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1 Einleitung

1.1 Allgemeines zu Mamma- Karzinomen

Brustkrebs stellt sowohl in Deutschland als auch weltweit die hidufigste Krebserkrankung bei
Frauen dar [1]. In Deutschland kommt es zu iiber 70000 Neudiagnosen pro Jahr, iiber 17000
Frauen sterben jdhrlich an dieser Krebsform. Rechtzeitig erkannt und behandelt, sind aber viele
Tumorfille relativ gut heilbar (5- Jahres- Uberleben von iiber 80%) [2]. Das Mamma- Karzinom
ist somit zwar die hiufigste Krebsart bei Frauen, aber durchaus erfolgreich therapierbar [3]. Nur
etwa jede hundertste Mamma- Ca- Diagnose kommt bei Ménnern vor [4]. Auch wenn die
meisten Erkrankungen sporadisch auftreten, sind sowohl genetische als auch erworbene
Risikofaktoren fiir Brustkrebs bekannt [5]. Fritherkennung spielt eine entscheidende Rolle zur
Prognoseverbesserung. Die linke Brust ist generell hdufiger betroffen als die rechte [6]. Der
obere duflere Quadrant stellt die hdufigste Lokalisation dar [7]. Die Therapie sollte an das
Erkrankungsstadium angepasst und individuell gestaltet werden. Kombinationen aus
verschiedenen Operationsformen mit Chemo-, Hormon- und Strahlentherapie finden
Anwendung [8]. Durch Einsatz von monoklonalen Antikorpern (beispielsweise Trastuzumab)

gewinnen auch neue Erkenntnisse der Krebsimmuntherapie immer mehr an Bedeutung [9].

1.2 Ursachen und Risikofaktoren

Genetische Risikofaktoren

Etwa 5% aller Mamma- Karzinome sind erblich bedingt. Genau festgelegte, die Krankheit
verursachende Mutationen sind hierbei eher eine Seltenheit. Viel hidufiger kommt es vor, dass
durch genetische Veridnderungen die Anfilligkeit fiir Brustkrebs auf duflere Faktoren erhoht
wird. Die hochste Wahrscheinlichkeit, an der erblichen Form des Brustkrebses zu erkranken,
besteht bei Frauen mit Mutationen in den Breast- Cancer- Genen BRCA 1 und 2. Auch sind
beispielsweise Mutationen im p53- Gen bekannt. Dabei handelt es sich um ein
Tumorsuppressorgen, welches autosomal- dominant vererbt wird (Li- Fraumeni- Syndrom). So
ist eine Vielzahl verschiedener genetischer Mutationen und Risikofaktoren bekannt. Die
Wahrscheinlichkeit, fiir eine Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs zu erkranken, steigt
statistisch nachweisbar ab zwei Krankheitsfillen in direkter Verwandtschaft an [10, 11]. Diesen

Frauen sollte eine humangenetische Beratung angeboten werden.



Hormonelle Faktoren

Alle weiblichen Korperzellen, auch die Tumorzellen, tragen Rezeptoren fiir die weiblichen
Sexualhormone (Ostrogene und Gestagene). Das Tumorwachstum kann hormonabhingig

beeinflusst werden [12].

Beispielsweise kann bei Einnahme von Hormonpréparaten bei Wechseljahresbeschwerden das
Karzinomrisiko um bis zu 45% ansteigen [13]. Auch Frauen mit frither Menarche oder spiter
Menopause tragen ein erhohtes Erkrankungsrisiko. Ein niedrigeres Risiko haben dagegen

Frauen, die frith Kinder bekommen und lange stillen [14].

Weitere Faktoren

Einige Studien untersuchten, ob Linkshédndigkeit das Brustkrebsrisiko erhohen wiirde. Laut
einer Erhebung aus dem Jahr 2007 steige die Wahrscheinlichkeit, Krebs zu entwickeln, um den

Faktor 2,59 [15].

Bewegungsmangel erhoht die Erkrankungswahrscheinlichkeit um 25% [16]. Ein erhohtes
Risiko haben auflerdem Frauen, die in jungem Erwachsenenalter viel rohes Fleisch gegessen
haben [17], viel Alkohol konsumieren (iiber 20 Gramm tédglich), deutlich iibergewichtig sind
[18], sehr viel rauchen [19] oder in jungen Jahren ionisierender Strahlung ausgesetzt waren

[20].

1.3 Friiherkennung und Screening

Der iiberwiegende Teil der Brusttumoren wird von den Frauen selbst, meist durch Zufall,
entdeckt. Da diese Geschwiilste erst bei fortgeschrittenem Wachstum sicht- und tastbar sind,
kann der Tumor bereits weit fortgeschritten sein. Aus diesem Grund macht eine konsequente
Fritherkennung Sinn, die bereits kleine, nicht tastbare Tumore aufspiirt. Programme der
systematischen Selbstuntersuchung beziehungsweise Untersuchung durch den Arzt kdnnen
ebenso wie regelmidBige Teilnahme am Mammographie- Screening dabei helfen, die
Sterblichkeit zu senken. Das Mammographie- Screening wurde 2005 in Deutschland

eingefiihrt. Frauen zwischen 50 und 69 Jahren werden dazu alle zwei Jahre eingeladen [21].



1.4 Tumordiagnose und Gewebeuntersuchungen

Wird mittels Mammographie oder Ultraschall ein Tumor aufgefunden, ist eine histologische

Sicherung indiziert, um die Dignitdt abzukléren.

Zu diesem Zweck kann mittels Stanzbiopsie ein histologisches Priparat gewonnen werden,
welches mit Hilfe eines Mikroskops genau untersucht wird. Neben diesen sogenannten Stanzen
beurteilt der Pathologe auch noch Schnitte, die wihrend einer OP gewonnen werden. Diese
entnommenen Gewebeteile bezeichnet man als Resektate. Das wihrend einer OP gewonnene
Préparat wird auf seine exakte Grofle vermessen und auf weiteren Befall untersucht. Auch kann
es vorkommen, dass Lymphknoten entnommen werden, um zu iiberpriifen, ob es bereits zur
Metastasierung gekommen ist (Sentinel- Technik). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
spielen fiir die TNM Klassifikation, Prognose und weitere Behandlung des Patienten eine
entscheidende Rolle [22].

In Deutschland gibt es S3- Leitlinien, in denen Diagnostik, Therapie und Nachsorge des

Brustkrebses beschrieben sind.

Histologische Klassifikation

Fiir eine optimale Behandlung und das Erstellen einer Prognose ist es sehr wichtig, dass durch
den Pathologen genaue Informationen iiber Art und Eigenschaften des Krebses gewonnen
werden. So wird ein zu untersuchendes Priparat im ersten Schritt histologisch klassifiziert. Der
hiufigste Brustkrebstyp ist mit einem Prozentsatz von 70-80% das sogenannte invasiv duktale
Karzinom. Das invasiv lobuldre Karzinom tritt mit 10-15% viel seltener auf. Daneben gibt es
noch invasiv tubuldre, muzindse, medullidre, papilldare oder gemischte Tumortypen, die aber alle

viel seltener vorkommen.

AuBerdem finden sich noch die nicht-invasiven Mamma- Karzinome, die entweder innerhalb
der Brustdriisenginge (duktales Carcinoma in situ = DCIS) oder Driisenldppchen (lobuldres
Carcinoma in situ = LCIS) ohne Stromainvasion vorkommen. Eine Sonderstellung nimmt der
Morbus Paget ein, bei dem es sich um eine nicht-invasive Tumorausbreitung in die

Mamillenhaut handelt [23].
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Grading (Differenzierungsgrad nach Elston und Ellis)

Die genannten Tumortypen werden in drei Differenzierungsgrade eingeteilt. Die Einstufung
basiert auf drei Kriterien, ndmlich Tubulusbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate. Je hoher
das Grading, desto schlechter und ungiinstiger ist das Tumorzellverhalten (Gl = gut

differenziert, G2 = méaBig differenziert, G3 = schlecht differenziert) [24].

TNM- Klassifikation

Drei Kriterien gehen in die Beschreibung der TNM- Klassifikation ein, namlich Tumorgrofie
(T), Anzahl der befallenen Lymphknoten (N) und eventuelle Fernmetastasierung (M). Die
folgenden zwei Tabellen geben einen Uberblick iiber die TNM- beziehungsweise
Stadieneinteilung [25, 26, 27]. Die in Tabelle 1 und 2 verwendeten Daten entstammen allesamt

der aktuellen TNM- Klassifikation der UICC.

Tabelle 1: TNM- Klassifikation Brustkrebs

T: TumorgroBle (Durchmesser) N: Befallene Lymphknoten M: Fernmetastasen

TO: kein Tumor nachweisbar NO: keine MO: keine nachweisbar
T1: bis 2 cm N1: Metastasen in MI1: nachweisbar (meist in
beweglichen ipsilateralen Lunge, Leber, Knochen)

axillaren Lymphknoten

T2: bis 5 cm N2: Metastasen in
ipsilateralen axilldren
Lymphknoten, untereinander
verbacken oder in anderen
Strukturen fixiert

T3: mehr als 5 cm N3: Metastasen in
ipsilateralen Lymphknoten
entlang der A. mammaria
interna
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Tabelle 2: UICC- Stadieneinteilung Mamma- Ca

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I T1 NO MO
Stadium ITA TO, T1 N1 MO

T2 NO MO
Stadium IIB T2 N1 MO

T3 NO MO
Stadium IITA  TO, T1, T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO
Stadium IIIB T4 NO, N1, N2 MO
Stadium IIIC  Jedes T N3 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Hormonrezeptor- und Her2/neu- Status

Mit Hilfe immunhistologischer Untersuchungen werden Ostrogen- (ER) und Progesteron-
Rezeptorstatus (PR) untersucht. Zu diesem Zweck wird der Prozentsatz an Tumorzellen
bestimmt, an denen sich die Rezeptoren nachweisen lassen. Man errechnet dann aus diesem
Prozentsatz und der Firbeintensitit einen 12-stufigen Immunreaktiven Score (IRS) nach
Remmele und Stegner oder den international gebrduchlicheren 8-stufigen Allred- Score. Nach
neuen Leitlinien wird ein Tumor bereits als hormonrezeptorpositiv gewertet, wenn sich 1% der
Zellen anfarben lassen. Liegt ein Hormonrezeptor- positiver Tumor vor, ist eine endokrine

Therapie indiziert [28, 29].

Der Her2/neu- Rezeptorstatus ist wichtig fiir die Entscheidung, ob eine Antikorper- Therapie,
beispielsweise mit Trastuzumab, indiziert ist [30]. In etwa 20% aller malignen Brusttumore
findet sich eine Uberexpression des Her2/neu- Wachstumsrezeptors, dem eine Alternation des
entsprechenden Gens zu Grunde liegt. Eine Her2/neu- Uberexpression wird mit einer
schlechten Prognose assoziiert. Die Anwendung von Trastuzumab verbessert diese erheblich.
Bei der Her2/neu- Bestimmung findet ein vierstufiger Farbintensitit-Score Anwendung. Ein
negatives Ergebnis liegt vor, wenn sich keine Zellen anféarben lassen (Score 0). Auch der Score
1+ ist negativ, was bedeutet, dass eine Behandlung mit Trastuzumab ohne Effekt auf den Tumor
verlaufen wiirde. Bei einer mittleren Farbeintensitéit (Score 2) wird der Tumor mit dem FISH-
Test nachuntersucht und anhand der Amplifikation des Her2- Gens entschieden, ob es sich um

einen Her2- positiven Tumor handelt, der mit Trastuzumab behandelt werden kann [31].
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Proliferationsmarker Ki67

Ein weiterer Untersuchungsparameter in der immunhistologischen Routinediagnostik ist der
Proliferationsmarker Ki67. In dieser Arbeit kommt dem Ki67- Wert eine ganz besondere
Bedeutung zu. Es handelt sich um ein Protein, das zur Markierung von sich teilenden
menschlichen Zellen geeignet ist. Dieses Eiweill kann wéhrend der Interphase im Zellkern
gefunden werden. Wihrend den aktiven G1-, S-, G2- und M- Phasen des Zellzyklus ist Ki67
nachweisbar, in der GO- Phase von ruhenden Zellen fehlt es. Dieser Umstand macht es zu einem
geeigneten Marker, die Wachstumsfraktion einer Zellpopulation zu bestimmen. Zusammen mit
anderen Faktoren spielt das Ki67 eine entscheidende Rolle fiir Prognoseabschitzung und

Therapieplanung [32, 33].

1.5 Therapie

Um die Patientenversorgung zu verbessern und zu vereinheitlichen, gibt es seit dem Jahr 2003
an Krankenhdusern in Deutschland speziell zertifizierte Brustzentren [34]. Niedergelassene
Arzte konnen sich am Disease- Management- Programm beteiligen. Die Mamma- Ca
Behandlung orientiert sich an den entsprechenden S3 Leitlinien der Deutschen
Krebsgesellschaft und der Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen medizinischen

Fachgesellschaften (AWMEF). Das Evidenzniveau der Leitlinie gilt als sehr hoch [35].

Im Friithstadium ist vorrangiges Ziel der Therapie eine rasche Heilung, beim metastasierten
Tumor eine Verlidngerung der Lebenszeit und im Spitstadium eine Linderung der Beschwerden.
Ziel der Therapie sollte immer der Erhalt einer moglichst hohen Lebensqualitit sein.
Patientenwiinsche diirfen nicht unberiicksichtigt bleiben. Eine Standardtherapie, die bei allen
Patienten Anwendung finden kann, gibt es nicht. Unter Beriicksichtigung verschiedenster
Faktoren muss die Behandlung individualisiert und an Patient und Krankheitsbild angepasst
erfolgen [36]. In Krankenhdusern spielen auch sogenannte Tumorkonferenzen eine immer
wichtigere Rolle. Gynikologen, Pathologen, Radiologen, Strahlentherapeuten und (Psycho-)
Onkologen beraten sich interdisziplinir und transsektoral, um die bestmdogliche
Therapiestrategie fiir jeden einzelnen Patienten zu entwickeln [37].

Brustkrebs ist eine heterogene Systemerkrankung und muss daher schon in frithen Stadien
systemisch behandelt werden [38]. Als optimal fiir die Behandlung des Krebses wird eine

Kombination verschiedener Therapieansitze angesehen [39].
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Neoadjuvante Vorbehandlung

Es ist moglich, dass vor einer OP zundchst eine Chemo- oder antihormonelle Therapie
durchgefithrt wird. Dadurch soll im Idealfall eine Verkleinerung des Krebses erreicht

beziehungsweise eine brusterhaltende Operation ermdglicht werden [39].

Operationsformen

Es gibt verschiedene Operationsvarianten. Bei 60-70% der Brustkrebspatientinnen ist es
moglich, brusterhaltend zu operieren (BET) [40]. Dies bedeutet, dass das befallene Gewebe
unter Einhaltung eines ausreichenden Sicherheitsabstandes entfernt, aber der Rest der Brust
erhalten wird. Die andere OP- Form sieht eine Entfernung der ganzen Mamma vor (Ablatio,
ABL). In der Regel werden auch einige Lymphknoten mit entfernt, um eine mogliche
Metastasierung auszuschlieen. Besondere Bedeutung kommt den sogenannten Sentinel- oder
Wiichterlymphknoten zu, in die der Tumor zuerst streuen wiirde. Bei klinisch beziehungsweise
sonographisch nodal- negativen Tumoren zédhlt die Sentinelnodebiopsie (SNLB) zur
Standardtherapie. Findet sich in diesen Wichterlymphknoten keine Tumorstreuung, kann in der

Regel auf eine Axilladissektion verzichtet werden [39].

Adjuvante Behandlung

In der Regel sollte nach der Operation eine adjuvante Nachbehandlung erfolgen.
Individualisiert auf Patient und Tumor kommen verschiedenste Kombinationsvarianten aus
Chemotherapie, Strahlentherapie, antihormoneller Therapie und Antikorpertherapie in
Betracht. Bei brusterhaltenden Operationen beispielsweise sollte anschlieBend regelhaft eine
Strahlentherapie durchgefiihrt werden. Bei hormonrezeptorpositiven Tumoren ist eine

endokrine Therapie (ET) indiziert. Nachsorge hat einen iiberaus groen Stellenwert [39].

1.6 Tumorzentren

Alle Daten zu den jeweiligen Krebspatienten werden in Teilen Deutschlands und in Bayern
flichendeckend, interdisziplinidr und bevélkerungsbezogen von den klinischen Krebsregistern
der einzelnen Tumorzentren erfasst und verarbeitet. Neben Informationen zum Patienten selbst
spielen hierbei histologische und immunhistologische Fakten zum Tumorgewebe eine
entscheidende Rolle. Auch Therapie und Nachbehandlung werden in den klinischen

Krebsregistern erfasst. In regelméBigen Abstinden findet auch immer wieder ein Abgleich mit
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den Einwohnermeldedmtern statt, um genau erfassen zu kénnen, ob Tumorpatienten im Laufe
der Zeit verstorben sind. Auch Rezidive, Metastasen usw. werden durch Tumorzentren erfasst.
Durch diese Dokumentation sind Informationen zur Diagnostik und Therapie sowie ein Follow-

Up in der Nachsorge bis hin zum Tod vorhanden [41].

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Neben Ki67 gibt es noch viele andere Faktoren, die beim Brustkrebs Beachtung finden, wie
beispielsweise Hormonrezeptorstatus, Her2/neu- Status usw. Bei Her2/neu handelt es sich um
einen Wachstumsfaktor-Rezeptor, der in circa 20% der Mamma-Ca Fille iiberexprimiert
vorliegt. Bei diesen Tumoren rechnet man mit erhohter Invasivitidt, Chemoresistenz und
Metastasierungstendenz. Trastuzumab wiirde bei diesen Krankheitsbildern die Prognose
verbessern [42]. Ist ein Brusttumor hormonrezeptorpositiv, bedeutet das, dass die Rezeptoren
fiir Ostrogen beziehungsweise Progesteron im UbermaB vorliegen. Solche Patienten profitieren
von einer endokrinen Therapie. Bei Hormonrezeptor- negativen Brustkrebserkrankungen bleibt

eine solche Antihormontherapie dagegen wirkungslos [43].

Daneben spielen auch noch Tumormarker eine Rolle, die im Labor bestimmt werden konnen.
Zu den Markern erster Wahl zdhlen beim Brustkrebs CA 15-3 und CEA. Als Tumormarker
zweiter Wahl kommen CA 549, MCA, TPA in Betracht [44].

Schwerpunkte dieser Arbeit sollen die Untersuchung der Reliabilitit, Objektivitdt und Validitit
der Ki67- Messung sowie die besondere Bedeutung des Ki67 bei Prognoseeinschiatzung und
Therapieentscheidung sein. Es existieren bereits einige Untersuchungen und Studien zu diesem
Proliferationsmarker, die unter dem Kapitel ,,4 Diskussion* noch weiter erortert werden sollen.
Nach Gewinnung der histologischen Priparate (Stanze oder Resektat) wird in der
Routinediagnostik meist mittels Schitzung ein Ki67- Wert ermittelt, indem die durch MIB1
(Antikorper) angefidrbten Zellen ausgezéhlt und der prozentuale Anteil derer ermittelt wird. Da
Ki67 nur wihrend der teilungsaktiven Phasen auffindbar ist, stellt es einen guten
Proliferationsmarker dar, der einen Anhaltspunkt fiir die Wachstumsgeschwindigkeit der
Tumore gibt. In der Klinik wird meist anhand eines festgelegten Ki67- Cut- off- Wertes und
anderer Parameter entschieden, ob eine Chemotherapie angewendet wird. Die Ermittlung eines
exakten, objektivierbaren Ki67- Wertes spielt somit eine entscheidende Rolle, um unnétige
Chemotherapien zu vermeiden. Die Festlegung eines geeigneten Ki67- Cut- off- Grenzwertes

scheint keineswegs einfach [45].
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1.8 Themenstellung und Dissertationsziele

Anhand von histologischen Mamma- Ca- Schnitten aus den Jahren 2005 und 2006 des
Universititsklinikums  Regensburg wurde eine retrospektive Studie zum Ki67
Proliferationsmarker durchgefiihrt. Etwa 400 Pridparate kamen anhand eines festgelegten
Zihlverfahrens erneut beziiglich Ki67 gefarbter Zellen zur Auswertung. Die Ergebnisse dieser
Eigennachzihlung wurden mit den Schitzungen der Pathologen, die den Fall damals bearbeitet
haben, verglichen. Aullerdem sollte iiberpriift werden, ob das Zdhlverfahren objektivierbar ist,
indem bei 50 Schnitten eine Doppelzdhlung erfolgte. Auch wurden Stanzen und Resektate
einander vergleichend gegeniibergestellt. Ferner war zu eruieren, ob die Etablierung eines

einheitlichen Zidhlverfahrens moglich scheint.

Das Uberleben der Patientinnen und das Auftreten von Rezidiven in Abhiingigkeit vom Ki67-
Messwert wurde unter Beriicksichtigung verschiedener Parameter wie Stadium, Grading und
weiterer Faktoren untersucht. Die Daten entstammten dem Regensburger Tumorzentrum.
Schwerpunkt der Arbeit war es herauszufinden, welche Rolle der Proliferationsmarker Ki67 fiir
sich genommen, also unabhingig von allen anderen Faktoren, auf das Uberleben und

Rezidivrisiko betroffener Patientinnen hat.
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2 Patienten, Material und Methode

Ziel der vorgelegten Arbeit ist es, die Messmethode und den prognostischen Wert von Ki67 bei
Mammakarzinomen nidher zu untersuchen. Dieses Protein gilt als wichtiger
Proliferationsmarker und lédsst Riickschliisse auf die Anzahl mitotisch sich teilender Zellen in
Gewebeschnitten zu. Neben dem Hormonrezeptorstatus und dem Her2/neu- Status kommt dem

Ki67-Wert eine entscheidende Bedeutung bei der Prognoseeinschitzung zu [32, 33].

Durch das Auswerten digitalisierter, mikroskopischer Schnitte sollte ermittelt werden, welche
Zihlmethoden fiir Ki67 am besten geeignet sind, das Risiko einer Patientin abzuschitzen
(Uberleben, Lokalrezidiv, Lymphknotenbefall, Fernmetastasen usw.). Weiteres Ziel der
Untersuchung war es festzustellen, ob es prognostisch giinstiger ist, wenn Hotspots vorliegen
oder wenn sich eine relativ gleichmifBige Verteilung der mit MIB1 gefiarbten Zellen findet. Hier
galt es wiederum zu unterscheiden, ob die markierten Zellen sehr dicht nebeneinanderliegen

oder ob nur wenige gefiarbte Zellen zu sehen sind.

Ausgewertet und ausgezihlt wurden die im Institut fiir Pathologie des Universitétsklinikums
Regensburg vorliegenden Schnitte aus den Jahren 2005 und 2006 (insgesamt iiber 400
Schnitte). Diese beiden Jahrgidnge wurden aus verschiedenen Griinden gewihlt. Einerseits
liefern diese eine geniigend grofle Fallzahl im Vergleich zu den Jahren davor, andererseits
liegen die Fille lange genug zuriick, um priifen zu konnen, wie sich das Krebsleiden der
Patientinnen weiterentwickelt hat (Uberleben, Rezidive, Metastasen usw.) Die Vorbereitungen

zur Datenerhebung starteten bereits im Herbst 2012.

In einem Studienprotokoll wurden die wichtigsten Arbeitsschritte und Zielsetzungen

festgehalten.

2.1 Studiendesign, Patientenkollektiv und Datensatz

Zusammenfassend ldsst sich anfiihren, dass es sich bei der durchgefiihrten Untersuchung um
eine retrospektive Kohortenstudie handelt. Datenbasis sind histopathologische Priparate
(Resektate oder Stanzen) des Pathologischen Institutes des Universitidtsklinikums Regensburg
und zu den Patienten gehorige klinische und pathologische Befunde aus dem klinischen

Krebsregister des Tumorzentrums Regensburg (Jahrginge 2005/2006). Das untersuchte
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Patientenkollektiv bestand urspriinglich aus iiber 400 Brustkrebspatienten. Méannliche Patienten
und Schnitte ohne Ki67- Farbung wurden bewusst ausgeklammert. Zur Auswertung blieben die
Schnitte von 394 Mamma- Ca- Patientinnen iibrig. Beziiglich der einzelnen Priparate lagen

gegen Ende der Auswertung folgende Parameter vor [46]:

* Priparatenummer (Pathologie)

* Originaler Schitzwert fiir den Proliferationsmarker (Pathologenbefund)

e Herkunft des Schnittes (Stanze/ Resektat)

* Ki67- Zellverteilung innerhalb des Schnittes (Hotspot/ gleichmiBige Verteilung)
* Schitzwert der Ki67- Eigenzéhlung

* Schitzwert der Ki67- Doppelzidhlung (bei 50 Patienten)

Zum Patienten selbst lagen auch einige Angaben vor, wie unter anderem beispielsweise

Patientenidentifikationsnummer, Geburtsdatum, Geschlecht.

Fir die statistischen Auswertungen wichtig waren vor allem die im Krebsregister

dokumentierten Angaben zum Tumor selbst:

* Primérdiagnosedatum

*  Primére Tumordiagnose (ICD-10)

e Primire Tumorlokalisation (ICD-03)

* Histologischer Typ (Code und Benennung)

* Primédre TNM- Kategorie (pathologisch nach OP, sonst klinisch)

* Stadium UICC (klinisch und pathologisch)

* Grading

e Menopausenstatus

» Hormonrezeptorstatus (Ostrogen/ Progesteron)

¢ Genetische Mutation (Her2/neu)

* Anzahl der befallenen/entnommenen Lymphknoten/ Sentinel-Lymphknoten

¢ Residualklassifikation R (Lokal-, Gesamtbefund)

*  Durchgefiihrte primére OP (Ablatio, BET)

* Durchgefiihrte primédre Chemotherapie und Intention der Therapie (adjuvant/
neoadjuvant, kurativ vs. palliativ)
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*  Durchgefiihrte primére antihormonelle Therapie
* Durchgefiihrte primére Strahlentherapie

* Angabe von Resektionsrand und Sicherheitsabstand

Um aussagekriftige Outcome- Analysen durchfiihren zu konnen, waren auch noch Angaben
zum aktuellen Lifestatus, Sterbedatum, Lokalrezidiv (mit Datum), regionéren
Lymphknotenrezidiv (mit Datum) und Auftreten von Fernmetastasen (mit Datum) notig.

Damit fiir alle Patienten ein vergleichbarer Beobachtungszeitraum gewdihlt werden konnte,
legte man fiir die Uberlebensstatistiken als Cut-off- Datum den 01.09.2013 fest. An diesem

Tag erfolgte der letzte Abgleich mit dem Einwohnermeldeamt.

2.2 Studiendurchfiihrung und Versuchsaufbau

Die Auswertung und Untersuchung der Patientenpréparate lief wie im Folgenden beschrieben:
Zunichst wurde von einem Mitarbeiter des Tumorzentrums Regensburg eine Liste aller
Patientinnen und Patienten, die fiir die Studie in Betracht kamen, erstellt (Ndheres zum
Kollektiv siehe spiter). Zu allen Brustkrebspatienten, die auf dieser Liste aufgefiihrt waren,
lagen im Tumorzentrum Daten iiber den weiteren Krankheitsverlauf vor. Somit war es moglich,
retrospektiv  Schliisse iiber die Aussagekraft des Proliferationsmarkers fiir die
Prognoseeinschidtzung zu ziehen. Diese Liste enthielt die bereits im Kapitel 2.1 aufgefiihrten
Patientendaten. Alle Patienteninformationen wurden hochst vertraulich behandelt. Die Liste
wurde im Pathologischen Institut aufbewahrt und verlie3 das Gebédude aus Datenschutzgriinden

nicht.

Erste Aufgabe war es, herauszufinden, welche Identifikationsnummer all diese Patienten im
Pathologischen Institut trugen. Hierbei half ein hauseigenes Computerprogramm, mit dem man
anhand des Geburtsdatums Patienten-ID und Befunde iiber den PC nachschlagen konnte.
Einloggen war nur durch Eingabe eines geschiitzten Passwortes mdglich. Standen fiir einen
Patienten mehrere Schnitte zur Wahl, wurde vereinbarungsgemél ein Resektat gewihlt. Waren
nur Stanzen vorhanden, wurden diese ausgewertet. Um Geschlechtseinfliisse auszuschlieB3en,
wurden Schnitte, die von Minnern stammten, nicht untersucht. Bei Schnitten ohne MIB1
Farbung erfolgte keine Auswertung. Bei einigen wenigen Patienten fanden sich zwar Ki67
Schnitte, aber nicht von der Brustdriise, sondern von anderen Organen, weshalb auch diese

nicht weiter in der Arbeit betrachtet werden konnten. Ziel der Untersuchung sollte es auch sein,
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den Pathologen- Schitzwert mit der eigenen "Handauszdhlung" zu vergleichen. Nach
Einarbeitung durch den Institutsleiter erfolgte die Suche der Nummern der histologischen

Priparate in Eigenregie. Dieser Arbeitsschritt nahm etwa eine Woche Zeit in Anspruch.

Abbildung 1: Archiv des Pathologischen Institutes
der Universititsklinik Regensburg
(Eigenfotografie)

Nach einer kurzen Einweisung in die Archivarbeit,
dauerte es mehrere Tage, all die fiir die Auswertungen
relevanten Schnitte in den nach bestimmten

Kategorien geordneten Schrinken zu suchen. Fiir

jedes entnommene Priparat musste eine Karteikarte
mit Name und Entnahmedatum eingelegt werden, damit jeder wisse, wo die Préiparate seien,

falls jemand anders diese auch noch brauchen wiirde.

Abbildung 2: Etikett eines Beispielpriparates

#15 MIB1 Mid

zﬂi m , ml“. i (Eigenfotografie)
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Alle relevanten Pridparate waren im immunhistologischen Bereich des Archivs. Wie in
Abbildung 2 erkennbar, trigt jedes Prédparat eine spezifische Kennzeichnung, an Hand derer es
eindeutig einem Patienten und Fall zuordenbar ist. Das Beispielpréparat zeigt einen Schnitt aus
dem Jahr 2006 mit der Fallnummer 1039. Dass es sich um einen mit MIB1 gefirbten Schnitt
handelt, erkennt man an der Beschriftung oben links. Das Kiirzel des Pathologen, der damals

den Fall bearbeitet hat, findet man rechts unterhalb des Barcodes.

Um die Schnitte besser betrachten zu konnen, wurden diese zunichst digitalisiert. Dies erfolgte
mit dem sogenannten Mirax Scan der Firma Zeiss [47]. Hierbei handelt es sich um ein
medizinisches Laborgerit, das im Stande ist, histologische Prédparate in digitalisierte Form
umzuwandeln. Mit Hilfe des Computerprogramms Mirax Viewer war es nun moglich, die
Schnitte iiber den PC zu betrachten. Parallel zu den Archivarbeiten begann bereits eine
Mitarbeiterin des Instituts mit den Einscanprozessen. Einige der Priparate zeigten allerdings

ein verrutschtes oder gebrochenes Deckglas, weshalb sie nicht sofort gescannt werden konnten.
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Auch hatten einige Schnitte Luftblasen gezogen und waren deshalb so nicht auswertbar. Dies
ist vermutlich dadurch zu erklédren, dass die Priparate ja schon seit Jahren eingelagert waren
und das viele Fettgewebe, das sich in den histologischen Mamma-Schnitten befindet, Luft
gezogen hatte. Um auch diese davon betroffenen Pridparate auswerten zu konnen, haben
Mitarbeiter der Immunhistochemie diese insgesamt 73 Schnitte entdeckelt und mit einem neuen
Deckglas versehen. Nachdem diese dann mit ihrem urspriinglichen Etikett beklebt und
beschriftet wurden, konnten die Prdparate dann anschlieBend problemlos eingescannt und

ausgewertet werden.

4 ' m

ﬂ Abbildung 3: Mirax Scanner
MIRAX DESK = .

Nebenstehende Abbildung [48] zeigt den

verwendeten Mirax Scanner. Von einer

Mitarbeiterin des Pathologischen Institutes erhielt

GPEN SLIDING DOOR WHEN REPLACING LID

ich eine detaillierte Einweisung sowohl fiir das
Gerdiit als auch fiir den Mirax Viewer. Wichtig war
es, jedes neue Priparat griindlich mit Alkohol zu
reinigen, um ein bestmogliches Scanergebnis zu erzielen. Sobald man den histologischen
Schnitt dann einlegt, zeigt das Programm ein grobes Vorschaubild. An dieser Stelle konnen
dann verschiedene Einstellungen vorgenommen werden, wie beispielsweise Kontrast, Scan
Profil, Speicherort und einige andere. Auflerdem ist es moglich bestimmte kleinere Teile des
Praparats aus dem Scanprozess auszuschlieBen. Benannt wurden alle Schnitte mit ihrer
Jahreszahl und ihrer jeweiligen fiinfstelligen Identifikationsnummer. Je nach Grofle des
Schnittes dauerte der Scanvorgang je Priparat unterschiedlich lange. Kleinere Stanzen wurden
durchschnittlich in 10 bis 15 Minuten gescannt. GroBflichige Resektate dauerten
dementsprechend ldnger und konnten durchaus auch einen Zeitraum von einer halben bis
dreiviertel Stunde pro Schnitt in Anspruch nehmen. Gelegentlich kam es auch vor, dass ein
Scandurchlauf fehlschlug und der digitalisierte Schnitt somit nicht auswertbar war. Dann
musste dasselbe Priparat nochmals eingescannt werden. Insgesamt waren diese Arbeitsschritte
relativ langwierig und nahmen bei knapp 400 Schnitten einige Zeit in Anspruch. Parallel zum
Scanvorgang konnten bereits die ersten Priparateauswertungen durchgefiihrt werden.

Die eingescannten Schnitte wurden alle auf externen Festplatten doppelt gesichert. Um die

Auswertung zu dokumentieren, fiithrte man iiber jeden ausgewerteten Schnitt Protokoll. Sowohl
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Jahreszahl als auch Praparatenummer waren zu notieren, Auffilligkeiten des jeweiligen
Schnittes sollten vermerkt und jeweils eine kleine Skizze angefertigt werden, in der

eingezeichnet wurde, an welchen Stellen die Zdhlung erfolgte.

Abbildung 4: Zahlmaschine (Eigenfotografie)

Wichtig war es bei jedem Pridparat festzulegen, ob die mit MIBI rotgefiarbten Zellen
gleichmiBig verteilt oder verdichtet (Hotspot) vorlagen. Auch wurde notiert, ob Stanzen oder
Resektate auftraten. Sdmtliche Arbeitsschritte, alle Zidhl- und Auswertungsprozesse, wurden
exakt dokumentiert. Die Auswertung erfolgte mit einer Zdhlmaschine (siehe Abbildung 4).

Meine Aufzeichnungen zu den einzelnen Préiparaten fiillten insgesamt knapp 500 Seiten.

2.3 Methoden zur Ki67- Eigenauszihlung

Im Folgenden wird nun genauer auf die Auswertung der Schnitte eingegangen. Die Qualitit der
Préparate variierte stark. Der Hauptanteil der Schnitte war sehr gut auswertbar und das Zihlen
der angefarbten Zellen verlief problemlos. Allerdings gab es auch Priparate, die in sehr
schlechtem Zustand erhalten waren. Zdhlung und Auswertung dauerten lang und waren
entsprechend miihsam. Bei jedem Schnitt stellte sich als erstes die Frage, ob es sich um ein

Resektat oder eine Stanze handelt.

Abbildung 5: Zahlschablone (Eigenfotografie)

Anschlieend bestand die Aufgabe darin, das Tumorgewebe zu suchen. Auf keinen Fall sollten
gesunde Zellen oder Lymphozyten mitgezihlt werden, da dies das Ergebnis verfilscht hitte.

Als nichstes musste die Frage geklidrt werden, ob im Tumorgewebe Hotspots zu finden sind.
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Als Hotspot bezeichnet man Areale, in denen die MIB1 gefirbten Zellen in sehr hoher Dichte
vorkommen, wohingegen in anderen Bereichen des tumordsen Gewebes so gut wie keine

gefiarbten Zellen vorhanden sind.

Wenn keine Hotspots zu sehen waren und die rétlich gefirbten Zellen gleichméaBig verteilt
schienen, wurde die oben abgebildete Schablone (siehe Abbildung 5) angelegt und alle auf den
Zeilen befindlichen Zellen wurden ausgezihlt [49].

Initial stand auch noch die Option zur Uberlegung, ob man nicht auf die Folie, die auf den
Computerbildschirm angebracht wurde, ein Kistchen mit vorgegebenen Lingenmalen
zeichnet. Hierbei wire dann geplant gewesen, alle darin befindlichen Zellen zu zidhlen und das

Verhiltnis zwischen gefirbten zu ungefirbten Zellen zu ermitteln.

Letztendlich erschien es aber sinnvoller die Zdhlung nach Ewald Weibels Punktzihlverfahren
durchzufiihren [50]. Hierbei wurde die in Abbildung 5 gezeigte Folie auf dem PC- Bildschirm
angebracht und die Priparate bei einer 40-fachen Vergroferung iiber den Monitor betrachtet.
Vollig willkiirlich sollten Bereiche des tumordsen Gewebes gewihlt werden, auf welche die
Schablone gelegt wurde. Nun wurden alle Zellen gezihlt, die die Linien beriihrten, gefirbte wie
ungefirbte. Der prozentuelle Anteil der gefarbten Zellen zur Gesamtzellzahl ist entscheidend.
So verfuhr man sowohl mit niedrig- als auch mit hochproliferierenden Tumoren ohne Hotspot.
Wie vorher vereinbart, wurden pro Schnitt genau 200 Zellen gezihlt. Entscheidend fiir den Wert
des Proliferatiosmarkers im jeweiligen Schnitt war folglich bei dieser Auszidhlung, wie viele
dieser 200 Zellen rétlich gefarbt waren. Hierbei spielte die Intensitédt der Rotfarbung keinerlei
Rolle. Die Schablone wurde so oft angelegt bis 200 Zellen, die die Linien beriihrten, gezihlt
werden konnten. Je nach Dichte der Zellverteilung, reichte es bei manchen Schnitten die Folie
dreimal anzulegen, bei anderen Pridparaten musste man bis zu achtmal eine neue Position der

Schablone wihlen.

Bei Schnitten mit Hotspot war die Zahlung etwas komplizierter. Zuerst musste man abschétzen,
welche Fliache die Hotspots an der Gesamttumorfliche einnehmen. Anschlieend bestimmte
man mit Hilfe der Folienschablone den Proliferationsgrad innerhalb des Hotspots. Als nédchstes
suchte man innerhalb des tumordsen Gewebes eine Flidche, die aulerhalb des Hotspots liegt,
und bestimmte dort ebenfalls den prozentualen Anteil der rot gefirbten Zellen. Letzter Schritt

war es nun, die Flachenanteile und Proliferationsgrade von Hotspot- und Nicht- Hotspotgebiet
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so ineinander umzurechnen, dass man einen Prozentwert fiir den Gesamtproliferationsgrad

dieses Tumors erhalt [51].

Die Einarbeitung in die Priparateauswertung erfolgte durch den Institutsleiter der Pathologie.
Die ersten Schnitte kontrollierte er parallel zu meinen Zihlergebnissen. Nach ausreichender
Einarbeitungszeit erfolgte die selbststindige Auswertung.

Fiinfzig Schnitte wurden doppelt gezidhlt, um so eruieren zu konnen, wie objektiv und

aussagekriftig die eigenen Zdhlungen waren. Niheres folgt dazu im Kapitel 3 "Ergebnisse".

Erprobung eines vollautomatisierten Ki67- Zahlprogramms

Nach Zihlung und Auswertung aller Schnitte wurde als nichstes der sogenannte ,,Ki67
Quantifier erprobt [52]. Hierbei handelt es sich um ein neues, kostenpflichtiges
Computerprogramm, von dem behauptet wird, dass es den Ki67- Wert von Mamma- Ca-

Schnitten vollautomatisch auswerten kann. Dies sollte eine objektivere Zahlung ermdglichen.

Die Zihlergebnisse des Quantifiers sollten nun mit den eigenen Auswertungen verglichen und
so die Qualitit dieses Programmes iiberpriift werden.

Hierbei ergaben sich allerdings einige Probleme und Unstimmigkeiten, weshalb Kontakt zu den
Entwicklern des Ki67- Quantifiers aufgenommen wurde. Im vierten Kapitel dieser Arbeit wird

noch niher auf die Problematik mit diesem neuen, vollautomatischen Auszéhlprogramm

eingegangen.

Abbildung 6:
e Aot Screenshot einer
10 | et vollautomatischen

e S

Ki67- Auswertung

(Eigenaufnahme)
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2.4 Erhebung klinischer Daten

Nach Beendigung aller Auszidhlungstitigkeiten erfolgten die nichsten Arbeitsschritte im
Tumorzentrum Regensburg. Dort wurden Patientenlisten erstellt, die alle fiir die weitere Arbeit
relevanten Daten enthielten (siehe 2.1). Aus dieser Auflistung konnte man entnehmen, ob
Patientinnen im spiteren Verlauf an ihrer Erkrankung gestorben sind, ob bei ihnen Rezidive,
Lokalrezidive oder Fernmetastasten aufgetreten sind und wenn ja, in welchem Zeitraum nach
Diagnosestellung es dazu kam. Auch Stadium, Grading, Operations- und

Behandlungsmethoden (Chemo- oder Strahlentherapie) waren aufgefiihrt.

Diese Daten wurden zu den selbstgewonnenen Auszdhlwerten in Bezug gesetzt. Der Datensatz
umfasste schlieBlich insgesamt 394 Patientinnen und alle dazu gehorigen Werte und Befunde.
Die Auswertung und graphische Darstellung dieser Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm

SPSS. Die statistischen Methoden sind genauer in Kapitel 2.5 beschrieben.

2.5 Statistische Methoden

Um néhere Aussagen zum Patientenkollektiv treffen zu konnen, wurden deskriptive Statistiken
angefertigt, die fiir metrische Variablen Mittelwert, Median, Standardabweichung sowie
Minimum und Maximum abbilden und fiir kategoriale Variablen die absolute und relative
Haufigkeit darstellen. Mittels Balkendiagrammen, Histogrammen und Kreisdiagrammen sollen
einige stichhaltige Ergebnisse auch noch graphisch dargestellt werden. Tabellen dienen zur

detaillierten Auflistung wichtiger Untersuchungsergebnisse.

Die durch den Pathologen ermittelten Ki67- Werte werden genauso wie die selbst ausgezéhlten
Proliferationsmarkerwerte mit deskriptiven Statistiken und Histogrammen beziehungsweise
Balkendiagrammen beschrieben. Die Ki67- Werte werden hierbei in verschiedene Kategorien
eingeteilt dargestellt (5%- Schritte, Einteilung nach St. Gallen, Einteilung in vier Stufen). Mit
Hilfe eines Boxplots sollen dann Pathologenschidtzung und Eigenzdhlung anhand deskriptiver

Parameter einander gegeniibergestellt werden.

Einen wichtigen Schwerpunkt dieser Dissertation stellt der Vergleich der eigens ausgezihlten
Ki67- Werte mit den urspriinglichen Pathologenmesswerten dar. Zu diesem Zweck soll
zunéchst ein Test auf Normalverteilung erfolgen (Kolmogorov- Smirnov, Shapiro- Wilk), um
zu eruieren, welche Tests zur Analyse verwendet werden diirfen. Einige Tests, wie auch der t-

Test (Mittelwertvergleich) fiir abhédngige Stichproben diirfen nur bei normalverteilten
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Differenzen Anwendung finden. Der t-Test zeigt die Hohe der Korrelation der Mittelwerte
zueinander. Liegt diese moglichst hoch, also moglichst nahe an der Zahl eins, korrelieren die
Mittelwerte der beiden Zdhlungen sehr gut. Betrachtet werden muss dabei immer noch die
Signifikanz, deren Wert unter 0,05 liegen muss, damit die gewonnenen Werte verlésslich sind.
Zum Mittelwertvergleich bei nicht normalverteilten Parametern wurde der sogenannten
Wilcoxon- Test verwendet. Mit Hilfe des gewichteten Kappa- Koeffizienten ermittelte man, ob
die Werte in den ausgewihlten Ki67- Kategorien identisch sind oder nicht. Der Kappa-
Koeffizient ist generell nur fiir den Vergleich weniger Parameter anwendbar, weshalb eine
Ki67- Einteilung in Kategorien notig ist. Graphisch dargestellt werden die Ergebnisse mit Hilfe
eines Streu- Punkt- Diagramms, in das auch Regressionslinie, Winkelhalbierende des ersten
Quadranten und Konfidenzintervall eingezeichnet werden. Im Idealfall ligen alle Punkte auf
der Winkelhalbierenden und Pathologen- und Eigenwerte wiren identisch. Die
Regressionslinie zeigt die Abweichung von der Winkelhalbierenden und gibt Hinweise auf den
Grad der Werteiibereinstimmung. Mit Hilfe des Pearson Korrelationskoeffizienten kann ein
genauer Wert ermittelt werden, der bei vorhandener Signifikanz das Mal} der Korrelation, bzw.
den Grad des linearen Zusammenhangs aufzeigt. Je hoher der Pearson- Wert desto besser

korrelieren die Werte der beiden Zihlungen. Im Idealfall lage der Koeffizient bei eins.

Auf eine dhnliche Art und Weise werden die Ki67- Werte der ersten Auszihlung mit denen der
zweiten Eigenzihlung verglichen. Durch Doppelzihlung der fiinfzig willkiirlich ausgewéhlten
Préparate soll die Qualitit der Zahlmethode iiberpriift werden. Auch hier findet zunéchst ein
Test auf Normalverteilung, ein t- Test, ein Wilcoxon- Test und eine Ermittlung des Kappa-
Koeffizienten statt. AnschlieBend stellt man die Ergebnisse graphisch in einem Streu- Punkt-
Diagramm dar und ermittelt den Pearson- Korrelationskoeffizienten.

Unter Zuhilfenahme von Tabellen sollen dann Stanzen und Resektate anhand verschiedener
Parameter (Stadium, Grading, Her2/neu, Rezeptorstatus, OP- Form, Zellverteilung, Ki67)
miteinander verglichen werden. Es soll festgestellt werden, ob sich gravierende Unterschiede
zwischen Stanzen und Resektaten finden, beziehungsweise ob es moglich ist, beide
Préaparatformen fiir die folgenden Untersuchungen gemeinsam zu betrachten oder ob eine
getrennte statistische Auswertung erfolgen muss.

Einen weiteren wichtigen Kernpunkt dieser Arbeit stellt die Uberlebensanalyse mittels Kaplan-
Meier Kurven und COX- Regression dar. Als Cut- off- Datum wurde der 01.09.2013 gewihlt,
da an diesem Tag der letzte Abgleich mit dem Einwohnermeldeamt erfolgte. So erhilt man fiir

alle Patienten einen annihernd gleichen Beobachtungszeitraum. Anhand der Uberlebenskurven
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kann abgeschitzt werden, wie viele der Patienten zu einem bestimmten Zeitpunkt noch iiberlebt
haben (OAS) beziehungsweise iiberlebt haben und noch rezidivfrei sind (RFS). Die Kaplan-
Meier Kurven werden sowohl fiir das Gesamtiiberleben (OAS) und das rezidivfreie Uberleben
(RFS) angefertigt, als auch in Abhingigkeit von verschiedenen Parametern (Stadium,
verschiedene Ki67- Einteilungsvarianten). Ein paarweiser Vergleich der einzelnen Kategorien
(Log- Rang- Test) zeigt hierbei, ob ein signifikanter Unterschied der Uberlebensraten zwischen

den Gruppen besteht.

Bei der univariablen COX- Regression wird dann jeder Faktor fiir sich untersucht, ohne zu
beriicksichtigen, dass die Variablen nicht vollig unabhingig voneinander sind. So hingen
Stadium und Grading beispielsweise eng zusammen und beeinflussen einander. In der
multivariablen Auswertung werden diese Wechselwirkungen beriicksichtigt, so dass man genau
herausfiltern kann, welchen Einfluss ein bestimmter Faktor, zum Beispiel das Ki67, fiir sich
genommen auf das Uberleben (OAS und RFS) hat. Beide COX Regressionen, sowohl die
univariable also auch die multivariable, werden in zwei separaten Tabellen dargestellt, die fiir
OAS und RFS Hazard Ratio (HR), Konfidenzintervall und p- Wert bei den verschiedenen

Variablen aufzeigen.

Die Datenerfassung, Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogrammes SPSS Version 21, ergédnzt durch ein Online- Rechenprogramm zur
Berechnung des gewichteten Kappa- Wertes. Neben personlicher Statistikbetreuung im
Tumorzentrum Regensburg erfolgte die Einarbeitung in die statistische Thematik mit Hilfe

verschiedenster Lehrbiicher [53, 54, 55, 56].
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3 Ergebnisse

Bei der durchgefiihrten retrospektiven Studie wurden die Schnitte von 394
Brustkrebspatientinnen der Jahre 2005 und 2006 mit Hilfe eines festgelegten Zihlsystems
erneut auf ihren Ki67- Wert hin ausgewertet, auch im Hinblick darauf, welche Rolle Ki67 fiir
den Krankheitsverlauf und die Prognoseeinschitzung spielt. Uberpriift werden sollte, inwieweit
die so ermittelten Ki67- Werte von den Pathologenzdhlwerten abweichen und ob bei
Zweitzdhlung (50 Prédparate) dhnliche Ergebnisse wie bei der ersten Eigenzidhlung erzielt
werden konnen. Au3erdem sollte eruiert werden, ob es fiir die Auswertungen einen Unterschied
macht, ob Stanzen oder Resektate vorliegen. Ein weiterer Gesichtspunkt der Arbeit war die
Rolle des Ki67 fiir Uberleben und rezidivfreies Uberleben. Mit Hilfe von multivariabler COX-
Regression wurde ermittelt, welche Bedeutung Ki67 fiir sich genommen, also unabhingig von
allen anderen Faktoren, auf das Uberleben hat. Informationen und Daten zu allen Patienten

entstammten dem Tumorzentrum Regensburg.

3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Grund- und Auswertekollektiv

Laut urspriinglicher Patientenliste des Tumorzentrums lagen Daten zu 473 Patientinnen und
Patienten aus den Jahren 2005 und 2006 vor. Da festgelegt wurde, dass nur Frauen mit Mamma-
Karzinomen betrachtet werden sollten, wurden sieben Minner ausgeschlossen. Auch konnten
nur Patientinnen in die Studie aufgenommen werden, bei denen damals der Ki67- Wert ermittelt
wurde. Frauen, bei denen nicht alle notwendigen Daten vorhanden waren, oder deren
immunbhistologische Schnitte fiir eine erneute Auswertung unbrauchbar waren, mussten ebenso
ausgeschlossen werden. Ubrig blieben zur weiteren Untersuchung und statistischen

Auswertung letztendlich die Schnitte von 394 Patientinnen.
Diagnosealter

Aus Tabelle 3 wird deutlich, dass das Alter bei Diagnosestellung im Mittel bei 61,5 Jahren liegt.

Mittelwert und Median (61,7 Jahre) des Diagnosealters liegen sehr nahe beieinander.
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Tabelle 3: Alter bei Brustkrebs- Diagnosestellung

Alter bei Brustkrebs- Diagnosestellung

Anzahl Galtig

Mittelwert

Median
Standardabweichung
Minimum

Maximum

394

61,5

61,7

13,2

24,6

Die jiingste Patientin des untersuchten Kollektivs war
bei Diagnosestellung 24,6 Jahre alt, die élteste 97,5
Jahre. Die Standardabweichung liegt bei etwa 13,2
Jahren.

In den folgenden zwei Darstellungen wird die

Altersverteilung der Patientinnen bei Diagnosestellung

aufgezeigt, zum einen klassiert in S5-Jahreschritten

97.5| (Balkendiagramm), zum anderen unterteilt in Abschnitte

zu je zehn Jahren (Tabelle).

Graphik 1 zeigt die Altersverteilung bei Diagnosestellung, klassiert in Schritten zu je fiinf

Jahren. Die Auftragung zeigt eine Normalverteilung. Die meisten Patienten (15,74%) bekamen

die Diagnose Brustkrebs im Alter von 60 bis 64 Jahren gestellt. Sowohl nach links als auch

nach rechts vom Maximum nimmt die Zahl der Diagnosestellungen kontinuierlich ab.

Besonders wenige Diagnosen wurden im Alter von unter 35 Jahren oder iiber 85 Jahren gestellt.
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Graphik 1: Diagnosealter klassiert in S Jahres Schritten
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Tabelle 4: Diagnosealter klassiert in 10

Jahres Schritten

Tabelle 4 zeigt eine Klassifikation in Schritten
zu je zehn Jahren auf. Dabei ergibt sich ein
dhnliches Datenbild wie bei Graphik 1. 28,9%
aller Patientinnen erhielten ihre Diagnose
zwischen ihrem 60. und 69. Lebensjahr. Zu

beiden Seiten nehmen die Werte ab.

Anzahl | Anzahl der
Spalten (%)
20-29 3 0,8%
30-39 15 3,8%
40- 49 63 16,0%
Alter bei
50- 59 97 24,6%
Diagnose
o 60 - 69 114 28,9%
(Klassiertin 10
) 70-79 67 17,0%
Jahres Schritte)
80- 89 30 7,6%
90+ 5 1,3%
Gesamt 394 100,0%

Als nichstes sollen die vorliegenden klinischen und histopathologischen Befunde niher

betrachtet werden.

Histologische Mamma- Ca- Klassifikationen

Aus Graphik 2 ist abzulesen, dass es eine Vielzahl verschiedener histologischer Typen von

Brustkrebs gibt, diese aber mit sehr unterschiedlicher Haufigkeit auftreten.

So ist beispielsweise das invasive duktale Karzinom mit einer Patientenzahl von 249 (63,2%

aller vorliegenden Préparate) am haufigsten. Das lobuldre Karzinom (12,2% aller Schnitte) und

das invasiv duktale und lobulire Karzinom (10,4%) folgen mit Abstand.

Bestimmte Tumorformen wie der Morbus Paget (0,3%) und das duktale Carcinoma in situ

(5,1%) miissen wegen fehlender Invasivitidt im Folgenden bei verschiedenen Auswertungen

bewusst ausgeschlossen werden.
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Graphik 2: Prozentuale Aufteilung der verschiedenen histologischen Typen beim

Mamma- Karzinom

UICC- Stadium

Stagium Anzah Spalten (%) Tabelle 5: Stadienverteilung (UICC)
Hier werden die den Patienten zugehorigen
0 0 19 4,8% _ _ _
Préaparate anhand des Stadiums eingeteilt.
I 0
! 153 38,8% Man unterscheidet die UICC-Stadien O bis
I HA 7 19,5% IV. Aus Tabelle 5 kann man ablesen, dass
B 39 9,9% 19 Patienten (4,8%) dem Stadium O
T 08 7 19, zugeteilt werden. Hierbei handelt es sich um
duktale Carcinomata in situ (DCIS), die bei
s 10 2,5% o
einigen Untersuchungen bewusst
e 16 41% ausgeschlossen werden miissen. 153 Frauen
V. 32 81%| (38,8%) werden dem UICC-Stadium I
X x 20 51% zugerechnet. Die Stadien II und III sind in
Untergruppen unterteilt. Insgesamt zédhlen
Gesamt 394 100,0%

116 Patientinnen (29,4%) zum Stadium II
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und 54 Frauen (13,7%) zum Stadium III. Auch die 32 Patienten aus Stadium IV (8,1%) miissen

auf Grund ihrer Fernmetastasierung bei einigen Untersuchungen ausgeschlossen werden. Fiir

20 Schnitte (5,1%) konnte trotz mehrfacher Recherche kein Stadium ermittelt werden. Diese

Préparate sind unter dem Stadium X aufgefiihrt.

Grading

Tabelle 6: Verteilung der Gradingstufen im Kollektiv

Anzahl | Spalten
(%)
G1 64 16,2%
G2 179 45,4%
Grading G3 128 32,5%
GX/ k.A. 23 5,8%
Gesamt 394 100,0%

Aus Tabelle 6 kann man Informationen zur
Verteilung der Gradingstufen ablesen. Bei
dem vorliegenden Patientenkollektiv finden
sich die Stufen G1 bis G3. 64 Patienten
(16,2%) wurden G1 zugeteilt. 45,4% der
Frauen zu G2. Zur Gradingstufe 3 wurden
insgesamt 128 Frauen gerechnet (32,5%). Bei
insgesamt 23 Patientinnen (5,8%) konnte das
Grading nicht bestimmt werden

beziehungsweise war es trotz

Nachforschungen nicht moglich, in Erfahrung zu bringen, welches Grading vorlag (GX/ k.A.).

Bezug zwischen Grading und Stadium

In diesem Zusammenhang scheint es interessant, die Beziehung zwischen Grading und Stadium

nidher zu betrachten. Tabelle 7 zeigt eine Kreuztabelle, in der beide Variablen einander

gegeniibergestellt werden. Auffallend zeigt sich, dass mit steigendem UICC-Stadium in der

Regel auch die Hohe des Gradings zunimmt. Die beiden Variablen stehen somit in Bezug

zueinander und verdeutlichen, dass man immer das Zusammenspiel der Faktoren betrachten

sollte. So zeigen beispielsweise 21 Patientinnen, die dem Stadium IV zugeordnet wurden, auch

die hochste Gradingstufe G3. Dies entspricht 65,6% aller Patienten mit Stadium I'V. Theoretisch

wire es auch moglich gewesen, die Patienten mit Stadium 0 aus der Betrachtung

auszuklammern, da es in der Regel nicht iiblich ist, fiir DCIS eine Grading- Stufe anzugeben.
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Der Vollstindigkeit halber wurden aber auch diese Werte in die Kreuztabelle mit

aufgenommen.
Grading
G1 G2 G3 X/ k.A. Gesamt
Anzahl | Zeilen | Anzahl Zeilen Anzahl Zeilen Anzahl Zeilen Anzahl | Zeilen
(%) (%) (%) (%) (%)
0 0 0,0% 1 5,3% 1 5,3% 17 89,5% 19| 100,0%
| 28| 18,3% 88 57,5% 36 23,5% 1 0,7% 153 100,0%
1l 12| 10,3% 63 54,3% 41 35,3% 0 0,0% 116 | 100,0%
Stadium
] 0 0,0% 18 33,3% 36 66,7% 0 0,0% 541 100,0%
uICC
\Y) 0 0,0% 11 34,4% 21 65,6% 0 0,0% 32| 100,0%
X 2| 10,0% 10 50,0% 7 35,0% 1 5,0% 20| 100,0%
Gesamt 42| 10,7% 191 48,5% 142 36,0% 19 4,8% 394 | 100,0%

Tabelle 7: Gegeniiberstellung zwischen Grading und Stadium

In der Graphik 3 wurden die Ergebnisse der Kreuztabelle mit Hilfe eines gestapelten
Balkendiagrammes dargestellt. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden hier allerdings die
Stadien 0 und X ausgeklammert und nicht mit graphisch aufgefiihrt. Auch in dieser Abbildung
wird deutlich, dass ein Zusammenhang zwischen Stadium und Grading besteht. Je hoher das

Stadium, desto hoher ist auch in der Regel der Wert fiir das Grading.
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Uber die Hilfte der Patienten mit UICC- Stadium I werden der Gradingstufe 2 zugeordnet
(57,5%). Stufe 1 und 3 sind mit 18,3% und 23,5% auch relativ hdufig.

Beim Stadium II finden sich Patienten der Stufen G1 (10,3%), G2 (54,3%) und G3 (35,3%).
Sowohl bei Stadium III als auch Stadium IV kommen keine Tumorpatienten mit G1 vor. Auch
sonst dhneln sich beide in ihrer prozentualen Haufigkeitsverteilung. Bei beiden UICC- Stufen

findet sich die Gradingstufe 3 zu iiber 65%.

Menopausenstatus im Zusammenhang mit dem Rezeptorstatus

Als nichstes soll der Menopausenstatus der 394 Patientinnen betrachtet werden. (Graphik 4)
Der iiberwiegende Teil der Frauen, nimlich 242 (61,42%), befand sich zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung schon in der Menopause. 73 Krebspatientinnen (18,53%) waren noch
pramenopausal und vier Patientinnen (1,02%) befanden sich gerade perimenopausal. Bei 75

Patienten (19,04%) liegen keine Angaben zum Menopausalstatus vor.

Menopausenstatus

O postmenopausal
M perimenopausal
B pramenopausal
unbekannt

Graphik 4: Menopausenstatus

In der folgenden Tabelle wird der Zusammenhang zwischen Menopausenstatus und

Hormonrezeptorstatus dargestellt.
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Tabelle 8: Zusammenhang zwischen Menopausen- und Rezeptorstatus

Rezeptorstatus
Negativ Positiv Gesamt
Anzahl Zeilen (%) Anzahl Zeilen (%) Anzahl | Zeilen (%)
postmenopausal 34 14,0% 208 86,0% 242 100,0%
perimenopausal 1 25,0% 3 75,0% 4 100,0%
Menopausen-
Status pramenopausal 20 27,4% 53 72,6% 73 100,0%
unbekannt 13 17,3% 62 82,7% 75 100,0%
gesamt 68 17,3% 326 82,7% 394 100,0%

Von den 242 postmenopausalen Frauen zeigt die iiberwiegende Mehrheit (86,0%) einen
positiven Hormonrezeptorstatus. Nur 34 Patientinnen in der Postmenopause sind rezeptor-
negativ (14%). Auch in der Perimenopause zeigt sich vor allem ein positiver
Hormonrezeptorstatus (75%). Auch von den 73 primenopausalen Patientinnen ist die Mehrzahl
(72,6%) hormonrezeptor-positiv. Bei den 75 Frauen, deren Menopausenstatus unbekannt ist,
findet sich auch iiberwiegend ein positiver Rezeptorstatus (82,7%). Alles in allem ist die

tiberwiegende Mehrzahl der Tumorpatientinnen in diesem Kollektiv hormonrezeptorpositiv
(82,7%).

Her2/neu

Die Betrachtung des Her2/neu Wertes erbrachte folgende Verteilung:

Tabelle 9: Her2/neu- Status der Patientinnen

Der iiberwiegende Teil der 394 Frauen,
Anzahl | Spalten (%)
namlich 233 (59,1%), ist Her2 negativ. Einen
negativ 233 9.1%1  positiven Marker findet man dagegen bei 148
positiv 148 37,6% Patientinnen (37,6%). Bei 13 Krebspatienten
Her2/neu
KA. 13 3.3% (3,3%) waren trotz Recherche keine Angaben
zum Her2/neu detektierbar.
Gesamt 394 100,0%

35




Lymphknoten/ Sentinel- Lymphknoten

Wichtig erscheint auBBerdem, inwieweit Lymphknoten zur Untersuchung entnommen wurden
und wie viele davon tumords befallen waren. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden nur
Patienten betrachtet, die operiert wurden, bei denen also eine Lymphknotenentnahme tiberhaupt
moglich war. AuBlerdem wurden Patienten des Stadiums IV wegen bereits erfolgter
Metastasierung ausgeschlossen. So bleiben von den urspriinglich 394 Frauen noch 355 zur

weiteren Betrachtung.

Tabelle 10: Anzahl der untersuchten/befallenen Lymphknoten (nur operierte Patienten;

kein Stadium IV)

Lymphknoten | Lymphknoten | Von  den  verbliebenen 355
untersucht befallen . . .
Patientinnen wurden bei 273 (76,9%)
Glti 273 273 .
N Gultig Lymphknoten entnommen. Bei 82
Fehlend 82 82 . . .
enen operierten Patienten (23,1%) unterlief3
Mittelwert 13,72 2,08 . . v q-
man eine diesbeziigliche
Median 14,00 ,00
. Lymphknotenuntersuchung. Im Mittel
Minimum 1 0
Maximum 57 57| Wwurden 13,72 Lymphknoten iiberpriift.

Der Median liegt bei 14,00 Knoten.
Das Minimum der untersuchten Lymphknoten lag bei eins, das Maximum bei 57. Befallen
waren dagegen im Mittel nur 2,08 Knoten, mit einem Minimum von Null befallenen
Lymphknoten und einem Maximum von 57. Die Maxima erscheinen recht hoch, wurden aber

mit den digitalisierten Befunden nochmals abgeglichen.

Tabelle 11: Anzahl der untersuchten/befallenen Sentinel-Lymphknoten (nur operierte

Patienten; kein Stadium IV)

Sentinel Sentinel Auch bei der Betrachtung der Sentinel-
untersucht befallen
Lymphknoten (Tabelle 11) wurden nur
Giltig 98 98 . . .
Anzahl operierte Patienten betrachtet, die nicht
Fehlend 257 257 ]
Vittelwert 242 0.19 das Stadium IV hatten. 98 der 355
Itteiwe ' ,
Median 200 000 iibrigen Patienten erhielten eine
Minimum 1 o| Sentinel-Untersuchung, bei der im
Maximum 10 4 Mittel 2,42 Knoten betrachtet wurden.

Uberpriift wurden hier ein bis zehn
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Sentinel- Lymphknoten je Patient. Einen befallenen Sentinel- Knoten fand man im Mittel bei

0,19 untersuchten Knoten. Minimal null, maximal vier der Knoten waren je Patientin befallen.

Residualklassifikation

Zuletzt wird bei Beschreibung der klinischen und histologischen Parameter noch auf die
Residualklassifikation (R) eingegangen. Fiir Prognose und Therapie spielt es eine
entscheidende Rolle, ob der komplette Tumor intraoperativ entfernt werden konnte oder ob
befallene Reste zuriickgeblieben sind. Daher macht es auch hier Sinn, nur operierte Frauen in

die Statistik aufzunehmen und Stadium IV- Patienten auszuklammern.
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Graphik 5: Residualklassifikation (gesamt) (nur operierte Patienten; kein Stadium IV)

342 der 355 Patientinnen (96,34%) wurden RO reseziert, was bedeutet, dass der Tumor restlos
entfernt werden konnte. Bei insgesamt 12 der 355 Frauen war eine solche komplett
eradizierende Operation nicht erfolgt und Reste des Tumors blieben zuriick. Neun der Frauen
(2,54%) wurden R1 reseziert, drei Patienten (0,85%) R2. In einem Fall (0,28%) war es trotz

Nachforschung nicht méglich, eine Residualklassifikation zu bestimmen.

37



Therapie

Bei der Behandlung spielt es vor allem eine Rolle, ob operiert wurde oder nicht, und welche

Form der Operation durchgefiihrt worden ist (siehe Graphik 6).

Bei der iiberwiegenden Zahl der Patientinnen wurde eine brusterhaltende Therapie (BET)
durchgefiihrt. Hierbei wurde versucht alles tumordse Gewebe mit Sicherheitsabstand zu
entfernen, aber die Brust an sich zu erhalten. 252 Patienten (63,96%) wurden brusterhaltend
operiert. 117 Frauen (29,7%) wurden abladiert, was bedeutet, dass ihnen die komplette Brust

entfernt werden musste.

OP-Form

29.70%
117 63,96%
252

Graphik 6: Aufteilung der OP-Formen

Bei 25 Krebspatienten (6,35%) wurde keine Operation mehr durchgefiihrt. Laut Daten aus
Pathologie und Tumorzentrum waren dies vor allem Patienten mit palliativer Situation, die
relativ bald nach Diagnosestellung verstarben, oder auch Frauen, die sich bewusst gegen eine

Operation oder gegen eine Therapie im Ganzen aussprachen.

Die néchste Fragestellung ist nun, ob das UICC- Stadium auf irgendeine Weise in Bezug steht

zur angewandten Operationsform (siehe Graphik 7).
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Graphik 7: Zusammenhang zwischen Stadium und Operationsform
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Deutlich ist, dass bei niedrigem Stadium generell eine Operation durchgefiihrt wurde. Erst bei
hoheren UICC- Klassen mehren sich Fille, bei denen nicht operiert wurde. Im Stadium 1V
nimmt die Anzahl der nicht operierten Mamma-Tumore stark zu (46,88%). Ursache sollte das
Vorliegen von Fernmetastasen, sowie die hohe Aggressivitit und Mortalititsrate dieser
Tumorklasse sein. Tendenziell kann man feststellen, dass bei niedrigeren Stadien eher

brusterhaltend operiert wurde und bei hoheren UICC- Klassen der Trend Richtung Ablatio ging.

Tabelle 12 gibt detailliert Aufschluss iiber die verschiedenen Therapieformen, die bei diesem

Patientenkollektiv Anwendung fanden.
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Die grobe Einteilung erfolgt in drei groB3e Gruppen, nimlich BET, ABL und keine Operation.
Bei jedem dieser Blocke wird aufgeschliisselt, welche perioperative Therapie durchgefiihrt
wurde. Hierzu zidhlen RTX (Strahlentherapie), CTX (Chemotherapie) und HTX

(Hormontherapie).
Eine Antihormontherapie war natiirlich nur bei den 82% der Frauen mit positivem

Hormonrezeptorstatus indiziert. Die Darstellung ist somit eine Vereinfachung und entspricht

nicht den Indikationsgruppen.

Tabelle 12: Therapieformen

Operation Perioperative Therapie Anzahl Spalten %
BET BET+RTX+CTX+HTX 69 27,38
BET+RTX+CTX 36 14,29
BET+RTX+HTX 114 45,23
BET+RTX 12 4,76
BET+CTX+HTX 5 1,98
BET+CTX 2 0,79
BET+HTX 8 3,17
BET 6 2,38
Gesamt 252 100
ABL ABL+RTX+CTX+HTX 27 23,08
ABL+RTX+CTX 8 6,84
ABL+RTX+HTX 10 8,55
ABL+RTX 3 2,56
ABL+CTX+HTX 10 8,55
ABL+CTX 10 8,55
ABL+HTX 22 18,80
ABL 27 23,08
gesamt 117 100
Keine OP RTX+CTX+HTX 5 20,00
RTX+CTX 2 8,00
CTX+HTX 2 8,00
CTX 3 12,00
HTX 6 24,00
Therapie nein/ k.A. 7 28,00
gesamt 25 100

Beispielsweise wurden 45,23% der Patienten mit brusterhaltender Operation anschliefend

sowohl mit Strahlen- als auch mit Hormontherapie nachbehandelt. Bei 27,38% aller BET-
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Patienten kam zusitzlich noch Chemotherapie zum Einsatz. 14,29% der Frauen erhielten neben
der BET sowohl Chemo- als auch Strahlentherapie, aber keine Hormontherapie. Alle anderen
Kombinationsvarianten der Nachbehandlung kamen weniger zur Anwendung. Die Leitlinien
empfehlen bei jeder brusterhaltenden Operation eine Nachbestrahlung [24]. Knapp 92% der
BET- Patienten im vorliegenden Kollektiv erhielten eine Radiatio (RTX).

Bei der Ablatio ergibt sich eine andere Verteilung der Nachbehandlungsvarianten. Sowohl die
reine Operation als auch die Kombination von OP mit RTX, CTX und HTX stellen die
hiufigsten Varianten mit je 23,08% dar. Die Kombination aus Ablatio und endokriner Therapie
ist mit 22 Fillen (18,8% aller Ablationen) auch noch ein relativ hdufiges Procedere. Alle
anderen Nachbehandlungsvarianten kommen seltener vor.

Bei insgesamt 25 Patienten (6,3%) wurde keine Operation durchgefiihrt. Fiinf der Patientinnen
(20%) erhielten eine Kombination aus Hormon-, Chemo- und Strahlentherapie. Jeweils zwei
der Frauen (8%) erhielten entweder RTX und CTX oder CTX und HTX. Auch die Option einer
reinen CTX (12%) oder HTX (24%) kam vor. Sieben Patienten ohne OP (28%) wurden nicht

mehr therapiert.

3.2 Deskriptive Analyse der Ki67- Pathologen- Messwerte
3.2.1 Priaparatherkunft und Zellverteilung

Ziel war es, moglichst wenige Stanzen auszuwerten und, sofern vorhanden, Resektate fiir die
Untersuchungen heranzuziehen. Bei 292 Schnitten der insgesamt 394 Patientinnen (74,1%)
handelte es sich um Resektate. Bei 102 Patienten (25,9%) war kein Resektat verfiigbar und man
musste auf die vorliegende Stanze zuriickgreifen. Jeder Patient hat entweder Resektat oder

Stanze, bei keinem liegt beides vor.

Tabelle 13: Priparatherkunft und Zellverteilung der histologischen Schnitte

Anzahl Spalten (%)
Stanze 102 25,9%
Praparatherkunft Resektat 292 74,1%
Gesamt 394 100,0%
Hotspot 38 9,6%
Zellverteilung gleichméBige Verteilung 356 90,4%
Gesamt 394 100,0%
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Es spielt eine entscheidende Rolle, ob die Ki67 markierten Zellen im Préaparat gleichmifig
verteilt vorliegen oder sich auf bestimmte Hotspots konzentrieren. 38 Schnitte (9,6%) wiesen
Hotspots auf. Die iibrigen 90,4% der histologischen Schnitte zeigten eine weitgehend

gleichmifige Verteilung der gefirbten Zellen.

3.2.2 Beschreibung der Ki67- Originalmesswerte (Pathologe)

Bei der Ki67- Messung durch die zustdndigen Pathologen wurde fiir jeden Schnitt ein Ki67-
Wert ermittelt.

Tabelle 14: Deskriptive Statistik zur Ki67- Pathologenschiitzung

Pathologenschétzung Ki67

Giiltig 394
N
Fehlend 0
Im Normalfall wird der Ki67- Wert durch den Pathologen
Mittelwert 19,99
nicht exakt ausgezihlt, sondern geschétzt. Im Mittel iiber
Median 10,00 ) ) ) .
alle 394 Schnitte liegt dieser Schitzwert bei etwa 20%.
Standardabweichung 20.721 " Der Median ist bei 10%, die Standardabweichung bei
Minimum 1 etwa 20,7. Der geringste ermittelte Ki67- Wert liegt bei
Maximum 100 1%, der hochste bei 100%.

In Graphik 8, die die Verteilung der vom Pathologen geschitzten Ki67- Werte zeigt, fillt auf,
dass runde Zahlen wie 10, 20, 30 und so weiter fiir den Ki67 bei den Pathologenschitzungen
gehduft erscheinen. So ist beispielsweise bei 71 der 394 Patienten (18,02%) ein Ki67- Wert von

10% angegeben.

Anschlieend soll der Frage nachgegangen werden, welche Klassierung der Ki67- Werte die

sinnvollste Variante fiir die weiteren Untersuchungen darstellt.
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Anzahl

Zunichst sollen die Proliferationsmarkerwerte in Intervalle zu je 5%- Schritten eingeteilt und

mit Hilfe eines Diagramms bildlich dargestellt werden.

Zur besseren Ubersicht sind in Graphik 9 nicht nur die absoluten Fallzahlen, sondern auch die
prozentualen Anteile mit dargestellt. Die drei grofften Balken liegen noch vor der 15%- Marke
und betreffen insgesamt 212 Patienten (53,8%). Die verschiedenen Sparten sind unterschiedlich
gro} und umfassen zum Teil recht kleine Fallzahlen. Das Diagramm &hnelt mit seiner

rechtsschiefen Lage einer logarithmischen Normalverteilung.

Sinnvoll erscheint es, die Intervalle zu vergroBern, um die Fallzahlen je Gruppe zu erhohen.
10%- Schritte wiren denkbar, sollen aber der Ubersichtlichkeit halber hier nicht extra

aufgefiihrt werden.

Eine weitere Option stellt die St. Gallen Klassifikation dar, die auch in einer umfassenden

deutschen Analyse des Ki67- Markers als Prognosefaktor Anwendung fand [57].

260 Graphik 10: Ki67-
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Pathologenschiitzung (St. Gallen-
Schritte)
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Der grole Vorteil dieser Einteilung

1409

. besteht darin, dass es nur noch fiinf

100 verschiedene Ki67- Gruppen gibt und

der therapeutische Grenzwert von

60—

s 15% beriicksichtigt ist. Allerdings ist

] IW auch hier die Gruppengrofle immer

0-15 1825 2635 3645 48100
Ki67-Pathologenschitzung (St. Gallen- Schritte)

noch recht unterschiedlich. So werden
242 Personen (61,42%) dem ersten
Intervall zugerechnet. Es gibt aber auch Gruppen mit sehr geringen Fallzahlen wie die vierte
Ki67- Sparte mit 4,82% aller Patienten. Daher kann es mit der St. Gallen Klassifikation zu

Signifikanzproblemen kommen.
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Fiir eine multivariable Analyse wire es sinnvoll, Gruppen zu haben, die alle in etwa gleich stark
besetzt sind. Daher sollen in einer weiteren Klassifizierungsvariante ungefdahr gleich grof3e

Gruppen mit ausreichend groBer Fallzahl geschaffen werden.

Selbst bei einer Einteilung in vier Kategorien (Graphik 11) differieren die Fallzahlen je Sparte.
Zumindest sind jetzt die Fallzahlen pro Gruppe hinreichend groB. Diese Intervalle wurden
durch Professor Hofstddter aus der Pathologie der Uniklinik Regensburg festgelegt. Im
Folgenden wird diese Einteilungsvariante als ,,Vier Stufen Modell*“ bezeichnet. Der derzeitige

Cut- off- Wert von 15% markiert die untere Grenze des Wertebereiches drei (15-29%).
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Graphik 11: Ki67-Pathologenschitzung (klassiert in vier Stufen)

Welche Einteilungsvariante am sinnvollsten ist, bleibt zu diskutieren und je nach
Betrachtungsziel sorgfiltig auszuwidhlen. Im Folgenden sollen vor allem die St. Gallen
Klassifikation und die Einteilung in vier Stufen zur Anwendung kommen. Bei beiden Varianten

ist die Gruppenzahl iiberschaubar und die jeweiligen Fallzahlen scheinen grof3 genug.
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3.3 Beschreibung der selbsterhobenen Ki67- Werte und deskriptiver Vergleich

mit den Pathologenwerten

Bei der Beschreibung der selbstausgezihlten Ki67- Werte wird neben einer explorativen
Datenanalyse die graphische Darstellung der Einzelwerte und die Einteilung mittels
verschiedener Klassifikationen betrachtet. Pathologenschidtzung und Eigenzidhlung werden mit

Hilfe eines Boxplots verglichen.

Tabelle 15: Explorative Datenanalyse (Ki67- Eigenzihlung)

Selbstzahlung Ki67

Giiltig 394
Anzahl

Fehlend 0
Mittelwert 17,31
Median 12,50
Standardabweichung 14,967
Minimum 1
Maximum 83

Der Mittelwert der selbst ausgezihlten Ki67- Praparate ist mit 17,31% etwas niedriger als der
Mittelwert der Pathologenschitzung (19,99%).

Der geringste Zihlwert liegt sowohl bei Eigen- als auch bei Pathologenbetrachtung bei 1%. Das
Maximum fiir den Ki67- Wert liegt bei Eigenzdhlung niedriger (83%) als der Hochstwert der
Pathologenschitzung (100%). Der Median der Eigenzidhlung liegt bei 12,5%
(Pathologenschitzung: 10%). Die Standardabweichung liegt bei Eigenzédhlung bei fast 15, bei
der Pathologenschitzung bei 20,72.

Mit Hilfe eines Histogramms soll die Haufigkeitsverteilung der selbst ausgezihlten Ki67-

Werte bildlich dargestellt werden.
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Graphik 12: Graphische Darstellung der Ki67- Selbstzihlung (Histogramm)

Hier wird deutlich, dass, anders als bei der Pathologenschitzung, keine bevorzugten Zahlen
vorkommen, die tiberproportional oft gewéhlt werden. Der hochste Balken im Histogramm ist
durch 27 Patienten reprisentiert. Auch ,krumme* Zahlen tauchen gehiuft auf und die

Verteilung der einzelnen Prozentwerte wirkt weitrdumiger gestreut.

Es folgt eine Einteilung in 5%- Schritte:
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Graphik 13: Ki67- Eigenziihlung (5% - Schritte)
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Zur besseren Informationsgewinnung sind in Graphik 13 sowohl absolute Zahlenwerte als auch
Prozentsitze angegeben. 99 der 394 Patientinnen (25,13%) liegen in der Kategorie 5-9,9%. Alle
weiteren Kategorien zeigen geringere Fallzahlen. Ab circa 35% finden sich nur mehr wenige
Patienten in den einzelnen Kategorien. Nur insgesamt 48 Frauen (12,2%) weisen einen solch

hohen Proliferationsmarkerwert auf.

Als néchstes soll eine etwas grobere Einteilung mittels St. Gallen Klassifikation erfolgen.
Betrachtet man die fiinf Gruppen der St. Gallen Klassifikation zeigt sich wiederum, dass der
Grofteil der Patienten (59,22% aller Frauen) der ersten Gruppe von 0-15% zugeordnet werden

muss. Nur 20 Betroffene liegen im Ki67- Bereich von 36-45%.
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Aus diesem Grund macht es Sinn, auch hier noch die Vier- Stufen- Einteilungsvariante zu

erproben:
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Graphik 15: Eigenzihlung Ki67 (Vier Stufen Modell)
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Die erste Ki67- Stufe (<10%) beinhaltet mit 155 Patienten (39,34%) die Mehrheit des
Kollektivs. Die anderen Gruppen zeigen mit 72, 99 und 68 hinreichend groe Fallzahlen.

Ein deskriptiver Vergleich zwischen Eigen- und Pathologenzihlung kann mittels Boxplot

veranschaulicht werden (Graphik 16).

Die etwas stirkere Linie inmitten der Box stellt den Median dar. Dieser liegt bei der
Selbstzihlung (linker Boxplot) bei etwa 12,5%, bei der Pathologenschitzung (rechter Boxplot)
bei 10%. In der Box an sich finden sich jeweils 50% des Patientenkollektivs. Bei der
Pathologenschitzung ist diese Box weitaus hoher als bei der Eigenzdhlung. Die Ki67-
Verteilung ist also bei den Pathologen breiter gefichert und bei Darstellung in einem
Balkendiagramm weiter nach rechts verschoben als bei der Eigenzdhlung, was mit einem

hoheren Mittelwert korrespondiert.
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Graphik 16: Vergleich zwischen Ki67- Eigenzihlung und Pathologenschéitzung mit Hilfe

eines Boxplots

Die 5%- Marke befindet sich bei beiden etwa auf dem gleichen Niveau und liegt bei einem
Ki67 von etwa 2%. Die Linie, bis zu der 25% der Patienten eingeordnet werden konnen, liegt
bei der Eigenzihlung bei etwa 7%, bei der Pathologenschitzung etwas niedriger, ndmlich bei
einem Ki67 von 5%. Die Marke, bis zu der 75% der Patienten eingeordnet werden kdnnen, liegt
bei der Selbstzdhlung (Ki67= 22%) um einiges niedriger als bei der Untersuchung durch den
Pathologen (Ki67= 30%). Auch der Wert, bis zu dem 95% der Patienten liegen, ist bei den
Pathologen um ein Vielfaches hoher (Ki67= 60%) als bei den selbsterhobenen Ergebnissen
(Ki67= 44%). Die Kreise, die iiber den Boxplots verstreut zu sehen sind, stellen lediglich

Ausreiller dar, die in die weiteren Betrachtungen nicht mit einflie3en.

50



3.4 Statistischer Vergleich zwischen Pathologenschiitzung und Eigenzihlung

Test auf Normalverteilung

Um feststellen zu konnen, welche Tests fiir die Auswertung im Rahmen eines Vergleiches
herangezogen werden konnen, soll zunédchst untersucht werden, ob die Variablen normalverteilt

vorliegen.

Tabelle 16: Test auf Normalverteilung bei Ki67- Selbstziihlung und Pathologenschéitzung

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Statistik df Signifikanz | Statistik df Signifikanz
Erste Selbstzahlung Ki67 0,154 394 0,000 0,830 394 0,000
Pathologenschéatzung Ki67 0,226 394 0,000 0,778 394 0,000

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Sowohl im Kolmogorov- Smirnov- Test als auch im Shapiro- Wilk- Test zeigen sich bei beiden
Ki67- Zahlungen Signifikanzen von unter 5% (p < 0,001). Somit zeigt sich, dass keine der
beiden Zidhlungen normalverteilt vorliegt. Daher konnen bestimmte Untersuchungen (wie
beispielsweise der t-Test) nicht angewendet werden, da diese nur bei Normalverteilung zulédssig
sind. Trotz allem soll im Folgenden der Vollstindigkeit halber ein Mittelwertvergleich mittels
t-Test erfolgen, im Anschluss daran aber auch noch ein Wilcoxon- Test, der auch bei nicht

normalverteilten Parametern anwendbar ist.

Mittelwertvergleich: t-Test (verbundene Stichprobe)

Mit dem t-Test bei verbundenen Stichproben werden die Mittelwerte der zwei Variablen Ki67-
Selbstzidhlung und Pathologenschitzung miteinander verglichen. Hierbei wird der gleiche
Patientenschnitt zweimal beurteilt, zum einen durch den Pathologen, zum anderen durch die

Eigenzihlung.
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Tabelle 17: T-Test (Eigenzihlung/ Pathologenschitzung)

Statistik bei gepaarten Stichproben

Mittelwert N Standardabweichung | Standardfehler
des
Mittelwertes

Erste Selbstzahlung Ki67 17,31 394 14,967 0,754
Paaren1  Pathologenschéatzung 19,99 394 20,715 1,044

Ki67

Korrelationen bei gepaarten Stichproben
N Korrelation Signifikanz

Paaren 1 Erste Selbstzahlung Ki67 & 394 0,826 0,000

Pathologenschatzung Ki67

Test bei gepaarten Stichproben
Gepaarte Differenzen T df Sig.
Mittel- | Standard- | Standard- 95% (2-
wert | abweichung | fehler des Konfidenzintervall seitig)
Mittelwertes der Differenz
Untere Obere
Erste -2,675 11,875 0,598 -3,851 -1,498 | -4,471| 393| 0,000
Paaren Selbstzahlung Ki67
1 Pathologen-
schatzung Ki67

Der Mittelwert der Selbstauswertung (17,31%) liegt niedriger als der der Pathologenzihlung

(19,99%). Somit unterscheiden sich die Ki67- Mittelwerte um 2,68%- Punkte. Die Korrelation

der Mittelwerte ist laut Auswertung recht hoch und liegt bei 0,826. Die Signifikanz liegt weit

unter 5%, was bedeutet, dass die Mittelwerte hoch signifikant differieren.

Da der t- Test nur bei normalverteilten Variablen angewendet werden darf, diese Voraussetzung

hier aber nicht erfiillt ist, miissen noch andere Tests zusétzlich erprobt werden.
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Wilcoxon Test

Tabelle 18: Wilcoxon-Test zum Vergleich Ki67- Eigenzihlung und Pathologenschiitzung

Statistik flir Test?

Der Wilcoxon Test setzt keine
Pathologenschéatzung

Erste Selbstzahlung Ki67 normalverteilten Variablen voraus.

Wie aus Tabelle 18 zu lesen, liegt
Z -2,488°
die Signifikanz unter dem 5%-

Asymptotische Signifikanz . . .
yme g Niveau (p = 0,013). Zwar ist die

0,013
(2-seitig)

Signifikanz nicht mehr so hoch wie
beim t-Test, aber dennoch ausreichend, um zu belegen, dass die Mittelwerte der beiden

Zihlungen signifikant unterschiedlich sind.

Bestimmung des Kappa- Koeffizienten mit klassierten Ki67- Werten (Vier Stufen)

In der Pathologie findet der Kappa-Koeffizient oft Anwendung, wenn es darum geht, zwei
verschiedene Messungen oder Schidtzungen am gleichen Objekt miteinander zu vergleichen und

festzustellen, ob diese signifikant unterschiedlich voneinander sind.

Hier ist die Anwendung des Kappa allerdings kritisch, da in der Regel nur eine geringe Zahl
verschiedener Gruppen miteinander verglichen werden kann. Fiir die folgende Auswertung
wird die Vier- Stufen- Einteilung des Ki67 als Basis genommen. Kappa setzt keine
normalverteilten Variablen voraus.

Aus Tabelle 19 und Graphik 17 wird deutlich, dass die Ki67- Eigenzdhlung und die Schitzung

der Pathologen iiber die Vier- Stufen- Klassierung relativ gut iibereinstimmen.

Tabelle 19: Gegeniiberstellung Eigenzihlung/Pathologenschéitzung (jeweils in vier

Stufen)

Pathologenschéatzung Ki67 (klassiert in vier Stufen) Gesamt
<10% 10-14% 15-29% 30-100%
<10% 108 34 12 1 155
Ki67 Eigenzahlung (Vier 10-14% 22 27 20 2 72
Stufen Modell) 15-29% 6 15 42 36 99
30-100% 0 0 6 62 68
Gesamt 136 76 81 101 394
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Balkendiagramm

n Fathologenschatzung
120 KIiE7 (klassiert in vier
Stufen)
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W 30-100%
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204

<10% 10-14% 15-29% 30-100 %

Ki67- Eigenzahlung klassiert in vier Stufen

Graphik 17: Gegeniiberstellung von Eigenzihlung und Pathologenschéitzung jeweils in

vier Stufen

Graphik 17 zeigt die Verteilung der Pathologenschidtzungen in Abhiéngigkeit von der
Eigenzihlung, jeweils in vier Klassen. Blau steht in der Graphik fiir diejenigen, die laut
Pathologenbefund ein Ki67 von unter 10% aufweisen. Der iiberwiegende Teil dieser Gruppe,
namlich 108 Frauen, zeigt auch bei der Eigenzihlung einen Proliferationsmarkerwert von unter
10%. Zu hoheren Prozentsitzen auf der x-Achse hin nimmt die Hohe des blauen Balkens immer
mehr ab. Ahnlich verhilt es sich auch bei den anderen Gruppen. Zumeist liegt der hochste
Balkenausschlag bei dem Prozentsatz vor, bei dem auch die Pathologenschitzung liegt. Die
genauen Fallzahlen der Gegeniiberstellung von Ki67- Eigenzidhlung und Pathologenschitzung
(jeweils in vier Stufen) werden in Tabelle 19 aufgezeigt. Vor allem in den oberen und unteren

Ki67- Bereichen zeigen sich groBe Ubereinstimmungen.

Zum Berechnen des gewichteten Kappa-Koeffizienten (fiir Messwerte mit mehr als zwei
Kategorien) gibt es in SPSS keine Prozedur. Daher wurde auf einen im Internet angebotenen
Online- Rechner zuriickgegriffen, der den ungewichteten, den linearen und den quadratisch

gewichteten Kappa- Wert nach Eingabe der eigenen Daten berechnet [58]. Der ungewichtete
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Kappa ist hier nicht aussagekriftig, da er die Distanz der Kategorien untereinander nicht

beriicksichtigt.

Die hieraus gewonnen Kappa- Werte lauten wie folgt:

Ungewichteter Kappa: 0,4633
Linearer Kappa: 0,6549
Quadratisch gewichteter Kappa: 0,7949

Der quadratisch gewichtete Kappa- Koeffizient ist derjenige Wert, der am besten geeignet ist,
vier verschiedenen Kategorien miteinander zu vergleichen, bei denen auch der Abstand
zwischen den Kategorien eine Rolle spielt, also bei ordinalen Werten wie den Ki67- Kategorien.
Je hoher dieser Wert ist, also je ndher er an der Zahl eins liegt, desto stirker zeigt sich, dass die
zu vergleichenden Gruppen in den ausgewihlten Kategorien iibereinstimmen. Ein Ergebnis von
ungefihr 0,79 ist also ein recht hoher Kappa- Wert. Laut Online- Statistik- Tabellen [59] zeigt
ein Kappa- Koeffizient von 0,79 ,starke Ubereinstimmung“ zwischen den zwei Ki67-

Zihlungen. Die Gruppen stimmen also gut iiberein, sind aber nicht identisch.

Streudiagramm mit Regressionslinie und Konfidenzintervall; Korrelationskoeffizient

Pearson

Mit Hilfe des dargestellten Streu- Punkt- Diagrammes in Graphik 18 werden Ki67-

Eigenzidhlung und Pathologenschitzung miteinander verglichen.

Bei der gestrichelten Linie handelt es sich um die Winkelhalbierende des ersten Quadranten mit
der Gleichung y = x. Im Idealfall ldgen alle Punkte auf dieser Linie, und Eigenzdhlung und
Pathologenschitzung entspriachen einander. Bis auf einige Ausreiller liegen die meisten Punkte
mehr oder weniger nahe um diese Linie verteilt. Auffillig erscheint die starke Diskrepanz
zwischen einigen extrem hohen Pathologenschitzwerten und den sehr viel niedrigeren eigenen

Zihlergebnissen.

Betrachtet man die Anpassungslinie einer einfachen linearen Regression (blaue Linie), sieht
man, dass diese von der Winkelhalbierenden etwas abweicht. Die Gleichung der
Anpassungslinie lautet y = 1,14x + 0,2. Der Schnittpunkt mit der y-Achse liegt folglich bei 0,2
und geht nicht durch den Nullpunkt. Allerdings ist diese Abweichung relativ klein und liegt
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noch im Rahmen. Die Steigung der Anpassungslinie liegt bei 1,14, was bei einem erwarteten

Wert von 1,0 auch noch in Ordnung ist.

100 -
a0+ 4

/.. /-
0o o e @ a6

/'/ .. = //

o e oD @ e;\‘ld_*"‘.y"'
A

/. s 4'/
e oo@ s' ////a
o LA S

@ [=02+1,1436

SAA

80 <]
70
60
507 L)

40 (] Oasgf;’e'iéﬁe ee e
s ° .9//,."
D/ 8 i ]
a //’a e 8 o

o

o g

Pathologenschitzung
N

T T T T T
30 40 50 60 70 a0

Erste Selbstzihlung Ki67

Pathologenschétzung

100

a0

70

60

507

407

09

o
®

/ /s
Z ‘o
Fd S
7 s
4 @ ag e
o s e
e o8 @ oes o
AN
S p ,,’j
cee o [ Y4

247
PN A

- L2 A
._/n @ e w/,’?’dn -] /;s/o' e
; e P//'
/ o coomm o@m oo
Fee ®

Vs
]

T
30

T T T T T
40 50 G0 70 &0

Erste Selbstzdhlung Ki67

a0

100

Graphik 18: Streudiagramm mit Regressionslinie- Vergleich Ki67- Eigenzihlung und

Pathologenschéitzung

Die anderen beiden Linien in roter Farbe legen das Konfidenzintervall (linkes Bild) und das

Vorhersageintervall (rechte Graphik) dieser Regressionsgeraden fest. Das Konfidenzintervall

wird durch die Mittelwerte bestimmt, das Vorhersageintervall ist von den individuellen Werten

abhéngig. Insgesamt ist zu beobachten, dass die Pathologenschitzungen bei Abweichungen

eher zu hoheren als zu niedrigeren Werten gegeniiber der Eigenzidhlung tendieren. Deutlich

auBerhalb des Vorhersageintervalls liegen insbesondere zehn Wertepaare mit eigenen

Zihlungen unter 30% und Pathologenschitzungen iiber 50%. Extreme Abweichungen der

Pathologenwerte haben also starken Einfluss auf dieses Intervall. Je hoher die Fallzahl, desto

geringer werden die Intervalle. Das Bestimmtheitsmaf R? liegt mit 0,862 relativ hoch.

Es folgt eine weitere wichtige Untersuchung zur Priifung der Korrelation zwischen Ki67-

Eigenzidhlung und Pathologenschitzung, ndmlich der Pearson- Korrelationskoeffizient.
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Tabelle 20: Pearson-Koeffizient (Ki67-Eigenzihlung/Pathologenschiitzung)

Deskriptive Statistiken

Mittelwert Standardabweichung Anzahl
Erste Selbstzahlung Ki67 17,31 14,967 394
Pathologenschatzung Ki67 19,99 20,715 394

Korrelationen

Erste Pathologenschéatzung
Selbstzahlung Ki67
Ki67
Korrelation nach Pearson 1 0,826
Erste Selbstzahlung Ki67  Signifikanz (2-seitig) 0,000
Anzahl 394 394
Korrelation nach Pearson 0,826 1
Pathologenschatzung Ki67  Signifikanz (2-seitig) 0,000
Anzahl 394 394

**. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Betrachtet man den Pearson- Koeffizienten zeigt sich eine recht hohe Korrelation von 0,826 bei
einem Signifikanzniveau von unter 5% (p < 0,001). Der Pearson- Koeffizient hat den Vorteil,
dass nicht nur eine Aussage iiber die Ubereinstimmung der Werte getroffen wird sondern auch
tiber die Distanz. Der Vollstindigkeit halber sind oben nochmals Mittelwerte und

Standardabweichungen der Ki67- Eigenauswertung und Pathologenzihlung mit aufgefiihrt.

Zusammenfassung

In allen durchgefiihrten Betrachtungen zeigen sich zum Teil Unterschiede zwischen Ki67-
Eigenzdhlung und Pathologenschitzung, wobei letztere bei Abweichungen eher zu hoch
ausfallen. Die Korrelation beider Zidhlwerte ist allerdings sehr hoch. Besonders bei

histologischen Schnitten mit Hotspots scheinen Fehleinschidtzungen des Ki67-Wertes durch den

Pathologen leicht moglich.
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Beide Zihlungen sind nicht normalverteilt, weshalb bestimmte statistische Tests, wie
beispielsweise auch der t- Test, nicht angewendet werden diirften. Um die Mittelwerte dennoch
vergleichen zu konnen, nutzt man den Wilcoxon Test. Dieser zeigt, dass die Mittelwerte beider
Zihlungen signifikant unterschiedlich liegen (Wilcoxon p = 0,013). Mit Hilfe des quadratisch
gewichteten Kappa- Koeffizienten vergleicht man die beiden Ki67- Zihlungen untereinander,
jeweils klassiert in vier Stufen und unter Beriicksichtigung der Distanzen zwischen den
Kategorien. Der Kappa- Wert zeigt hohe Ubereinstimmung in den gewihlten Kategorien
(Kappa = 0,7949). Dass die Proliferationsmarkerzdhlungen starke Korrelation zeigen, wird
durch den Pearson- Koeffizienten belegt (Korrelation nach Pearson 0,826) und mittels Streu-

diagrammen graphisch dargestellt.

3.5 Untersuchungen der selbsterhobenen Ergebnisse von Ki67- Doppelmessungen

an einem Kollektiv von 50 Patientinnen

Um die Qualitdt der Selbstzdhlung zu iiberpriifen, werden zwei Eigenzdhlungen an einem

Kollektiv von 50 Patienten durchgefiihrt.

Test auf Normalverteilung

Auch bei dieser Untersuchung soll zunichst iiberpriift werden, ob die beiden Variablen
normalverteilt vorliegen. Zu diesem Zweck werden Tests nach Kolmogorov- Smirnov und

Shapiro- Wilk durchgefiihrt (siche Tabelle 21).

Tabelle 21: Test auf Normalverteilung

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Statistik Df Signifikanz Statistik df Signifikanz
Erste Selbstzahlung Ki67 0,120 50 0,070 0,943 50 0,018
Zweite Selbstzahlung Ki67 0,156 50 0,004 0,919 50 0,002

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Die erste Selbstzdhlung zeigt beim Test nach Kolmogorov- Smirnov ein Signifikanzniveau von

tiber 5%, nach Shapiro-Wilk unter 5%. Die zweite Selbstzdhlung liegt dagegen in beiden Tests

58



signifikant unter 5%. Dies hat zur Folge, dass einige Tests, wie zum Beispiel der t- Test, nur
unter Vorbehalt Anwendung finden konnen und zur Ergiinzung andere Untersuchungen wie
beispielsweise der Wilcoxon- Test notig sind. Dieser ist, wie bereits erwihnt, unabhingig

davon, ob die beiden Variablen normalverteilt vorliegen oder nicht.

Trotz allem wird zunéchst der Vollstindigkeit halber ein t- Test durchgefiihrt.

Mittelwertvergleich: T-Test (verbundene Stichprobe)

Die im Folgenden aufgefiihrte Tabelle zeigt den Mittelwertsvergleich mittels t-Test.

Tabelle 22: T-Test (Mittelwertvergleich zwischen erster und zweiter Ki67-

Selbstzihlung)
Statistik bei gepaarten Stichproben
Mittelwert N Standard- Standardfehler
abweichung des Mittelwertes
Erste Selbstzahlung Ki67 27,98 50 19,199 2,715
Paaren 1
Zweite Selbstzahlung Ki67 28,390 50 19,6329 2,7765
Korrelationen bei gepaarten Stichproben
N Korrelation Signifikanz
Erste Selbstzahlung Ki67 & 50 0,930 0,000
Paaren 1
Zweite Selbstzahlung Ki67

Test bei gepaarten Stichproben

Gepaarte Differenzen T df Sig. (2-
Mittelwert | Standard- | Standard- 95% seitig)
abwei- |fehlerdes| Konfidenzintervall
chung Mittelwer- der Differenz
tes Untere Obere
Erste -0,4140 7,2841 1,0301| -2,4841| 1,6561| -0,402| 49 0,690
Paaren Selbstzéhlung
Ki67 - Zweite
1 Selbstzéhlung
Ki67
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Die Mittelwerte aus erster (27,98%) und zweiter (28,39%) Selbstzdhlung liegen sehr eng
beieinander und sind mit einem p-Wert von 0,690 nicht signifikant voneinander verschieden.
Auch Standardabweichungen und Standardfehler unterscheiden sich kaum. Die Korrelation
liegt mit 0,93 und einem Signifikanzniveau von weit unter 5% extrem hoch. Die beiden
Eigenzdhlungen korrelieren somit stark und zeigen, dass das Zihlsystem reproduzierbar
scheint.

Da der t-Test eigentlich nur fiir normalverteilte Variablen angewendet werden darf, bleibt somit

unklar, ob die Verwendung wirklich sinnvoll ist.

Wilcoxon Test

Zur weiteren Uberpriifung sollte daher noch der Wilcoxon Test erfolgen.
Hier liegt die Signifikanz weit iiber dem 5%- Niveau (p=0,958). Die Mittelwerte sind also nicht

signifikant unterschiedlich.

Statistik fir Test?

Zweite Selbstzéhlung Ki67 [ Tabelle 23: Wilcoxon- Test (erste und
- Erste Selbstz&hlung Ki67

zweite Selbstzihlung)

z -,053P
Asymptotische Signifikanz ,958
(2-seitig)

a. Wilcoxon-Test

b. Basiert auf positiven Rangen.

Bestimmung des Kappa- Koeffizienten mit klassierten Ki67- Werten (vier Stufen)

In Tabelle 24 und Graphik 19 dargestellt, sieht man eine Gegeniiberstellung der ersten und

zweiten Eigenzidhlung, jeweils klassiert in vier Stufen.

Tabelle 24: Gegeniiberstellung zwischen erster und zweiter Ki67- Eigenzihlung (jeweils

in vier Stufen)

Zweite Selbstzahlung klassiert in vier Stufen Gesamt
<10% 10-14% 15-29% | 30-100%
<10% 9 0 0 0 9
Ki67 Eigenzahlung (Vier 10-14% 1 5 1 0 7
Stufen Modell) 15-29% 1 3 8 2 14
30-100% 0 0 0 20 20
Gesamt 11 8 9 22 50
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Balkendiagramm
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Graphik 29: Gegeniiberstellung zwischen erster und zweiter Ki67- Eigenzihlung (jeweils

in vier Stufen)

Die neun Patientinnen, die nach der ersten Eigenzédhlung einen Proliferationsmarker unter 10%
aufwiesen, zeigen auch bei der zweiten Zihlung einen Ki67- Wert unter 10%. Von den sieben
Frauen, die der Ki67- Gruppe 10-14% zugeteilt wurden, zeigen fiinf Personen auch bei der
zweiten Selbstzdhlung Zugehorigkeit zu dieser Kategorie. Jeweils ein Patient hat geringere
beziehungsweise hohere Proliferationsmarkerwerte. Bei der Gruppe 15-29% werden bei
Zweitzdhlung insgesamt sechs Frauen anderen Gruppen zugeordnet. Aber acht Patientinnen
bleiben auch nach zweiter Auswertung in dieser Kategorie. Bei den 20 Frauen, die bei
Erstzdhlung einen Proliferationsmarkerindex von iiber 30% zugesprochen bekamen, werden

auch alle 20 bei Zweitzdhlung dieser hochsten Kategorie zugeordnet.

Auch hier wurden wieder mit Hilfe des bereits erwdhnten Online- Rechners [58] Kappa- Werte

berechnet:
Ungewichteter Kappa: 0,7752

Linearer Kappa: 0,8578
Quadratisch gewichteter Kappa: 0,9188
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Da Kappa nur eine geringe Anzahl verschiedener Gruppen miteinander vergleichen kann,
wurde die Einteilung in die vier in der Graphik und Tabelle dargestellten Stufen vorgenommen.
Bei dieser Gruppeneinteilung liefert der quadratisch gewichtete Kappa die exaktesten
Ergebnisse.

Laut Internet- Statistik- Tabelle [59] spricht ein Kappa von etwa 0,92 fiir ,,fast vollstindige

Ubereinstimmung* zwischen den zu vergleichenden Gruppen.

Streudiagramm mit Regressionslinie und Konfidenzintervall; Korrelationskoeffizient

Pearson

Graphik 20 zeigt eine Gegeniiberstellung von erster und zweiter Eigenzdhlung mittels Streu-
Punkt- Diagramm. Die gestrichelt eingezeichnete Linie symbolisiert die Winkelhalbierende des
ersten Quadranten, auf der im Idealfall alle Punkte liegen wiirden, wenn erste und zweite

Zihlung komplett identisch wéren.

Bis auf wenige Ausreiler zeigt sich eine weitgehende Ubereinstimmung und der iiberwiegende
Teil der Punkte liegt sehr nahe bei dieser gestrichelten Linie.

Die blaue Linie ist die sogenannte Regressionslinie mit der Gleichung y = 0,97x + 0,95. Beide
Linien, also Anpassungslinie und Winkelhalbierende, liegen sehr eng beieinander.

Die anderen beiden roten Linien grenzen das sogenannte Konfidenzintervall ein, welches durch
die Mittelwerte bestimmt wird. Das BestimmtheitsmaB R? ist mit einem Wert von 0,904 sehr

hoch.

100 5
4 AR Linear = 0,904

a0 Vi e Graphik 20:

- Gegeniiberstellung

der ersten und
70
zweiten Ki67-
60

Eigenzihlung

=07 mittels Streu-

i ‘,_, A Punkt-Diagramm

Zweite Selbstzihlung Ki67

304

209

T T T
0 10 20 30 40 a0 &0 70 a0 =l1] 100

Erste Selbstzdhlung Ki67

62



Um das Mal} der Korrelation genauer zu ermitteln, erfolgt als nichster Schritt die Auswertung

des Pearson- Korrelationskoeffizienten (siche Tabelle 25).

Tabelle 25: Pearson- Korrelationskoeffizient (erste und zweite Eigenzihlung)

Korrelationen

Erste Zweite
Selbstzéhlung Selbstzéhlung
Ki67 Ki67
Korrelation nach Pearson 1 0,930”
Erste Selbstzahlung Ki67  Signifikanz (2-seitig) 0,000
N 394 50
Korrelation nach Pearson 0,930" 1
Zweite Selbstzahlung Ki67  Signifikanz (2-seitig) 0,000
N 50 50

**. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Der Pearson- Koeffizient ist mit einem Wert von 0,930 sehr hoch. Je ndher der Wert an 1
kommt, desto hoher ist die Korrelation. Die Signifikanz liegt hier weit unter 5% (p < 0,001).
Dies macht deutlich, dass die beiden Variablen sehr stark korrelieren. Das Zdhlverfahren ist
somit recht gut geeignet, weitgehend reproduzierbare Ergebnisse mit hoher Reliabilitit zu

liefern.

Zusammenfassung

Da nicht alle Variablen normalverteilt vorkommen, darf der t- Test, der eine recht hohe
Korrelation zeigt, eigentlich nicht verwendet werden, um Mittelwertvergleiche zwischen den
beiden Eigenzédhlungen vorzunehmen. Aus diesem Grund wurde zusétzlich noch der Wilcoxon
Test (p = 0,958) durchgefiihrt, der aufzeigt, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Mittelwerten beider Zdhlungen bestehen. Mit Hilfe von gewichtetem Kappa- Koeffizient
(0,9188) und graphischer Darstellung im Balkendiagramm zeigt sich eine sehr hohe
Ubereinstimmung der Proliferationsmarkerwerte beider Zihlungen. Durch Berechnung von
Pearson- Koeffizient (0,930) und Aufzeichnung eines Streu- Punkt- Diagrammes wird ebenso

eine sehr hohe Korrelation deutlich.
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3.6 Vergleich der selbsterhobenen Ki67-Werte von Resektat und Stanze

Alle Auswertungen der folgenden Kapitel beziehen sich auf die bei der ersten Eigenzihlung

erhobenen Ki67- Werte.

Bei einigen Untersuchungen wird es notwendig sein, bestimmte Fille auszuschlieBen wie
beispielsweise DCIS oder Morbus Paget. Auch metastasierte Tumore (M1) nehmen eine
Sonderstellung ein. Tumore, die bereits neoadjuvant vorbehandelt wurden, weisen in der Regel
geringere Ki67- Werte auf und sollten auch gesondert betrachtet werden. Wenn Ausschliisse

vorgenommen werden, wird darauf explizit im Text hingewiesen.

Bei der vergleichenden Gegeniiberstellung von Resektaten und Stanzen werden zunichst keine

Fallausschliisse vorgenommen. Alle 394 Patienten gehen in diese Auswertung mit ein.

Mit Hilfe dieser Untersuchungen soll geklidrt werden, ob Stanzen und Resektate beziiglich
verschiedener Faktoren dhnlich sind und im weiteren Prozedere gemeinsam untersucht werden

konnen.

Wichtig ist es hierbei nochmals darauf hinzuweisen, dass bei jedem Patienten nur Resektat oder

Stanze vorliegt. Somit ist eine vergleichende Gegeniiberstellung nur unter Vorbehalt moglich.

Als erstes erscheint in Tabelle 26 auffillig, dass alle 19 Schnitte, die dem Stadium 0
zugerechnet werden, Resektate sind. Weiterhin ist erwdhnenswert, dass jeweils etwa 30% aller
Stanzen dem Stadium I beziehungsweise II zugeteilt werden konnen. 41,8% aller Resektate
werden dem Stadium I zugeordnet, 28,8% dem Stadium II. 9,8% aller Stanzen und 15,1% aller
Resektate finden sich im Stadium III. Bei Stadium IV differieren die Werte mit 20,6% und 3,8%
deutlich, da bei diesen Patienten hiufig kein Resektat vorliegt, weil nicht operiert wurde.

Bei den Stanzen vermutet man zunéchst ein schlechteres Outcome und einen hoheren Ki67-
Wert, da diese Schnitte auch tendenziell ein hoheres UICC- Stadium aufweisen. Ob die zur
Verfiigung stehenden Werte eine statistisch haltbare Aussage ermoglichen, kann bei der
geringeren Zahl an Stanzen nicht eindeutig festgelegt werden.

Beim Grading zeigen Stanzen und Resektate eine tendenziell dhnliche Aufteilung in die
Grading- Stufen eins bis drei. 11,8% der Stanzen und 17,8% der Resektate sind G1. Der
prozentuale Anteil der Stanzen (48%) und der der Resektate (44,5%), die die Grading-Stufe 2

aufweisen, ist anndhernd gleich. 38,2% der Stanzen und 30,5% der Resektate zeigen G3.
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Tabelle 26: Gegeniiberstellung von Resektat und Stanze in Bezug auf Stadium und

Grading
Préaparatherkunft (Stanze/Resektat)
Stanze Resektat Gesamt
Anzahl Spalten (%) Anzahl Spalten (%) Anzahl Spalten (%)
0 0 0,0% 19 6,5% 19 4,8%
| 31 30,4% 122 41,8% 153 38,8%
Il 32 31,4% 84 28,8% 116 29,4%
Stadium 1] 10 9,8% 44 15,1% 54 13,7%
I\ 21 20,6% 11 3,8% 32 8,1%
X 8 7,8% 12 4,1% 20 51%
Gesamt 102 100,0% 292 100,0% 394 100,0%
G1 12 11,8% 52 17,8% 64 16,2%
G2 49 48,0% 130 44,5% 179 45,4%
Grading G3 39 38,2% 89 30,5% 128 32,5%
GX 2 2,0% 21 7,2% 23 5,8%
Gesamt 102 100,0% 292 100,0% 394 100,0%

Graphik 21: Gegeniiberstellung von Resektat und Stanze in Bezug auf UICC- Stadium

Anzahl

Stadium UICC
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der generell hoheren Resektatzahl liegen mag. Auffillig hoch (66%) ist der Anteil an Stanzen
im Stadium IV.

Schliet man sowohl beim Stadium als auch beim Grading die unbekannten Fille (Stadium X,

GX) aus, erhdlt man folgende Ergebnisse fiir den Chi- Quadrat- Test (siehe Tabelle 27).

Beim Stadium ist die Signifikanz deutlich unter dem 5%- Niveau, was bedeutet, dass die
Ergebnisse signifikant unterschiedlich voneinander sind. Die Herkunft ist somit abhédngig vom

Stadium.

Chi-Quadrat-Tests nach Pearson

Praparatherkunft Tabelle 27: Chi-Quadrat-Test fiir Stadium
(Stanze/Resektat) [ und Grading (ohne Stadium X und GX)
Chi-Quadrat 34,106
Stadium Df 4
Sig. 0,000
Chi-Quadrat 2,359
Grading Df 2
Sig. 0,307

Beim Grading liegt die Signifikanz bei 0,307, also iiber 5%. Die Priparatherkunft ist

unabhingig vom Grading.

Allerdings sind all diese Ergebnisse moglicherweise nicht aussagekriftig, da Kategorien mit
ungeniigend groBen Fallzahlen auftauchen. Die eben gewonnenen Schlussfolgerungen sind also

nur unter Vorbehalt zu sehen.

Auch Her2- und Rezeptorstatus sollen vergleichend untersucht werden. Stanze und Resektat
zeigen in Tabelle 28 beim Her2/neu eine tendenziell dhnliche prozentuale Aufteilung in die

einzelnen Kategorien und Gruppen. Beim Rezeptorstatus differieren die Werte mehr.
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Tabelle 28: Gegeniiberstellung von Resektat und Stanze in Bezug auf Her2/neu- und

Rezeptorstatus
Praparatherkunft (Stanze/Resektat)
Stanze Resektat Gesamt
Anzahl | Spalten (%) Anzahl Spalten (%) Anzahl Spalten (%)
negativ 65 63,7% 168 57,5% 233 59,1%
positiv 35 34,3% 113 38,7% 148 37,6%
Her2/neu
k.A. 2 2,0% 11 3,8% 13 3,3%
Gesamt 102 100,0% 292 100,0% 394 100,0%
negativ 24 23,5% 44 15,1% 68 17,3%
Rezeptorstatus positiv 78 76,5% 248 84,9% 326 82,7%
Gesamt 102 100,0% 292 100,0% 394 100,0%
Chi-Quadrat-Tests nach Pearson
Tabelle 29: Chi-Quadrat-Test von
Praparatherkunft
Her2/neu- und Rezeptorstatus (ohne
(Stanze/Resektat)
fehlende Her2/neu- Werte)
Chi-Quadrat 0,844
Her2/neu df 1
Sig. 0,358
Chi-Quadrat 4,221
Rezeptorstatus df 1
Sig. 0,040

Mit Hilfe des Chi- Quadrat- Tests sollen auch bei diesen Parametern vergleichende

Untersuchungen durchgefiihrt werden. Auch hier werden die nicht klar einordenbaren

Variablen ausgeklammert.

Beim Her2/neu liegt die Signifikanz deutlich iiber 5% (0,358). Hier spielt es also keine Rolle,

ob Stanzen oder Resektate vorliegen.
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Beim Rezeptorstatus dagegen liegt die Signifikanz knapp unter dem 5% Niveau. Es ist also

bedeutsam, ob Stanzen vorliegen oder Resektate.

Da ein genauer Vergleich aller perioperativen Behandlungs- und Therapieformen zu

uniibersichtlich wére und auch wenig gewinnbringend scheint, soll sich im Folgenden auf die

vergleichende Untersuchung der beiden Operationsvarianten BET und ABL beschrinkt

werden.

Bei brusterhaltenden Operationen zeigen sich beim Vergleich zwischen Stanze und Resektat

eindeutige Unterschiede (42,2% zu 71,6%). Bei der Ablatio differieren die beiden Werte nur

um knapp fiinf Prozent. Bei den nicht- operierten Patienten lagen zu 100% Stanzen vor.

Tabelle 30: Gegeniiberstellung von Resektat und Stanze in Bezug auf OP- Form

Praparatherkunft (Stanze/Resektat)

Stanze Resektat Gesamt
Anzahl Spalten (%) Anzahl Spalten (%) Anzahl Spalten (%)
BET 43 42,2% 209 71,6% 252 64,0%
Ablatio 34 33,3% 83 28,4% 117 29,7%
OP-Form
Nein 25 24.5% 0 0,0% 25 6,3%
Gesamt 102 100,0% 292 100,0% 394 100,0%

Chi-Quadrat-Tests nach Pearson

Praparatherkunft

(Stanze/Resektat)
Chi-Quadrat 82,411
OP-Form df 2
Sig. 0,000

Tabelle 31: Chi-Quadrat-Test (OP- Form)

Beim Chi- Quadrat- Test zeigt sich bei der Kategorie OP- Form eine hohe Signifikanz von weit

unter 5% (p < 0,001). Bei der Betrachtung der Operationsform spielt es eine Rolle, ob ein

Resektat oder eine Stanze vorliegt.

Jetzt wird die Zellverteilung

Priparateherkunft betrachtet.
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Tabelle 32: Gegeniiberstellung von Resektat und Stanze in Bezug auf Zellverteilung

(gleichméBig/Hotspot)
Praparatherkunft (Stanze/Resektat)
Stanze Resektat Gesamt
Anzahl | Spalten (%) | Anzahl | Spalten (%) | Anzahl | Spalten (%)

Hotspot 22 21,6% 16 5,5% 38 9,6%
Zellverteilung gleichméBige 80 78,4% 276 94,5% 356 90,4%

Verteilung

Gesamt 102 100,0% 292 100,0% 394 100,0%

21,6% aller Stanzen und 5,5% aller Resektate zeigen Hotspots. Der Rest, also 78,4% der

Stanzen und 94,5% der Resektate, zeigt eine gleichméBige Verteilung der gefirbten Zellen.

Chi-Quadrat-Tests nach Pearson

Praparatherkunft
(Stanze/Resektat)
Chi-Quadrat 22,455
Zellverteilung
df 1
(GleichmaBig/Hotspot)
Sig. 0,000

des Priparats

Tabelle 33: Chi-Quadrat-Test

fiir die Zellverteilung innerhalb

Die Signifikanz liegt auch hier unter 0,001 und zeigt dadurch, dass die Werte signifikant

unterschiedlich voneinander sind. Es spielt also durchaus eine Rolle, ob es sich bei den

Schnitten um Stanzen oder Resektate handelt.

Informativ konnte auch noch die Betrachtung der Proliferationsmarkerwerte eingeteilt in vier

Stufen sein. Aber die in Tabelle 34 aufgelisteten Prozentzahlen lassen nur spekulative

Vergleichsmoglichkeiten zu. Die beobachteten hoheren Ki67-Werte bei den Stanzen

korrespondieren mit dem hierbei hoheren Anteil fortgeschrittener Stadien.
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Tabelle 34: Gegeniiberstellung von Resektat und Stanze in Bezug auf Ki67 (vier Stufen)

Praparatherkunft (Stanze/Resektat)

Stanze Resektat Gesamt
Anzahl | Spalten (%) | Anzahl | Spalten (%) | Anzahl Spalten (%)

<10% 33 32,4% 122 41,8% 155 39,3%

10-14% 14 13,7% 58 19,9% 72 18,3%
Ki67 (klassiert in vier

15-29% 30 29,4% 69 23,6% 99 25,1%
Stufen)

30-100% 25 24,5% 43 14,7% 68 17,3%

Gesamt 102 100,0% 292 100,0% 394 100,0%

Chi-Quadrat-Tests nach Pearson

Praparatherkunft
(Stanze/Resektat)
Chi-Quadrat 8,300
Ki67 (klassiert in vier 3
Stufen)
Sig. 0,040

Tabelle 35: Chi-Quadrat-Test zu

Ki67 (vier Stufen)

Die Signifikanz liegt mit 0,04 knapp unter der 5%- Marke und zeigt, dass es durchaus eine

Rolle spielt, ob Resektate oder Stanzen betrachtet werden. Die Signifikanz ist grenzwertig.

Zusammenfassung

Generell spielt es bei den meisten untersuchten Faktoren durchaus eine Rolle, ob Stanzen oder

Resektate betrachtet werden. Tendenziell weisen Stanzen ein hoheres Stadium und einen

hoheren Ki67- Wert, sowie einen grofleren Anteil an nicht operierten Patienten auf.

Brusterhaltende Operationen kommen seltener vor als bei Resektaten und der Prozentsatz an

Schnitten mit Hotspot ist hoher.

Schwachpunkt all dieser Untersuchungen ist, dass man fiir einen exakten Vergleich besser

Stanze und Resektat desselben Patienten gegeniiberstellen sollte, um wirklich valide Ergebnisse

zu erhalten.
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3.7 Einfluss von Ki67 auf Uberleben — Kaplan-Meier-Analysen, univariable und

multivariable COX- Regression

Fiir die folgenden Betrachtungen des gesamt- und rezidivfreien Uberlebens werden Frauen mit
duktalem Carcinoma in situ (DCIS) oder mit Morbus Paget ebenso wie mit metastasierten

Tumoren (M1) ausgeklammert. Cut- off- Datum ist der 01.09.2013.

3.7.1 Kaplan- Meier- Kurven und Log- Rank- Test

Gesamtiiberleben (OAS):

Da vom Patientenkollektiv (394) 51 Fille entsprechend den bereits genannten Kriterien
ausgeschlossen wurden, bleiben fiir die weiteren Untersuchungen noch 343 Frauen iibrig. In
den folgenden Graphiken und Tabellen werden diese 343 Personen als ,alle Patienten*
bezeichnet. Der Anteil der zensierten Patienten darf hier aber nicht mit der Uberlebensrate

verwechselt werden.

Tabelle 36: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion iiber alle Patienten (OAS)

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

Gesamtzahl Anzahl der Zensiert

Ereignisse N Prozent

343 74 269 78,4%

74 dieser 343 Frauen (21,6%) verstarben im Laufe der Jahre, wobei der genaue Zeitpunkt im
Tumorzentrum registriert und in den Daten vermerkt wurde. Alle Angaben beziehen sich auf
das Gesamtiiberleben (OAS), ohne zu beriicksichtigen, ob es zu einem Tumorrezidiv kam oder

nicht.

Aus dieser Kaplan- Meier- Uberlebenskurve lisst sich entnehmen, wie viele Frauen in Prozent
des urspriinglichen Kollektivs nach einer bestimmten Zeit (angegeben in Jahren) noch lebten.
Die gestrichelte Linie zeigt hierbei das 5- Jahres- Uberleben. Aus der von SPSS mitgelieferten
Tabelle kann der exakte Wert fiir das 5- Jahres- OAS abgelesen werden. Die geschitzte 5-
Jahres- Uberlebensrate liegt bei 88,3%.
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Graphik 22: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion iiber alle Patienten (OAS)
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Rezidivfreies Uberleben (RFS):

Auf selbe Weise wird nun das RFS iber alle 343 Patientinnen betrachtet. Hierbei ist
entscheidend, dass nun nicht nur das Gesamtiiberleben untersucht wird, sondern besonderes

Augenmerk darauf gerichtet wird, ob es zu einem Rezidiv kam.

Die Anzahl der Ereignisse liegt bei einer Zahl von 87 (25,4%). Laut Definition entspricht ein
solches Ereignis bei der Betrachtung des rezidivfreien Uberlebens entweder dem Tod oder der

Entwicklung eines Rezidivs.
In der darauffolgenden Graphik 23 soll die Uberlebenskurve des RFS bildlich dargestellt

werden.

Tabelle 37: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion iiber alle Patienten (RFS)

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

Gesamtzahl Anzahl der Zensiert

Ereignisse N Prozent

343 87 256 74,6%

Auch hier symbolisiert die gestrichelte Linie das 5- Jahres- Uberleben. Die geschiitzte 5- Jahres-

Rate fiir das rezidivfreie Uberleben betragt 83,7%.
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Graphik 23: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion iiber alle Patienten (RFS)
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UICC Stadium

Zur besseren Ubersichtlichkeit und Interpretierbarkeit wurden alle 20 Schnitte mit
unbekanntem Stadium X aus den Betrachtungen ausgeschlossen. Die Fille mit Stadium O und

Stadium IV wurden allerdings mit untersucht.

OAS in Abhingigkeit vom Stadium

Insgesamt gehen 374 Fille in diese OAS- Untersuchung mit ein. Tabelle 38 zeigt sowohl die
Gesamtzahl der Fille, die dem jeweiligen UICC Stadium zugeordnet werden als auch die
Anzahl der Ereignisse, also Todesfille. Ob es im Krankheitsverlauf zu einem Rezidiv kam oder
nicht wird nicht mitberiicksichtigt.

Prozentual zeigt sich ein umso hoheres Uberleben je niedriger das UICC Stadium ist. Allerdings
hat man unterschiedlich gro3e Fallzahlen bei den einzelnen Tumorstadien.

Mittels einer Kaplan- Meyer- Uberlebenskurve soll dies bildlich veranschaulicht werden (siehe

Graphik 24).
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Kum. Uberleben

Tabelle 38: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion OAS- Abhiingigkeit vom Stadium

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

Stadium UICC Gesamtzahl Anzahl der Zensiert
Ereignisse N Prozent

0 19 1 18 94,7%
I 153 20 133 86,9%
Il 116 23 93 80,2%
i 54 21 33 61,1%
v 32 29 3 9,4%
Gesamt 374 94 280 74,9%

Graphik 24 zeigt recht eindriicklich, dass der Prozentsatz der Uberlebenden abnimmt je hoher
das UICC Stadium ist. Besonders nach der gestrichelt dargestellten 5- Jahres- Uberlebensmarke
differieren die Linien immer weiter. Ein besonders steiler Kurvenabfall zeigt sich in den ersten
fiinf Jahren beim Stadium IV. Ein klarer Zusammenhang zwischen Hohe des Stadiums und

Gesamtiiberleben (OAS) wird deutlich.
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Die geschiitzten Werte fiir die 5- Jahres- Uberlebensraten lassen sich wiederum aus der

Uberlebens- Tabelle ablesen:
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Bei Stadium 0 ergab sich eine Rate von 94,7%, bei Stadium I waren es 94,1%. Stadium II zeigt

eine Uberlebensrate von 88,8%, Stadium IIT liegt bei 81,5% und Stadium IV bei 15,6%.

Um festzustellen, ob es fiir das OAS Uberleben einen signifikanten Unterschied macht, welche
Stadienstufe vorliegt, werden alle Stufen paarweise miteinander verglichen. Hierbei hilft der

Log Rank Test.

Liegt der p- Wert (Sig.) unter 0,05, macht es signifikant einen Unterschied, ob die eine oder die

andere Stadienstufe vorliegt.

Tabelle 39: Log Rank Test zum paarweisen Vergleich der einzelnen Stadien

untereinander (OAS)

Paarweise Vergleiche

Sta- 0 | Il 1l I\

dium Chi- Sig. | chi- | Sig. | Chi- | Sig. | Chi- | Sig. | Chi- | Sig.

uICC Qua- Qua- Qua- Qua- Qua-

drat drat drat drat drat

0 0,87| 0,351 1,99| 0,158 6,390,012 32,02 | 0,000

I 0,87 0,351 2,271 0,132| 18,14|0,000| 172,88 0,000
Log Rank 109| o158 227| 0132 7.25|0.007| 114,08 0,000
(Mantel-Cox)

M 6,38| 0,012| 18,14| 0,000 7,251 0,007 42,171 0,000

v 32,021 0,000|172,88] 0,000| 114,08 0,000| 42,17]0,000

Vergleicht man beispielsweise das Stadium 0 mit dem Stadium I liegt der Signifikanzwert bei
0,351, also deutlich hoher als 0,05. Es macht also kaum Uberlebensunterschied, ob man dem
Stadium 0 oder I zugehort. Vergleicht man dagegen Stadium II und III miteinander, liegt die
Signifikanz mit 0,007 weit unter dem 5%- Niveau und es zeigt sich ein signifikanter

Unterschied fiirs Uberleben.
Ein solcher Uberlebensunterschied zeigt sich beim Vergleich der Stadium III- Patienten mit

allen Patienten der itibrigen Stufen, genauso wie bei den Stadium IV- Patientinnen im Vergleich

mit allen anderen UICC- Stadien.
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RFS in Abhingigkeit vom Stadium:

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

Stadium UICC Gesamtzahl Anzahl der Ereignisse Zensiert
N Prozent

0 19 3 16 84,2%
I 153 25 128 83,7%
I 116 26 90 77,6%
i 54 26 28 51,9%
v 32 29 3 9,4%
Gesamt 374 109 265 70,9%

Tabelle 40: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion RFS- Abhiingigkeit vom Stadium

Die Betrachtung des rezidivfreien Uberlebens wird #hnlich durchgefiihrt wie beim OAS. In
Tabelle 40 sind alle 374 Patienten aufgefiihrt, geordnet nach Stadien, und die Anzahl der
jeweiligen Ereignisse. Auch hier besteht eine Beziehung zwischen Hohe des Stadiums und

Uberleben.
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Graphik 25: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion RFS- Abhiingigkeit vom Stadium
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Je hoher der Grad des Stadiums, desto geringer der Prozentsatz der Uberlebenden ohne Rezidiv

(siehe Graphik 25).
Paarweise Vergleiche
Stadium 0 | Il 1] v
UICC Chi- Sig. Chi- Sig. Chi- Sig. Chi- Sig. Chi- Sig.
Qua- Qua- Qua- Qua- Qua-
drat drat drat drat drat
0 0,004 | 0,953 0,149| 0,700| 4,565| 0,033| 23,135| 0,000
Log I 0,004 | 0,953 1,371 0,242 25,396| 0,000| 144,512 0,000
Rank 0,149 0,700 1,371 | 0,242 14,200 0,000| 105,838| 0,000
(Mante
l-Cox) I 45651 0,033| 25,396 0,000 14,200( 0,000 24,819 | 0,000
v 23,135| 0,000 | 144,512 0,000| 105,838 0,000| 24,819 0,000

Tabelle 41: Log Rank Test zum paarweisen Vergleich der einzelnen Stadien

untereinander (RFS)

Geschitzte Werte fiir die 5- Jahres- Uberlebensraten lauten wie folgt: Stadium 0: 84,2%,
Stadium I: 91,5%, Stadium II: 86,2%, Stadium III: 64,8%, Stadium IV: 15,6%

Auch hier soll ein paarweiser Vergleich der Stadien untereinander erfolgen (siehe Tabelle 41).

Es gelten hierbei dieselben Regeln, die bei Tabelle 39 ausfiihrlich beschrieben wurden.

Ein signifikanter Unterschied des rezidivfreien Uberlebens zeigt sich nur zwischen Stadium III
und allen iibrigen Stadien beziehungsweise Stadium IV und allen anderen UICC- Stufen. Bei

den iibrigen Kombinationsmoglichkeiten liegt der p-Wert immer iiber 5%.

Gesamtiiberleben in Abhiingigkeit vom Ki67- Wert (OAS)

Bei der Untersuchung, inwieweit Uberleben und Ki67- Status zusammenhéngen, werden drei
verschiedene Ki67- Klassierungsmodelle ausgewihlt und miteinander verglichen. Auch hier
werden DCIS und metastasierte Tumore (M1) ausgeklammert und finden in den weiteren
Graphiken und Tabellen keine Beriicksichtigung. Grundsitzlich wire es moglich bei allen drei
Ki67- Klassierungsvarianten sowohl OAS als auch RFS zu betrachten. Da sich keine
nennenswerten Unterschiede gezeigt haben, soll im Folgenden nur das Gesamtiiberleben in

Abhingigkeit vom Proliferationsmarker untersucht werden.
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Ki67- Klassierung in 10er Schritten:

Augenfillig ist, dass die Fallzahlen der einzelnen Gruppen sehr stark variieren, mit
zunehmenden Ki67-Wert deutlich kleiner werden und es somit schwierig scheint, allgemein
giiltige Aussagen von diesem Kollektiv ableiten zu konnen. So iiberlebte beispielsweise die
eine Patientin, die einen Ki67- Wert von 70-79% aufwies, und verschaffte somit dieser Gruppe
ein Gesamtiiberleben von 100%, das heif3t bei dieser Klassierung ist das Problem der kleinen

Fallzahlen besonders deutlich.

Tabelle 42: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion OAS- Abhiingigkeit vom Ki67- Status
(10er- Schritte) (nur Stadium I-III)

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

Eigenzahlung Ki67 (in 10er Gesamtzahl Anzahl der Zensiert
Schritten) Ereignisse N Prozent
0-9 137 28 109 79,6%
10-19 102 21 81 79,4%
20-29 47 7 40 85,1%
30-39 23 7 16 69,6%
40-49 14 2 12 85,7%
50-59 13 7 6 46,2%
60-69 4 2 2 50,0%
70-79 1 0 1 100,0%
80-89 2 0 2 100,0%
Gesamt 343 74 269 78,4%

Die Erwartung, dass der Prozentsatz an Uberlebenden mit hohem Ki67- Wert niedriger ist, wird
durch die abzulesenden Prozentzahlen durch die Gruppen ,,50-59% und ,,60-69* bestitigt, die
ein schlechteres Uberleben gegeniiber den anderen zeigen. Die Gruppen von 0 bis 29 liegen
nahe beieinander im oberen Bereich, Gruppe 30-39 setzt sich mit einem schlechteren Verlauf

etwas davon ab.
Auch die graphische Darstellung des Gesamtiiberlebens untermauert diese Aussage. Tduschen

lassen darf man sich nicht durch die beiden Kurven, die ein 100%- Uberleben vortiuschen. Sie

fuBen nur auf einer Person beziehungsweise zwei Personen.
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Uberlebensfunktionen
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(10er- Schritte) (nur Stadium I-III)

Die gestrichelte Linie zeigt wiederum das 5- Jahres- Uberleben. Exakte Werte entstammen der
SPSS- Uberlebenstabelle: 0-9%: 92,7%; 10-19%: 88,2%; 20-29%: 91,5%; 30-39%: 82,6%; 40-
49%: 92,9%; 50-59%: 46,2%; 60-69%: 50%; 80-89%: 100%

Ein paarweiser Vergleich der einzelnen Ki67- Stufen untereinander (Log Rank) soll zeigen, ob
es fiir das Outcome eine Rolle spielt, welcher Klasse man zugeordnet ist. Dort, wo in Tabelle

43 beim p- Wert ein Wert kleiner 0,05 steht, macht es signifikant einen Uberlebensunterschied,
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in welcher der beiden Gruppen man sich befindet. Dies trifft fiir folgende Paarungen zu:

50-59% mit 0-9%
50-59% mit10-19%
50-59% mit 20-29%
50-59% mit 40-49%
60-69% mit 0-9%
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Alle iibrigen Paarungen zeigen Signifikanzen iiber 0,05.
Zum Teil sehr kleine Fallzahlen vermindern die Aussagekraft der Betrachtungsweise mit dieser

Klassierung.

Tabelle 43: Log Rank Test zum paarweisen Vergleich der einzelnen Ki67- Stufen (10er
Schritte; OAS) (nur Stadium I-III; dargestellt sind nur die p- Werte)

Paarweise Vergleiche

Eigen- 0-9 10-19 20-29 | 30-39 | 40-49 | 50-59 | 60-69 | 70-79 | 80-89
zahlung Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig.
Ki67 (in

10er

Schritten)

0-9 0,919 o006 0,269 0,570 0,000 0,044 0,623 0,487
10-19 0,919 0,410 o0,316| 0,573 0,002| 0,083) 0,631 0,497
20-29 0,406 0,410 0,136 0,890 0,002 0,061 0,713|| 0,603
30-39 0,269 0,316] 0,136 0,270 0,122 0,363| 0,539 0,385
40-49 0,570 0,573 0,890| 0,270 0,030] 0,121 0,700 0,586
50-59 0,000 0,002 o0,002| 0,122 0,030 0,979 0,393| 0,227
60-69 0,044 0,083| 0,061 0,363 0,121 0,979 0,445| 0,281
70-79 0,623 0,631 0,713|| 0,539| 0,700 0,393| 0,445

80-89 0,487 0,497| 0,603 0,385| 0,586 0,227 0,281

Ki67- Klassierung (St. Gallen Klassifikation)

Trotz weniger Gruppen ist auch hier die Verteilung der 343 Patienten nicht wesentlich
gleichmaBiger als bei der Unterteilung in 10%- Schritte, allerdings sind die Gruppen deutlich
besser besetzt. Die Gruppe der Patientinnen mit Ki67-Werten unter 15% zeigt bis 5 Jahre nach
Diagnose die giinstigste Uberlebensrate, gefolgt von den Gruppen 16-45%. Die Gruppe der
Patientinnen mit mehr als 46% zeigt einen deutlich ungiinstigeren Verlauf des

Gesamtiiberlebens, signifikant gegeniiber den Gruppen 0-15% und 16-25%.
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Tabelle 44: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion OAS- Abhiingigkeit vom Ki67- Status (St.
Gallen- Schritte) (nur Stadium I-1II)

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

Ki67 Selbstzéhlung (St. Gesamtzahl Anzahl der Zensiert

Gallen- Klassifikation) Ereignisse N Prozent
0-15% 206 40 166 80,6%
16-25% 67 15 52 77,6%
26-35% 28 6 22 78,6%
36-45% 19 3 16 84,2%
46-100% 23 10 13 56,5%
Gesamt 343 74 269 78,4%

Auch die graphische Darstellung zeigt diese Erkenntnisse:

Uberlebensfunktionen
1.0 _*--.I.[. —— o : KiEs?

._|_ T Selbstzahlung
0.0 ] - biln — ﬁSt. Gallen-
- t.._ Klassifikation)

VL ,% —I0-15%
0,87 . R 116-25%

' ] 26-35%
: —I136-45%
0,77 - 46-100%
—t—0-15%-zensiert
— 18-25%-zensiert
0,6 . 26-35%-zensiert
T —— 36-45%-zensiert
45-100%-zensiert

Kum. Uberleben
4

0,4 ’
0,34
0,2
01
0,0 T T T T : T T ] T
0 1 2 3 4 3 G [ 3 g 10

Zeit nach Diagnose (Jahre)

Graphik 27: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion OAS- Abhiingigkeit vom Ki67- Status
(St. Gallen- Schritte) (nur Stadium I-III)
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Fiir die in der Graphik 27 dargestellten Kurven berechnete der Computer mit Hilfe des SPSS-
Programmes folgende Schitzwerte fiir das 5- Jahres- Uberleben:

0-15%: 92,7%; 16-25%: 85,1%; 26-35%: 85,7%; 36-45%: 89,5%; 46-100%: 60,9%

Mit Hilfe des Log- Rank Tests soll auch hier in Erfahrung gebracht werden, bei welchen
Paarungen es einen signifikanten Unterschied fiirs Uberleben macht, welcher Gruppe man
zugeordnet wird. Wie aus Tabelle 45 zu lesen, ist dies nur bei der Paarung zwischen 0-15% mit

46-100% und 16-25% mit 46-100% der Fall.

Tabelle 45: Log Rank Test zum paarweisen Vergleich der einzelnen Ki67- Stufen (St.
Gallen; OAS) (nur Stadium I-III)

Paarweise Vergleiche

Ki67 0-15% 16-25% 26-35% 36-45% 46-100%
Selbstzéhlung Chi- Sig. Chi- Sig. Chi- Sig. Chi- Sig. Chi- Sig.
(St. Gallen- Qua- Qua- Qua- Qua- Qua-
Klassifikation) | drat drat drat drat drat

0-15% 0,422| 0,516 0,066| 0,797 0,119]0,730]10,367| 0,001
16-25% 0,422] 0,516 0,040| 0,842| 0,435|0,509| 4,089 0,043
26-35% 0,066 | 0,797 | 0,040 | 0,842 0,177 0,674| 3,024| 0,082
36-45% 0,119 0,730 0,435( 0,509 | 0,177| 0,674 3,415| 0,065
46-100% 10,367 | 0,001 | 4,089| 0,043| 3,024| 0,082| 3,415|0,065

Ki67- Klassierung (Vier- Stufen- Modell)

Als letzte Einteilungsvariante soll noch die Unterteilung in vier Stufen betrachtet werden. Die
Fallzahlen sind hier besser verteilt, das FErgebnis wird aber dadurch nur bedingt
aussagekriftiger. Die Sparten eins bis drei unterscheiden sich vom prozentualen Wert her kaum.

Sparte vier mit unterer Grenze von 30% liegt niedriger (siehe Tabelle 46).

Noch besser ins Bild passen die 5 Jahres Uberlebensraten: Hier sinken die Prozentwerte bei
steigendem Ki67 durchwegs mehr oder minder stark: <10%: 92,7%; 10-14%: 92,1%; 15-29%:
87,2%; 30-100%: 75,4%
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Tabelle 46: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion OAS- Abhiingigkeit vom Ki67- Status
(Vier Stufen Modell) (nur Stadium I-III)

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

Ki67 Eigenzéhlung (Vier Gesamtzahl Anzahl der Zensiert

Stufen Modell) Ereignisse N Prozent
<10% 137 28 109 79,6%
10-14% 63 12 51 81,0%
15-29% 86 16 70 81,4%
30-100% 57 18 39 68,4%
Gesamt 343 74 269 78,4%

Bis zu der gestrichelten 5 Jahres Marke sinkt mit steigendem Ki67 das kumulative Uberleben.

Nach dieser Linie gehen die obersten drei Kurven zunehmend ineinander {iiber.

Uberlebensfunktionen
1.0 -

: I S i KieY
T Eigenzahlung
0,91 b Sy o (vier Stufen

Madell)

—=10%
10-14%
15-29%
—I130-100%
—t— =1 0%-zensiert
= 10-14%-zensiert
| 15-29%-zensiert
0,6 Y = 30-100%-zensiert

0,8

Kum. Uberleben
o

0,27

0,1

oo T T T T

Zeit nach Diagnose (Jahre)

Graphik 28: Kaplan- Meier Uberlebensfunktion OAS- Abhingigkeit vom Ki67- Status
(Vier Stufen Modell) (nur Stadium I-1II)
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Bei Durchfiihrung des Log Rank Tests sieht man dann allerdings beim paarweisen Vergleich,
dass keine der Ki67- Gruppierungen unterhalb des Signifikanzniveaus von 0,05 liegt (siehe

Tabelle 47).

Tabelle 47: Log Rank Test zum paarweisen Vergleich der einzelnen Ki67- Stufen (Vier

Stufen Modell; OAS) (nur Stadium I-III)

Paarweise Vergleiche

Ki67 <10% 10-14% 15-29% 30-100%
Eigenzahlung

. Chi- Sig. Chi- Sig. Chi- Sig. Chi- Sig.
(Vier Stufen

Quadrat Quadrat Quadrat Quadrat

Modell)
<10% 0,059| 0,808 0,063| 0,802 3,465 0,063
10-14% 0,059| 0,808 0,000| 0,994 2,807 0,094
15-29% 0,063 | 0,802 0,000| 0,994 3,023 0,082
30-100% 3,465| 0,063 2,807 | 0,094 3,023 | 0,082

3.7.2 COX- Regression

Bei den folgenden Untersuchungen wird analysiert, wie sich die einzelnen Parameter (Ki67 und
die weiteren erhobenen klinischen und histopathologischen Variablen) auf Gesamtiiberleben
(OAS) und rezidivfreies Uberleben (RFS) auswirken. Betrachtet werden alle 394 Patientinnen

ohne Ausschluss.

Zunichst wird jeder Faktor fiir sich allein betrachtet (univariable Analyse), ohne dass
beriicksichtigt wird, dass die Parameter nicht vollig unabhéngig voneinander sind. So hingen
beispielsweise Grading und Stadium eng zusammen und beeinflussen einander. Ein Ziel der
Arbeit ist es auch herauszufinden, ob die Hohe des gemessenen Ki67 fiir sich genommen einen
Einfluss auf das Uberleben hat, beziehungsweise wie groB dieser ist. Zu diesem Zweck wird im
zweiten Schritt eine multivariable Analyse durchgefiihrt, die alle Faktoren und deren
Wechselwirkungen beriicksichtigt, so dass man genau herausfiltern kann, welchen Einfluss ein

bestimmter Faktor fiir sich allein genommen auf das Uberleben hat.

Aus Tabelle 48 lassen sich verschiedene Erkenntnisse zur univariablen Auswertung gewinnen.
Die Spalte ganz links fiihrt alle untersuchten Variablen mit dazugehorigen Untergruppen auf.

Die obersten beiden Zeilen zeigen aufgeteilt in Gesamtiiberleben (OAS) und rezidivfreies
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Uberleben (RFS) verschiedene statistische Parameter. Die HR (Hazard Ratio) gibt an, um wie
viel hoher das Risiko fiir das OAS beziehungsweise RFS im Vergleich zur Referenzkategorie
ist. So ist beispielsweise beim Parameter ,Menopausenstatus® die Untergruppe
»postmenopausal® die Referenzgruppe, deren HR auf den Wert 1 festgesetzt wird. Prd- und
Perimenopausal werden dann mit Postmenopausal verglichen und eine entsprechende HR
angegeben.

Beim Alter verhilt es sich anders, da diese Variable kontinuierlich und nicht wie die anderen
kategorial angegeben wurde. Pro Lebensjahr, in dem die Diagnose spéter gestellt wurde, nimmt

der Einfluss auf das Gesamtiiberleben (OAS) um 5,7% zu.

Die nichste statistische Variable ist das sogenannte 95%- Konfidenzintervall (95%- KI), das

die Prizision der Lageschitzung einer Hazard Ratio angibt.

Die dritte Statistik- Variable ist die Signifikanz (p- Wert). Damit die Ergebnisse als signifikant
angesehen werden konnen, sollte dieser p- Wert unter 5%, bzw. 0,05 liegen. An einigen Stellen
der Tabelle finden sich p- Werte weit iiber 5%. Generell sollte man bei all diesen Auswertungen
bedenken, dass das untersuchte Kollektiv nur 394 Patientinnen beinhaltet und die Signifikanzen
bei so geringer Fallzahl nicht besonders hoch ausfallen werden. Fiir hoch signifikante
Ergebnisse briduchte man Fallzahlen von mehreren tausend Probanden. Trotz zum Teil
ungeniigender Signifikanz lassen sich die Ergebnisse dieser Untersuchung brauchbar

auswerten.
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Tabelle 48: Univariable Auswertung des Gesamtiiberlebens (OAS) und rezidivfreien Uberlebens (RFS)-
COX- Regression

univariabel OAS RFS

HR 95% KI P- Wert HR 95% KI P- Wert
Alter (kontinuierlich) 1,057 1,040-1,074 <0,001 1,047 1,031-1,062 <0,001
Ki67 (in%)
<15 1,000 - 0,007 1,000 - 0,011
16-25 1,418 0,860-2,338 0,171 1,449 0,913-2,298 0,115
26-35 1,874 0,999-3,515 0,051 2,013 1,142-3,551 0,016
36-45 1,383 0,593-3,225 0,452 1,171 0,505-2,715 0,712
46-100 3,000 1,630-5,522 <0,001 2,557 1,401-4,667 0,002
Menopausenstatus
Postmenopausal 1,000 - 0,019 1,000 - 0,040
Perimenopausal 0,913 0,127-6,578 0,928 0,773 0,108-5,556 0,798
Primenopausal 0,346 0,166-0,718 0,004 0,413 0,220-0,775 0,006
unbekannt 1,226 0,777-1,937 0,381 1,082 0,696-1,683 0,727
Grading
Gl 1,000 - 0,008 1,000 - 0,012
G2 1,173 0,630-2,186 0,615 1,284 0,709-2,326 0,409
G3 2,087 1,127-3,864 0,019 2,176 1,204-3,932 0,010
GX 0,638 0,182-2,239 0,483 1,058 0,381-2,938 0,914
Stadium
0 1,000 - <0,001 1,000 - <0,001
1 2,476 0,332-18,448 0,376 0,942 0,284-3,120 0,922
)i 3,886 0,525-28,784 0,184 1,305 0,395-4,313 0,663
11 8,498 1,143-63,186 0,037 3,516 1,064-11,619 0,039
v 52,212 7,071-385,553 <0,001 13,910 4,209-45,975 <0,001
unbekannt 13,560 1,735-105,965 0,013 3,985 1,096-14,489 0,036
LINV
Lo 1,000 - <0,001 1,000 - <0,001
L1 2,132 1,373-3,309 0,001 2,073 1,379-3,116 <0,001
unbekannt 3,381 1,954-5,848 <0,001 3,188 1,903-5,342 <0,001
VINV
Vo 1,000 - <0,001 1,000 - <0,001
Vi 2,602 1,577-4,293 <0,001 2,871 1,810-4,552 <0,001
unbekannt 3,100 1,948-4,934 <0,001 2,930 1,882-4,563 <0,001
(")strogenrezeptor
Negativ 1,000 - - 1,000 - -
Positiv 0,800 0,495-1,291 0,361 0,936 0,589-1,487 0,778
Progesteronrezeptor
Negativ 1,000 - - 1,000 - -
Positiv 0,718 0,473-1,089 0,119 0,787 0,530-1,167 0,233
Rezeptorstatus
Negativ 1,000 - - 1,000 - -
Positiv 0,804 0,494-1,310 0,382 0,936 0,584-1,500 0,784
Her2/neu
Negativ 1,000 - 0,137 1,000 - 0,322
Positiv 0,731 0,483-1,105 0,137 0,954 0,657-1,386 0,807
unbekannt 0,238 0,033-1,713 0,154 0,221 0,031-1,591 0,134
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Folgende Erkenntnisse konnen aus der univariablen COX- Regression gewonnen werden:

Je hoher das Diagnosealter, desto groBer das Ereignisrisiko, sowohl signifikant bei OAS
(HR=1,057, entsprechend 5,7% pro zusitzlichem Jahr) als auch bei RFS (HR=1,047,
entsprechend 4,7% pro Jahr).

Bei Betrachtung des Ki67 sieht man, dass bei steigenden Proliferationsmarkerwerten die HR-
Werte ansteigen und das Sterbe- und Rezidivrisiko zunimmt. Die signifikanten p-Werte, die bei
der Referenzgruppe stehen, gelten nicht nur fiir die Referenzkategorie, sondern fiir die gesamte

Variable. Ki67 hat also insgesamt einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben.

Ein Primenopausalstatus (HR=0,346) zeigt signifikant eine dreimal bessere Uberlebensrate im
Vergleich zur Referenzkategorie ,,Postmenopausal“. Die perimenopausalen Werte zeigen sich

nicht signifikant.

Je hoher der Grad des Grading, desto hoher die Hazard Ratio und damit das Ereignisrisiko. Ein

dhnliches Ergebnis zeigt sich bei steigendem Stadium.

Bei Tumoreinbruch in Blut- oder Lymphgefifie (VINV, LINV) steigt signifikant der negative
Einfluss auf das Uberleben deutlich an (OAS und RFS).

Ostrogen-, Progesteron- beziehungsweise Rezeptorstatus zeigen keine signifikanten
Ergebnisse. Ein positiver Status hat eine etwas geringere HR als ein negativer, der Unterschied

ist aber nicht signifikant zum 5%- Niveau.

Ein positiver Her2/neu zeigt auch eine etwas niedrigere HR als der negative Status, ohne das

Signifikanzniveau zu erreichen.

Wichtig erscheint auch die Betrachtung einer anderen Ki67- Klassifikation (Vier Stufen

Modell) am Beispiel derselben univariablen COX- Regression (OAS).

In der folgenden Tabelle 49 zeigt sich, dass sich hierbei die HR mit steigenden
Proliferationsmarkerwerten kontinuierlich und ohne Unterbrechung erhoht (die Gruppe 36-

45% ist hierbei in die Gruppe 30-100% subsummiert). Anders als bei der St. Gallen-
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Klassifikation zeigen sich keine davon abweichenden Unstimmigkeiten. Gegeniiber der

Referenzkategorie ,,<10%* ist nur die hochste Kategorie mit tiber 30% signifikant erhoht.

Tabelle 49: COX- Regression fiir Ki67 (univariabel; klassiert in vier Stufen; OAS)

Ki67- Wert HR 95% KI P-Wert
<10% 1 - 0,003
10-14% 1,036 0,572-1,876 0,908
15-29% 1,247 0,744-2,090 0,403
30-100% 2,407 1,465-3,953 0,001

Um iiberpriifen zu konnen, welchen Einfluss die einzelnen Variablen bei einer gemeinsamen
Betrachtung auf das Uberleben haben, wird eine multivariable COX- Regression durchgefiihrt.
Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Parametern werden hierbei herausgerechnet
und man erhilt Hazard Ratios, die den Einfluss aufs Uberleben einer einzelnen Variablen

zeigen, adjustiert fiir den Einfluss der anderen Parameter.
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Tabelle 50: Multivariable Auswertung des Gesamtiiberlebens (OAS) und rezidivfreien
Uberlebens (RFS)- COX- Regression

multivariabel OAS RFS

HR 95% KI P- Wert HR 95% KI P- Wert
Alter (kontinuierlich) 1,045 1,025-1,066 <0,001 1,034 1,015-1,053 <0,001
Ki67 (in%)
<15 1,000 - 0,115 1,000 - 0,274
16-25 1,051 0,584-1,890 0,868 1,098 0,651-1,853 0,725
26-35 0,896 0,397-2,019 0,791 1,136 0,556-2,320 0,726
36-45 1,388 0,513-3,755 0,519 1,195 0,455-3,138 0,718
46-100 2,618 1,198-5,720 0,16 2,308 1,094-4,872 0,028
Menopausenstatus
Postmenopausal 1,000 - 0,666 1,000 - 0,979
Perimenopausal 2,451 0,304-19,765 0,400 1,476 0,183-11,881 0,714
Priamenopausal 1,213 0,499-2,946 0,670 1,062 0,487-2,316 0,880
unbekannt 1,286 0,774-2,136 0,331 1,061 0,655-1,718 0,809
Grading
Gl 1,000 - 0,182 1,000 - 0,230
G2 0,783 0,397-1,545 0,480 0,897 0,474-1,698 0,739
G3 1,306 0,605-2,819 0,496 1,359 0,661-2,793 0,404
GX 0,437 0,094-2,026 0,290 0,490 0,121-1,980 0,317
Stadium
0 1,000 - <0,001 1,000 - <0,001
I 1,715 0,151-19,487 0,663 0,539 0,096-3,009 0,481
I 2,341 0,205-26,748 0,494 0,665 0,117-3,767 0,644
i 4,800 0,427-53,889 0,204 1,630 0,294-9,045 0,576
v 25,935 2,362-285,146 0,008 5,055 0,956-26,727 0,056
unbekannt 6,191 0,534-71,847 0,145 1,632 0,279-9,543 0,587
LINV
LO 1,000 - 0,375 1,000 - 0,379
L1 0,819 0,461-1,454 0,495 0,862 0,509-1,460 0,581
unbekannt 1,661 0,527-5,238 0,386 1,740 0,576-5,253 0,326
VINV
\( 1,000 - 0,628 1,000 - 0,593
V1 1,315 0,703-2,456 0,391 1,347 0,759-2,391 0,309
unbekannt 1,414 0,521-3,835 0,496 1,220 0,462-3,223 0,689
(")strogenrezeptor
Negativ 1,000 - - 1,000 - -
Positiv 0,595 0,074-4,803 0,626 0,799 0,101-6,333 0,832
Progesteronrezeptor
Negativ 1,000 - - 1,000 - -
Positiv 1,375 0,686-2,758 0,370 1,157 0,626-2,138 0,642
Rezeptorstatus
Negativ 1,000 - - 1,000 - -
Positiv 1,178 0,132-10,532 0,884 1,332 0,154-11,526 0,795
Her2/neu
Negativ 1,000 - 0,088 1,000 - 0,250
Positiv 0,614 0,388-0,972 0,037 0,863 0,575-1,294 0,476
unbekannt 0,388 0,044-3,425 0,394 0,185 0,022-1,580 0,123
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Tabelle 50 beinhaltet dieselben Variablen wie die vorherige univariable COX- Regression
(Tabelle 48). Auch die statistischen Parameter sind gleich. Bei dieser multivariablen
Auswertung liegen allerdings fast alle Signifikanzen iiber dem 5%- Niveau, auch wenn die
Hazard Ratios zumeist die Einfliisse der univariablen Analyse bestitigen.

Folgende Ergebnisse konnen aus der multivariablen COX- Regression gewonnen werden:

Pro hoherem Lebensjahr, in dem die Diagnose gestellt wurde, nimmt der Einfluss auf das

Uberleben signifikant um 3,4% (RFS) beziehungsweise 4,5% (OAS) zu.

Tendenziell steigt die HR mit hoherem Ki67- Wert an. Allerdings féllt auch bei der
multivariablen Auswertung die Ki67- Stufe 26-35% bei der Betrachtung des OAS aus der
Reihe, beim RFS bleibt ein Gradient erhalten.

Anders als bei der univariablen Auswertung zeigen bei der multivariablen Analyse Pra- und
Perimenopausalstatus hohere HR- Werte als der Postmenopausalstatus, vermutlich durch die

Adjustierung des Diagnosealters.

Beim Grading fillt der G2- Wert aus der Reihe. Bei Betrachtung des Stadiums iiberrascht der
signifikant hohe Wert 25,935 (OAS) beim Stadium IV (p=0,008). Je hoher die Stufe des

Stadiums, desto schlechtere Uberlebensraten.

Weder Lympgefal3- noch Veneninvasion zeigen einen signifikanten Einfluss auf das Gesamt-

und rezidivfreie Uberleben.

Bei Untersuchung des Ostrogen-, Progesteron- und Hormonrezeptorstatus finden sich auch

keine signifikanten Ergebnisse.

Besonderes Augenmerk sollte auf die Bedeutung des Ki67 als unabhéngiger Prognosefaktor fiir
das Uberleben gelegt werden. Alles in allem sieht man durchaus einen Zusammenhang
zwischen Hohe des Ki67 und Auswirkung auf OAS und RFS. Allerdings sind die Fallzahlen

mit insgesamt 394 Patientinnen zu gering, um signifikante Ergebnisse zu erzielen.
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4 Diskussion

Im Folgenden sollen nun die Ergebnisse kritisch hinterfragt und mit anderen Studien verglichen

werden.

Bei der durchgefiihrten Untersuchung (Titel der Arbeit: ,,Der Proliferationsmarker Ki67:
Validitit und Reliabilitdit der Messmethoden sowie Eignung als Prognosefaktor fiir
Brustkrebspatienten*) handelt es sich um eine retrospektive Kohortenstudie mit einem
Kollektiv von insgesamt 394 Brustkrebs- Patientinnen. Untersucht wurden nur betroffene
Frauen der Jahre 2005 und 2006, deren histologische Schnitte im Archiv der Pathologie der
Universitétsklinik Regensburg gelagert sind. Patientendaten und Informationen zum

Krankheitsverlauf entstammen dem Regensburger Tumorzentrum.

Zwar liegen bereits einige Studien vor, die sich mit dem Einfluss von Ki67 auf
Therapieentscheidung und Prognose beschiftigen, aber beziiglich Proliferationsmarker-

Zihlverfahren fehlen bisher aussagekriftige Untersuchungsdaten.

4.1 Kritische Reflexion der eigenen Studie
Die aus der Kohortenstudie gewonnenen Daten sollen noch einmal kritisch reflektiert werden.

Statistische Auswertung: Vergleich der Messmethoden

Erster Schritt der Datenauswertung war ein Vergleich der selbst ausgezihlten Ki67- Werte mit
denen, die durch die Pathologen erhoben wurden. Da es sich bei den beiden oben genannten
Ki67- Zihlungen nicht um normalverteilte Variable handelt, ist der Mittelwertvergleich mittels
t- Test nur bedingt anwendbar. Daher wurde zusitzlich der sogenannte Wilcoxon Test
durchgefiihrt, der nicht auf normalverteilte Variablen angewiesen ist. Dieser Test belegt, dass

die Mittelwerte der beiden verglichenen Kategorien signifikant unterschiedlich sind (p = 0,013).

Die Ermittlung des Kappa- Koeffizienten ist fiir den Vergleich zweier Variablen oder einer
Gruppe von wenigen verschiedenen Parametern geeignet. Aus diesem Grund konnten die
Eigen- und Pathologenwerte nur in Gruppen klassiert miteinander mittels quadratisch
gewichtetem Kappa verglichen werden. Ein hier ermittelter Kappa- Wert von 0,79 spricht fiir

,.starke Ubereinstimmung*.
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Streudiagramm und Regressionslinie zeigen hohe Korrelation zwischen Eigen- und
Pathologenzihlung. Auch ein Pearson- Koeffizient von 0,826 spricht fiir eine starke
Korrelation. Der hohere Mittelwert der Pathologenschitzungen ist vermutlich durch eine
deutliche Uberschitzung der Ki67-Werte in einer kleinen Untergruppe der betrachteten

Schnitte bedingt.

Zusammenfassend zeigt dieser Messwertvergleich eine recht hohe Ubereinstimmung und
Korrelation zwischen Ki67- Eigenzdhlung und Pathologenschitzung. Die bei dieser Studie
verwendete Messmethode liefert genauere Ergebnisse mit differenzierterer Verteilung der
Messwerte.

Ein Untersuchungskollektiv von insgesamt 394 Patienten ist fiir einen solchen Vergleich mehr
als ausreichend und liefert aussagekriftige Werte.

Die wichtigste statistische Operation stellt bei diesem Untersuchungsabschnitt die Ermittlung

des quadratisch gewichteten Kappa- Koeffizienten dar.

Im nidchsten Arbeitsschritt kam es zu einer Ki67- Doppelzdhlung bei 50 willkiirlich
ausgewdihlten Patientenschnitten. Auch hier hat der t-Test aus bereits genannten Griinden wenig
Aussagekraft. Ein Mittelwert- Vergleich geschieht mit Hilfe des Wilcoxon Tests. Sein Ergebnis
mit p = 0,96 spricht fiir einen nicht signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten. Der
quadratisch gewichtete Kappa- Wert deutet mit 0,92 auf ,fast vollstindige Ubereinstimmung*
hin und stellt auch hier die aussagekraftigste Untersuchung dar. Der Pearson- Koeffizient liegt
mit 0,93 extrem hoch.

Das verwendete Zihlverfahren scheint somit gut reproduzierbar und fiir die Anwendung bei
Routine- Untersuchungen in der Pathologie geeignet. Ein Untersuchungskollektiv von 50
Patienten (12,7% der insgesamt 394 Patientinnen) diirfte fiir eine derartige

Vergleichsuntersuchung mehr als ausreichend sein.

Beim Vergleich zwischen Stanzen und Resektaten sollte untersucht werden, ob es einen
Unterschied fiir die Auswertungen macht, welcher Préaparatetyp vorliegt. Zu diesem Zweck
wurden Stanzen und Resektate gegeniibergestellt und anhand verschiedener Parameter
verglichen (Stadium, Grading, Her2/neu, Rezeptorstatus, OP-Form, Zellverteilung, Ki67).
Dabei zeigte sich, dass Stanzen einen hoheren Stadium IV- Anteil aufwiesen als Resektate.
Auch hatten sie hohere Ki67- Werte und einen grofleren Anteil an nicht operierten Patienten.

BET- Operationen kamen seltener vor und der Anteil an Hotspot- Schnitten lag hoher.
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Erwihnt muss hier werden, dass von jedem Patienten immer nur Stanze oder Resektat vorlag

und somit kein direkter Vergleich bei ein und demselben Patienten erfolgen konnte.

Auswertung: Uberlebensanalysen

Mit Hilfe von Kaplan- Meier- Uberlebenskurven wurden Gesamtiiberleben (OAS) und
rezidivfreies Uberleben (RFS) untersucht und Auswertungen anhand verschiedener

Einflussvariablen vorgenommen. Log- Rank- Tests dienten zum paarweisen Vergleich.

Bei Betrachtung des UICC- Stadiums zeigten sich recht eindeutige Ergebnisse. Mit hoherem
Stadium sinkt das kumulative Uberleben zunehmend.

Beim Ki67 waren die statistischen Ergebnisse weniger eindriicklich. Die Untersuchung erfolgte
anhand verschiedener Ki67- Klassifikationen (10%- Schritte, St. Gallen- Klassifikation, Vier-
Stufen- Modell). Ein direkter Zusammenhang zwischen Proliferationsmarkerhohe und
kumulativem Uberleben lieB sich nicht eindeutig ableiten, auBer in den jeweils hochsten
gegeniiber den niedrigsten Kategorien, die im Log-Rank-Test signifikant schlechtere
Uberlebensraten bei hohen Ki67-Werten zeigten.

Dies liegt wahrscheinlich an den zum Teil stark differierenden, beziehungsweise zu kleinen
Fallzahlen der einzelnen Ki67- Gruppen. Die Bildung von Ki67- Kategorien mit annidhernd

gleich groBen Fallzahlen erschiene fiir kiinftige Untersuchungen sinnvoll.

Als letzter Arbeitsschritt sollte eine COX- Regression durchgefiihrt werden. Hierbei wird der
Einfluss verschiedener Parameter auf OAS und RFS untersucht. Nach einer univariablen
Auswertung erfolgte eine multivariable, um den Einfluss eines jeden Parameters adjustiert
gegeniiber anderen Faktoren zu betrachten.

Die bei der COX- Regression gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle 48 und 50 aufgefiihrt.
Mit hoheren Ki67- Werten steigt die Hazard Ratio im univariablen Modell zunehmend an, zum
Teil mit signifikanten p-Werten im Log-Rank-Test. In der univariablen Anlayse erweisen sich
zudem Diagnosealter, Menopausenstatus, Grading, Stadium UICC, Lympgefa- und
Veneninvasion als signifikante Einflussvariablen.

Bei den Schitzungen aus der multivariablen Analyse féllt auf, dass die Schétzungen fiir die
Hazard Ratios grof3tenteils nicht mehr signifikant sind, insbesondere fiir den Einfluss von Ki67.
Dies liegt vermutlich an der relativ geringen Fallzahl von 394 Patientinnen und daran, dass der
Effekt von Ki67 zum Teil durch andere Variablen, z.B. dem Stadium erkliart ist. Die
Durchfiihrung einer Studie mit groerem Patientenkollektiv erschiene fiir diese Fragestellung

sinnvoll.
93



Studiendurchfiihrung und Patientenkollektiv

Die Durchfiihrung der Studie an sich verlief nach einem vorher festgelegten Plan und zeigt ein
hohes Mal3 an Reproduzierbarkeit. Die Patientendaten aus dem Tumorzentrum waren fast
komplett vollstindig und der Lifestatus durch regelmifBigen Abgleich mit dem

Einwohnermeldeamt aktualisiert.

Das Verfahren, mit dem die rot gefiarbten Ki67- Zellen gezidhlt wurden, erfolgte nach einem

einheitlichen System und ist daher jederzeit reproduzierbar.

Einige Patienten mussten von vornherein fiir die Untersuchungen ausgeschlossen werden, da
nur weibliche Patientinnen betrachtet werden sollten, die allesamt immunhistologische Schnitte
mit Ki67- Fiarbung aufwiesen. Unwahrscheinlich ist, dass durch die Ausklammerung der
minnlichen Patienten oder derer, die keine MIB 1- Farbung aufwiesen, Ergebnisse entscheidend

verfalscht wurden.

Es ist zu bedenken, dass ein Kollektiv von 394 Patienten fiir stratifizierte und multivariable
Analysen der Uberlebenszeiten zu niedrig ist. Fiir den Vergleich zwischen den selbsterhobenen
Ki67- Werten mit den Pathologenergebnissen stellen die 394 Probanden allerdings ein
ausreichend groBes Kollektiv dar.

Sinnvoll wire daher die Durchfiihrung einer dhnlichen Studie mit gro3erem Patientenkollektiv,

um fiir die COX- Regression eine groflere Teststirke (Power) zu erzielen.

Auch sollte man noch einmal iiberdenken, welche Ki67- Einteilungsklassifikation am meisten
Sinn macht fiir die jeweilige Untersuchung. Bei den verschiedenen Betrachtungspunkten bieten
sich je nach Bedarf unterschiedliche Einteilungsvarianten an (5%- Schritte, 10%- Schritte, St.
Gallen Klassifikation, Vier- Stufen- Modell), wobei sich im Rahmen der vorliegenden
Untersuchung das Vier-Stufen-Modell aufgrund der guten Gruppenbesetzung als vorteilhaft

erwies.

4.2 Vergleich mit den Ergebnissen anderer Studien

Sinnvoll erscheint an dieser Stelle ein Vergleich mit anderen Studien. Es soll der Frage
nachgegangen werden, ob sich bereits andere Untersuchungen mit Ki67 und dessen Eignung
als Prognosefaktor beim Brustkrebs beschiftigt haben und welche Ergebnisse dabei gewonnen

wurden.
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Mittels Pubmed konnten einige Studien zu Ki67 gefunden werden. Allgemein kann man sagen,
dass zwar viele Untersuchungen Ki67 als Randthema mit aufgreifen, aber ihren Schwerpunkt
meist anderen Themen widmen. Reine Forschungsartikel zum Proliferationsmarker finden sich

nur spérlich.

Erwihnenswert erscheint hierbei vor allem eine Arbeit aus dem Tumorzentrum Regensburg,
die im Jahr 2013 publiziert wurde [57]. Hierbei handelt es sich um eine retrospektive
Kohortenstudie, deren Ziel es war, nachzupriifen, ob Ki67 fiir sich genommen einen
prognostischen Parameter bei Brustkrebserkrankungen darstellt. Obwohl nach nationalen
Leitlinien und internationalen Empfehlungen eine Ki67- Bestimmung nicht als obligat gilt,
zahlt die Ermittlung des Proliferationsmarkers schon lange zur pathologischen
Routinediagnostik. Insgesamt wurden bei 4692 Brustkrebspatientinnen aus den Jahren 2005 bis
2011 Diagnose- und Ergebnisqualitdtsdaten analysiert. Zur Studie zugelassen waren nur Frauen
mit Erstdiagnose eines primdren, nicht metastasierten, nicht neoadjuvant vorbehandelten
Mammakarzinoms. Die Patientendaten stammten aus dem klinischen Krebsregister des
Tumorzentrums Regensburg. Bei insgesamt 78% der Fille lagen Angaben zum
Proliferationsmarkerwert vor. Die Mehrheit der Brustkrebspatienten, nimlich 2074 Frauen,
zeigte einen Ki67- Wert von <15%. 1584 Menschen zeigten dagegen Proliferationsmarkerwerte
von iiber 15%, ein Verhiltnis, das der vorliegenden Untersuchung entspricht. Ki67 korrelierte
dabei signifikant mit dem Grading, genauso wie mit dem 5-Jahres-Gesamtiiberleben bei pri-
und postmenopausalen Patientinnen. Frauen vor der Menopause (mit Ki67 <15%) wiesen im
Vergleich zu postmenopausalen Frauen den groBten 5-Jahres-Uberlebensvorteil auf (5-Jahres-
Gesamtiiberleben bei Ki67 <15%: 97,7% vs. 88,0%, bei Ki67 >15%: 93,0% vs. 81,4%,
p<0,001) [57].

Diese Studie konnte deutlicher als in der selbst durchgefiihrten zeigen, dass Ki67 einen
wertvollen Prognoseparameter fiir den Verlauf von Brustkrebserkrankungen darstellen kann.
Bei der Studie wurde ein viel groleres Patientenkollektiv untersucht als in der vorliegenden
Arbeit, weshalb bei uni- und multivariablen Auswertungen hohe Signifikanzen erzielt wurden,
wohingegen hier nur vergleichbare Tendenzen gezeigt werden konnten. Insgesamt liegt der
Schwerpunkt dieser Arbeit vor allem darin herauszufinden, welche Bedeutung dem Ki67 fiir
den klinischen Alltag zukommt. Bei der selbst durchgefiihrten Untersuchung wurden neben
diesem Aspekt noch weitere Fragestellungen bearbeitet, wie beispielsweise die Problematik des

objektivierbaren Ki67- Auszihlens.
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Auch eine Studie des Universititsklinikums Saarland aus dem Jahr 2012 beschiftigt sich mit
diesem Thema. Hierbei wollte man herausfinden, ob das Ki67 als Pradiktionsmarker fiir das
Ansprechen einer neoadjuvanten Chemotherapie geeignet wire. Alle Brustkrebspatienten der
Homburger Klinik, die eine neoadjuvante Chemotherapie erhalten haben, wurden retrospektiv
betrachtet (Zeitraum: 2007 bis Studienende). Abhingig vom urspriinglichen Ki67- Wert
(Stanze) wurde iiberpriift, ob es zu einer sonographischen und pathologischen Remission kam.
Das Kollektiv der Studie war mit nur 40 Frauen sehr klein. Ergebnis der Untersuchung war
Folgendes: Die Arbeit konnte nicht eindeutig belegen, dass die Hohe des Ki67 einen Einfluss
auf die pathologische Remission unter neoadjuvanter Chemotherapie aufweist. Allerdings
korreliert ein hoherer Proliferationsindex mit einer sonographischen Remission [60].

Alles in allem scheint ein Kollektiv von nur 40 Patienten zu wenig reprisentativ, da selbst bei

meinem Patientenkollektiv immer wieder Probleme beziiglich der Fallzahlen auftraten.

In einer anderen Studie wollte man iiberpriifen, ob verschiedene Pathologie- Institute fiir
identische Tumorschnitte auch gleiche Ergebnisse erzielen. Insgesamt nahmen 25 Institute an
dieser Studie teil. All diese Pathologien fiihrten an identischen Tumorschnitten Ki67-
Farbungen nach ihren Routineprotokollen durch. Pro Institut wurden 38 Proben ausgewertet.
Die Farbeintensitét sollte unberiicksichtigt bleiben.

Folgendes Ergebnis zeigte sich: Die ermittelten Ki67- Werte weisen starke Abhédngigkeit von
laborspezifischen Variablen auf. Problematisch erscheint daher die Festlegung -eines
allgemeingiiltigen Ki67- Cut- Off- Wertes [61].

Die Ermittlung von objektivierbaren Ki67- Werten scheint unbedingt notig. Mit diesem

Problem habe ich mich auch im Rahmen dieser Arbeit ndher auseinanderzusetzen versucht.

Der Bundesverband Deutscher Pathologen e.V. und die Deutsche Gesellschaft fiir Pathologie
versuchen durch ihr gemeinsames Projekt QulP (Qualitédtssicherungsinitiative Pathologie) eine
externe Qualitdtssicherung zu erreichen. In Ringversuchen soll iiberpriift werden, ob externe
Standards in der Immunhistochemie und Molekularpathologie von den Pathologischen
Instituten eingehalten werden. Prof. Dr. med. Hans Kreipe (MH Hannover) zeigt dabei

besonderes Engagement bei dieser Qualititssicherungsinitiative. [62]
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Eine Studie der Universititsklinik Erlangen beschiftigte sich mit dem Zusammenhang
zwischen Ki67 und Mammographischer Dichte (MD). Untersucht wurden insgesamt 1975
Patientinnen. Fiir die Analyse lagen verschiedene Daten vor, unter anderem MD und
Informationen zu Patient und Tumor. Die Beurteilung der Mammographischen Dichte erfolgte
halbautomatisiert durch zwei unabhingige Gutachter. Die Untersuchung erfolgte mittels
multifaktorieller Kovarianz- Analyse (ANCOVA). Verschiedene Faktoren, die die MD
beeinflussen (Alter, Paritit, BMI usw.), gingen in die Analyse mit ein.

Die MD korreliert negativ mit der Ki67- Proliferation, aber nur in einigen Patienten-

subgruppen. Ansonsten ist kein Zusammenhang feststellbar [63].
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4.3 Vollautomatisches Ki67- Zihlprogramm

Da es bisher kein einheitliches System fiir das Zihlen von MIB1- gefirbten Tumorzellen gibt,
entwickelt jeder Pathologe mit der Zeit sein eigenes Verfahren. Weil es ein recht aufwindiges
Unterfangen darstellt, alle immunhistologischen Schnitte per Hand auszuzéhlen, sind viele
Pathologen dazu iibergegangen, den Proliferationsmarkerwert per Augenmall abzuschitzen. So
ist es moglich, dass ein und dasselbe Brustkrebs- Priparat von verschiedenen Pathologen
unterschiedlich bewertet wird. Aus diesem Grund macht es Sinn, ein einheitliches System zu
entwickeln, um sicher zu gehen, dass Ki67- Werte ermittelt werden, die auch bei erneuter

Zihlung oder bei Auswertung durch einen anderen Begutachter dhnliche Ergebnisse liefern.

Seit vielen Jahren ist es Gegenstand der Forschung, ein vollautomatisches Ki67- Zihlprogramm
zu entwickeln, das objektive und reliable Ergebnisse liefern kann. Schon viele PC- Programme

kamen auf den Markt, aber keines geniigte den hohen Anforderungen.

Eine der Aufgaben war es nun, ein neues, kostenpflichtiges Computerprogramm zu testen, von
dem behauptet wird, dass man mit einem einzigen Mausklick eine vollautomatische Ki67-
Zihlung an Mamma- Ca- Schnitten durchfiihren konne. Entwickelt wurde dieser Ki67
Quantifier durch die Firma VMscope in Zusammenarbeit mit der Charite Berlin [52, 64].

Um {iiberpriifen zu konnen, inwieweit die selbst gewonnenen Ergebnisse denen des neuen
Zihlprogramms entsprachen, sollte eine Demoversion dieses Ki67- Quantifiers, mit der sich

eine begrenzte Anzahl an Schnitten kostenlos auswerten liefl, verwendet werden.

Die Auswertung der Schnitte erfolgt folgendermafBen:

Zunachst muss eine digitalisierte Form der immunhistologischen Pridparate vorliegen. Dies ist
nur moglich mit einer entsprechenden Apparatur wie beispielsweise dem MiraxScan.
Anschlieend muss per Hand ein Priparatausschnitt gewéhlt werden, der fiir den histologischen
Schnitt besonders charakteristisch scheint. Von diesem Ausschnitt muss dann ein Screenshot
gemacht werden, der vom Ki67 Quantifier ausgewertet werden kann. Die Auszidhlung an sich

erfolgt nach Klicken der Starttaste vollautomatisch.

Bei Anwendung des Quantifiers ergaben sich allerdings einige Schwierigkeiten, weshalb das

PC- Programm fiir die vorliegenden Schnitte nicht optimal schien.
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Als erstes stellte es ein grofes Problem dar, welche VergroBerungsstufe optimalerweise
gewihlt werden sollte. Nach mehrmaligem Ausprobieren einigte man sich auf eine 20- fache
Vergrolerung. Allerdings war damit noch nicht das Problem gelost, welcher Priparatausschnitt
fiir die Auswertung am geeignetsten wire. Je nachdem, welcher Bereich betrachtet wurde,
ergaben sich ganz unterschiedliche Zihlergebnisse. Dies soll im Folgenden an einem Beispiel
aufgezeigt werden:

Bei Abbildung 7 handelt es sich um einen der 394 Mamma- Ca- Schnitte, der nach eigener

Zihlung einen Proliferationsmarkerwert von 11% aufwies.
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- Abbildung 7: Screenshot eines

Mamma- Ca Schnittes

(Eigenaufnahme)

Im Folgenden werden willkiirlich drei verschiedene Bereiche des Resektates gewihlt, die in 20-

facher Vergroerung vom Ki67 Quantifier ausgewertet werden.

Wie aus Abbildung 8 zu lesen, liegt der ermittelte Ki67- Wert bei 14,51% und somit sehr nah

an dem per Hand ausgezihlten Wert von 11%.

Abbildung 8: Anwendung des
Ki67- Quantifiers am ersten
Praparatausschnitt

(Eigenaufnahme)
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Wihlt man allerdings andere Priparatausschnitte, ist die Abweichung zur Eigenzdhlung recht

groB3. So zeigt der in Abbildung 9 aufgezeigte Priaparatausschnitt einen Ki67- Wert von 34,07%,

der in Abbildung 10 dargestellte einen Wert von 39,74%.

Abbildung 9:
Anwendung des Ki67-
Quantifiers am
Zweiten
Priaparatausschnitt

(Eigenauf-nahme)

Abbildung 10:

Anwendung des Ki67-
Quantifiers am dritten
Priaparatausschnitt

(Eigenauf-nahme)

Die Ergebnisse des Ki67 Quantifiers sind also nicht wirklich objektiv, da sie sehr vom
gewihlten Untersuchungsabschnitt abhingen. Auferdem ergaben sich im Verlauf noch

gravierendere Probleme. Bei Schnitten, die nur wenige rot gefirbte Zellen enthielten, wurden
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sehr viele Zellen als Ki67 positiv gewertet, da das PC- Programm den roten Hintergrundsaum
nicht von Ki67- positiven Zellen unterscheiden konnte. Im Folgenden ist dies an einem Beispiel

aufgezeigt:

Dee Judete yuoe W e )
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Abbildung 11: Auswertung durch Ki67- Quantifier mit zu hohen

Proliferationsmarkerwerten

Um eine Losung fiir dieses Problem zu finden, erfolgte Riicksprache mit den Entwicklern des
vollautomatischen Zdhlprogramms. Im Moment giibe es keine Moglichkeit, meine Schnitte mit
diesem Programm auszuwerten, da eine Kontrasteinstellung noch nicht moglich wire. Sie
versuchen daran zu arbeiten und die Software noch weiter zu verbessern. Die Riickantwort der

Softwareentwickler findet sich im Anhang.

Die Entwicklung einer objektivierbaren Zdhlmethode fiir Ki67- Schnitte wire mehr als
notwendig. Objektive und reliable Proliferationsmarkerwerte sind notig, eine korrekte
Therapieentscheidung treffen und die Prognose abschitzen zu konnen. Die Entwicklung eines

vollautomatischen Zahlprogrammes konnte hierbei eine gro3e Hilfe sein.

Das von mir getestete Zahlprogramm hat allerdings noch erhebliche Schwichen und Fehler und
kann daher im klinischen Alltag nicht wirklich sinnvoll Anwendung finden. Ist es den
Entwicklern méglich, all diese Schwachstellen zu beseitigen, wire der Ki67- Quantifier eine

enorme Erleichterung und Bereicherung fiir alle Pathologen.

101



S Zusammenfassung

Bei der durchgefiihrten retrospektiven Kohortentudie wurden die immunhistologischen
Schnitte von insgesamt 394 Brustkrebspatientinnen der Jahre 2005 und 2006 mit Hilfe eines
festgelegten Zihlsystems erneut auf ihren Proliferationsmarkerwert hin ausgewertet. Uberpriift
werden sollte zum einen, inwieweit die so ermittelten Ki67- Werte von den
Pathologenschitzwerten abweichen und ob bei erneuter Zahlung von 50 Prédparaten dhnliche
Ergebnisse wie bei der ersten Eigenzédhlung erzielt werden konnen. Auflerdem sollte betrachtet
werden, ob es fiir die Auswertungen einen Unterschied macht, ob Stanzen oder Resektate
vorliegen. Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag darin herauszufinden, welche Rolle der
Proliferationsmarkerindex fiir Uberleben und rezidivfreies Uberleben spielt. Mit Hilfe von
multivariabler COX- Regression wurde ermittelt, welche Bedeutung Ki67 fiir sich genommen,
also unabhingig von allen anderen Faktoren, auf das Uberleben hat. Ausfiihrliche
Informationen und gesammelte Daten zu allen Patienten entstammten dem Tumorzentrum

Regensburg.

Bei einem Vergleich der selbsterhobenen Ki67- Werte mit den Pathologenschitzwerten zeigt
sich eine recht hohe Korrelation (Pearson-Koeffizient: 0,826). Die Mittelwerte der beiden
Zihlungen sind laut Wilcoxon- Test signifikant unterschiedlich (p=0,013). Ein quadratisch
gewichteter Kappa- Wert von 0,79 spricht fiir ,,starke Ubereinstimmung* der beiden Zihlungen.
Fiir einen Teil der Patientinnen ergaben sich auffillig hohere Schitzungen der Pathologen
gegeniiber den eigenen Zdhlwerten. Die selbst ermittelten Ki67- Werte sind mit einer genaueren
systematischen und definierten Methode erhoben, wihrend die Pathologenwerte auf
Schitzungen beruhen.

Um tiiberpriifen zu konnen, ob die gewonnenen Proliferationsmarkerwerte reproduzierbar sind,
wird eine zweite eigene Zidhlung von 50 Pridparaten vorgenommen. Hier korrelieren die
gewonnenen Ki67- Werte iiberaus stark (Pearson- Koeffizient: 0,930). Der Wilcoxon- Test
zeigt, dass die Mittelwerte der beiden Zidhlungen nicht signifikant unterschiedlich sind
(p=0,958). Ein quadratisch gewichteter Kappa von 0,92 spricht fiir ,fast vollstindige
Ubereinstimmung®. Die verwendete Zihlmethode scheint gut reproduzierbar und fiir

pathologische Routine- Untersuchungen geeignet.

Beim Vergleich zwischen Stanzen und Resektaten sollte untersucht werden, ob es einen
Unterschied fiir die Auswertungen macht, welcher Praparatetyp vorliegt. Dabei zeigte sich, dass

Stanzen einen hoheren Stadium IV- Anteil aufwiesen als Resektate. Auch hatten sie hohere
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Ki67- Werte und einen grof3eren Anteil an nicht operierten Patienten. BET- Operationen kamen
seltener vor und der Anteil an Hotspot- Schnitten lag hoher.

Schwachstelle der Untersuchung war, dass von jedem Patienten immer nur Stanze oder
Resektat vorlag und somit kein direkter Vergleich bei ein und demselben Patienten erfolgen

konnte.

Mit Hilfe von Kaplan- Meier- Uberlebenskurven wurden Gesamtiiberleben (OAS) und
rezidivfreies Uberleben (RFS) untersucht und Auswertungen anhand verschiedener Parameter
vorgenommen. Log-Rank-Tests dienten zum paarweisen Vergleich. Bei Betrachtung des
UICC- Stadiums zeigte sich, dass mit hoherem Stadium das kumulative Uberleben zunehmend
sinkt. Beim Ki67 erfolgte die Auswertung anhand verschiedener Ki67- Klassifikationen (10%-
Schritte, St. Gallen- Klassifikation, Vier- Stufen- Modell). Ein direkter Zusammenhang
zwischen Proliferationsmarkerhhe und kumulativem Uberleben lieB sich nicht eindeutig, nur
tendenziell beobachten. Ein signifikant schlechteres Uberleben ergab sich fiir die hochsten
gegeniiber den niedrigsten Ki67-Klassen. Dies liegt wahrscheinlich an den zum Teil stark
differierenden und zu kleinen Fallzahlen der einzelnen Ki67- Gruppen. Die Bildung von Ki67-
Kategorien mit anndhernd gleich groflen Fallzahlen erschiene fiir kiinftige Untersuchungen

sinnvoll.

Bei der COX- Regression wird der Einfluss verschiedener Parameter auf OAS und RFS
untersucht. Nach einer univariablen Auswertung erfolgte eine multivariable, um den Einfluss
eines jeden Parameters fiir sich genommen, also unabhéngig von allen anderen Faktoren, zu
betrachten. Die bei der COX- Regression gewonnenen Ergebnisse sind ausfiihrlich in den
Tabellen 48 und 50 aufgefiihrt. Mit hoheren Ki67- Werten steigt die Hazard Ratio zunehmend
an. Wihrend in der univariablen Analyse Ki67, Diagnosealter, Menopausenstatus, Grading,
Stadium, Lymphgefal3- und Veneninvasion signifikante Einflussvariablen darstellen, zeigt sich
bei der multivariablen Analyse, dass diese groftenteils nicht signifikant sind. Dies liegt
vermutlich an der relativ geringen Fallzahl von 394 Patientinnen und an der gegenseitigen

Beeinflussung. Beispielsweise korreliert Ki67 mit der Stadiengruppe UICC.

Sinnvoll erschiene die Durchfiihrung einer dhnlichen Studie mit gro3erem Patientenkollektiv,
um die Teststdrke (Power) zu erhohen. Das angewandte Zihlverfahren erscheint in klinischer
Praxis praktikabel und reproduzierbar. Als Prognosemarker spielt Ki67 eine wichtige Rolle und

konnte bei der Therapieentscheidung Beriicksichtigung finden.
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Das vollautomatische Zihlprogramm Ki67- Quantifier wurde an einigen ausgewéhlten
Priparaten getestet. Hierbei zeigten sich allerdings verbesserungswiirdige Schwachstellen,

weshalb ein routineméfiger Einsatz momentan noch nicht empfohlen werden kann.
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Anhang

Antwort- E-Mail der Entwickler des Ki67 Quantifiers vom 28.10.2013 im Originaltext:

Hallo Frau Gleixner,

das Bild, das Sie mir geschickt haben, hat leider einige Eigenschaften, die eine
digitale/automatische Auswertung unmdoglich machen. Man muss bedenken, dass der Computer
bei der Mustererkennung (bis jetzt) dem Menschen gegeniiber klar im Nachteil ist. Der Vorteil
des Computers ist, dass er Farbe, Form, GroB3e und Anzahl exakt messen kann, wenn die Zellen
erkannt wurden. Um diese Vorteile zu nutzen, muss man aber bei der Erstellung des Bildes
darauf achten, dass die Zellen fiir den Computer auch "gut zu sehen" sind. Ich habe mal 2
Beispiele angehangen: Bild 1 aus unserem Labor und Bild 2 und 3 aus zwei anderen Laboren
in Deutschland. Der Unterschied zu Ihrem Bild ist, dass die Zellen viel klarer zum Hintergrund
abgegrenzt sind.

Ich vermute, dass Sie eine sehr alte Version des Programms verwenden. Wir haben mittlerweile
eine Version, die wesentlich besser mit unterschiedlichen Fiarbungen umgehen kann. Ihr Bild
bleibt aber leider ein im Moment unlosbarer Fall. Ich glaube auch nicht, dass wir mit der
Anderung von Schwellwerten o.4. das Problem 16sen konnen.

Viele Griiie
Stephan Wienert
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