,1)
Ki67-Proliferationsmarker <0,001* 0,907

<5% 2 (3,6) 2(7,4) 0 (0,0) 2 (6,9) 0 (0,0)

5-24 % 12 (21,8) 10 (37,0) 2(7,1) 5(17,2) 7 (26,9)

25-39 % 14 (25,5) 8(29,6) 6(21,4) 8 (27,6) 6 (23,1)

>40% 27 (49,1) 7(25,9) 20 (71,4) 14 (48,3) 13 (50,0)
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Tab. 7 Kaplan-Meier-Analyse — Tumorfreies Intervall bis Registrierung Lokalrezidiv

Menopausaler Status 0,315 0,371 0,283 -
Tumorausdehnung T <0,001* 0,200 0,048%* -
Lymphknoten-Status N <0,001* - - -
Fernmetastasierung M <0,001* - 0,018%* -
Zytopathischer Effekt 0,175 0,772 0,363 0,197
Mitosen-Status qMI 0,007* 0,880 <0,001* 0,001%*
Lymph. Infiltration L 0,016%* 0,621 0,208 0,435
Venos. Infiltration V 0,088 - 0,293 0,293
Miller & Payne Grading 0,136 0,809 0,294 0,095
Regressionsgrad nach Sinn 0,011%* 0,617 0,282 0,083
Milan Cancer Institut 0,003* 0,151 0,049* 0,106
Proz. zelluldre Reduktion <0,001* 0,516 0,026* 0,637
Ostrogen-Rezeptor-Status 0,702 0,709 0,011* -
Progesteron-Rezeptor-Status 0,576 0,465 0,010* -
HER2neu-Rezeptor-Status 0,981 0,359 0,272 -
Triple-Negativitéit-Status 0,349 0,150 0,030* -
Ki67-Proliferationsmarker 0,443 0,703 0,003* -
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Tab. 8 Klinisch-pathologische Faktoren und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression N,

n (%)

NNAT

Klinisch-pathologischer Ostrogen - Ostrogen — p NNAT p
Faktor (%) 48 Rezeptor ,,+“ | Rezeptor ,,-* low high
Lymphatisch Metast.

Menopausaler Status 33 15 0,349 29 19 0,370
Pramenopausal 28 (58,3) 21 (63,6) 7 (46,7) 15 (51,7) 13 (68,4)
Postmenopausal 20 (41,7) 12 (36,4) 8 (53,3) 14 (48,3) 6 (31,6)

Tumorausdehnung 0,428 0,345
rT, 6 (12,5) 2 (6,1) 4 (26,7) 2 (6,9) 4 (21,1)
pT, 14 (29,2) 11 (33,3) 3 (20,0) 10 (34,5) 4 (21,1)
pT, 14 (29,2) 10 (30,3) 4 (26,7) 7(24,1) 7 (36,8)
pT, 8 (16,7) 6 (18,2) 2 (13,3) 5(17,2) 3 (15,8)
pT, 6 (12,5) 4 (12,1) 2 (13,3) 5(17,2) 1(5,3)

Lymphknoten-Status 0,249 0,487
PN, 10 (20,8) 5(15,2) 5(33,3) 5(17,2) 5(26,3)

PN, 38(79,2) 28 (84,8) 10 (66,7) 24 (82,8) 14 (73,7)

Fernmetastasierung 1,000 0,286
M, 44 (91,7) 30(90,9) 14 (93,3) 28 (96,6) 16 (84,2)

MM, 4 (8,3) 39,1 1 (6,7) 1(3,4) 3 (15,8)

Zytopathischer Effekt 0,006* 0,385
0 5(10,4) 4 (12,1) 1 (6,7) 3(10,3) 2 (10,5)

1 31 (64,6) 25 (75,8) 6 (40,0) 20 (69,0) 11 (57,9)
2 5(10,4) 2 (6,1) 3 (20,0) 4 (13,8) 1(5,3)
3 7 (14,6) 2 (6,1) 5(33,3) 2 (6,9) 5(26,3)

Mitosen-Status 0,476 0,501
qMI, 36 (75,0) 26 (78,8) 10 (66,7) 23 (79,3) 13 (68,4)
qMI, 12 (25,0) 7(21,2) 5(33,3) 6 (20,7) 6 (31,6)

Lymphatische Infiltration 1,000 1,000
L, 37 (77,1) 25 (75,8) 12 (80,0) 22 (75,9) 15 (78,9)

L, 11 (22.,9) 8(24,2) 3 (20,0) 7(24,1) 4 (21,1)

Venose Infiltration 0,313 0,396
vV 47 (97,9) 33 (100,0) 14 (93,3) 29 (100,0) 18 (94,7)

\A 1(2,1) 0 (0,0) 1 (6,7) 0 (0,0) 1(5,3)
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Tab. 9 Histopathologische Regression und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression N,

Miller & Payne Grading 33 15 0,018* 29 19 0,559
1 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
2 6 (12,5) 5(15,2) 1(6,7) 3 (10,3) 3 (15,8)
3 33 (68,8) 25 (75,8) 8(53.,3) 22 (75,9) 11 (57,9)
4 2(4,2) 1(3,0) 1 (6,7) 2 (6,9) 0 (0,0)
5 7 (14,6) 2 (6,1) 5(33,3) 2 (6,9) 5(26,3)
Regressiongrad nach Sinn 0,005* 0,488
0 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
1 37(77,1) 29 (87,9) 8(53,3) 23 (79,3) 14 (73,7)
2 4 (8,3) 2 (6,1) 2 (13,3) 4 (13,8) 0 (0,0)
3 1(2,1) 1(3,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(5,3)
4 6 (12,5) 1(3,0) 5(33,3) 2 (6,9) 4(21,1)
Milan Cancer Institut 0,033* 0,614
nR 16 (33,3) 13 (39.,4) 3 (20,0) 9(31,0) 7 (36,8)
pR 25 (52,1) 18 (54,5) 7 (46,7) 18 (62,1) 7 (36,8)
cR 7 (14,6) 2 (6,1) 5(33,3) 2 (6,9) 5(26,3)
Proz. zelluldre Reduktion 0,127 0,568
<25% 4(8,3) 3(9,1) 1 (6,7) 1(3,4) 3 (15,8)
25-49 % 10 (20,8) 8(24,2) 2 (13,3) 6 (20,7) 4 (21,1)
50-74 % 14 (29,2) 11 (33,3) 3 (20,0) 10 (34,5) 4(21,1)
>75% 20 (41,7) 11 (33,3) 9 (60,0) 12 (41,4) 8(42,1)
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Tab. 10 Immunhistochemische Beurteilung und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression N,

Ostrogen-Rezeptor-Status 29 19 1,000
ER (+) 33 (68,8) 20 (69,0) 13 (68,4)
ER (-) 15 (31,3) 9 (31,0 6 (31,6)
Progesteron-Rezeptor-Status <0,001* 1,000
PR (+) 28 (58,3) 28 (84,8) 0 (0,0) 17 (58,6) 11 (57,9)
PR (-) 20 (41,7) 5(15,2) 15 (100,0) 12 (41,4) 8 (42,1)
HER?neu-Rezeptor-Status 0,221 0,566
HER2 (+) 25 (52,1) 15 (45,5) 10 (66,7) 14 (48,3) 11 (57.,9)

HER?2 (-) 23 (47,9) 18 (54,5) 5(33,3) 15 (51,7) 8 (42,1)
Triple-Negativitdt-Status - - - 1,000
(+) 5(10,4) 3(10,3) 2 (10,5)

(-) 43 (89,6) 26 (89,7) 17 (89,5)
Ki67-Proliferationsmarker 47 32 15 0,057 28 19 0,199
<5% 1(2,1) 1(3,0) 0 (0,0) 1(3,6) 0 (0,0)

5-24 % 19 (39,6) 15 (45,5) 4 (26,7) 13 (46,4) 6 (31,6)

25-39 % 11 (22,9) 8(24,2) 3 (20,0) 6(21,4) 5(26,3)
> 40% 16 (33,3) 8(24,2) 8 (53,3) 8 (28,6) 8 (42,1)
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Tab. 11 Histopathologische Regression und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression LK

Zytopathischer Effekt 33 15 0,174 29 19 0,144
0 10 (20,8) 8(24,2) 2 (13,3) 8 (27,6) 2 (10,5)
1 24 (50,0) 17 (51,5) 7 (46,7) 14 (48,3) 10 (52,6)
2 7 (14,6) 5(15,2) 2 (13,3) 4 (13,8) 3 (15,8)
3 7 (14,6) 3(9,1) 4 (26,7) 3(10,3) 4 (21,1)
Mitosen-Status 0,094 1,000
qMI 34 (70,8) 26 (78,8) 8 (53,3) 20 (69,0) 14 (73,7)
qMI, 14 (29,2) 7(21,2) 7 (46,7) 9(31,0) 5(26,3)
Lymphatische Infiltration 0,700 1,000
L, 39 (81,3) 26 (78,8) 13 (86,7) 24 (82,8) 15 (78,9)
L, 9 (18,8) 7(21,2) 2 (13,3) 5(17,2) 4 (21,1)
Vendse Infiltration 0,313 0,396
\A 47 (97,9) 33 (100,0) 14 (93,3) 29 (100,0) 18 (94,7)
\A 1(2,1) 0(0,0) 1(6,7) 0(0,0) 1(5,3)
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Tab. 12 Histopathologische Regression und Bezug zum ER-Status und zur NNAT-Expression LK

Miller & Payne Grading 33 15 0,011* |29 19 0,578
1 11 (22,9) 11 (33,3) 0 (0,0) 7 (24,1) 4 (21,1)
2 11 (22,9) 7(21,2) 4 (26,7) 7(24,1) 4 (21,1)
3 15 (31,3) 10 (30,3) 5(33,3) 9(31,0) 6 (31,6)
4 4 (8,3) 2 (6,1) 2 (13,3) 3(10,3) 1(5,3)
5 7 (14,6) 39,1 4 (26,7) 3(10,3) 4 (21,1)
Regressiongrad nach Sinn 0,004* 0,386
0 9 (18,8) 9(27,3) 0 (0,0) 6 (20,7) 3 (15,8)
1 27 (56,3) 19 (57,6) 8(53,3) 17 (58,6) 10 (52,6)
2 5(10,4) 2 (6,1) 3 (20,0) 3(10,3) 2 (10,5)
3 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
4 7 (14,6) 39,1 4 (26,7) 3(10,3) 4 (21,1)
Milan Cancer Institut 0,097 0,187
nR 33 (68,8) 25 (75,6) 8(53,3) 22 (75,9) 11 (57,9)
pR 8 (16,7) 5(15,2) 3 (20,0) 4 (13,8) 4 (21,1)
cR 7 (14,6) 39,1 4 (26,7) 3 (10,8) 4 (21,1)
Proz. zelluldire Reduktion 0,047* 0,284
<25% 18 (37,5) 15 (45,5) 3 (20,0) 12 (41,4) 6 (31,6)
25-49 % 10 (20,8) 7(21,2) 3 (20,0) 6 (20,7) 4 (21,1)
50-74 % 6 (12,5) 4 (12,1) 2(13,3) 5(17,2) 1(5,3)
>75% 14 (29,2) 7(21,2) 7 (46,7) 6 (20,7) 8 (42,1)
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