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Einleitung

Mit der Einflhrung von Ovulationshemmern 1959 in den USA wurde erstmals in der
Medizingeschichte eine pharmakologische Substanz in groiem Umfang ohne therapeutische
Hintergrinde verwendet. Aufgrund der hohen Akzeptanz und geringen Nebenwirkungen haben
seitdem weltweit mehr als 200 Millionen Frauen Ovulationshemmer eingenommen
(Collaborative Study 1996).

Vor dem Hintergrund der jahrlich um etwa 1% steigenden Inzidenz des Mammakarzinoms war
das Interesse an den Auswirkungen der Einnahme von Ovulationshemmern (OH) auf das Risiko
an einem Mammakarzinom zu erkranken, von jeher ausgesprochen hoch. Offenbar erhéht sich
dieses Risiko nach OH-Einnahme jedoch nur geringfiigig, wobei endgliltige Aussagen Uber
interessierende Untergruppen wie die der Mammakarzinome nach OH-Einnahme bei Teenagern
oder nach OH-Einnahme vor der ersten Lebendgeburt erst im nachsten Jahrzehnt zu erwarten
sind.

Dennoch haben méglicherweise Mammakarzinome, die nach oder unter der Einnahme von OH
entstehen, andere biologische Merkmale und eine andere Prognose als solche ohne derartige
exogene Hormonexposition (Schdénborn et al. 1994, Collaborative Study 1996). Die Dauer der
Latenzzeiten bis zur Diagnose eines Mammakarzinoms belauft sich auf durchschnittlich 15 bis
20 Jahre (von Fournier et al. 1980, Koscielny et al. 1985, Bulbrook and Thomas 1989). Dieser
Zeitabschnitt umfallt in der Regel verschiedene Lebensabschnitte, in denen Frauen von OH
Gebrauch machen. Die biologischen Auswirkungen dieser hormonellen Exposition auf den
Tumor selbst, auf das Metastasierungspotential oder hormonelle Regulationsmechanismen sind
jedoch weitgehend unbekannt.

Die Bedeutung weiterfiihrender Untersuchungen zum Einfluf von OH auf die Tumorbiologie und
die Prognose des Mammakarzinoms wurde erst vor wenigen Jahren nach der Veroffentlichung
der Metaanalyse der ,Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer” erneut
hervorgehoben (Westhoff et al. 1996, Szarewski et al. 1996, Beral et al. 1996). In dieser Studie
wurde fur einen zehnjahrigen Zeitraum nach Beendigung der Einnahme von OH eine moderate
Risikoerhohung fir die Erkrankung an einem Mammakarzinom beschrieben. Frauen, die zum
Zeitpunkt der Diagnose OH einnahmen, hatten gegenuber denen ohne OH-Einnahme ein um
24% erhohtes Erkrankungsrisiko. Dieser Effekt war kontinuierlich riicklaufig und 10 Jahre nach
Beendigung der Einnahme nicht mehr nachweisbar.

Interessanterweise war die Stadienverteilung der Tumoren fiir Patientinnen, die OH
eingenommen hatten, signifikant glinstiger als fir andere Frauen. Diese Beobachtung konnte
nicht nur bei OH-Einnahme zum Zeitpunkt der Diagnose sondern auch noch 10 Jahre nach
Beendigung der Einnahme gemacht werden. Aufgrund der langanhaltenden Wirkung dieses
Effekts scheint eine Vorverschiebung des Diagnosezeitpunktes durch eine engmaschigere
arztliche Betreuung eher unwahrscheinlich zu sein. Dagegen gewinnt die Mdglichkeit einer
biologischen Wirkung der OH auf pathogenetische Regulationsmechanismen wahrend der
Tumorentstehung durch dieses Ergebnis erheblich an Interesse. Fur die weitere Klarung dieser
Fragen waren jedoch die Daten der Metaanalyse nicht ausgelegt (Collaborative Group 1996).

Im Rahmen der vorliegenden Studie zum Einfluf® von OH auf die Prognose des
Mammakarzinoms hatte sich zu einem sehr friihen Zeitpunkt ein signifikanter Uberlebensvorteil
fur Patientinnen nach OH-Einnahme angedeutet (Schénborn et al. 1994). Auf der Grundlage der
konventionellen Prognosefaktoren gab es fiir die Differenzen in den Uberlebensraten keine
Erklarung. Die Stadienverteilung war fir Patientinnen nach OH-Einnahme nicht glinstiger als fir
andere Frauen. Die Wechselwirkungen zwischen OH-Einnahme, biologischen
Regulationsmechanismen des Tumors und nicht zuletzt anderen hormonellen und
epidemiologischen Faktoren sind allerdings zu komplex, um sie nur anhand konventioneller
Tumorcharakteristika erfassen zu kénnen. Dariiberhinaus konnte es sich zu diesem Zeitpunkt
ebenso um ein zufalliges Ergebnis nach begrenztem Follow-up handeln. Andererseits war es
maoglich, dal diesem Effekt eine echte biologische Wirkung der OH-Einnahme im Prozel} der
Tumorentwicklung zugrundeliegt, dessen Auswirkungen auf die Prognose des
Mammakarzinoms auch Uber ein langzeitiges Follow-up nachweisbar sein sollten.



Der Erkenntniszuwachs auf dem Gebiet der molekularbiologischen Regulationsmechanismen
von Tumoren hat im letzten Jahrzehnt die Méglichkeiten zur Erforschung der hormonellen
Steuerung dieser Prozesse stetig erweitert.

Fir die Entstehung des Mammakarzinoms standen Ostrogene und Wachstumsfaktoren als die
beiden starksten Mitogene lange Zeit im Mittelpunkt des Interesses (Freiss et al. 1993).
Gestagene jedoch wirken an der Mamma entgegen friiheren Vorstellungen eher proliferativ und
damit potentiell mitogen, was eine erneute Definition ihrer Rolle fiir die Karzinogenese des
Mammakarzinoms notwendig macht. Die Ergebnisse sind bisher widersprichlich. Gestagene
potenzieren entgegen urspriinglichen Annahmen méglicherweise die Wirkung der Ostrogene,
wobei den 19-Nortestosteronderivaten aufgrund ihres Metabolismus und ihrer éstrogenen
Potenz eine groRere Bedeutung zukommen soll als den 17o-Hydroxyprogesteronderivaten
(Jeng et al. 1992, Catherino et al. 1993). Ostrogen/Gestagenkombinationen wiederum wurden
an der Mamma proliferationshemmende Wirkungen infolge differenzierter gestagenabhangiger
Regulationsmechanismen zugeschrieben (Schoonen et al. 1995).

In Anbetracht der zahlreichen ungeklarten Fragen zu diesem Problem war es das

Ziel der vorliegenden Studie, den Einflu von OH und deren Gestagenkomponenten auf die
Tumorbiologie und die Prognose des Mammakarzinoms zu untersuchen.

Zur Charakterisierung der biologischen Merkmale der Tumoren wurden sowohl konventionell-
histomorphologische als auch zellular exprimierte, molekularbiologische Faktoren (PCNA, c-
erbB-2, EGF-R, p53-Protein) bestimmt. Der biologische Effekt exogener hormoneller Einfliisse
durch die Einnahme verschiedener OH sowie der Einflull endogener hormoneller
Veranderungen durch natlrliche Ereignisse wahrend des reproduktiven Lebensabschnittes wie
Schwangerschaft, Geburt und Stillen werden anhand der Auspragung der untersuchten
Tumorcharakteristika analysiert.

Neben dem Einflud der OH-Einnahme und dem anderer hormonell-reproduktiver Faktoren
werden epidemiologische Kofaktoren, die potentiell mit der Wirkung der OH interferieren
kénnten, einbezogen, um somit den biologischen Effekt der OH-Einnahme gezielt
herauszuarbeiten.

Fir die Beurteilung der prognostischen Bedeutung der OH-Einnahme und aller
tumorassoziierten Faktoren wird die zeitabhangige Veranderung der Wertigkeit der untersuchten
Prognosefaktoren wahrend des beobachteten langzeitigen Follow-up gesondert bericksichtigt.
AbschlieRend werden die erzielten Untersuchungsergebnisse in einer Hypothese zur
hormonellen Beeinflussung der Tumorbiologie des Mammakarzinoms wahrend verschiedener
Phasen der Tumorentwicklung zusammenfassend dargestellit.



1. Material und Methode

1.1. Epidemiologische Methodik
1.1.1  Studiendesign

Die primare Datenerfassung fir alle Mammakarzinompatientinnen erfolgte im Rahmen der
-WHO Collaborative Study of Neoplasia and Steroid Contraceptives®. Diese WHO-Studie war
eine internationale multizentrische Fall-Kontroll Studie zur Untersuchung des Zusammenhanges
zwischen der Verwendung von OH und dem Karzinomrisiko fir verschiedene
Organlokalisationen (WHO 1985, WHO 1990). Von November 1982 bis Juli 1986 wurden 502
Falle mit Mammakarzinom und 1316 Kontrollen rekrutiert. 490 Falle und 1223 Kontrollen
konnten letztlich fiir die Fall-Kontroll Studie ausgewertet werden (Ebeling et al. 1991).

Von allen primér in die WHO-Studie eingeschlossenen Frauen wurden ausschlielich die 490
Patientinnen mit Mammakarzinom fur die hier vorliegende Studie zur Bedeutung der OH-
Einnahme fir die Tumorbiologie und die Prognose der Erkrankung rekrutiert. Im Verlauf der
Studie mufdten 19 Patientinnen ausgeschlossen werden, da sie unmittelbar nach der Diagnose
nicht mehr nachbeobachtet werden konnten. Somit konnten 471 Falle mit dokumentiertem
Follow-up in diese Untersuchung eingeschlossen werden.

Samtliche anamnestischen, klinischen und histomorphologischen Daten wurden bei Diagnose
und Primartherapie des Mammakarzinoms unter kontrollierten Bedingungen erfaf3t (WHO 1985,
WHO 1990). Nur Frauen, die nach 1930 geboren worden waren, hatten wahrend ihres
reproduktiven Lebensabschnittes auch die Moglichkeit, OH zu verwenden und konnten damit fir
die Studie rekrutiert werden.

Im Rahmen eines standardisierten Fragebogens wurden Informationen zu bekannten und
potentiellen Risikofaktoren flir das Mammakarzinom sowie eine komplette gynakologische und
geburtshilfliche Anamnese erhoben.

Faktoren, die durch hormonelle Veranderungen, Differenzen in der genetischen Belastung oder
auch Unterschiede im sozialen Status und Verhalten einen Einfluf3 auf die Biologie des
Mammakarzinoms oder die Prognose der Erkrankung haben kdnnen, wurden in dieser Studie
einbezogen.

Das Follow-up der Patientinnen wurde mit Hilfe populationsbezogener und klinikbezogener
Register erhoben. Weitere Informationen entstammen den Landeseinwohnermeldedmtern und
wurden durch Kontakte mit den behandelnden Arzten tberpriift. Das mediane Follow-up fiir
noch lebende Patientinnen erstreckte sich Uber einen Zeitraum von 117 (48-151) Monaten. Die
mediane Uberlebenszeit fiir verstorbene Patientinnen belief sich auf 44.5 (5-130) Monate. Das
mediane Follow-up fir die Gesamtgruppe betrug 107 (5-151) Monate.

1.1.2 Patientencharakteristika

Alle Patientinnen waren konsekutiv zwischen 1982 und 1986 wegen eines invasiven
Mammakarzinoms an der Robert-Réssle-Klinik des ehemaligen Zentralinstitutes fir
Krebsforschung, heute Charité Campus Berlin-Buch, aufgenommen worden. Das
Durchschnittsalter der Patientinnen betrug 45 (26-52) Jahre.

Die Diagnostik, operative Therapie und gegebenenfalls auch die adjuvante Behandlung
erfolgten an einer Einrichtung und unterlagen im Rekrutierungszeitraum gleichbleibenden
Therapiestandards. Alle Patientinnen wurden primar operiert. Bei Frauen mit brusterhaltender
Operation erfolgte eine lokale Strahlentherapie. Keine der Patientinnen wies eine distale
Metastasierung auf. Patientinnen mit positivem Lymphknoten(LK)-Status erhielten eine
Chemotherapie (Bonadonna-Schema 6 Zyklen CMF). Bei 36 Patientinnen mit LK-negativen
Tumoren wurde aufgrund unglinstiger prognostischer Kriterien ebenfalls eine Chemotherapie
durchgefiihrt. Postmenopausale Patientinnen mit LK-positivem Mammakarzinom wurden
adjuvant mit Tamoxifen 30mg/Tag behandelt. Aufgrund des Studiendesigns waren nur wenige



der Patientinnen postmenopausal. Patientinnen wurden als postmenopausal bezeichnet, wenn
sie seit mindestens einem Jahr keine Menstruationsblutung mehr gehabt hatten oder wenn nach
operativer Entfernung beider Ovarien keine hormonelle Substitution erfolgt war. Tabelle 1.1-1
falt die klinischen Charakteristika der rekrutierten Patientinnen zusammen.

Tabelle 1.1-1 Patientencharakteristika

Anzahl der Patientinnen 471
Alter bei Diagnose 45 (SD £5.99) Jahre
(mittleres, Standardabweichung)
Menopause
Pramenopausal 373 (79.2%)
Postmenopausal 98  (20.8%)
OH-Einnahme
Ja 297  (63.1%)
Nein 174 (36.9%)
Primare Therapie
Modifizierte Mastektomie 288  (61.1%)
Brusterhaltendes Vorgehen 183 (38.9%)
Adjuvante Chemotherapie (CMF)
Lymphknoten-negative Tumoren 36 (7.6%)
Lymphknoten-positive Tumoren 223 (47.3%)
Verstorben
am Mammakarzinom 161 (34.2%)
Andere Ursachen 1 ( 0.2%)

OH-Einnnahme

Von den erfaldten 471 Patientinnen hatten 297 (63.1%) zu irgendeinem Zeitpunkt vor der
Diagnose ihrer Erkrankung OH eingenommen. Keine der Patientinnen hatte die Einnahme von
OH nach der Diagnose des Mammakarzinoms fortgesetzt oder zu irgendeinem Zeitpunkt wieder
aufgenommen. 184 Patientinnen (62% aller Frauen mit OH-Einnahme) hatten OH lber mehr als
5 Jahre eingenommen und 92 dieser Frauen hatten sogar Uber mehr als 10 Jahre OH
verwendet. Die Patientinnen hatten mit wenigen Ausnahmen Kombinationspraparate
eingenommen. Die verwendeten OH enthielten

. 0.05 mg bzw. 0.03 mg Ethinylestradiol (EE) oder
. 0.1 mg bzw. 0.08 mg Mestranol und

. 1 mg Norethisteronacetat (NETA) oder

. 0.25 bzw. 0.125 mg Levonorgestrel (LNG) oder
. 2 mg Chlormadinonacetat (CMA).

Tabelle 1.1-2 gibt einen Uberblick zur Zusammensetzung der verwendeten Préparate.



Tabelle 1.1-2 Ovulationshemmer (OH): verwendete Praparate und deren Zusammensetzung

Ostrogen Gestagen
Kombinierte OH
OvosistonR 0.1/0.08 mg Mestranol 2.0 mg CMA
Gravistat? 0.05mg EE 0.125 mg LNG oder
0.250 mg LNG (bis 1978)
MinisistonR 0.03mg EE 0.125 mg LNG
Non OvlonR 0.05mg EE 1 mg NETA
Sequenzpraparate
Sequostat? 0.05 mg EE (1.-6.7T?)
0.05mg EE 1 mg NETA (7.-21.Z7)
Deposiston®? 1 mg EE-PS' (1x/Wo) 5 mg NETA (2 Thl. 25. ZT)

1 Ethinylestradiolpropansulfonat
2 Zyklustag

1.2. Histopathologie

Die histomorphologischen Befunde wurden zum Zeitpunkt der Primartherapie durch zwei
unabhangige Pathologen ermittelt. Referenzschnitte gingen dabei im Rahmen der WHO-Studie
an das WHO-Referenzzentrum. Die histomorphologischen Befunde des Referenzpathologen
bildeten die Grundlage fir die hier zugrundeliegende Erfassung der Tumorcharakteristika
(Stalsberg et al. 1989).

Im Rahmen der Studie wurde fiir spatere Untersuchungen jeweils ein separater Paraffinblock
asserviert, der in der vorliegenden Untersuchung fiir die Bestimmung der Ostrogenrezeptoren
(ER), der Progesteronrezeptoren (PR) und der Expression des proliferating cell nuclear antigens
(PCNA) sowie des epidermal growth factor receptors

(EGF-R), des c-erbB-2-Proteins und des p53-Proteins verwendet wurde.

1.2.1.  Histomorphologie

Die Klassifikation des histologischen Tumortyps erfolgte nach der zum Zeitpunkt der
Rekrutierung giiltigen WHO-Nomenklatur (WHO 1981).

Das histologische Grading wurde nach der Methode von Bloom and Richardson ermittelt (Bloom
and Richardson 1957).

TumorgréfRe und LK-Status wurden entsprechend der TNM-Klassifikation bestimmt (UICC, TNM
1987).

1.2.2. Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an formalinfixiertem,
paraffineingebettetem Material durchgefiihrt. Die Fixierung erfolgte in 4% Formalin (pH 7.0) Gber
einen Zeitraum von maximal 26 Stunden. Nach Schneiden der Blécke in 3 um Schnitte wurden
diese auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttragern 20 min bei 50°C getrocknet. Zur
Vermeidung von Bestimmungsfehlern durch Denaturierung der Liganden wurden priméar
verschiedene Praparationsmodalitaten (24 h Lufttrocknung, Trocknung tber 2 h bei 37°C oder
Uber 20 min bei 50°C) getestet. Es ergaben sich dabei keine relevanten Differenzen in der
Qualitat und Quantitat der immunhistochemischen Bestimmungen.

Die immunhistochemischen Untersuchungen zur Bestimmung der ER-/PR- und der PCNA-
Expression wurden mit Hilfe der APAAP-Methode unter Verwendung von Neufuchsin als



Chromogen durchgefiihrt (Cordell et al. 1984).

Die Bestimmung der c-erbB-2-Protein- und der EGF-R-Expression erfolgten nach der
Streptavidin-Biotin-Methode, die der p53-Protein Expression nach der Avidin-Biotin-Methode.
Die Farbung wurde mit einem Diethylaminobenzidin (DAB) enthaltenden Substratgemisch
durchgefiihrt. Eine Ubersicht der verwendeten Methoden und Antikérper findet sich in Tabelle
1.2-1.

In allen Untersuchungsreihen wurden entsprechende Kontrollschnitte mitgefihrt.

In 8 Fallen war flr die Bestimmung des c-erbB-2-Proteins kein Material mehr verfiigbar. In 6
Fallen war dies fir die Bestimmung des p53-Proteins der Fall. Fir die EGF-R Bestimmung
stand in 12 Fallen kein Material zur Verfiigung. In einem Fall konnte die EGF-R-Expression nicht
eindeutig bestimmt werden und wurde daher nicht bertcksichtigt.

Tabelle 1.2-1 Immunhistochemische Methodik

Faktor Antikdrper Methode

ER MAK ER-ICA Kit (Abott Denmark) APAAP
unverdiinnt, 1h, Raumtemperatur

PR MAK anti-PR (mPRI, Dianova Germany) APAAP
1:100, 1h, Raumtemperatur

PCNA MAK PC10 (DAKO Denmark) APAAP
1:20, 1h, Raumtemperatur

c-erbB-2 MAK c-neu (Ab2, Dianova Germany) Streptavidin-Biotin
1:100, 1h, Raumtemperatur

EGF-R Anti-EGFR (Ab 4) polyklonal (Dianova Streptavidin-Biotin
Germany), 1:50, 1h, Raumtemperatur

p53 MAK BP53-12-1 (Biogenex USA), Avidin-Biotin
1:20, 1h, Raumtemperatur

Labortechnische Methodik

ER - Immunhistochemischer Nachweis: Nach Entparaffinierung in Xylol (2x3 min) und
Rehydration, Inkubation der Schnitte mit 0.1% Pronase (Merck Germany) fiir 5 min bei
Raumtemperatur zur Demaskierung des Antigens.

Applikation des Primarantikorpers (ER-ICA Abbott Denmark) unverdiinnt fiir 1 h bei
Raumtemperatur gefolgt von einem mouse anti-rat IgG Briicken-AK (Dianova Germany) 1:200
fir 30 min bei Raumtemperatur. Inkubation mit einem rabbit

anti-mouse Sekundar-AK (Dako Denmark) 1:40 fir 30 min bei Raumtemperatur. Applikation des
monoklonalen APAAP-Komplexes (Dako Denmark) 1:40 fir 30 min bei Raumtemperatur.
Wiederholung des 2. und 3. Inkubationsschrittes (Sekundar-AK und APAAP-Komplex) fur
jeweils 10 min Inkubation mit chromogener Substratlésung unter Verwendung von Neufuchsin.
Leichte Gegenfarbung mit Harris Hamatoxylin. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten
Spillung mit TRIS Puffer (0.05 m, pH 7.4-7.6). In jeder Versuchsreihe wurden entsprechende
Positiv-und Negativkontrollen mitgeflhrt.

PR und PCNA - Immunhistochemischer Nachweis: Entparaffinierung und Rehydration in Xylol
(2x3 min) und absteigender Alkoholreihe.

Applikation des Primarantikorpers anti-PR MAK (Dako Denmark) in einer Verdiinnung von 1:200
oder des PC10 MAK (Dako Denmark) in einer Verdiinnung 1:20 fur 1 h bei Raumtemperatur.
Inkubation mit einem rabbit anti-mouse Sekundar-AK (Dako Denmark) 1:40 fir



30 min bei Raumtemperatur. Applikation des monoklonalen APAAP-Komplexes (Dako
Denmark) 1:40 fir 30 min bei Raumtemperatur. Wiederholung des 2. und

3. Inkubationsschrittes (Sekundar-AK und APAAP-Komplex) fur jeweils 10 min.

Inkubation mit chromogener Substratldsung unter Verwendung von Neufuchsin. Leichte
Gegenfarbung mit Harris Hdmatoxylin. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten Spilung mit
TRIS Puffer (0.05 m, pH 7.4-7.6). In jeder Versuchsreihe wurden entsprechende Positiv-und
Negativkontrollen mitgefuhrt.

EGF-R und c-erbB-2-Protein - Immunhistochemischer Nachweis: Entparaffinierung und
Rehydration in Xylol (2x3 min) und absteigender Alkoholreihe. Blockierung der endogenen
Peroxidase durch Inkubation mit 3% H,O, fir 5 min bei Raumtemperatur. Applikation von
Schwein-Normalserum 1:5 flr 20 min bei Raumtemperatur zur Blockierung der unspezifischen
Bindungsorte. Keine Spilung.

Applikation des Primar-AK Anti-EGF-R (Ab 4) polyklonal (Dianova Germany)

1: 50 flr 1 h oder des c-neu MAK (Dianova Germany) 1:100 fir 1 h bei Raumtemperatur.
Inkubation mit biotinyliertem horseradish anti-mouse Sekundar-AK (Amersham Netherlands)
1:200 fir 45 min bei Raumtemperatur. Applikation eines Streptavidin-Biotin-Peroxidase
Komplexes (Amersham Netherlands) 1:200 fur 15 min bei Raumtemperatur. Inkubation mit
chromogener Substratldsung unter Verwendung von DAB. Leichte Gegenfarbung mit Harris
Hamatoxylin.

Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten Spilung mit PBS (0.01 m, pH 7.2). In jeder
Versuchsreihe wurden entsprechende Positiv-und Negativkontrollen mitgefuhrt.

p53-Protein - Immunhistochemischer Nachweis: Entparaffinierung und Rehydration in Xylol (2x3
min) und absteigender Alkoholreihe. Vorbehandlung mit 0.05% Saponin fir 30 min. Blockierung
der endogenen Peroxidase durch Inkubation mit 3% H,O, fir 5 min bei Raumtemperatur.
Prainkubation mit Kaninchen-Normalserum (Dako Denmark) 1:10 fuir 20 min bei
Raumtemperatur zur Blockierung der unspezifischen Bindungsorte. Keine Spulung. Applikation
des Primar-MAK BP53-12-1 (Biogenex USA) 1:20 fir 1 h bei Raumtemperatur. Inkubation mit
biotinyliertem rabbit anti-mouse Briicken-AK (Dako Denmark) 1:200 fir 30 min bei
Raumtemperatur. Applikation eines Avidin-Biotin-Peroxidase Komplexes (Dako Denmark) fir 30
min bei Raumtemperatur. Inkubation mit chromogener Substratlésung unter Verwendung von
DAB. Leichte Gegenfarbung mit Harris Hamatoxylin. Zwischen den einzelnen
Inkubationsschritten Spulung mit TRIS Puffer (0.01 m, pH 7.2). In jeder Versuchsreihe wurden
entsprechende Positiv-und Negativkontrollen mitgeflhrt.

Scoring

Die Analyse der immunhistochemischen Farbungen erfolgte mit Hilfe eines Olympus-
Lichtmikroskops bei 40facher Vergré3erung durch zwei unabhangige Untersucher. Bei
unterschiedlichen Einschatzungen wurde unter Verwendung eines Diskussionsmikroskops ein
Konsensus erzielt. Es wurden mindestens 1000 Zellen pro Praparat ausgewertet.

Fir die Bestimmung der ER- und PR-Expression wurde die Anzahl eindeutig rot gefarbter Nuklei
unabhangig vom Farbungsmuster als prozentualer Anteil aller Tumorzellnuklei ausgedruckt. Die
PCNA-Expression zeigte eine charakteristische diffuse oder granulare nukledre Farbung.
Eindeutig rot gefarbte Nuklei wurden unabhangig von Farbungsmuster und Intensitat als positiv
bewertet. Die Klassifikation erfolgte fir die Steroidrezeptoren und die PCNA-Expression in drei
semiquantitativen Gruppierungen (<20%/20%-50%/>50%) nach existierenden Laborstandards.
Entsprechend der klinischen Relevanz wurde eine ER/PR-Expression von <20% als Rezeptor-
negativ beurteilt. Eine Bestimmung der nuklearen Farbungsintensitat der ER/PR wurde priméar
durchgefiihrt, jedoch brachte deren Erfassung mit Hilfe eines Scores keine zusatzliche
prognostische Aussage, so dal fur die weiteren Analysen darauf verzichtet wurde.

Die Einschatzung der c-erbB-2-Proteiniiberexpression, des EGF-R und des p53-Proteins
erfolgte qualitativ nach positiver oder negativer Expression. Bei Reaktivitat von mehr als 10%
der Zellen wurde der Tumor als positiv bewertet.

In der Beurteilung der c-erbB-2-Proteinliberexpression wurden nur eindeutig
membrangebundene Farbungen als positiv eingeschatzt. Die EGF-R-Farbung war nahezu
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ausschlieBlich zytoplasmatisch lokalisiert. Fir die Bewertung der
p53-Expression wurden nur deutlich nukledre Farbungen als positiv beurteilt.

1.3. Methodische Verfahren
1.3.1.  Statistische Methodik

Die primare Datenerfassung und -haltung wurde mit Hilfe des Datenbanksystems dBaselll plus
durchgefihrt. Die weiteren statistischen Analysen erfolgten unter Verwendung der SPSS/Win
6.0 und BMDP-Software.

Der Effekt verschiedener OH-Einnahmecharakteristika und Gestagenkomponenten auf die
Haufigkeitsverteilung histomorphologischer und tumorbiologischer Prognosefaktoren wurde
durch die Schatzung von Odds Ratios (ORs) unter Nutzung von log-linearen Modellen
dargestellt. Die exakten 95% Konfidenzintervalle (95% KI) wurden nach der Methode von
Baptista und Pike ermittelt (Baptista and Pike 1977). Die Auswahl der Kovariablen erfolgte durch
Vorwartsselektion und Rickwartselimination auf der Grundlage eines p-Wertes von 0.1 und 0.15
respektive.

Alle Faktoren wurden als binare Variablen in den Analysen beriicksichtigt. Der Einfluf®

rangkategorialer Variablen wurden mit Hilfe binarer Hilfsvariablen untersucht. Die Klassifikation
aller verwendeten Variablen ist aus Tabelle 1.3-1 ersichtlich.
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Tabelle 1.3-1 Verwendete Variablen und deren Kodierung

Variable

Allgemeine Variablen

Alter (Jahre)

Menopausenstatus
Operationsmodus

Chemotherapie
Histomorphologische Faktoren
Histologischer Tumortyp
Histologisches Grading
Tumorgrofie

Lymphknoten (LK)-Status

Zellulér exprimierte Faktoren
ER-Expression

PR-Expression

PCNA-Expression
c-erbB-2-ProteinUberexpression
EGF-Rezeptor-Expression
p53-Proteinexpression
Ovulationshemmer (OH)
OH-Einnahme

Dauer der Einnahme

Abstand der letzten Einnahme zur Diagnose
Abstand der ersten Einnahme zur Diagnose
Alter bei 1. Einnahme

OH-Typ (Gestagen)
Epidemiologische Risikofaktoren
Menarchealter

Alter bei erster Lebendgeburt
Anzahl der Lebendgeburten

Alter bei erstem Stillen

Anzahl der gestillten Lebendgeburten
Mammabiopsie

Mammakarzinom in Familie
Ausbildungszeit (Schule/Universitat)
Zervixzytologien (Anzahl)

Kodierung

<35/>35; <40/>40; <45/>45; <50/>50
pramenopausal/postmenopausal
Mastektomie/Brusterhaltung

nein/ja

DCl/andere; LCl/andere
Gl / GlI+GllI; GI+Gll / Gl
<2cm/>2cm

NO / >1N+; <3N+ />4N+

<20%/20%-50%/>50%
<20%/20%-50%/>50%
<20%/20%-50%/>50%
negativ/positiv
negativ/positiv
negativ/positiv

nein/ja

keine OH/1-60 Monate/>61 Monate
keine OH/bis Diagnose/2-60Monate/>60
keine OH/<96/>97 Monate

keine OH/<20/20-24/25-29/>30 Jahre
keine OH/CMA/LNG/NETA/SP-NETA

<12/13-14/>15 Jahre

keine Lebendgeburt/<19/20-29/>30 Jahre
keine/1-3/>4

nie gestillt/<19/20-29/>30 Jahre
keine/1-3/>4

nein/ja

nein/ja

<8/9-10/11-15/>16 Jahre

keine/>1 pro Jahr/zweijahrlich/weniger

Das mediane Follow-up fur die gesamte Patientengruppe belief sich auf 107 (5-151) Monate.
Fir lebende Patientinnen umfalte das mediane Follow-up einen Zeitraum von 117 (48-151)
Monaten, fiir verstorbene Patientinnen betrug die mediane Uberlebenszeit 44.5 (5-130) Monate.
Die Uberlebensanalysen basierten auf dem Zeitraum zwischen beginnender Primartherapie und
dem Tod der Patientin oder dem letzten verzeichneten Kontakt. Zum Zeitpunkt der vorliegenden
Analyse waren 162 (34.4%) aller Patientinnen verstorben.

Univariate Uberlebensanalysen wurden nach der Kaplan-Meier Methode durchgefuhrt (Kaplan
and Meier 1958) und die Differenzen in den Uberlebenskurven unter Verwendung des Logrank-
Testes auf Signifikanz gepruft (Peto et al. 1977).

Fir die multivariaten Uberlebensanalysen wurde das proportionale Hazard-Modell nach Cox
verwendet (Cox 1972).

Die primare Auswahl der Kovariablen erfolgte unter Einschluf3 aller histomorphologischen
(Tumortyp, Grading, Tumorgrofie, LK-Status) und zellular exprimierten (ER, PR, PCNA, EGF-R,
c-erbB-2, p53) Prognosefaktoren, des Alters in 5-Jahresgruppen, des Menarchealters, des
Menopausenstatus und der Therapiemodalitaten. Samtliche Variablen, die in dieser Analyse
signifikant waren, wurden als Kovariable fiir alle weiteren multivariaten Uberlebensanalysen
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berlcksichtigt (Tab. 2.3-4).
Um die Korrelation zwischen Paaren von Einzelfaktoren beriicksichtigen zu kénnen, wurden,
wenn notwendig, Wechselwirkungsfaktoren in das Modell eingefiigt.

Zur Analyse der zeitabhangigen Veranderung der Wertigkeit von Prognosefaktoren wurden die
Hazard Ratios (HRs) fiir die einzelnen Prognosefaktoren in jahrlichen Abstanden jeweils flr das
n-te Jahr nach der Diagnose des Mammakarzinoms ermittelt. Nach langerem Follow-up war es
fur manche Faktoren aufgrund der abnehmenden Fallzahl nicht mehr moglich konsistente
Schatzungen durchzuflhren. Die Analysen wurden in diesen Fallen nicht weitergefihrt.

1.3.2. Methodenkritik

1.3.2.1. Epidemiologische Methodik

Die Rekrutierung der Patientinnen flr die vorliegende Studie erfolgte durch die konsekutive
Erfassung aller nach 1930 geborenen Frauen, die im Beobachtungszeitraum wegen eines
Mammakarzinoms stationar aufgenommenen und primar operiert wurden. Die Therapie erfolgte
an einer Einrichtung nach wahrend der Laufzeit der Studie gleichbleibenden Richtlinien. Der
Versorgungsbereich der Einrichtung erstreckte sich Uber die gesamte Region Berlin-
Ost/Brandenburg. Selection Bias durch gezielte Zuweisungen kénnen in diesem
Zusammenhang weitestgehend ausgeschlossen werden.

Die priméare Erfassung der Daten erfolgte auf der Grundlage eines standardisierten
Fragebogens durch geschulte Interviewer zum Zeitpunkt des ersten stationaren Aufenthaltes.
Von ursprunglich erfaften 502 Patientinnen, lehnten drei Patientinnen die Teilnahme an der
Studie ab. Neun Frauen wurden wegen eines bereits friiher diagnostizierten Mammakarzinoms
aus der Studie ausgeschlossen. Die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Interviewer und
Response Bias kann aufgrund dieses Vorgehens als gering angesehen werden.

Im Rahmen der Befragung wurde eine komplette gynakologisch-geburtshilfliche Anamnese
aufgenommen. Dartberhinaus wurden das Kontrazeptionsverhalten und die Einnahme
hormoneller Praparate moglichst vollstandig erfallt. Zu diesem Zweck standen den Patientinnen
Kalender und visuelles Anschauungsmaterial zu allen im Handel befindlichen Praparaten zur
Verfligung. Wesentliche anamnestische Angaben und Daten zur OH-Einnahme wurden durch
Riickfragen bei behandelnden Arzten validiert (Nischan et al. 1993). Auf diese Weise wurden
Recall Bias als eine wesentliche Fehlerquelle bei retrospektiver Datenerfassung weitgehend
reduziert.

Zum Ausschluf® von Confounding Effekten wurde eine mdglichst weitreichende Erfassung von
Confounding Faktoren (Storvariable) durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um Faktoren, die
potentiell sowohl mit der Erkrankung als auch mit der analysierten EinfluRgré3e assoziiert sind
und dadurch bei Nichtbericksichtigung zu Verzerrungen der untersuchten kausalen
Zusammenhange fuhren. Als klassische Confounder im Zusammenhang mit Untersuchungen
zur Problematik der OH kommen Variablen wie Geschlecht, Alter, soziobkonomischer Status
sowie die Menstruations- und Reproduktionsanamnese in Frage (Chilvers and Deacon 1990).
Diese Faktoren wurden in den durchgefiihrten Analysen bertiicksichtigt. Die
Altersstandardisierung erfolgte in

5-Jahresgruppen.

Als weitere Fehlerquelle epidemiologischer Studien wird die Moglichkeit des Auftretens von
Surveillance Bias angesehen. Patientinnen, die OH eingenommen haben, befanden sich
zumindest Uber diesen Zeitraum in regelmaRiger arztlicher Betreuung, was potentiell eine
bessere Diagnostik und damit Vorverschiebung des Diagnosezeitpunktes zur Folge haben kann.
Eine echte Friherkennung wie sie heute durch die Verbreitung der Mammographie verstarkt
erfolgt, war allerdings zum Zeitpunkt der Rekrutierung noch nicht méglich. Die Stadienverteilung
in der vorliegenden Studie zeigte keine signifikanten Unterschiede zugunsten der Patientinnen,
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die OH eingenommen hatten, so daf} das Vorliegen von Surveillance Bias weitestgehend
ausgeschlossen werden kann.

Theoretisch kdnnen andere Selektionsmechanismen, die mit der OH-Einnahme verbunden sind,
zu weiteren systematischen Fehlern in Studien zu diesem Thema fihren (Hemminki 1996). So
werden OH zumeist von fertilen Frauen mit aktivem Sexualleben verwendet. Frauen, die
niemals OH eingenommen haben, kénnten ein von diesen verschiedenes hormonelles Profil
aufweisen, was letztlich zur Pragung eines biologisch anderen Tumortyps beitragen konnte. Der
Anteil von Frauen ohne Schwangerschaften und auch der ohne Lebendgeburten ist in der
vorliegenden Studie allerdings gering und zeigte keine Abhangigkeit von der OH-Einnahme, so
dafd das Vorliegen derartiger Selektionsmechanismen eher unwahrscheinlich erscheint.

In der Studie entsprechen die Haufigkeitsverteilung der histomorphologischen Faktoren
Tumortyp, TumorgréRe, LK-Status und Grading sowie die Expressionsraten aller bestimmten
zellular exprimierten Faktoren ER/PR, PCNA, EGF-R, c-erbB-2 und p53 fir die Gesamtgruppe
den flr representative, statistisch gut abgesicherte Studien erwarteten Haufigkeiten (Lipponen et
al. 1992, Pujol et al. 1994, Gasparini et al. 1998). Dieses Ergebnis ist ein weiterer Hinweis
darauf, dafd Fehler in der Zusammensetzung der Studienpopulation durch mdgliche
Selektionsmechanismen weitgestgehend ausgeschlossen werden konnten.

1.3.2.2. Histomorphologie und Immunhistochemie

Das histologische Grading ist aufgrund der der Methode innewohnenden subjektiven
Komponente am haufigsten Gegenstand fachlicher Diskussionen zur Reproduzierbarkeit
histomorphologischer Befunde (Dalton et al. 1994, Kronqvist et al. 1997). In der vorliegenden
Untersuchung erfolgte die Klassifikation des histologischen Gradings und des Tumortyps durch
den bestatigten Referenzpathologen der WHO-Studie (Stalsberg et al. 1989). Die umfangreiche
Erfahrung des pathologischen Referenzzentrums lieferte eine weitgehende Garantie fur die
Erstellung reproduzierbarer und international vergleichbarer Befunde.

Das immunhistochemische Scoring folgt international einer Vielzahl unterschiedlicher
Scoringsysteme, die bis heute die Erstellung gultiger Standards und die Validierung von
Prognosefaktoren erschweren. In Anlehnung an die Mehrzahl internationaler Studien zur
Validierung immunhistochemisch bestimmter Faktoren wurde das Scoring in der vorliegenden
Studie auf der Grundlage der Analyse von mindestens 1000 Zellen durchgefiihrt. Nach
Ermittlung des prozentualen Anteils positiv gefarbter Zellen erfolgte die semiquantitative
(ER/PR/PCNA) oder qualitative Klassifikation der Faktoren EGF-R/c-erbB-2/p53) nach intern
existierenden Laborstandards. Entsprechend den Anforderungen zur Validierung von
Prognosefaktoren waren diese anhand von Pilotserien aufgestellt und spater in der Routine an
representativen Serien kontrolliert worden (Clark 1994). Auf die Erfassung der
Farbungsintensitat wurde verzichtet, da deren Berlicksichtigung durch Scoring-Indices im
Rahmen der Validierung der Methode keine zusatzlichen Informationen erbracht hatte
(Schoénborn et al. 1995).

Untersuchungen zum Einfluf® der Fixation auf die immunhistochemische Reaktivitat weisen auf
die Gefahr der kontinuierlichen Abnahme der Immunoreaktivitdt mit zunehmender
Fixationsdauer hin (Hall et al. 1990, Fisher et al. 1994). Darliberhinaus kann eine inhomogene
Gewebsfixierung des histologischen Materials zur nachfolgenden Beeintrachtigung der
Immunoreaktivitat im heterogenen Tumorgewebe fiihren. Diesem Effekt wird ein Teil der hohen
Variabilitat der Farbungsintensitat bei immunhistochemischen Bestimmungen zugeschrieben
(Visscher et al. 1992). Unterschiedliche Fixationsldsungen kénnen ebenso zu Differenzen in der
immunhistochemischen Anfarbbarkeit fihren (Fisher et al. 1994). In der vorliegenden Studie
wurde das Gewebe Uber maximal 26 Stunden in 4% Formalin fixiert. Nach publizierten
Untersuchungen sind infolge dieses Procederes keine signifikanten Einschrankungen der
Immunoreaktivitat durch den Verlust und die Maskierung von Liganden zu erwarten. Eine
Veranderung der Immunoreaktivitat durch die inhomogene Fixierung einzelner Gewebe kann
dadurch jedoch nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
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Dariiberhinaus existieren kontroverse Auffassungen zum denaturierenden Einfluf3 der
Antrocknung von Paraffinschnitten bei hoheren Temperaturen und zur Lagerung solcher
Praparate (Fisher 1994, Prioleau 1995). Zur Vermeidung von Bestimmungsfehlern durch
Denaturierung von Liganden wurden primar verschiedene Praparationsmodalitaten getestet. Es
fanden sich keine signifikanten Unterschiede in den erzielten immunhistochemischen Befunden
zwischen Praparaten nach Lufttrocknung tber 24 h bei Raumtemperatur, nach Trocknung Gber
2 h bei 37°C und Trocknung Uber 20 min bei 50°C (Schénborn et al. 1995). Eine langfristige
Lagerung von beschichteten Objekttragern zur spateren Durchfiihrung der
immunhistochemischen Bestimmungen fand nicht statt.
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2. Ergebnisse

2.1. Deskription

2.1.1.  Ovulationshemmer - Einnahmecharakteristika

Von den 471 Patientinnen, die fir die Studie rekrutiert worden waren, hatten 297 Frauen
(63.1%) zu irgendeinem Zeitpunkt vor der Diagnose des Mammakarzinoms Ovulationshemmer
(OH) eingenommen. Tabelle 2.1-1 faf3t die Charakteristika der OH-Einnahme aller Patientinnen
zusammen.

Tabelle 2.1-1 Ovulationshemmer (OH)-Einnahmecharakteristika

Ovulationshemmer Anzahl (%)
297  (100)
Dauer der Einnahme (Monate)
1- 24 63  (21.2)
25- 60 50  (16.8)
61-120 92 (31.0)
>120 92 (31.0)
Abstand der letzten Einnahme
zur Diagnose (Monate)
<1 92 (31.0)
2- 24 53  (17.8)
25- 60 61 (20.5)
61-120 5  (18.9)
>120 35 (11.8)
Abstand der ersten Einnahme
zur Diagnose (Monate)
1- 96 50  (16.8)
97-132 57 (19.2)
133 - 168 84  (28.3)
> 168 104  (35.0)
unbekannt 2 (0.7)
Alter bei erster Einnahme (Jahre)
<20 7 (24)
20-24 43 (14.5)
25-29 63 (21.2)
30 - 34 86 (29.0)
35-39 59 (19.9)
>39 39 (13.1)
Einnahme vor 1. Lebendgeburt
ja 14 (4.7)
nein 260 (87.5)
keine Lebendgeburt 23 (7.7)

Wurden die Patientinnen mit OH-Einnahme als Gesamtgruppe betrachtet, so hatten
113 Frauen (38%) nur maximal 5 Jahre OH verwendet und jeweils 92 Patientinnen
(je 31.0%) verwendeten OH Uber 5 bis 10 Jahre und tGber mehr als 10 Jahre.
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Die verwendeten OH waren Uberwiegend Kombinationspraparate. Nur 8 Frauen

(2.7%) hatten zur Kontrazeption ausschlieRlich Sequenzpraparate eingenommen.

Die im Zeitraum der Studie verfugbaren OH enthielten entweder Ethinylestradiol oder Mestranol
als Ostrogen und Chlormadinon (CMA), Norethisteronacetat (NETA) oder Levonorgestrel (LNG)
als Gestagenkomponente. Am haufigsten wurden CMA-oder NETA-haltige
Kombinationspraparate benutzt. Die Charakteristika der Gestagen-Einnahme sind in Tabelle
2.1-2 zusammengefalit.

Tabelle 2.1-2 Gestagenkomponenten und Einnahmecharakteristika

Gestagenkomponente Anzahl (%)
297 (100)
Ersteinnahme
NETA 83 (279
NETA in SP! 15 (5.1)
CMA 171 (57.6)
LNG 24 (81
unbekannt 4 (13
ausschlieflich
NETA 34 (114)
NETA in SP! 8 (27
CMA 53  (17.8)
LNG 19  (6.5)
mehrere OH 183  (61.6)
Uberwiegend
NETA 116 (39.0)
NETA in SP! 2 (74
CMA 100  (33.7)
LNG 57 (19.2)
unbekannt 2 (0.7)
jemals
NETA 182 (61.3)
NETA in SP! 60  (20.0)
CMA 189  (63.6)
LNG 126 (42.4)

! Sequenzpraparate
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2.1.2. Epidemiologische Risikofaktoren

Epidemiologische Faktoren, die einen direkten Einflu auf biologische Veranderungen der
Brustdriise haben und solche, die mittelbar zu einer Beeinflussung des Erkrankungsverlaufes
fuhren kdnnen, wurden in die Untersuchungen einbezogen. Somit wurden Angaben zu Eigen-
und Familienanamnese (FA), Menarche, Geburts-und Stillverhalten, Menopause und zum
Vorsorgeverhalten als auch zur schulischen und universitaren Ausbildung erfalt. Eine Ubersicht
zur Haufigkeitsverteilung der in diesen Analysen berilicksichtigten Faktoren geben die Tabellen
2.1-3und 2.1-4.

Tabelle 2.1-3 Haufigkeitsverteilung epidemiologischer Risikofaktoren: Schwangerschaft und
Stillen

Faktor n (%)
471 (100)
Alter bei 1. Lebendgeburt (Jahre)
<20 82  (174)
20-24 205  (43.5)
25-29 88  (18.7)
>29 34 (72
keine Lebendgeburt 14 ( 3.0
nie schwanger 48 (10.2)
Anzahl der Lebendgeburten
keine 62 (13.2)
1-3 373 .
>4 36 (76
Alter bei erstmaligem Stillen
<19 73 (15.5)
20-24 188  (39.9)
25-29 76 (16.1)
>29 2 (47
nicht gestillt 50 (10.6)
keine Lebendgeburt 62 (13.2)
Anzahl gestillter Lebendgeburten
1-3 333 (70.7)
>4 26 (55
nicht gestillt 50 (10.6)
keine Lebendgeburt 62 (13.2)
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Tabelle 2.1-4 Haufigkeitsverteilung epidemiologischer Risikofaktoren

Faktor (n) (%)
471 (100)
Menarchealter (Jahre)
<13 104 (22.1)
13-14 232 (49.3)
>14 135 (28.7)
Menopausenstatus
prémenopausal 373 (79.2)
postmenopausal 98  (20.8)
Mammabiopsien
ja 59  (12.5)
nein 412 (87.5
Mammakarzinom bei Verwandten |. Grades
ja 29 (62
nein 419 (89.0)
unbekannt 23 (4.9
Mammakarzinom bei Verwandten Il. Grades
ja 17 (3.6
nein 346 (73.5)
unbekannt 108 (22.9)
Ausbildungsjahre der Patientinnen
<8 263  (55.8)
9-10 75 (15.9)
11-15 86  (18.3)
>15 47 (10.0)
Ausbildungsjahre der Partner
<8 234 (49.7)
9-10 59  (12.5)
11-15 53  (11.3)
>15 94  (20.0)
unbekannt 31 ( 6.6)
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2.1.3.  Histomorphologische und immunhistochemische Faktoren

Die Uberwiegende Anzahl der untersuchten Mammakarzinome (327/69.4%) waren vom duktal
invasiven Typ. 133 (28.2%) Tumoren waren gut-, 187 (39.7%) maRig- und 151 (32.1%) schlecht
differenziert. Die Tumoren wiesen in 216 (45.9%) Fallen keinen LK-Befall auf und waren in 135
(28.7%) Fallen nicht groRer als 2 cm. Die Tabelle 2.1-5 gibt einen detailierten Uberblick zur
Haufigkeitsverteilung der erfal’ten histomorphologischen Faktoren.

Tabelle 2.1-5 Haufigkeitsverteilung histomorphologischer Faktoren

Faktor n (%)
471 (100)
Histologischer Tumortyp
duktal invasiv 327 (69.4)
lobular invasiv 67 (14.2)
andere 77 (16.3)
Histologisches Grading
I 133 (28.2)
Il 187  (39.7)
I 151 (32.1)
Tumorgréfe
<2cm 135  (28.7)
>2cm 336 (71.3)
Anzahl positiver LK
keine 216 (45.9)
1-3 111 (23.6)
>4 144 (30.6)

Die Bestimmung der ER/PR-Expression, der PCNA-Expression, der Expression des EGF-R
sowie des c-erbB-2- und p53-Proteins erfolgte immunhistochemisch.

In 28% der Falle zeigten die Tumoren eine geringe ER-Expression von weniger als 20% und in
31.2% der Félle lag die PR-Expression der Tumoren unter 20%.

Die PCNA-Proliferationsfraktion zeigte in 26.3% der Falle eine niedrige (<20%), in 60.3% eine
maRige (20%-50%) und in 13.4% eine hohe (>50%) Expression. 21% aller Mammakarzinome
zeigten eine positive c-erbB-2-Proteintiberexpression, 44.6% der Tumoren waren EGF-R-positiv
und 29.7% waren positiv fur das p53-Protein. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zur
Haufigkeitsverteilung der zellular exprimierten Faktoren gibt Tabelle 2.1-6.
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Tabelle 2.1-6 Haufigkeitsverteilung zellular exprimierter Faktoren

Faktor n (%)
471 (100)

ER-Expression

<20% 132 (28.0)

20% - 50% 251 (63.3)

>50% 88  (18.7)
PR-Expression

<20% 147 (31.2)

20% - 50% 271 (57.5)

>50% 53 (11.3)
PCNA-Expression

<20% 124 (26.3)

20% - 50% 284  (60.3)

>50% 63 (134
c-erbB-2-Proteinliberexpression

negativ 364 (77.3)

positiv 99 (21.0)

unbekannt 8 (1.7)
EGF-R-Expression

negativ 248 (52.7)

positiv 210 (44.6)

unbekannt 13 (2.8)
p53-Proteinexpression

negativ 325 (69.0)

positiv 140 (29.7)

unbekannt 6 (1.3

2.2. Ovulationshemmer (OH) und Tumorcharakteristika

Die OH-Einnahme wurde hinsichtlich individueller Einnahmecharakteristika aufgeschlisselt.
Dabei wurden Unterschiede in der Einnahmedauer, im Einnahmezeitpunkt und im
Einnahmeverhalten betreffend verschiedener Praparate herausgearbeitet. Diese Faktoren
wurden in ihrer Wirkung auf die Haufigkeitsverteilung histomorphologischer Faktoren und
zellular exprimierter Marker untersucht.

Alle Untersuchungen wurden sowohl uni-als auch multivariat durchgefiihrt. Die multivariaten
Analysen wurden nach Alter bei Diagnose, Anzahl der Lebendgeburten, Alter bei der ersten
Lebendgeburt, Anzahl gestillter Kinder und stattgehabten Mammabiopsien adjustiert, womit der
EinfluR wesentlicher Confounding-Faktoren im Ansatz bericksichtigt wurde.

2.2.1.  EinfluB von OH-Einnahmedauer und Einnahmezeitpunkt

Die Gesamtdauer der OH-Einnahme, der zeitliche Abstand der letzten OH-Einnahme und der
zeitliche Abstand der ersten OH-Einnahme zur Diagnose waren wesentliche Faktoren zur
Charakterisierung des Einnahmeverhaltens der Patientinnen in der Studiengruppe.
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2.2.1.1. Histomorphologische Faktoren

Eine tabellarische Ubersicht zur Haufigkeitsverteilung histomorphologischer Faktoren in
Abhangigkeit von den erfalten OH-Einnahmecharakteristika gibt Tabelle 2.2-1
(ergénzend Anhang Tab. A2.2-1 bis A2.2-9).

Einnahme jemals

Die OH-Einnahme zu irgendeinem Zeitpunkt vor der Diagnose des Mammakarzinoms zeigte
keinen Einflul auf die Haufigkeitsverteilung etablierter histomorpologischer Faktoren wie
Tumortyp, Grading, Tumorgréf3e und LK-Befall.

Einnahmedauer

Nach OH-Langzeiteinnahme (>60 Monate) war das Risiko fiir das Auftreten schlecht
differenzierter Tumoren signifikant erhéht (OR 1.69).

Dagegen zeigte die Haufigkeitsverteilung der anderen histomorphologischen Faktoren
Tumortyp, TumorgréfRe und LK-Status keine signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit von der
Dauer der OH-Einnahme.

Abstand der letzten Einnahme zur Diagnose

Patientinnen, die OH bis zur Diagnose eingenommen hatten, wiesen gegenlber denen ohne
OH-Einnahme eine signifikante Risikoerhdhung fiir das Auftreten vonLK-positiven (OR 2.14) und
schlecht differenzierten Tumoren auf (OR 2.01).

Abstand der ersten Einnahme zur Diagnose

Weder der histologische Tumortyp, noch das histologische Grading, die Tumorgré3e oder der
LK-Befall zeigten statistisch signifikante Veranderungen in der Haufigkeit ihres Auftretens in
Abhangigkeit vom zeitlichen Abstand der ersten OH-Einnahme zur Diagnose.
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Einnahmezeitraum

Die Haufigkeitsverteilung der histomorphologischen Faktoren zeigte keine signifikanten
Unterschiede in Abhangigkeit von der Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose des
Mammakarzinoms im Vergleich zur Einnahme zu anderen Zeiten vor der Diagnose oder ohne
OH-Einnahme.

Tabelle 2.2-1 Adjustierte Odds Ratios fur die Haufigkeit des Auftretens histomorphologischer
Faktoren in Abhangigkeit von verschiedenen OH-Einnahmecharakteristika

Prognosefaktoren
OR (95% Ki) 1
OH-Variable Tumortyp Grading TumorgroRe  LK-Status
OH-Einnahme jemals
nein 1.00 1.00 1.00 1.00
ja ns ns ns ns
Einnahmedauer (Monate)
keine OH 1.00 1.00 1.00 1.00
1-60 ns ns ns ns
>60 ns 1.69 (1.00-2.84)2  ns ns
Abstand der letzten Einnahme
zur Diagnose (Monate)
keine OH 1.00 1.00 1.00 1.00
OH bis zur Diagnose | ns 2.01(1.08-3.75)2  ns 2.14 (1.16-3.94)
2-60 ns ns ns ns
>60 ns ns ns ns
Abstand der ersten Einnahme
zur Diagnose (Monate)
keine OH 1.00 1.00 1.00 1.00
<96 ns ns ns ns
>97 ns ns ns ns
Einnahmezeitraum
(5.-8. Jahr vor der Diagnose)
keine OH 1.00 1.00 1.00 1.00
5.-8. Jahr ns ns ns ns
andere Zeiten ns ns ns ns

1 Odds Ratios (OR) adjustiert nach Alter (5-Jahresgruppen), Mammabiopsien (ja/nein), Alter bei erster
Lebendgeburt (<19/20-29/>29 Jahre), Anzahl der Lebendgeburten (0/1-3/>4), Anzahl gestillter Kinder (0/1-3/>4);
Odds Ratios (OR) und 95% Konfidenzintervalle (95%Ki) nur bei Signifikanz angegeben: (0.95 - >1.00 KI mit
aufgefiihrt); nicht signifikant als ns abgekiirzt; Referenzgruppe ‘keine OH’ mit OR=1

2 GI+Gll/ Gl

8 LK-negativ / LK-positiv
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2.2.1.2. Hormonrezeptoren und Proliferationsverhalten

Die Expression der ER/PR-Rezeptoren sowie die der PCNA-Proliferationsfraktion wurde in
Abhangigkeit von verschiedenen OH-Einnahmecharakteristika untersucht. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 2.2-2 zusammengefalit.

Einnahme jemals

Patientinnen, die jemals OH eingenommen hatten, zeigten signifikant haufiger Tumoren mit
stark-positiver ER-Expression (OR 2.40) und mafig erhohter Proliferationsaktivitat (OR 1.75).
Die PR-Expression zeigte keine Unterschiede zu den Tumoren von Patientinnen, die niemals
OH eingenommen hatten.

Einnahmedauer

Die OH-Einnahme war mit einer signifikanten Zunahme der Haufigkeit flir das Auftreten von
Tumoren mit stark positiver ER-Expression (>50%) verbunden .(OR 2.40). Diese Korrelation war
sowohl nach der OH-Einnahme bis zu 60 Monaten (OR 2.67) als auch dariberhinaus (OR 2.22)
nachweisbar. Nach OH-Einnahme zeigte sich eine Erhdhung des Risikos fir die Diagnose von
Tumoren mit mittlerer Proliferationsfraktion (PCNA 20%-50%) gegentber der Haufigkeit fur die
Gruppe ohne OH-Einnahme. Dieser Effekt war fir Patientinnen mit einer OH-Einnahmedauer
von <60 Monaten statistisch signifikant (OR 1.93), wahrend das Ergebnis fir die
Langzeiteinnahme die Grenze zur statistischen Signifikanz knapp verfehlte. Die

PR-Expression zeigte keine Abhangigkeit von der Dauer der OH-Einnahme.

Abstand der letzten Einnahme zur Diagnose

Patientinnen, die ihre OH-Einnahme bereits vor der Diagnosestellung beendet hatten, wiesen
signifikant haufiger Tumoren mit hoher ER-Expression auf (OR 2.94 bzw. 2.35) als Patientinnen,
die OH bis zur Diagnose verwendet hatten oder jene, die niemals OH eingenommen hatten. Fir
Patientinnen, die bis zur Diagnose des Mammakarzinoms OH eingenommen hatten, war neben
der signifikanten Zunahme der Anzahl von Tumoren mit maRiger Proliferationsaktivitat (OR
2.69) auch die Haufigkeit von Tumoren mit sehr hoher PCNA-Expression (PCNA>50% OR 2.13)
deutlich erhoht (erganzend Anhang Tab. A2.2-5). Es fanden sich keine Differenzen in der PR-
Expression der Tumoren zwischen den untersuchten Gruppen.

Abstand der ersten Einnahme zur Diagnose

Die Assoziation von OH-Einnahme und stark positivem ER-Status war sowohl nach der ersten
OH-Einnahme bis zu acht Jahre vor der Diagnose (OR 3.69) als auch nach der ersten OH-
Einnahme mehr als acht Jahre vor der Diagnose (OR 2.16) statistisch signifikant. Beide
Untergruppen zeigten ebenso eine Risikozunahme fiir das Auftreten von Tumoren mit mittlerer
PCNA-Expression (20%-50%). Dieses Ergebnis erreichte jedoch nur bei erster OH-Einnahme
mehr als acht Jahre vor der Diagnose statistische Signifikanz (OR 1.75). Die PR-Expression
zeigte keine Korrelationen zur OH-Einnahme.

Einnahmezeitraum

Die Zunahme der Anzahl stark ER-positiver Tumoren war sowohl nach der Einnahme von OH
im 5. bis 8. Jahr vor der Diagnose (OR 2.53) als auch nach der OH-Einnahme zu anderen
Zeiten vor der Diagnose (OR 2.29) statistisch signifikant. Die PR-Expression zeigte keine
Veranderungen in der Haufigkeitsverteilung in Abhangigkeit vom OH-Einnahmezeitraum.

Die Risikoerhéhung fur das Auftreten von Tumoren mit mittlerer Proliferationsaktivitat erreichte
nach der OH-Einnahme im 5. bis 8. Jahr vor der Diagnose statistische Signifikanz (OR 1.78),
wahrend diese Korrelation nach der OH-Einnahme zu anderen Zeiten vor der Diagnose (OR
1.73) die statistische Signifikanzgrenze nur knapp verfehlte.
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Tabelle 2.2-2 Adjustierte Odds Ratios fuir die Haufigkeit der Expression der
Estrogenrezeptoren (ER), Progesteronrezeptoren (PR) und der PCNA-Proliferationsfraktion in
Abhangigkeit von verschiedenen OH-Einnahmecharakteristika

Prognosefaktoren
OR (95%KI)’

OH-Variable ER-Status PR-Status PCNA
OH-Einnahme jemals

nein 1.00 1.00 1.00

ja 2.40 (1.33-4.33)2 ns 1.75 (1.07-2.86)°
Einnahmedauer (Monate)

keine OH 1.00 1.00 1.00

1-60 2.67 (1.35-5.26)2 ns 1.93 (1.06-3.51)3

>60 2.22 (1.17-4.23)2 ns 1.64 (0.95-2.81)3
Abstand der letzten Einnahme
zur Diagnose (Monate)

keine OH 1.00 1.00 1.00

bis zur Diagnose ns ns 2.13(0.95-4.81)*

2-60 2.94 (1.50-5.79)2 ns ns

>60 2.35(1.17-4.74)2 ns ns
Abstand der ersten Einnahme
zur Diagnose (Monate)

keine OH 1.00 1.00 1.00

<96 3.69 (1.62-8.42)2 ns ns

>97 2.16 (1.18-3.98)2 ns 1.75(1.05-2.91)3
Einnahmezeitraum
(5.-8. Jahr vor der Diagnose)

keine OH 1.00 1.00 1.00

5.-8. Jahr 2.53 (1.30-4.90)2 ns 1.78 (1.01-3.13)3

andere Zeiten 2.29 (1.19-4.40)2 ns 1.73 (0.99-3.01)°

! Odds Ratios (OR) adjustiert nach Alter (5-Jahresgruppen), Mammabiopsien (ja/nein), Alter bei erster
Lebendgeburt (<19/20-29/>29 Jahre), Anzahl der Lebendgeburten (0/1-3/>4), Anzahl gestillter Kinder (0/1-3/>4);
Odds Ratios (OR) und 95% Konfidenzintervalle (95%K!) nur bei Signifikanz angegeben: (0.95 - >1.00 KI mit

aufgefiihrt); nicht signifikant als ns abgekiirzt; Referenzgruppe ‘keine OH’ mit OR=1

2 ER <50%/>50%
8 PCNA <20%/=20%
4 PCNA <50%/>50%
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2.2.1.3.  Wachstumsfaktoren und Protoonkogene

Die EGF-R-Expression, die c-erbB-2-Proteinliberexpression und die p53-Proteinexpression
wurden in Abhangigkeit von der OH-Einnahmedauer, vom Abstand der ersten/letzten OH-
Einnahme zur Diagnose sowie vom Einnahmezeitraum untersucht. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 2.2-3 zusammengefalit (ergdnzend Anhang

Tab. A2.2-1 bis A2.2-9).

Einnahme jemals

Patientinnen, die irgendwann vor der Diagnose OH eingenommen hatten, wiesen signifikant
haufiger Tumoren mit positiver EGF-R-Expression auf (OR 1.60).

Einnahmedauer

Patientinnen, die bis zu 5 Jahren OH eingenommen hatten, zeigten eine Risikoerhéhung fiir das
Auftreten EGF-R-positiver Mammakarzinome (OR 1.73) gegenlber Patientinnen, die keine OH
eingenommen hatten.

Die c-erbB-2-Proteinlberexpression und die p53-Proteinexpression zeigten dagegen keine
Korrelation zur Einnahmedauer.

Abstand der letzten Einnahme zur Diagnose

Patientinnen, die mehr als finf Jahre vor der Diagnose letztmalig OH eingenommen hatten,
zeigten ein signifikant erhdhtes Risiko fir die Diagnose EGF-R-positiver Tumoren (OR 2.00)
gegenuber Patientinnen, die niemals OH eingenommen hatten.

Die c-erbB-2-Proteinliberexpression und die p53-Proteinexpression zeigten keine
Veranderungen in der Haufigkeit ihres Auftretens in Abhangigkeit vom Abstand der letzten OH-
Einnahme zur Diagnose.

Abstand der ersten Einnahme zur Diagnose

Patientinnen, die mit der OH-Einnahme mehr als acht Jahre vor der Diagnose begonnen hatten,
wiesen ebenfalls eine signifikante Risikoerhéhung fir die Diagnose EGF-R-positiver Tumoren
auf (OR 1.77), wahrend sich in Bezug auf die c-erbB-2-Proteiniberexpression und die p53-
Proteinexpression keine signifikanten Unterschiede zwischen Patientinnen, die OH
eingenommen hatten und denen, die keine OH verwendet hatten, zeigten.

Einnahmezeitraum

Bei OH-Einnahme im 5. bis 8. Jahr vor der Diagnose ergaben sich keine Differenzen in der
EGF-R-Expression gegenliber der Gruppe ohne OH-Einnahme. Die OH-Einnahme zu anderen
Zeiten war dagegen mit einer signifikanten Risikoerhéhung fur das Auftreten EGF-R-positiver
Tumoren verbunden (OR 1.86).

Die c-erbB-2-Proteinliberexpression und die p53-Proteinexpression zeigten keine
Veranderungen in der Haufigkeitsverteilung in Abhangigkeit vom OH-Einnahmezeitraum.
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Tabelle 2.2-3 Adjustierte Odds Ratios fiir die Haufigkeit der c-erbB-2-Proteinliberexpression,
EGF-R-Expression und p53-Proteinexpression in Abhangigkeit von verschiedenen OH-
Einnahmecharakteristika

Prognosefaktoren
OR (95%KI)’
OH-Variable c-erbB-2 EGF-R p53
OH-Einnahme jemals
nein 1.00 1.00 1.00
ja ns 1.60 (1.03-2.48)2 ns
Einnahmedauer (Monate)
keine OH 1.00 1.00 1.00
1-60 ns 1.73 (1.02-2.94)2 ns
>60 ns ns ns
Abstand der letzten Einnahme
zur Diagnose (Monate)
keine OH 1.00 1.00 1.00
bis Diagnose ns ns ns
2-60 ns ns ns
> 60 ns 2.00 (1.15-3.48)2 ns
Abstand der ersten Einnahme
zur Diagnose (Monate)
keine OH 1.00 1.00 1.00
<96 ns ns ns
>97 ns 1.77 (1.12-2.80) 2 ns
Einnahmezeitraum
(5.-8. Jahr vor der Diagnose)
keine OH 1.00 1.00 1.00
5.-8. Jahr ns ns ns
andere Zeiten ns 1.86 (1.13-3.05)2 ns

! Odds Ratios (OR) adjustiert nach Alter (5-Jahresgruppen), Mammabiopsien (ja/nein), Alter bei erster
Lebendgeburt (<19/20-29/>29 Jahre), Anzahl der Lebendgeburten (0/1-3/>4), Anzahl gestillter Kinder (0/1-3/>4);
Odds Ratios (OR) und 95% Konfidenzintervalle (95%KI) nur bei Signifikanz angegeben: (0.95 - >1.00 K mit
aufgefiihrt); nicht signifikant als ns abgekiirzt; Referenzgruppe ‘keine OH’ mit OR=1

2 EGF-R-negativ/EGF-R-positiv
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2.2.2.  Einflu8 verschiedener Gestagenkomponenten

Die Gestagenkomponenten der verwendeten OH wurden duch Chlormadinon (CMA),
Levonorgestrel (LNG) oder Norethisteronacetat (NETA) gestellt. Alle LNG- und NETA-haltigen
OH enthielten das Ostrogen Ethinylestradiol, wahrend Mestranol als dstrogener Bestandteil des
CMA-haltigen OH verwendet wurde. Die biologische Wirkform des Mestranols entsteht ebenfalls
in Form von Ethinylestradiol nach Cs-Demethylierung in der Leber.

Tabelle 2.2-4 gibt eine Zusammenfassung der Auspragung histomorphologischer Befunde in
Abhangigkeit von der Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten.

2.2.2.1. Histomorphologische Faktoren

Der histologische Tumortyp, die Tumorgréfie und der LK-Befall wiesen keine Unterschiede in
der Haufigkeitsverteilung in Abhangigkeit von den verschiedenen eingesetzten
Gestagenkomponenten auf.

Dagegen zeigte die Verteilung des histologischen Gradings Differenzen in Abhangigkeit von der
Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten.

Einnahme jemals

Bei OH-Einnahme zu irgendeinem Zeitpunkt vor der Diagnose des Mammakarzinoms war die
Einnahme CMA-haltiger OH mit einem statistisch signifikant erhéhten Risiko fiir das Auftreten
schlecht differenzierter Tumoren verbunden (OR 1.89). Die Einnahme LNG-oder NETA-haltiger
OH hatte dagegen keinen Einflul auf das histologische Grading.

Einnahmedauer

Bei liberwiegender Einnahme eines NETA-haltigen kombinierten OH zeigte sich eine statistisch
signifikante Erhdhung des Risikos fur die Diagnose schlecht differenzierter Mammakarzinome
(OR 2.14) gegeniber der Gruppe ohne OH-Einnahme. Weder CMA-haltige noch LNG-haltige
OH zeigten bei Uberwiegender Einnahme einen Einflul auf das histologische Grading. Auch die
Einnahme NETA-haltiger Sequenzpraparate hatte keinen Einfluf® auf den histologischen
Differenzierungsgrad der Tumoren.

Ersteinnahme

Wurden NETA-haltige kombinierte OH als erste aller jemals verwendeten OH eingenommen,
war das Risiko fUr das Auftreten schlecht differenzierter Mammakarzinome signifikant erhoht
(OR 2.43). Die Einnahme NETA-haltiger Sequenzpraparate zeigte dagegen keinen Einflul} auf
den histologischen Differenzierungsgrad. Weder CMA-haltige- noch LNG-haltige OH zeigten bei
Ersteinnahme einen EinfluR auf das histologische Grading.
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Tabelle 2.2-4 Adjustierte Odds Ratios fur die Haufigkeit des Auftretens histomorphologischer
Faktoren in Abhangigkeit von der Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten

Prognosefaktoren
OR (95%KI)
Gestagentyp Tumortyp  Grading TumorgroRe  LK-Status
jemals
keine OH 1.00 1.00 1.00 1.00
CMA ns 1.89 (1.06-3.40)2 ns ns
LNG ns ns ns ns
NETA ns ns ns ns
NETA in SP3 ns ns ns ns
Uberwiegend
keine OH 1.00 1.00 1.00 1.00
CMA ns ns ns ns
LNG ns ns ns ns
NETA ns 2.14 (1.20-9.80)2 ns ns
NETA in SP3 ns ns ns ns
Ersteinnahme
keine OH 1.00 1.00 1.00 1.00
CMA ns ns ns ns
LNG ns ns ns ns
NETA ns 2.43 (1.30-4.54)2 ns ns
NETA in SP3 ns ns ns ns
1 Odds Ratios (OR) adjustiert nach Alter (5-Jahresgruppen), Mammabiopsien (ja/nein), Alter bei erster
Lebendgeburt (<19/20-29/>29 Jahre), Anzahl der Lebendgeburten (0/1-3/>4) , Anzahl gestillter Kinder (0/1-3/>4);
Odds Ratios (OR) und 95% Konfidenzintervalle (95%Ki) nur bei Signifikanz angegeben: (0.95 - >1.00 KI) mit
aufgefiihrt); nicht signifikant als ns abgekirzt; Referenzgruppe ‘keine OH’ mit OR=1
2 GI+Gll/ GlIl
3 Sequenzpréaparate mit Norethisteronacetat (NETA)

2.2.2.2. Hormonrezeptoren und Proliferationsverhalten

ER-Expression und PCNA-Proliferationsaktivitat zeigten signifikante Veranderungen in
Abhangigkeit von der OH-Einnahme, ohne Zuordnung zu einem spezifischen
Gestagenbestandteil. Die PR-Expression wies dagegen keine statistisch signifikanten
Veranderungen in den Haufigkeitsverteilungen auf. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2.2-5
zusammengefalit.

Einnahme jemals

ER: Die OH-Einnahme zu irgendeinem Zeitpunkt vor der Diagnose war unabhangig von der
Einnahmedauer fir alle Gestagenkomponenten mit dem Auftreten einer signifikant erhéhten
Anzahl hoch ER-positiver Mammakarzinome verbunden (ORs 2.28 - 3.02).

PR: Die PR-Expression war nur nach der Einnahme von NETA-haltigen kombinierten OH zu
irgendeinem Zeitpunkt vor der Diagnose des Mammakarzinoms deutlich erhéht (OR 1.77),
wobei diese Korrelation jedoch die Signifikanzgrenze knapp vefehlte.

PCNA: Bei Einnahme von OH zu irgendeinem Zeitpunkt war das Risiko flr das Auftreten von
Tumoren mit mittlerer Proliferationsaktivitat nach der Einnahme CMA-haltiger OH (OR 1.97),
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LNG-haltiger kombinierter OH (OR 1.82) und NETA-haltiger Sequenzpraparate (OR 1.67), nicht
jedoch nach der Einnahme NETA-haltiger Kombinationspraparate, signifikant erhoht.

Einnahmedauer

ER: Nach der Einnahme CMA-haltiger- und LNG-haltiger Kombinationspréparate zeigte sich bei
Uberwiegender Einnahme eine signifikante Zunahme von Tumoren mit starker ER-Expression
(OR 2.18; OR 3.44). Der gleiche Effekt war nach einer Giberwiegenden Einnahme NETA-haltiger
Sequenzpraparate nachweisbar (OR 4.55). NETA-haltige kombinierte OH waren dagegen bei
Uberwiegender Einnahme ohne Einflul auf die ER-Expression der Tumoren.

PR: Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Korrelationen zwischen der PR-Expression
und der Einnahme eines bestimmten Gestagens.

PCNA: Bei Uberwiegender Einnahme von NETA-haltigen kombinierten OH fand sich eine
signifikante Risikoerhéhung flr die Diagnose eines Mammakarzinoms mit mittlerer
Proliferationsaktivitat (OR 2.12). Fir NETA-haltige Sequenzpraparate und CMA-haltige
Kombinationsparaparate war diese Risikoerh6hung ebenso nachweisbar (OR 3.30; OR 1.64).
Das Ergebnis verfehlte jedoch die statistische Signifikanzgrenze.

Ersteinnahme

ER: Bei Ersteinnahme hatten wiederum alle Gestagene einen deutlich positiven Effekt auf die
ER-Expression. Dabei war die Ersteinnahme LNG-haltiger kombinierter OH (OR 7.60) und
NETA-haltiger Sequenzpraparate (OR 5.52) mit einer signifikanten Erhdhung der Anzahl stark
ER-positiver Tumoren verbunden, wahrend der Einflull sowohl CMA-haltiger-OH (OR 1.89) als
auch NETA-haltiger kombinierter OH (OR 2.12) die Signifikanzgrenze knapp verfehlte.

PR: Die Haufigkeit von Tumoren mit starker PR-Expression war nur bei Ersteinnahme von LNG-
haltigen OH erhoht (OR 3.19), ohne dal diese Korrelation jedoch statistische Signifikanz
erreichte.

PCNA: Die Ersteinnahme CMA-oder NETA-haltiger OH war mit einem signifikant erhdhten
Risiko fir das Auftreten von Tumoren mit mittlerer PCNA-Expression verbunden (OR 1.71; OR
2.25). Die Ersteinnahme von LNG-haltigen OH und NETA-haltigen SP zeigte dagegen keinen
Einflul auf die PCNA-Expression.
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Tabelle 2.2-5 Adjustierte Odds Ratios fuir die Haufigkeit der Expression der
Estrogenrezeptoren (ER), Progesteronrezeptoren (PR) und der PCNA-Proliferationsfraktion in
Abhangigkeit von der Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten

Prognosefaktoren
OR (95% Ki)
Gestagentyp ER-Status PR-Status PCNA
jemals
keine OH 1.00 1.00 1.00
CMA 2.78 (1.38-5.63)2 ns 1.97 (1.05-3.70)4
LNG 2.47 (1.33-4.60)2 ns 1.82 (1.07-3.10)4
NETA 3.02 (1.57-5.83)2 1.77 (0.97-3.22)3 ns
NETA in SP? 2.28 (1.24-4.18)2 ns 1.67 (1.01-2.77)4
Uberwiegend
keine OH 1.00 1.00 1.00
CMA 2.18 (1.07-4.43)2 ns ns
LNG 3.44 (1.49-7.91)2 ns ns
NETA ns ns 2.12(1.13-3.99)4
NETA in SP? 4.55(1.62-12.8)2 ns ns
Ersteinnahme
keine OH 1.00 1.00 1.00
CMA 1.89 (0.98-3.65)2 ns 1.71 (1.00-2.94)4
LNG 7.60 (2.63-22.0)2 3.19(0.95-10.7)3 ns
NETA 2.12 (0.96-4.66) ns 2.25(1.12-4.53)4
NETA in SP? 5.52 (1.64-18.6) 2 ns ns

1 Odds Ratios (OR) adjustiert nach Alter (5-Jahresgruppen), Mammabiopsien (ja/nein), Alter bei erster
Lebendgeburt (<19/20-29/>29 Jahre), Anzahl der Lebendgeburten (0/1-3/>4), Anzahl gestillter Kinder (0/1-3/>4);
Odds Ratios (OR) und 95% Konfidenzintervalle (95%KI) nur bei Signifikanz angegeben (0.95 - >1.00 KI mit
aufgefiihrt); nicht signifikant als ns abgekiirzt; Referenzgruppe ‘keine OH’ mit OR=1

ER <50%/>50%

PR <50%/>50%

PCNA <20%/=>20%

NETA-haltige Sequenzpréaparate

o B w N

2.2.2.3.  Wachstumsfaktoren und Protoonkogene

Weder die Haufigkeitsverteilung der c-erbB-2-Proteiniiberexpression noch die der
p53-Proteinexpression veranderte sich in Abhangigkeit von der Einnahme bestimmter
Gestagenkomponenten, wahrend die EGF-R-Expression von Tumoren nach der Einnahme
verschiedener OH statistisch signifikante Veranderungen gegentber der
EGF-R-Expression der Tumoren von Patientinnen ohne OH-Einnahme zeigte. Eine
Zusammenfassung dieser Ergebnisse gibt Tabelle 2.2-6.

Einnahme jemals

EGF-R: Bei Einnahme LNG-haltiger OH und NETA-haltiger Sequenzpraparate zu irgendeinem
Zeitpunkt vor der Diagnose hatten die Patientinnen ein signifikant erhdhtes Risiko fir das
Auftreten von EGF-R-positiven Mammakarzinomen (OR 1.68; OR 1.61). Die Einnahme NETA-
haltiger kombinierter OH oder CMA-haltiger OH zu irgendeinem Zeitpunkt vor der Diagnose
zeigte keine Korrelation zur EGF-R-Expression.
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Einnahmedauer

EGF-R: Auch bei Gberwiegender Einnahme von CMA-haltigen OH zeigte sich eine signifikante
Risikoerhohung fiir das Auftreten EGF-R-positiver Mammakarzinome (OR 1.92). Andere
Gestagenbestandteile hatten bei Gberwiegender Einnahme keinen Einflul auf die EGF-R-
Expression.

Ersteinnahme

EGF-R: Bei Ersteinnahme von CMA-haltigen OH war das Risiko fiir die Diagnose EGF-R-
positiver Tumoren signifikant erhéht (OR 1.73). Andere Gestagenbestandteile hatten keinen
Einflull auf die EGF-R-Expression.

Tabelle 2.2-6 Adjustierte Odds Ratios (OR) fur die Haufigkeit der c-erbB-2-
Proteiniiberexpression, EGF-R-Expression und p53-Proteinexpression in Abhangigkeit von der
Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten

Prognosefaktoren
OR (95% KI)"

Gestagentyp c-erbB-2 EGF-R p53

jemals
keine OH 1.00 1.00 1.00
CMA ns ns ns
LNG ns 1.68 (1.05-2.70)2 ns
NETA ns ns ns
NETA in SP3 ns 1.61(1.02-2.54)2 ns

Uberwiegend
keine OH 1.00 1.00 1.00
CMA ns 1.92 (1.12-3.30)2 ns
LNG ns ns ns
NETA ns ns ns
NETA in SP3 ns ns ns

Ersteinnahme
keine OH 1.00 1.00 1.00
CMA ns 1.73 (1.07-2.81)2 ns
LNG ns ns ns
NETA ns ns ns
NETA in SP3 ns ns ns

1 Odds Ratios (OR) adjustiert nach Alter (5-Jahresgruppen), Mammabiopsien (ja/nein), Alter bei erster
Lebendgeburt (<19/20-29/>29 Jahre), Anzahl der Lebendgeburten (0/1-3/>4), Anzahl gestillter Kinder (0/1-3/>4);
Odds Ratios (OR) und 95% Konfidenzintervalle (95%Ki) nur bei Signifikanz angegeben: (0.95 - >1.00 KI mit
aufgefiihrt); nicht signifikant als ns abgekiirzt; Referenzgruppe ‘keine OH’ mit OR=1

2 EGF-R-negativ/EGF-R-positiv

3 NETA-haltige Sequenzpraparate

2.3. Ovulationshemmer (OH) und Prognose des Mammakarzinoms

2.3.1.  Histomorphologische und tumorbiologische Prognosefaktoren
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2.3.1.1. Univariate Uberlebensanalysen

In den univariaten Uberlebensanalysen war das Gesamtiiberleben signifikant mit dem
histologischen Tumortyp (p=0.020), dem histologischen Grading (0.004), dem LK-Status
(p<0.0001), der Tumorgrdfe (p=0.0005) und dem PR-Status (0.009) korreliert. Die ER-
Expression, die PCNA-Expression, die c-erbB-2-Proteinliberexpression, die EGF-R-Expression
und die p53-Proteinexpression waren ohne signifikanten Einfluld auf das Gesamtuberleben der
Patientinnen Eine Ubersicht der 10-Jahresiiberlebensraten geben die Tabellen 2.3-1 und 2.3-2.

Tabelle 2.3-1 10-Jahresuberlebensraten in Abhangigkeit von histomorphologischen
Tumorcharakteristika

Faktor Anzahl 10-Jahres p-Wert'
(Ereignisse) Uberlebensrate (%)
Histologischer Tumortyp 0.020
ductal invasiv 327 (106) 64.1
lobular invasiv 67 ( 33) 46.6
andere 77 ( 23) 69.8
Histologisches Grading 0.004
I 133 ( 32) 71.6
I 187 ( 77) 53.9
1] 151 ( 53) 64.2
TumorgréRe 0.0005
<2cm 135 ( 30) 72.6
>2cm 336 (132) 58.1
Anzahl positiver LK <0.0001
0 216 ( 43) 77.6
1-3 111 ( 33) 66.1
>4 144 ( 86) 374

' Univariate Uberlebensanalysen nach Kaplan-Meier, p-Werte aus Logrank Test
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Tabelle 2.3-2 10-JahresUberlebensraten in Abhangigkeit von zellular exprimierten
Tumorcharakteristika

Faktor Anzahl 10-Jahres p-Wert!
(Ereignisse) Uberlebensrate (%)
ER-Expression 0.241
<20% 132 ( 48) 61.4
20% - 50% 251 ( 90) 59.8
>50% 88 ( 24) 70.8
PR-Expression 0.009
<20% 147 ( 60) 55.9
20% - 50% 271 ( 93) 62.8
>50% 53( 9) 82.6
PCNA-Expression 0.134
<20% 124 ( 36) 66.9
>20% 347 (126) 60.8
c-erbB-2-Protein 0.106
negativ 364 (120) 63.7
positiv 99 ( 39) 58.4
EGF-R-Expression 0.176
negativ 248 ( 79) 64.4
positiv 210( 78) 60.1
p53-Protein 0.612
negativ 325 (114) 60.1
positiv 140 ( 45) 67.2

1 Univariate Uberlebensanalysen nach Kaplan-Meier, p-Werte aus Logrank Test

2.3.1.2. Multivariate Uberlebensanalysen

Fir die Gesamtgruppe aller Patientinnen mit Mammakarzinom stellten sich der histologische
Tumortyp, das histologische Grading, die Tumorgrée, der LK-Status, die PR-Expression und
das Alter (<50/>50 Jahre) als signifikante unabhangige Prognosefaktoren dar (Tab. 2.3-3).
Diese Faktoren wurden bei allen weiteren multivariaten Analysen als Kofaktoren beriicksichtigt.
In die Analyse eingegangen waren alle erfal3ten histomorphologischen Faktoren, die
Hormonrezeptoren, die zellular exprimierten Faktoren (PCNA, EGF-R, c-erbB-2, p53) sowie
wesentliche klinische Parameter (Alter, Menopause, Therapiemodalitaten).

ER-Status, PCNA-Expression, c-erbB-2-Proteiniiberexpression, EGF-R-Expression und p53-
Proteinexpression blieben ohne unabhangige prognostische Bedeutung. Der Einfluf} des
operativen Vorgehens verfehlte knapp die Grenze zur statistischen Signifikanz. Dabei war die
brusterhaltende Therapie in der Tendenz mit einer besseren Prognose verbunden als die
Mastektomie (HR 0.71; 95% KI 0.50-1.02).
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Tabelle 2.3-3 Hazard Ratios fir den Tod am Mammakarzinom in Abhangigkeit von
histomorphologischen, zellular exprimierten und klinischen Faktoren (nur signifikante Faktoren

aufgefuhrt)

Faktor p-Wert Hazard Ratio
multivariat (95% Ki)'

Histologischer Typ <0.001 2.17 (1.46-3.23)

(andere/lobular invasiv)

Grading 0.003 1.86 (1.24-2.79)

(I+11 /1)

TumorgréRe 0.028 1.58 (1.05-2.38)

(£2 cm/>2 cm)

LK-Status <0.001 2.63 (1.85-3.74)

(negativ/positiv)

PR-Status 0.008 0.69 (0.52-0.91)

(<20%/20-50%/>50%)

Alter 0.012 1.57 (1.10-2.23)

(<50 Jahre/>50 Jahre)

! p-Werte und Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) aus proportionalem Hazardmodell nach Cox mit folgenden
Variablen: Tumortyp, Grading, LK-Status, TumorgrofRie, ER-und PR-Expression, PCNA-Expression,
EGF-R-Expression, c-erbB-2-Proteinliberexpression, p53-Proteinexpression, Alter in 5-Jahresgruppen,
Menopausenstatus, Operationsmodus, Chemotherapie

2.3.2. Die OH-Einnahme als Prognosefaktor

2.3.2.1. Univariate Uberlebensanalysen

Mammakarzinompatientinnen, die zu irgendeinem Zeitpunkt vor der Diagnose OH
eingenommen hatten, wiesen in den univariaten Uberlebensanalysen giinstigere
Gesamtuberlebensraten auf (p=0.083). Diese positive Korrelation erreichte nach
OH- Langzeiteinnahme (>60 Monate) statistische Signifikanz (p=0.008).

2.3.2.2. Multivariate Uberlebensanalysen

Die oben genannten unabhangigen Prognosefaktoren bestatigten ihren Einfluf3 auch nach
Bericksichtigung der OH-Einnahme in der Analyse. Dabei war die Langzeiteinnahme von OH
(>60 Monate) verglichen mit keiner Einnahme mit einer 40%igen Reduktion des Risikos firr den
Tod am Mammakarzinom verbunden (HR 0.60) und erwies sich als zusatzlicher unabhangiger
prognostischer Faktor fiir die gesamte Patientengruppe (Tabelle 2.3-4).
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Tabelle 2.3-4 Hazard Ratios fir den Tod am Mammakarzinom in Abhangigkeit von der OH-
Einnahmedauer, histomorphologischen, zellular exprimierten und klinischen Faktoren (nur
signifikante Faktoren aufgefihrt)

Faktor p-Wert Hazard Ratio
multivariat (95% Kil)'

OH- Einnahme 0.015 0.60 (0.40-0.91)

(<60/>60 Monate)

Histologischer Typ 0.001 2.16 (1.45-3.21)

(andere/lobular invasiv)

Grading 0.003 1.86 (1.24-2.79)

(I+11 /1)

TumorgréRe 0.055 1.48 (0.99-2.22)

(£2cm/>2cm)

LK-Status <0.001 2.08 (1.72-2.51)

(negativ/positiv)

PR-Status 0.011 0.70 (0.53-0.92)

(<20%/20%-50%/>50%)

Alter 0.056 1.44 (0.99-2.09)

(<50 Jahre/>50 Jahre)

! p-Werte und Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) aus proportionalem Hazardmodell nach Cox mit folgenden
Variablen: OH-Einnahmedauer, Tumortyp, Grading, LK-Status, TumorgréRRe, ER-und PR-Expression,
PCNA-Expression, EGF-R-Expression, c-erbB-2-Proteiniiberexpression, p53-Proteinexpression, Alter in
5-Jahresgruppen, Menopausenstatus, Operationsmodus, Chemotherapie

2.3.3.  Charakteristika der OH-Einnahme als Prognosefaktoren

2.3.3.1. OH-Einnahmedauer

Es zeigten sich signifikante Unterschiede in den 10-Jahresiberlebensraten in Abhangigkeit von
der Einnahmedauer zugunsten der OH-Langzeiteinnahme (p=0.04).

Im multivariaten Ansatz bestatigte sich die Langzeiteinnahme als unabhangiger Prognosefaktor
fur die Gesamtgruppe. Dabei war insbesondere die OH-Einnahme Uber

5 bis 10 Jahre mit einer signifikanten Verbesserung der Prognose verbunden (HR 0.55). Die
Ergebnisse dieser Analysen sind in Tabelle 2.3-5 zusammengefalit.

2.3.3.2.  Abstand der letzten OH-Einnahme zur Diagnose

Die univariaten Gesamtlberlebensraten zeigten keine signifikanten Unterschiede in
Abhangigkeit vom Abstand der letzten OH-Einnahme zur Diagnose. Allerdings wiesen
Patientinnen, die OH letztmalig 2 bis 5 Jahre vor der Diagnose eingenommen hatten, bessere
Gesamtlberlebensraten auf als die Gibrigen Patientinnen.

Bei Abstand der letzten Einnahme von mehr als zwei bis zu finf Jahren zur Diagnose war die
OH-Einnahme auch in der multivariaten Analyse mit einer besseren Prognose assoziiert. Diese
Korrelation verfehlte die Grenze zur statistischen Signifikanz nur geringfugig (p=0.077). Die
Ergebnisse dieser Analysen sind in Tabelle 2.3-5 dargestellt.

2.3.3.3.  Abstand der ersten OH-Einnahme zur Diagnose
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Hinsichtlich des Abstandes der ersten OH-Einnahme zur Diagnose waren die Uberlebensraten
fur Patientinnen, die vor acht bis vierzehn Jahren erstmals OH eingenommen hatten, deutlich
glnstiger als die anderer Patientinnen (p=0.063).

In den multivariaten Uberlebensanalysen war der positive Einflul der OH-Einnahme ebenfalls
deutlich nachweisbar, wenn die Ersteinnahme langer als 8 Jahre vor der Diagnose

stattgefunden hatte. Den starksten Einflu® als unabhangiger Prognosefaktor erlangte die
Ersteinnahme vor acht bis elf Jahren, die mit einer mehr als 50%igen Reduktion des
Sterberisikos fir den Tod am Mammakarzinom verbunden war (HR 0.49). Die Ergebnisse dieser
Analysen sind in Tabelle 2.3-5 dargestellt.

2.3.3.4. Alter bei der ersten OH-Einnahme

Bei OH-Einnahme vor dem 20. Lebensjahr waren die univariaten Uberlebensraten schlechter als
die nach OH-Einnahme in einem spateren Lebensalter oder als die der Gruppe ohne OH-
Einnahme. Die Differenzen erreichten bei den zugrundeliegenden sehr kleinen Zahlen jedoch
keine statistische Signifikanz.

Im multivariaten Ansatz lieR sich der ungunstige Effekt einer OH-Einnahme vor dem 20.
Lebensjahr nach Adjustierung fir alle anderen unabhangigen Prognosefaktoren nicht mehr
nachweisen. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Tabelle 2.3.-5. dargestellt.

2.3.3.5.  OH-Einnahme vor der ersten Lebendgeburt

Far Patientinnen, die vor der ersten Lebendgeburt bereits OH eingenommen hatten, zeigten die
univariaten Gesamtiberlebensraten keine statistisch signifikanten Unterschiede zu denen von
Patientinnen mit spaterer Einnahme oder ohne OH-Einnahme.

Die OH-Einnahme vor der ersten Lebendgeburt zeigte auch im multivariaten Ansatz keinen
EinfluR auf die Prognose der Erkrankung. Die Einnahme nach der ersten Lebendgeburt hatte
dagegen einen deutlich positiven Effekt auf die Prognose (HR 0.71). Dieses Ergebnis verfehlte
nur knapp die Grenze zur statistischen Signifikanz. Allerdings war diese Gruppe in hohem Male
identisch mit der Gesamtgruppe der Patientinnen, die OH verwendet hatten. Die Ergebnisse
dieser Analysen sind in Tabelle 2.3-5 dargestellt.
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Tabelle 2.3-5: 10-Jahrestiberlebensraten und Hazard Ratios fur den Tod am
Mammakarzinom in Abhangigkeit von verschiedenen OH-Einnahmecharakteristika

Faktor p-Wert!  10-Jahres- p-Wert Hazard Ratio
(Ereignisse) univariat Uberlebensrate multivariat?  (95% KI)2
(%)'
keine OH 54.4 1.00
OH-Einnahmedauer
(Monate) 0.040
1-24 69.7 0.509 0.84 (0.49-1.43)
25-60 52.0 0.609 1.14 (0.69-1.90)
61-120 73.2 0.015 0.55 (0.34-0.90)
>121 70.1 0.088 0.66 (0.41-1.07)
Abstand letzter Einnahme
zur Diagnose (Monate) 0.435
<1 65.8 0.140 0.70 (0.44-1.12)
2 24 63.5 0.607 0.86 (0.50-1.50)
25-60 73.9 0.077 0.59 (0.33-1.06)
61-120 67.8 0.503 0.83 (0.48-1.43)
>121 68.4 0.786 0.91(0.47-1.76)
Abstand erster Einnahme
zur Diagnose (Monate) 0.051
1-96 58.0 0.821 0.94 (0.57-1.57)
97 -132 78.9 0.018 0.49 (0.26-0.92)
133 - 168 70.6 0.079 0.66 (0.40-1.06)
>169 66.1 0.480 0.86 (0.55-1.33)
Alter bei der ersten
OH-Einnahme (Jahre) 0.409
<19 57.1 0.439 1.61(0.48-5.41)
20-29 68.2 0.134 0.69 (0.42-1.12)
30-39 69.2 0.083 0.70 (0.47-1.05)
>40 63.8 0.933 1.03 (0.55-1.94)
Einnahme vor der
ersten Lebendgeburt 0.346
Ja 66.7 0.612 0.76 (0.26-2.20)
Nein 68.2 0.052 0.71 (0.50-1.00)
OH ohne 65.2 0.966 0.98 (0.45-2.14)
Lebendgeburt

! Kaplan-Meier Uberlebensanalysen, zugehérige p-Werte (Logrank-Test) vergleichen jeweils die Uberlebenskurven
aller zu den einzelnen Faktoren gehdrigen Untergruppen

2 Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehérige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox:
HR fiir den Tod am Mammakarzinom verglichen mit der Referenzgruppe ‘keine OH-Einnahme’ (HR=1.0) adjustiert
nach Tumortyp, Grading, TumorgroRe, LK-Status, PR-Expression, Alter (<50/>50) und OH-Einnahmedauer
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2.3.4. Zeitraum der Einnahme von Ovulationshemmern (OH) und Prognose

2.3.4.1. OH-Einnahme in definierten Zeitintervallen

Zur besseren Darstellung des zeitlichen Bezugs der OH-Einnahme zur Erkrankung wurden
Untergruppen gebildet, die durch definierte Korrelationen zwischen dem Abstand der letzten OH-
Einnahme zur Diagnose und der Dauer der Einnahme charakterisiert waren. In diesen Analysen
zeigte sich eine signifikante Reduktion des Risikos flir den Tod am Mammakarzinom nach OH-
Langzeiteinnahme bis unmittelbar zum Diagnosezeitpunkt (HRs 0.38 bis 0.58). Eine
Risikoreduktion fand sich jedoch auch nach OH-Kurzzeiteinnahme bis zu einer Dauer von finf
Jahren, sofern die Einnahme spéatestens im dritten Jahr vor der Diagnose des
Mammakarzinoms beendet wurde (HRs 0.28 bis 0.45). Fir einige dieser Gruppen verfehlten die
Ergebnisse bei kleiner Fallzahl knapp die statistische Signifikanzgrenze.

Das gemeinsame Charakteristikum der Patientinnen nach Langzeiteinnahme und der nach
Kurzzeiteinnahme bestand darin, daf} alle betroffenen Patientinnen irgendwann zwischen dem
funften und zehnten Jahr vor der Karzinomdiagnose OH eingenommen hatten. Dabei wiesen
Patientinnen nach OH-Einnahme gegenuber denen ohne OH-Einnahme eine bis zu 70%ige
Reduktion des Sterberisikos fur den Tod am Mammakarzinom auf (Tabelle 2.3-6).

Im Gegensatz hierzu war eine Einnahmedauer von weniger als finf Jahren, die bis zum zweiten
Jahr vor der Diagnose oder aber bis zum Diagnosezeitpunkt fortgefuhrt wurde, mit einer
signifikanten Erhéhung des Risikos flr den Tod am Mammakarzinom verbunden (HRs 2.06 bis
3.80).

Tabelle 2.3-6: Hazard Ratios fiir den Tod am Mammakarzinom in Abhangigkeit von
definierten Zeitintervallen, charakterisiert durch Einnahmedauer und Abstand der letzten OH-
Einnahme zur Diagnose

Abstand der letzten OH-Einnahme zur Diagnose
Dauer der
Einnahme 0-1 Monat 2-24 Monate 25-60 Monate 61-120 Monate >121 Monate
1-24 HR=2.060 HR=0.87 HR=2.18 HR=0.285 HR=0.764
Monate (0.735-5.80) (0.206-3.68) (0.717-6.65) (0.069-1.17) (0.342-1.70)
p=0.169 p=0.85 p=0.169 p=0.082 p=0.510
n=7 n=6 n=7 n=16 n=27
25-60 Monate | HR=2.290 HR=3.80 HR=0.45 HR=1.06 HR=0.907
(1.02-5.17) (1.45-9.97) (0.158-1.29) (0.441-2.56) (0.216-3.81)
p=0.046 p=0.007 p=0.136 p=0.892 p=0.894
n=8 n=7 n=16 n=14 n=5
61-120 HR=0.379 HR=0.425 HR=0.654 HR=0.806 HR=2.43
Monate (0.165-0.872) (0.151-1.19) (0.26-1.64) (0.345-1.89) (0.507-11.65)
p=0.022 p=0.104 p=0.366 p=0.619 p=0.267
n=32 n=17 n=22 n=18 n=3
>120 Monate [ HR=0.578 HR=0.948 HR=0.290 HR=1.786 n=0
(0.306-1.09) (0.437-2.06) (0.070-1.19) (0.635-5.02)
p=0.091 p=0.892 p=0.086 p=0.272
n=45 n=23 n=16 n=8

! Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehérige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox:
HR fiir den Tod am Mammakarzinom verglichen mit der Referenzgruppe ‘keine OH-Einnahme’ (HR=1.0) adjustiert
nach Tumortyp, Grading, TumorgréRe, LK-Status, PR-Expression, Alter (<50/>50) und der OH-Einnahmedauer
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2.3.4.2. OH-Einnahme in definierten Jahren vor der Diagnose

Nach den vorangegangenen Analysen war die Prognose der Patientinnen deutlich glnstiger,
wenn die OH-Einnahme zu irgendeinem Zeitpunkt zwischen dem 5. und 10. Jahr vor der
Diagnose des Mammakarzinoms erfolgt war.

Daher wurde eine detailierte Untersuchung der Wirkung der OH-Einnahme im jeweils n-ten Jahr
vor der Diagnose des Mammakarzinoms durchgefiihrt. Die Gesamtdauer der OH-Einnahme
wurde dabei nicht bericksichtigt.

In dieser Analyse war die OH-Einnahme zwischen dem dritten und zehnten Jahr vor der
Diagnose mit einer signifikanten Reduktion des Sterberisikos verbunden. Die

OH-Einnahme im 8. Jahr vor der Diagnose war mit einer etwa 50%igen Reduktion des
Sterberisikos gegenuber der Gruppe ohne OH-Einnahme am deutlichsten.

Bei Betrachtung sich Gberlappender, mehrjahriger Zeitintervalle zeigte sich eine signifikante
Risikoreduktion fir den Tod am Mammakarzinom, wenn die OH-Einnahme zu irgendeinem
Zeitpunkt in den Jahren drei bis neun vor der Diagnose erfolgt war. Der Effekt verstarkte sich fur
diese Gruppen bei langerer Einnahmedauer. Die starkste Reduktion des Sterberisikos wiesen
Patientinnen auf, die OH kontinuierlich vom 5. bis einschlieflich 8. Jahr vor der Diagnose
eingenommen hatten ( Tab. 2.3-7).

Tabelle 2.3-7: Hazard Ratios fur den Tod am Mammakarzinom in Abhangigkeit von
definierten Zeitintervallen fiir die OH-Einnahme vor der Diagnose

Einnahme OH im

n-ten Jahr vor der Diagnose n p-Wert HR' (95% Ki)
3 4 5 6 121 0.017 0.57 (0.36-0.90)
3 4 5 6 7 17 0.011 0.55 (0.35-0.87)
4 5 6 7 137 0.006 0.54 (0.34-0.84)
4 5 6 7 8 129 0.002 0.47 (0.30-0.75)
5 6 7 8 145 <0.001 0.44 (0.28-0.70)
5 6 7 8 9 129 0.001 0.46 (0.29-0.74)
6 7 8 161 0.002 0.50 (0.33-0.77)
6 7 174 0.006 0.57 (0.38-0.85)
7 8 181 0.004 0.55 (0.36-0.82)
7 8 9 162 0.010 0.57 (0.38-0.88)
8 9 171 0.015 0.60 (0.40-0.90)

! Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehdrige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox
verglichen mit der Referenzgruppe ‘keine OH-Einnahme’ (HR=1.0) adjustiert nach Tumortyp, Grading,
TumorgréRe, LK-Status, PR-Expression, Alter (<560/>50) und der OH-Einnahmedauer

Dieser prognostische Einfluf® der OH-Einnahme setzte sich gegenliber dem der
histomorphologischen und hormonell-reproduktiven Faktoren durch (Tab. 2.3-8).
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Tabelle 2.3-8: Hazard Ratios fir den Tod am Mammakarzinom in Abhangigkeit von der OH-
Einnahmedauer’ oder der OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnosez, hormonell-
reproduktiven- und histomorphologischen Faktoren

Faktor p-Wert HR (95% Ki)! p-Wert  HR (95% KiI)?
OH Einnahmedauer 0.0554  0.66 (0.44-1.01)

(keine OH/>60 Monate)

OH Einnahmezeitraum 0.0002 0.46 (0.31-0.70)
(andere/5.-8. Jahr)

Alter bei 1.gestilltem Kind 0.0020  0.55(0.38-0.80) 0.0029 0.57 (0.39-0.82)
(nie/<19/20-29/>29 Jahre)

Anzahl gestillter Kinder 0.0182  2.14 (1.14-4.02) 0.0260 2.01(1.09-3.73)
(nie gestillt/1-3/>4)

Histologischer Typ 0.0001  2.25(1.50-3.38) <0.0001 2.35(1.56-3.55)
(andere/lobular invasiv)

Grading 0.0009  1.99(1.33-2.99) 0.0008 2.00 (1.33-3.01)
(I+11/1)

LK-Status <0.0001  2.21(1.70-2.87) <0.0001 2.19 (1.68-2.86)
(negativ/positiv)

PR-Status 0.0070  0.68 (0.51-0.90) 0.0077 0.68 (0.51-0.90)
(<20%/20%-50%/>50%)

Alter 0.0340  1.49(1.03-2.15) 0.0137 1.62(1.10-2.37)
(<50/>50 Jahre)

Tumorgrdfe 0.1590  1.35(0.89-2.06) 0.1880 1.32(0.87-2.02)
(£2 cm/>2cm)

1 Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox unter Einbeziehung
der OH-Einnahmedauer und aller in der Tabelle aufgefiihrten Faktoren, adjustiert nach Anzahl der Lebendgeburten,
Alter bei 1. Lebendgeburt, Operationsmodus, Chemotherapie

2 Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox unter Einbeziehung
des OH-Einnahmezeitraumes (5.-8. Jahr vor Diagnose) und aller in der Tabelle aufgefiihrten Faktoren, adjustiert nach
Anzahl der Lebendgeburten, Alter bei 1. Lebendgeburt, Operationsmodus, Chemotherapie

2.3.5. Gestagenkomponenten und Prognose

Die verwendeten Kombinations- und Sequenzpraparate enthielten entweder CMA, LNG oder
NETA als Gestagenderivat. Lediglich ein Depotpraparat, das jedoch von nur 2 Patientinnen
verwendet wurde, unterschied sich von dieser Zusammensetzung. Von allen Praparaten war nur
die Einnahme NETA-haltiger kombinierter OH mit einer besseren Prognose fiir die betroffenen
Patientinnen verbunden (Tab. 2.3-9)
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2.3.5.1. Univariate Uberlebensanalysen

In den univariaten Uberlebensanalysen waren die 10-Jahresiiberlebensraten nach
Ersteinnahme (p=0.001), nach Uberwiegender Einnahme (p=0.018) und bei ausschliellicher
Einnahme (p=0.018) eines NETA-haltigen Einphasenpraparates signifikant besser als die von
Patientinnnen ohne OH-Einnahme oder nach Einnahme anderer OH.

Auch die Einnahme NETA-haltiger kombinierter OH zu einem beliebigen Zeitpunkt, unabhangig
von der Einnahme anderer OH zu einem anderen Zeitpunkt, war im Vergleich zur
Nichteinnahme mit einem signifikant besseren Uberleben verbunden (p=0.012). Ein positiver
Effekt im Vergleich zur Nichteinnahme zeigte sich auch nach der Uberwiegenden Einnahme aller
anderen OH, ohne jedoch statistische Signifikanz zu erlangen (Tab. 2.3-9).

2.3.5.2. Multivariate Uberlebensanalysen

Die Einnahme von NETA-haltigen OH war mit einer signifikanten Verbesserung der
10-Jahrestiberlebensraten verbunden. Dieser Effekt bestatigte sich auch im multivariaten
Ansatz. Dabei war insbesondere bei Ersteinnahme als auch bei Gberwiegender Einnahme von
NETA-haltigen Kombinationspraparaten das Risiko, am Mammakarzinom zu sterben, um 62%
bzw 55% geringer als ohne OH-Einnahme (HR 0.38; HR 0.45).

Die Einnahme CMA-oder LNG-haltiger Praparate hatte keine Bedeutung fiir die Prognose der
Patientinnen. Auch nach der Einnahme NETA-haltiger Sequenzpraparate fanden sich auf der
Grundlage sehr kleiner Zahlen keine statistisch signifikanten Differenzen gegeniber den
Sterberisiken der Gruppe ohne OH-Einnahme (Tab. 2.3-9).
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Tabelle 2.3-9: 10-Jahrestiberlebensraten und Hazard Ratios flir den Tod am Mammakarzinom
in Abhangigkeit von der Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten

Gestagen- Anzahl p-Wert 10-Jahres- p-Wert HR (95% KI)2
komponente (Ereignisse) univariat! Uberlebensrate multivariat?
(%)'

Ersteinnahme 0.0001
keine OH | 174 (68) 54.4 1.00
CMA 171 (58) 65.5 0.370 0.84 (0.57-1.24)
LNG 24 (14) 41.7 0.105 1.75 (0.92-3.34)
NETA 83 (13) 84.3 0.002 0.38 (0.20-0.73)
NETA(SP) | 15( 7) 53.3 0.631 0.80 (0.31-2.07)
unbekannt 4

Uberwiegend 0.018
niemals 174 (68) 54.4 1.00

OH
CMA 100 (39) 60.7 0.867 1.04 (0.68-1.58)
LNG 57 (22) 614 0.948 1.02 (0.61-1.71)
NETA 116 (26) 76.9 0.001 0.45(0.27-0.73)
NETA (SP) | 22( 6) 72.7 0.248 0.62 (0.26-1.47)
unbekannt 2

jemals
keine OH | 174 (68) 54.4 1.00
CMA 189 (62) 0.189 66.6 0.179 0.78 (0.54-1.12)
LNG 126 (40) 0.205 68.2 0.183 0.74 (0.48-1.51)
NETA 182 (49) 0.012 72.6 0.018 0.62 (0.41-0.92)
NETA (SP) | 60 (19) 0.254 68.3 0.323 0.76 (0.44-1.31)

ausschlieflich 0.018
keine OH | 174 (68) 54.4 1.00
CMA 53 (20) 62.0 0.988 0.10 (0.59-1.67)
LNG 19 (11) 421 0.149 1.67 (0.83-3.33)
NETA 34 ( 95) 85.1 0.011 0.30 (0.12-0.76)
NETA(SP) | 8( 3) 62.5 0.869 1.11(0.33-3.74)

! Kaplan-Meier Uberlebensanalysen, zugehérige p-Werte (Logrank-Test) vergleichen jeweils die Uberlebenskurven
aller zu den einzelnen Faktoren gehdrigen Untergruppen

2 Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehérige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox:
HR fiir den Tod am Mammakarzinom verglichen mit der Referenzgruppe ‘keine OH-Einnahme’ (HR=1.0) adjustiert
nach Tumortyp, Grading, TumorgroRe, LK-Status, PR-Expression, Alter (<50/>50) und OH-Einnahmedauer
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2.3.6. Epidemiologische Risikofaktoren und Prognose

Alle erfalten epidemiologischen Risikofaktoren mit potentiellem Einflu auf hormonelle
Veranderungen des Mammagewebes und andere fiir die Erkrankung und den
Erkrankungsverlauf bedeutende Faktoren wurden in die Analyse einbezogen. Dabei wurden
Menarche, Schwangerschaft, Stillverhalten, Menopause, vorangegangene Mammabiopsien,
familidre Belastung, sozialer Status und Vorsorge-Verhalten jeweils in separaten multivariaten
Ansatzen gepruft.

2.3.6.1. Hormonell-reproduktive Faktoren

Schwangerschaft und Stillen

Alter bei erster Lebendgeburt

Patientinnen, die bei der ersten Lebendgeburt zwischen 20 und 29 Jahren alt waren, hatten
gegenuber anderen Patientinnen signifikant hdhere 10-Jahrestberlebensraten (p=0.005). Im
multivariaten Ansatz war fir diese Gruppe eine signifikante Reduktion des Sterberisikos (HR
0.50) gegentuber der Gruppe ohne Lebendgeburt nachweisbar (Tab. 2.3-10).

Anzahl der Lebendgeburten

Patientinnen mit 4 und mehr Lebendgeburten hatten signifikant schlechtere
Gesamtuberlebensraten als solche mit weniger oder ohne Lebendgeburten (p=0.017).
In der multivariaten Analyse zeigte sich fiir diese Gruppe nahezu eine Verdopplung des
Sterberisikos im Vergleich zu der ohne Lebendgeburten (HR 1.92). Die Prognose von
Patientinnen mit bis zu 3 Lebendgeburten wies dagegen keine statistisch signifikanten
Unterschiede im Vergleich zu der von Frauen ohne Lebendgeburten auf (Tab. 2.3-10).

Alter beim Stillen des 1. Kindes

Patientinnen, die beim Stillen des ersten Kindes 20 Jahre und alter waren, zeigten in der
univariaten Uberlebensanalyse signifikant bessere Uberlebensraten als jiingere Patientinnen
oder jene, die nie gestillt hatten (0.009). In den multivariaten Analysen hatten Frauen, die beim
erstmaligen Stillen zwischen 20 und 29 Jahren alt waren, ein signifikant reduziertes Sterberisiko
(HR 0.48) im Vergleich zu denen, die nie gestillt hatten (Tab. 2.3.-10).

Anzahl gestillter Kinder

Patientinnen, die vier und mehr Kinder gestillt hatten, wiesen verglichen mit denen, die niemals
oder weniger gestillt hatten, signifikant schlechtere 10-Jahresiberlebensraten auf (p=0.0001).
Das Stillen von bis zu drei Kindern erwies sich dagegen als eher protektiv. Dieser guinstige
Effekt bestatigte sich in den multivariaten Analysen und duf3erte sich in einer etwa 30%igen
Reduktion des Sterberisikos fur Patientinnen, die bis zu drei Kinder gestillt hatten (HR 0.69). In
der multivariaten Analyse lberwog allerdings der unglinstige Effekt des Stillens von 4 und mehr
Kindern deutlich gegenlber der protektiven Wirkung des Stillens von bis zu drei Kindern (Tab.
2.3-10). Dabei war das Stillen von 4 und mehr Kindern mit einer 3fachen Erhéhung des
Sterberisikos verbunden (HR 2.88).
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Tabelle 2.3-10: 10-Jahresuberlebensraten und Hazard Ratios fir den Tod am
Mammakarzinom in Abhangigkeit von hormonell-reproduktiven Faktoren

Faktor Anzahl p-Wert! 10-Jahres- p-Wert? HR (95% KI)2
(Ereignisse) univariat Uberlebensrate multivariat
(%)!
Alter bei
1. Lebendgeburt 0.005
keine 62 ( 23) 61.8 1.00
<19 82 ( 40) 45.6 0.517 1.19 (0.71-3.06)
20-29 293 ( 86) 67.6 0.0004 0.50 (0.34-0.73)
>29 34 ( 13) 61.8 0.112 1.65 (0.89-3.06)
Anzahl der
Lebendgeburten 0.017
keine 62 ( 23) 61.8 1.00
1-3 373 (120) 63.9 0.204 0.70 (0.40-1.22)
>4 36 ( 19) 47.2 0.014 1.92 (1.14-3.24)
Alter beim Stillen
des 1.Kindes 0.009
nie gestillt 112 ( 44) 56.1 1.00
<19 73 ( 35) 46.5 0.244 1.31(0.83-2.07)
20-29 264 ( 77) 68.8 0.0005 0.48 (0.32-0.72)
>29 22( 6) 72.7 0.940 1.03 (0.44-2.44)
Anzahl gestillter
Kinder 0.0001
nie gestillt 112 ( 44) 56.1 1.00
1-3 333 (101) 66.7 0.044 0.69 (0.48-0.99)
>4 26 ( 17) 34.2 0.0001 2.88 (1.70-4.89)

1 Kaplan-Meier Uberlebensanalysen, zugehérige p-Werte (Logrank-Test) vergleichen die Uberlebenskurven aller zu
den einzelnen Faktoren aufgefiihrten Untergruppen

2 Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehérige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox: Hazard
Ratios fiir den Tod am Mammakarzinom verglichen mit der Referenzgruppe ‘keine OH-Einnahme’ (HR=1.0) adjustiert
nach Tumortyp, Grading, TumorgroRe, LK-Status, PR-Expression, Alter (<50/>50) und der OH-Einnahmedauer

Menarche und Menopause

Das Alter bei Menarche und der Menopausenstatus hatten keinen EinfluR auf das Uberleben der
Patientinnen. Bei einem Durchschnittsalter der untersuchten Frauen von 45 Jahren waren
lediglich 22 der postmenopausalen Patientinnen 50 Jahre und alter. Diese Altersgruppe hatte
eine etwas schlechtere Prognose als die anderen Patientinnen. Die Unterschiede waren jedoch
nicht statistisch signifikant (Tab. 2.3.-11).

2.3.6.2. Familiare Belastung und benigne Mammaveranderungen

In der Anamnese angegebene Mammabiopsien oder Probeentnahmen wegen benigner
Veranderungen des Mammagewebes waren sowohl uni-als auch multivariat ohne Einflul3 auf die
Prognose des Mammakarzinoms.

Eine positive Familienanamnese mit Mammakarzinomerkrankungen bei Verwandten

I. oder Il. Grades war ebenfalls ohne Bedeutung fir das Gesamtiiberleben der Patientinnen
(Tab. 2.3.-11).

45



Tabelle 2.3-11: 10-Jahresiiberlebensraten und Hazard Ratios fir den Tod am
Mammakarzinom in Abhangigkeit von epidemiologischen Risikofaktoren

Faktor Anzahl p-Wert  10-Jahres p-Wert HR (95% KiI)2
(Ereignisse) uni- Uberlebensrate multivariat?
variat! (%)’

Menarchealter 0.164

<13 104 ( 40) 55.0 ns 1.00 (0.66-1.52)

13-14 232 ( 69) 68.4 1.00

>14 135( 53) 57.6 1.34 (0.92-1.96)
Menopause ns

nein 373 (128) 62.2 ns 1.00

ja 98 ( 34) 64.2 0.89 (0.59-1.36)
Mammakarzinom ns
FA |.Grad

nein 419 (142) 64.5 1.00

ja 29( 8) 56.9 ns 0.73 (0.34-1.55)
Mammakarzinom ns
FAll. Grad

nein 346 (108) 66.2 1.00

ja 17( 4) 76.5 ns 0.81(0.29-2.28)
Mammabiopsien ns

nein 412 (144) 61.6 1.00

ja 59 ( 18) 69.0 ns 1.11(0.61-2.02)

! Kaplan-Meier Uberlebensanalysen, zugehérige p-Werte (Logrank-Test) vergleichen die Uberlebenskurven aller zu
den einzelnen Faktoren aufgefiihrten Untergruppen

2 Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehdrige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox: HR
fir den Tod am Mammakarzinom verglichen mit der Referenzgruppe (HR=1.0) adjustiert nach Tumortyp, Grading,
TumorgréRe, LK-Status, PR-Expression, Alter (<560/>50) und der OH-Einnahmedauer

2.3.6.3. Soziodbkonomische Faktoren

Ausbildungsjahre

Die univariaten 10-Jahresuberlebensraten zeigten keine statistisch signifikanten Differenzen in
Abhangigkeit von der Anzahl der schulischen/universitaren Ausbildungsjahre der Patientinnen.
Dagegen hatten Patientinnen, deren Partner mehr als 10 Ausbildungsjahre absolviert hatten, ein
deutlich besseres Gesamtiiberleben als andere (p=0.063).

Dieses Ergebnis bestatigte sich multivariat mit einer statistisch signifikanten Reduktion des
Sterberisikos fiir Patientinnen, deren Partner 11 bis 15 Ausbildungsjahre absolviert hatten (HR
0.42), gegenuber denen, deren Partner bis zu 8 Ausbildungsjahren beendet hatten. Fur
Patientinnen, deren Partner langere Ausbildungszeiten nachweisen konnten, war der
Unterschied nicht mehr statistisch signifikant. (Tab. 2.3-12).

Arztliche Betreuung und Vorsorge

Die jahrliche Anzahl der zytologischen Zervixabstriche wurde als Kriterium fiir die Haufigkeit
arztlicher Vorsorgeuntersuchungen herangezogen. In den univariaten Uberlebensanalysen
hatten Patientinnen ohne zytologische Abstriche deutlich niedrigere- und solche mit mehr als
einem Abstrich pro Jahr etwas héhere Uberlebensraten als Patientinnen mit einer geringeren
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Anzahl zytologischer Vorsorgeuntersuchungen. Diese Differenzen waren jedoch in den
multivariaten Analysen nach Adjustierung fir etablierte Prognosefaktoren und Alter nicht mehr
nachweisbar (Tab. 2.3-12).

Tabelle 2.3-12: 10-Jahreslberlebensraten und Hazard Ratios flir den Tod am
Mammakarzinom in Abhangigkeit von soziodkonomischen Faktoren

Faktor Anzahl p-Wert 10-Jahres p-Wert HR (95% KiI)2
(Ereignisse) univariat! Uberlebensrate multivariat?
(%)
Zervixscreening (Anzahl) 0.048
keine Pap- 24 ( 1) 29.2 1.00
Abstriche
>1 pro Jahr 278 ( 82) 69.6 ns 0.96 (0.47-1.96)
1x zweijahrlich 76 ( 29) 55.6 ns 1.41 (0.63-3.17)
weniger 93 ( 40) 54.1 ns 0.97 (0.46-2.02)
Ausbildungsjahre ns
<8 263 (102) 57.7 1.00
9-10 75 ( 23) 63.6 ns 0.76 (0.48-1.20)
11-15 86 ( 25) 70.9 ns 1.02 (0.64-1.63)
>16 47 ( 12) 74.3 ns 0.74 (0.40-1.37)
Ausbildungsjahre Partner 0.010
<8 234 ( 93) 54.8 1.00
9-10 59 ( 25) 56.2 ns 1.20 (0.76-1.90)
11-15 53( 9) 83.0 0.014 0.42 (0.21-0.83)
>16 94 ( 27) 71.2 ns 0.93 (0.59-1.46)
nie verheiratet 31( 8 74.2 ns 0.70(0.33-1.47)

1 Kaplan-Meier Uberlebensanalysen, zugehérige p-Werte (Logrank-Test) vergleichen die Uberlebenskurven aller zu
den einzelnen Faktoren aufgefiihrten Untergruppen

2 Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehdrige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox:
HR fiir den Tod am Mammakarzinom verglichen mit der Referenzgruppe (HR=1.0) adjustiert nach Tumortyp,
Grading, TumorgroRe, LK-Status, PR-Expression, Alter (<50/>50) und der OH-Einnahmedauer

2.3.7. Prognostische Wertigkeit hormoneller Faktoren

2.3.7.1. Hormonell-reproduktive Faktoren und Zeitraum der OH-Einnahme

Wurden das Alter bei der ersten Lebendgeburt, die Anzahl der Lebendgeburten und respektive
Angaben zum Stillen gemeinsam analysiert, erwiesen sich das Alter beim Stillen des ersten
Kindes und die Anzahl der gestillten Kinder als unabhangige Prognosefaktoren im multivariaten
Ansatz (Tab. 2.3-13).
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Tabelle 2.3-13: Hazard Ratios fur den Tod am Mammakarzinom in Abhangigkeit von
hormonell-reproduktiven Faktoren, der OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose und
histomorphologischen Prognosefaktoren

Faktor p-Wert HR (95% Ki)!

Alter 1.Stillen (Jahre) 0.003 0.568 (0.391-0.824)
(nie/<19/20-29/>30)

Anzahl der gestillten Kinder 0.026 2.014 (1.088-3.730)
(keine/<3/>4)

OH 5.-8. Jahr 0.0002 0.465 (0.311-0.695)
(andere Zeiten/5.-8. Jahr)

Histologischer Tumortyp <0.0001 2.351 (1.556-3.552)
(andere/lobular invasiv)

Grading 0.0008 2.004 (0.333-3.014)
(I+11/10)

LK-Status <0.0001 2.191 (1.675-2.865)
(negativ/positiv)

PR-Expression 0.008 0.681 (0.513-0.903)
(<20%/20%-50%/>50%)

Alter 0.014 1.618 (1.104-2.371)
(<50/>50 Jahre)

! Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehérige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox
(nur statistisch signifikante Faktoren gelistet) zuséatzlich adjustiert nach Anzahl der Lebendgeburten
(keine, 1-2, 3-4, >4), Alter bei 1. Lebendgeburt (keine, <19, 20-29, =30 Jahre), Tumorgrofie, Operationsmodus,
Chemotherapie

Die OH-Einnahme im 5. bis 8. Jahr vor der Diagnose erlangte jedoch eine grélere
prognostische Bedeutung als die erfal3ten Reproduktionsvariablen. Sowohl exogene als auch
endogene hormonelle Einflisse waren damit von unabhangiger Bedeutung fur die Prognose des
Mammakarzinoms. In der Gesamtanalyse war die OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose
nach dem LK-Status und dem histologischen Tumortyp starkster unabhangiger Prognosefaktor
(Tab. 2.3-13)

2.3.7.2. Gestagenkomponenten und Zeitraum der OH-Einnahme

NETA-haltige kombinierte OH hatten unabhangig vom Einnahmezeitpunkt oder der
Einnahmedauer einen signifikanten EinfluR auf die Prognose des Mammakarzinoms. Damit
erwies sich die Einnahme NETA-haltiger OH als unabhangiger Prognosefaktor neben den
etablierten histomorphologischen Faktoren. Die Ersteinnahme NETA-haltiger
Kombinationspraparate war im Vergleich zur Nichteinnahme mit einer etwa 60%igen Reduktion
der Sterberisiken fur Mammakarzinompatientinnen verbunden (HR 0.38).

Sowohl die Einnahme NETA-haltiger OH als auch die OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der
Diagnose waren einzeln betrachtet mit einer signifikanten 60%-65%igen Reduktion des Risikos,
am Mammakarzinom zu sterben (HR 0.30 - 0.45; HR 0.44), verbunden (Tab. 2.3-7, 2.3-9). Bei
Analyse dieser Faktoren im gleichen Ansatz bewirkten beide eine etwa 65%ige Reduktion des
Risikos, am Mammakarzinom zu sterben (HR 0.37; HR 0.34). Die Einnahme im 5.-8. Jahr vor
der Diagnose erwies sich jedoch als der starkere prognostische Faktor (Tab. 2.3-14).
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Tabelle 2.3-14: Hazard Ratios fur den Tod am Mammakarzinom in Abhangigkeit von der OH-
Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose, der iberwiegenden Einnahme NETA-haltiger OH und
histomorphologischen Prognosefaktoren

Faktor p-Wert HR (95% KI)!
(n=297) multivariat

OH im 5.-8. Jahr vor Diagnose <0.001 0.37 (0.21-0.66)
(andere Zeit/5.-8. Jahr)

NETA-haltige OH 0.002 0.34 (0.17-0.67)
(andere OH/NETA-OH)

WW (OH-Typ « Zeitraum)? 0.064 2.51(0.95-6.65)
Tumortyp <0.001 2.73 (1.62-4.83)
(andere/ lobul@r invasiv)

Grading 0.007 2.22 (1.24-3.98)
(I+11/1)

LK-Status <0.0001 2.37 (1.68-3.35)
(negativ/positiv)

PR-Status 0.053 0.68 (0.46-1.01)

(<20%/20%-50%/>50%)

! Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehdrige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox
(nur statistisch signifikante Faktoren aufgefiihrt) zusatzlich adjustiert nach TumorgréRe, Alter (<50/>50 Jahre),
Anzahl gestillter Lebendgeburten, Operationsmodus und Chemotherapie

2 Wechselwirkungsfaktor zwischen OH-Typ und dessen Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose

Ein Wechselwirkungsfaktor zur Analyse des Zusammenhanges zwischen beiden Faktoren
verfehlte knapp die Grenze zur statistischen Signifikanz, so daR eine gewisse Uberlappung der
Effekte beider Gruppen in Bezug auf die Prognose des Mammakarzinoms nicht ausgeschlossen
werden kann. Von den 145 Frauen, die im 5.-8. Jahr vor der Diagnose OH eingenommen
hatten, gaben 66 (45.5%) an, in ihrem Leben tUberwiegend NETA-haltige OH verwendet zu
haben. Die Ubrigen 54.5% verteilten sich etwa gleichmaRig auf die Ubrigen Praparate (CMA
21.4%, LNG 22.1%, NETA-SP 11.0%).

Bei der Analyse der Einnahmehaufigkeit NETA-haltiger OH im 5.-8. Jahr vor der Diagnose
zeigte es sich, dal} der Anteil von NETA-haltigen OH an den anderen Praparaten in diesem
Zeitraum signifikant héher war, als fur alle anderen Einnahmezeiten (p<0.01).

49



2.4, Prognosefaktoren im Follow-up

Mit der Zunahme der Lange des Follow-up andert sich die Wertigkeit prognostischer Faktoren.
Daher wurde die Bedeutung der erfaldten Prognosefaktoren in jahrlichen Abstanden jeweils flir
das n-te Jahr nach der Diagnose des Mammakarzinoms erfal3t.

Fir aufeinanderfolgende Jahre wurden jeweils alle Patientinnen, die im vorherigen Jahr nicht am
Mammakarzinom verstorben waren und die fiir das gesamte laufende Jahr nachbeobachtet
werden konnten, als neue Studiengruppe aufgefaltt. Fiir diese Untergruppen wurden
unabhangige multivariate Uberlebensanalysen durchgefiihrt. Der Zeitraum erstreckte sich Uber
maximal 10 Jahre. Da die Gruppengrofie mit fortschreitendem Follow-up abnahm, war fiir einige
Prognosefaktoren wegen kleiner Fallzahlen nach langjahrigem Follow-up keine konsistente
Schatzung mehr moglich.

2.4.1.  Histomorphologische Faktoren

Der LK-Befall war der einzige unabhangige Prognosefaktor, dessen Bedeutung sich bis zum 10.
Jahr nach Diagnose nicht verénderte (Tab. 2.4-1). Der LK-Status war jeweils auch der starkste
prognostische Faktor gefolgt vom histologischen Tumortyp und vom histologischen Grading. Der
histologische Tumortyp behielt seine prognostische Aussage bis zum 7. Jahr nach der
Diagnose, wahrend das histologische Grading schon im 4. Jahr keinen signifikanten Einfluf3
mehr zeigte. TumorgréRe und PR-Status waren nur in den ersten zwei Jahren von
untergeordneter Wertigkeit fir die Prognose der Erkrankung.
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Tabelle 2.4-1: Zeitabhangige Entwicklung der Hazard Ratios fur den Tod am
Mammakarzinom in Abhangigkeit von histomorphologischen und zellular exprimierten Faktoren
im Follow-up

Prognosefaktoren
Jahre nach | Tumortyp Grading TumorgréRe LK-Status PR (%)
Diagnose |andere/LCl | und 117111 <2cm/>2cm (=)(+) <20%/20-
HR (95%KI)’ HR (95%Ki) HR (95%Ki) HR (95%Ki) 50/>50%
p-Wert? p-Wert? p-Wert?2 p-Wert? HR (95%Ki)
p-Wert2
112130 1.912 1.519 2.058 0.725
(1.43-3.17) (1.28-2.86) (1.02-2.27) (1.70-2.49) (0.55-0.95)
(n=471) p=0.0002 p=0.002 p=0.042 p<0.0001 p=0.021
2 |2.044 1.783 1.441 2.050 0.743
(1.35-3.09) (1.19-2.68) (0.96-2.16) (1.69-2.49) (0.56-0.98)
(n=462) p=0.0007 p=0.005 p=0.078 p<0.0001 p=0.037
3 |2.087 1.625 1.363 1.906 0.773
(1.33-3.29) (1.05-2.51) 0.88-2.10) (1.54-2.36) (0.57-1.05)
(n=435) p=0.002 p=0.028 p=0.162 p<0.0001 p=0.098
4 (2273 1.450 1.465 1.886 0.815
(1.38-3.75) (0.91-2.32) (0.90-2.39) (1.49-2.39) ns
(n=409) p=0.001 p=0.121 p=0.127 p<0.0001
5 12976 1.206 1.424 2.073 0.756
(1.71-5.21) ns ns (1.56-2.77) (0.50-1.13)
(n=381) p=0.0001 p<0.0001 p=0.174
6 |2.522 1.059 1.211 2.192 0.886
(1.21-5.24) ns ns (1.55-3.11) ns
(n=356) p=0.013 p<0.0001
7 12325 1.512 0.903 2.378 0.770
(0.92-5.88) ns ns (1.56-3.62) ns
(n=341) 0.075 p=0.0001
8 [1.239 1.010 2.148 1.719 0.781
ns ns ns (1.02-2.90) ns
(n=326) p=0.043
9 [1.693 1.437 1.029 2.159 0.959
ns ns ns (1.06-4.40) ns
(n=268) p=0.034
10 {0.967 1.089 0.687 2.553 0.552
ns ns ns (1.00-6.53) ns
(n=204) p=0.050

! Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehérige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox
unter EinschluR aller in der Tabelle aufgefiihrten Faktoren zusatzlich adjustiert nach OH-Einnahme (ja/nein), Alter
(<50/=50 Jahre), Operationsmodus und Chemotherapie

2 nicht signifikante Konfidenzintervalle mit p-Werten >0.2 als ns abgekiirzt

51



2.4.2. OH-Einnahmzeitraum und Gestagenkomponenten

Die OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose und die Einnahme NETA-haltiger OH hatten
sich hinsichtlich der OH-Einnahme als starkste unabhangige Prognosefaktoren erwiesen.

Bei der Untersuchung der Wertigkeit dieser Prognosefaktoren mit Zunahme der Follow-up
Periode erwies sich die OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose der Einnahme NETA-
haltiger OH deutlich Uberlegen (Tab. 2.4-2 und 2.4-3). Wahrend die Einnahme NETA-haltiger
OH schon nach 4 Jahren keinen prognostischen Einflul mehr hatte, blieb dieser Effekt fiir die
OH-Einnahme zwischen dem 5. und 8. Jahr vor der Diagnose Uber das gesamte Follow-up
deutlich nachweisbar und war nur im 6. und 7. Jahr statistisch nicht signifikant. Die Risiken fir
den Tod am Mammakarzinom waren fir diese Patientengruppe Uber das gesamte Follow-up um
etwa 45% bis 70% geringer als fir alle anderen Patientinnen (Tabelle 2.4-2).

Diese Analysen waren zunachst fiir Patientinnen mit OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der
Diagnose oder mit OH-Einnahme zu einem anderen Zeitpunkt sowie fir die Einnahme NETA-
haltiger OH oder die Einnahme anderer OH getrennt durchgefiihrt worden. Die Referenzgruppe
wurde dabei jeweils von Patientinnen gebildet, die niemals OH eingenommen hatten. Da die
Ergebnisse jedoch keine signifikanten Differenzen zwischen der Gruppe ohne OH-Einnahme
und der mit einer OH-Einnahme zu einem anderen Zeitpunkt oder auch zwischen der Gruppe
ohne OH-Einnahme und der mit einer Einnahme von anderen als NETA-haltigen OH erbrachten,
wurden diese Gruppen jeweils als Referenzgruppe zusammengefaldt (Anhang Tab. A2.4-1, Tab.
A2.4-2).

Insgesamt zeigte sich auch hier der LK-Status als starkster unabhangiger Prognosefaktor noch
nach 8-jahrigem Follow-up. Analysen Uber langere Zeitrdume waren aufgrund der kleinen
Untergruppen nicht mdglich.

Zusammenfassend war die Einnahme von OH im 5.-8. Jahr vor der Diagnose Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum mit einer durchschnittlichen Reduktion der Sterberisiken um
54% verbunden. Nach dem LK-Status erwies sich damit die Einnahme von OH Uber diesen
Zeitraum gemeinsam mit dem histologischen Tumortyp als starkster Prognosefaktor tber eine
langjahrige Nachbeobachtungszeit.
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Tabelle 2.4-2: Zeitabhangige Entwicklung der Hazard Ratios fur den Tod am
Mammakarzinom in Abhangigkeit von der OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor Diagnose,
histomorphologischen und zellular exprimierten Faktoren im Follow-up

Prognosefaktoren
Jahre nach | OH 5.-8. Jahr ~ Tumortyp Grading TumorgrRe LK-Status PR (%)
Diagnose |andere/5.-8. andere/LCI  lund I/l <2cm/>2cm  (-)/(+) <20/20-
HR (95%KI)"  HR(95%KI)"  HR (95%KI) HR (95%KI) HR (95%KI) 50/>50
p-Wert2 p-Wert2 p-Wert2 p-Wert? p-Wert2 HR (95%KI)
p-Wert2
1 1043 2.09 1.80 1.49 2.1 0.69
(0.28-0.65) (1.41-3.10)  (1.20-2.69) (1.00-2.23) (1.75-2.55)  (0.52-0.91)
(n=471) 0.0005 0.0003 0.004 0.053 <0.0001 0.009
2 1041 2.00 1.67 1.41 2.1 0.71
(0.27-0.64) (1.33-3.02)  (1.11-2.52) (0.94-2.12) (1.74-2.56)  (0.53-0.94)
(n=462) 0.0001 0.001 0.013 0.096 <0.0001 0.018
3 1043 2.04 1.54 1.35 1.97 0.74
(0.27-0.69) (1.30-3.20)  (1.00-2.37) (0.87-2.08) (1.59-2.43)  (0.54-1.01)
(n=435) 0.0005 0.002 0.052 0.179 <0.0001 0.061
4 1046 2.23 1.38 1.45 1.94 0.79
(0.27-0.77) (1.36-3.66)  (0.86-2.21) (0.89-2.38) (1.53-2.46)  (0.56-1.12)
(n=409) 0.003 0.002 0.177 0.135 <0.0001 0.184
5 10.54 293 1.16 1.42 2.12 0.73
(0.30-0.98) (1.68-5.11)  ns ns (1.60-2.82)  (0.49-1.11)
(n=381) 0.042 0.002 <0.0001 0.142
6 |0.52 248 1.02 1.20 2.24 0.87
(0.25-1.09) (1.20-5.13)  ns ns (1.58-3.17)  ns
(n=356) 0.084 0.015 <0.0001
7 1045 2.24 1.10 0.88 245 0.75
(0.19-1.06) (0.89-5.66)  ns ns (1.61-3.74)  ns
(n=341) 0.069 0.087 <0.0001
8 10.23 1.27 0.94 2.16 1.79 0.74
(0.06-0.88) ns ns ns (1.07-3.02) ns
(n=326) 0.031 <0.028

! Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehdrige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox
unter Einschlu® aller in der Tabelle aufgefiihrten Faktoren, zusatzlich adjustiert nach OH-Einnahme (ja/nein) und
Alter (<50/=50 Jahre)

2 nicht signifiknate Konfidenzintervalle mit p-Werten>0.2 als ns abgekiirzt
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Tabelle 2.4-3: Zeitabhangige Entwicklung der Hazard Ratios fur den Tod am
Mammakarzinom in Abhangigkeit von der Einnahme NETA-haltiger OH und von

histomorphologischen Faktoren im Follow-up

Prognosefaktoren
Jahre nach | NETA-OH Tumortyp Grading TumorgroBe LK-Status PR (%)
Diagnose |andere/NETA andere/LCI  lund I/l <2cm/>2cm  (-)/(+) <20/20-50/>50
HR(95%KI)"  HR(95%KI)' HR HR (95%KI) HR (95%KIl)  HR (95%KI)
p-Wert2 p-Wert2 (95%K1) p-Wert? p-Wert2 p-Wert2
p-Wert?
1 10.448 2.024 2.001 1.577 2.076 0.700
(0.29-0.69)  (1.36-3.00)  (1.34-3.00) (1.06-2.36) (1.72-2.51)  (0.54-0.92)
(n=471) 0.0003 0.0005 0.0007 0.026 <0.0001 0.010
2 10.455 1.921 1.887 1.491 2.074 0.721
(0.29-0.71)  (1.27-290)  (1.26-2.84) (0.99-2.23) (1.70-2.52)  (0.55-0.95)
(n=462) 0.0004 0.002 0.002 0.053 <0.0001 <0.020
3 |0.458 1.960 1.728 1.404 1.934 0.751
(0.28-0.74)  (1.25-3.08)  (1.12-2.67) (0.92-2.16) (1.57-2.39)  (0.56-1.02)
(n=435) 0.001 0.004 0.014 0.123 <0.0001 0.063
4 10572 2.167 1.526 1.496 1.909 0.798
(0.35-0.95)  (1.32-3.57)  (0.95-2.44) (0.92-2.44) (1.51-242) (0.57-1.12)
(n=409) 0.030 0.002 0.079 0.106 <0.0001 0.194
5 10.702 2.855 1.255 1.441 2.092 0.747
ns (1.63-4.99)  ns ns (1.58-2.77)  (0.50-1.12)
(n=381) 0.0002 <0.0001 0.156
6 |0.532 2.324 1.142 1.238 2.217 0.869
(0.25-1.12)  (1.12-480) ns ns (1.57-3.14)  (0.53-1.42)
(n=356) 0.098 0.023 <0.0001 0.058
7 10.572 2.102 1.270 0.923 2408 0.767
ns (0.84-5.27)  ns ns (1.59-3.66) ns
(n=341) 0.113 <0.0001
8 10.492 1.154 1.120 2.274 1.774 0.773
ns ns ns (0.65-7.95) (1.03-2.94) ns
(n=326) 0.198 0.037
9 10423 2.076 1413 1.107 2.102 0.917
(n=268) ns ns ns ns (0.98-4.15)  ns
0.056
10 0.32 1.640 1.094 0.868 2.294 0.552
(n=204) ns ns ns ns (0.91-5.77)  ns
0.078

! Hazard Ratios (95% Konfidenzintervalle) und zugehdrige p-Werte aus proportionalem Hazardmodell nach Cox
unter EinschluR aller in der Tabelle aufgefiihrten Faktoren, zuséatzlich adjustiert nach OH-Einnahme (ja/nein) und
Alter (<50/=50 Jahre)

2 Konfidenzintervalle mit einem p-Wert>0.2 als ns abgekiirzt
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3. Diskussion

Nach der Einnahme von Ovulationshemmern (OH) zeigten sich signifikante Veranderungen in
der Tumorbiologie des Mammakarzinoms. Die nachgewiesenen Unterschiede in der
Auspragung histomorphologischer und insbesondere zellular exprimierter Faktoren in
Abhangigkeit von der OH-Einnahme lassen vermuten, daf die exogene Hormonzufuhr
wesentliche Regulationsmechanismen des Mammakarzinoms beeinfluf3t.

Der Zusammenhang zwischen der Einnahme von OH und tumorassoziierten Prognosefaktoren
wurde bisher nicht haufig untersucht und vorliegende Studien zu dieser Thematik beschrankten
sich in der Regel auf die Erfassung nur weniger etablierter Faktoren (UK 1989, Schlesselmann
et al. 1992, Collborative Group 1996, Hulman et al. 1992, Stalsberg et al. 1989, Miller N et al.
1989, Romieu et al. 1989). Studien, die neuere molekularbiologische Faktoren in Abhangigkeit
von der OH-Einnahme untersucht haben, sind noch seltener und beziehen sich meist auf kleine
Patientenzahlen (Olsson et al. 1991a, Olsson et al 1991b, van der Kooy et al. 1996, Treurniet et
al. 1992). Die Komplexitat moglicher Wechselwirkungen zwischen der Einnahme von OH und
der Biologie des Mammakarzinoms wurde daher durch die bekannten Studien nur sehr
eingeschrankt erfalit.

Tumorcharakteristika
Histomorphologische Faktoren

Die Uberwiegende Anzahl aller Patientinnen wurde an einem duktal invasiven Karzinom operiert.
Neben diesen 327 duktal invasiven Tumoren (69.4%), wurden 67 lobular invasive Karzinome
(14.2%) und 77 Tumoren anderer Typen (16.3%) histologisch gesichert. Das duktal invasive
Karzinom ist das am haufigsten diagnostizierte Karzinom der Mamma (Béssler et al. 1978, Berg
and Hutter 1995, Stegner 1996). Die Haufigkeit lobularer Karzinome einschlieBlich ihrer
Subtypen wird in der Literatur mit 14% bis 20% beschrieben (Donegan et al. 1972, Fisher et al.
1973, Martinez et al. 1979, Stalsberg et al. 1989, Querzoli et al. 1998). Dabei ist in den
entwickelten westlichen Landern die Haufigkeit des Auftretens lobularer Karzinome gegentber
der in weniger entwickelten Landern Afrikas und Asiens offenbar hoher (Rosen et al. 1977,
Correa and Johnson 1978, Black et al. 1979, Stalsberg et al. 1989). Vermutet wird, daf
hormonelle Faktoren wie Pubarche und Geburtsverhalten die GréfRe des lobularen Zellpools und
damit die Zahl der Zellen, die verstarkt auf karzinogene Einflisse reagieren,verringern
(Moolgavkar et al. 1980, Thomas 1984). Lobulare Zellen reagieren am deutlichsten auf
hormonelle Stimuli im menstruellen Zyklus, wahrend der Schwangerschaft oder menopausal
(Longrace and Bartow 1986). In westlichen Landern kommt nach relativ friiher Menarche der
differenzierungsférdernde Einflul von Schwangerschaft und Stillen spater zum Tragen. Auch die
Menopause mit konsekutiver Obliteration lobularer Strukturen hat sich zum hdéheren Lebensalter
verschoben. Diese Differenzen in den hormonell wirksamen Ereignissen zwischen Patientinnen
westlicher Lander und denen weniger entwickelter Staaten kénnten flir die beschriebenen
Unterschiede in den histologischen Typen verantwortlich sein (Stalsberg et al. 1989).

Die Mehrzahl der Mammakarzinome (39.7%) zeigte eine mittlere histologische Differenzierung,
28.2% der Tumoren waren gut- und 32.1% der Tumoren schlecht differenziert. Diese Verteilung
entspricht im wesentlichen den in der Originaluntersuchung von Bloom und Richardson (1957)
dargestellten Haufigkeiten. Die relativ hohe Anzahl von gut differenzierten Mammakarzinomen
koénnte auf die oben beschriebene Haufigkeit lobular invasiver Karzinome zuriickzufiihren sein,
die in der Regel ein glnstiges Grading aufweisen.

Zum Zeitpunkt der Diagnose waren die Tumoren in 71% der Falle groRer als 2 cm im
Durchmessser und in 54% der Falle handelte es sich um LK-positive Mammakarzinome. Diese
Haufigkeitsverteilung ist fiir den Rekrutierungszeitraum der Studie reprasentativ und resultiert
aus der Uberwiegend klinischen Diagnosestellung vor der verbreiteten Nutzung der
Mammographie im Rahmen der Diagnostik und Vorsorge. Andere Studien, die Uber die gleichen
Zeitrdume angelegt waren, zeigen dhnliche Verteilungen der histopathologischen Befunde
(Nicholson et al. 1991, Lipponen et al. 1992, Noguchi et al. 1993, Pujol et al. 1994, Gasparini et
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al. 1998, Molina et al. 1998).
Zelluldr exprimierte Faktoren

ER/PR - Expression: In der vorliegenden Studie waren 72% der Tumoren ER-positiv und 68%
waren PR-positiv. In groRen Studien liegen prozentuale Angaben zum Anteil rezeptorpositiver
Tumoren zwischen 50%-79% flr die ER-Expression und 50%-68% fiir die PR-Expression
(Rosner and Lane 1986, Granata et al. 1991, Wyss et al. 1992, Aaltomaa et al. 1993, Pujol et al.
1994, Haerslev et al. 1996). Der Anteil rezeptorpositiver Mammakarzinome ist prdmenopausal
geringer als postmenopausal. Dabei sind Mammakarzinome in westlichen Landern offenbar
haufiger ER-positiv als in fernostlichen Landern (Nomura et al. 1977). Prémenopausal werden
ER-positive Tumoren abhangig von der Studienpopulation in 49% bis 71% der Falle
diagnostiziert, wahrend in den zitierten Untersuchungen die Angaben fir die ER-Expression
postmenopausal zwischen 73% und 83% lagen. PR-positive Mammakarzinome wurden
pramenopausal in 39%-69% und postmenopausal in 41%-78% der Falle beschrieben (Vihko
and Isotalo 1981, Chevallier et al. 1988, Brocklehurst et al. 1989, Clark and McGuire 1989,
Wyss et a. 1992, Pujol et al. 1998).

Verschiedene Studien haben auf eine Zunahme der ER-positiven Mammakarzinome in den
letzten 20 Jahren hingewiesen (Glass and Hoover 1990, Di Fronzo et al. 1990, Harris et al.
1992, Pujol et al. 1994). Die umfangreichste dieser Untersuchungen wies nicht nur eine
Zunahme des prozentualen Anteils ER-positiver Tumoren sondern aucheine Erhéhung der ER-
Expression des einzelnen Mammakarzinoms nach (Pujol et al. 1994). Die Autoren waren der
Meinung, daf} es sich dabei um eine echte Zunahme handelt, wobei die Ursache am ehesten in
Anderungen der Tumorbiologie durch hormonelle Schliisselereignisse in der Karzinogenese zu
suchen sein soll. Diese Tatsache ist in Anbetracht der Einflihrung von OH in den 60iger Jahren
und der zunehmenden Verbreitung der hormonellen Substitutionstherapie in der Perimenopause
und Menopause von besonderem Interesse.

PCNA-Expression: Die hier untersuchten Tumoren zeigten in 26.3% aller Falle eine geringe, in
60.3% eine maRige und in 13.4% der Falle eine hohe PCNA-Expression. Wie auch durch
andere Autoren beschrieben, waren stark PCNA-exprimierende Tumoren signifikant haufiger
ER/PR-negativ und schlecht differenziert (Gasparini et al. 1993, Narita et al 1993, Siitonen et al.
1993, Montesco et al. 1995, Haerslev et al. 1996, Sheen et al. 1997). PCNA ist ein DNA &-
Polymerase assoziiertes Antigen, das hauptsachlich in der G1/S-Phase der Zelle exprimiert wird
und eng mit der Proliferationsaktivitat der Zelle verknupft ist. Die PCNA-Expression erlangte
auch beim Mammakarzinom Bedeutung zur Charakterisierung der Proliferationsfraktion
(Leonardi et al. 1992, Shrestha et al. 1992, Aaltomaa et al.1993, Narita et al. 1993, Noguchi et
al. 1993, ,Siitonen et al. 1993) und wurde in zahlreichen Studien als Prognosefaktor verifiziert
(Aaltomaa et al. 1993, Siitonen et al. 1993, Montesco et al. 1995, Schénborn et al. 1995, Sheen
et al. 1997, Yu et al. 1995). Andere Arbeitsgruppen konnten diese Ergebnisse in ihren Serien
nicht nachvollziehen, wobei die Studien insgesamt sehr unterschiedliche Follow-up Perioden
Uberblickten (Schmitt et al. 1994, Haerslev et al. 1996).

EGF-R-Expression: Die hier untersuchten Mammakarzinome zeigten in 47.3% eine positive
Expression des EGF-R. Publizierte Angaben zur EGF-R-Positivitat beim Mammakarzinom
haben eine grofe Schwankungsbreite und reichen von 22% bis 67% der Falle in Abhangigkeit
von der Zusammensetzung der Studie, von der Preservation des untersuchten Materials und der
angewandten Methodik (Mdller et al. 1989, Gasparini et al. 1992, Dittadi et al. 1993, Murray et al.
1993, Gompel et al. 1996, Walker and Dearing 1999).

Der EGF-R gehort zur erbB-Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren und spielt als
transmembranarer Rezeptor eine wesentliche Rolle fiir die Wachstumsregulation der Zelle. Es
handelt sich beim EGF-R um ein 170kD Glycoprotein, dessen intrazelluldare Doméane eine hohe
Sequenzhomologie zum c-erbB-2-Protein aufweist (Bargmann et al. 1986). In-vitro Studien an
Mammakarzinom-Zellinien haben EGF-R und seinen Liganden eine wesentliche Rolle im
Transformationsprozel’ zugeschrieben (Pierce et al. 1991). Eine erhéhte EGF-R-Expression
kann durch Genamplifikation mit oder ohne Beeinflussung von Transkriptionsvorgangen und
auch durch Uberexpression der EGF-R ohne Genamplifikation hervorgerufen werden, wobei die

56



Genamplifikation beim Mammakarzinom eher selten zu sein scheint (Gullick 1991a). Die
Bedeutung des EGF-R als prognostischer Faktor fiir das Mammakarzinom wurde vielfach
untersucht und wird noch immer kontrovers beurteilt (Klijn et al. 1992, Gasparini et al. 1994a,
Fox et al. 1994, Beckmann et al. 1996, Pirinen et al. 1995).

C-erbB-2-Protein: In der vorliegenden Studie zeigten 21% der Mammakarzinome eine
Uberexpression des c-erbB-2-Proteins. In representativen Studien wird die Haufigkeit der c-
erbB-2-Proteintiberexpressionen mit 20%-30% der Tumoren angegeben (Slamon et al. 1987,
Gullick et al. 1991b, O'Reilly et al.1991, Perren 1991, Hynes et al. 1993, Molina et al. 1998,
Révillion et al. 1998).

Das c-erbB-2-Protein gehort wie auch der EGF-R zur erbB-Familie der Tyrosinkinase-
Rezeptoren. Seine Uberexpression erfolgt entweder iiber eine c-erbB-2 Amplifikation und/oder
tiber die Uberexpression seiner mRNA, die eine erhdhte und unregulierte Aktivitat der c-erbB-2
Tyrosinkinase zur Folge hat (Slamon et al. 1988, De Bortoli 1992). Die Rolle des c-erbB-2 im
Prozel} der Karzinogenese ist jedoch trotz umfangreicher Untersuchungen bis heute nicht
erschopfend geklart (Reese and Slamon 1997, Rohan et al. 1998). Neben seiner Bedeutung flir
die Proliferations- und Differenzierungsregulation wurde dem c-erbB-2 Gen eine regulatorische
Funktion fur die Zellmotilitdt und damit fir alle Invasions-und Metastasierungsprozesse
zugeschrieben (De Potter 1995). Seit der ersten gréReren klinischen Studie zur prognostischen
Bedeutung des Protoonkogens und seines kodierten Rezeptors (Slamon et al. 1987), hat sich c-
erbB-2 als anerkannter Prognosefaktor insbesondere fiir das LK-positive Mammakarzinom
durchgesetzt (Gullick 1991b, Seshradi et al. 1993, Lonn et al. 1996, Eissa et al. 1997, Sjogren et
al. 1998). Dennoch ergeben die publizierten Ergebnisse kein homogenes Bild, was unter
anderem den unterschiedlichen Follow-up Perioden oder dem Einfluf® sich andernder adjuvanter
Therapiemodalitaten zugeschrieben wird (Révillion et al. 1998). Auch flir das LK-negative
Mammakarzinom konnte c-erbB-2 inzwischen in einigen Studien mit geniigend hoher Fallzahl
und entsprechendem Follow-up seine Wertigkeit als Prognosefaktor nachweisen (Quenel et al.
1995, Andrulis 1998). Allerdings sind die Diskussionen um die prognostische Bedeutung des c-
erbB-2 flir das LK-negative Mammakarzinom noch immer kontrovers (Hartmann et al. 1992,
Gasparini et al. 1994b, Haerslev et al. 1995, Rosen et al. 1995a, Révillion et al. 1998).

p53-Protein: In der vorliegenden Untersuchung waren 29.7% der Tumoren p53-Protein positiv.
Eine publizierte Studie zur p53-Expression bei pramenopausalen Patientinnen mit ahnlicher
Altersstruktur beschrieb identische Expressionsraten zu den hier vorgestellten Ergebnissen
(Pratap and Shousha 1998). P53-Mutationen treten in bis zu 58% aller Mammakarzinome bei
Patientinnen mit familidrer Belastung und in 30%-50% aller sporadischen Mammakarzinome auf
(Elledge and Allred 1994, Norberg 1996, Gasparini et al. 1998, Merchant et al. 1999).
Moglicherweise gibt es rassenspezifische Unterschiede in den betroffenen Genloci und auch in
der p53-Proteinexpression, die zu noch héheren Expressionsraten in unterschiedlich
zusammengesetzten Populationen fihren konnen (Sommer et al. 1992, Shiao et al. 1995,
Nayak et al. 1996). In verschiedenen Studien reichen die Angaben zur p53-Protein-Expression
beim Mammakarzinom von 23%-82% abhangig vom verwendetem Material, verschiedenen AK
und der angewandten Methodik (Bosari et al. 1992, Barnes et al. 1993, Silvestrini et al. 1993,
Pratap and Shousha 1998).

Das p-53 Tumorsupressorgen spielt eine wesentliche Rolle fur die Proliferationsregulation und
Apoptoseinduktion der Zelle. P53-Mutationen flihren zum Verlust seiner Supressorfunktion und
haben in einem hohen Prozentsatz die Expression eines veranderten Proteinproduktes zur
Folge, welches in der Zelle akkumuliert und dem immunhistochemischen Nachweis zuganglich
ist (Nigro et al. 1989, Rodrigues et al. 1990, Nayak et al. 1996, Norberg et al. 1996, Levine 1997,
Rohan et al. 1998, Kaelin 1999, Prives and Hall 1999). Im Prozef’ der Karzinogenese sind p53-
Mutationen die am haufigsten beobachteten genetischen Alterationen beim Mammakarzinom
(Nigro et al. 1989, Levine 1997, Rohan et al. 1998). Die Bedeutung des p53 als Prognosefaktor
wird unterschiedlich beurteilt, wobei dem p53 jedoch eine wesentliche Rolle fir die Progression
des Mammakarzinoms zugeschrieben wird (Elledge et al. 1993, Rosen et al. 1995b, Bianchi et
al. 1997, Eissa et al. 1997, Kristen et al. 1997, Gasparini et al. 1998, Levesque et al. 1998,
Bertheau et al. 1998, Elledge and Allred 1998, Segui et al. 1998)
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OH und Tumorcharakteristika

Es ist bekannt, dal} Steroide in Abhangigkeit davon, ob sie vor der Tumorinduktion oder danach
eingesetzt werden, vollig gegensatzliche Wirkungen haben kénnen (Rutteman 1992, King et al.
1993). In tierexperimentellen Studien verdoppelte sich die Inzidenz des Mammakarzinoms bei
Einwirkung von MPA kurz vor der Tumorinduktion. Wurde das MPA langer vor der Initiierung
gegeben, kam es zu einer Inzidenzabnahme. Dieser Effekt war offenbar von dem erreichten
Differenzierungsstadium der Mamma abhangig (Russo et al. 1989, Guzman et al. 1999).
Unabhangig davon ist anzunehmen, daf® sich vorhandene hormonelle Regelkreise im Prozel
der Karzinogenese verandern oder sogar zum Erliegen kommen (Darbre and King 1987,
Markopoulos et al 1988, Poulin et al. 1990, Fuqua et al. 1991, Rutteman 1992, Freiss et al.
1993, Fuqua 1993, Horwitz 1993, King et al. 1993). Der biologische Effekt eines einwirkenden
Agens wird somit nicht nur vom Agens selbst bestimmt sondern hangt in gleichem Malle vom
Zeitpunkt der Exposition ab.
Zur Charakterisierung der Expositionsdauer und des Expositionszeitraumes wurde in der
vorliegenden Studie die OH-Einnahme und ihr Einflul® auf prognostische Faktoren durch vier
Einnahme-Kriterien genauer beschrieben. Untersucht wurden Veranderungen in Abhangigkeit

- von der Dauer der Einnahme,

- vom Abstand der letzten Einnahme,

- vom Abstand der ersten Einnahme und

- von der Bedeutung definierter Einnahmezeiten.

OH und histomorphologische Faktoren

Signifikante Unterschiede histomorphologischer Befunde traten nur nach OH- Einnahme bis
zum Zeitpunkt der Diagnose des Mammakarzinoms auf und betrafen den LK-Status und das
histologische Grading. Dabei hatten Patientinnen, die OH bis zur Diagnose eingenommen
hatten, gegeniber denen ohne OH-Einnahme ein zweifach erhdhtes Risiko, an einem schlecht
differenzierten oder LK-positiven Mammakarzinom zu erkranken (OR 2.01). Auch nach OH-
Langzeiteinnahme fand sich noch ein erhéhtes Risiko fiir das Auftreten eines schlecht
differenzierten Mammakarzinoms (OR 1.7). Allerdings verfehlte dieses Ergebnis knapp die
Signifikanzgrenze. Die OH-Einnahme zu allen anderen Zeitpunkten hatte keinen signifikanten
Einflull auf die Auspragung histomorphologischer Faktoren.

Auch in der prospektiven ,Nurses’ Health Study* wurden bei Patientinnen, die OH zum Zeitpunkt
der Diagnose eingenommen hatten im Vergleich zu Patientinnen ohne OH-Einnahme, haufiger
gréRere und LK-positive Mammakarzinome diagnostiziert (Romieu et al. 1989). Zwei weitere
Studien beschrieben ebenfalls einen Zusammenhang zwischen OH-Einnahme und
unglnstigeren Tumorstadien, ohne jedoch die OH-Einnahme genauer zu spezifizieren. In diesen
Untersuchungen waren die Mammakarzinome nach OH-Einnahme signifikant haufiger LK-
positiv und hatten einen gréReren Durchmesser (Royal College of General Practitioners 1981,
Olsson and Ranstam 1989).

Im Gegensatz dazu zeigte sich in der Metaanalyse der ,Collaborative Group on Hormonal
Factors in Breast Cancer” eine bessere Stadienvereilung der Mammakarzinome nach OH-
Einnahme (Collaborative Group 1996). Dieses glinstige Ergebnis spiegelt sich in einer Reihe
von Einzelstudien wieder (Spencer et al. 1978, Vessey et al. 1979, Rosner and Lane 1986,
Schlesselmann et al. 1992, Sauerbrei et al. 1998). Nach OH-Einnahme wurden dabei signifikant
haufiger kleinere (Vessey et al. 1979, Matthews et al. 1981, UK 1989, Schlesselmann et al.
1992, Sauerbrei et al. 1998), LK-negative (Vessey et al. 1979, Matthews et al. 1981) und besser
differenzierte Tumoren gefunden (Matthews et al. 1981). Eine Beinflussung der
Histomorphologie des Mammakarzinoms wurde ebenso nach Hormonsubstitution in der Peri-
und Postmenopause beschrieben. Bei diesen Patientinnen soll es zu einer Haufung von
Tumoren mit prognostisch glinstigem histologischen Typ kommen (Gapstur et al. 1999). In der
-WHO Collaborative Study of Neoplasia and Steroid Contraceptives“ kam es nach OH-
Einnahme im Vergleich zur Nichteinnahme haufiger zur Entwicklung tubulolobularer und
lobuldrer Mammakarzinome, wobei die Differenz die Signifikanzgrenze jedoch knapp verfehlte
(Stalsberg et al. 1989). Andere Studien wiederum erbrachten keinerlei signifikante Unterschiede
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in den histomorphologischen Befunden von Tumoren in Abhangigkeit von der OH-Einnahme
(Fechner 1970, Rosner et al. 1985, McPherson et al. 1987, Millard et al. 1987, Potten et al. 1988,
Miller N et al. 1989, Stalsberg et al. 1989, Hulman et al. 1992). Die relativ hohe Anzahl lobularer
Karzinome in der vorliegenden Studie war ein allgemeiner Befund ohne Bezug zur Einnahme
von OH.

Eine glnstigere Stadienverteilung der Mammakarzinome bei Patientinnen, die OH verwendet
haben, kénnte die Folge einer engmaschigeren Kontrolle von Frauen sein, die OH einnehmen.
Damit wiirde es sich um eine Vorverschiebung der Diagnose durch einen Friherkennungseffekt
infolge besserer arztlicher Betreuung handeln (surveillance bias). Es ist jedoch bekannt, daf}
selbst bei engmaschiger arztlicher Kontrolle 85% aller Tumoren unabhangig von der OH-
Einnahme von den Patientinnen selbst oder ihren Partnern festgestellt werden (Vessey et al.
1979). Auf den fehlenden oder verschwindend geringen Einflul einer engeren arztlichen
Uberwachung oder der haufigeren Selbstuntersuchung auf den Diagnosezeitpunkt wiesen auch
andere Studien hin (UK 1989, Schlesselman et al. 1992, Holmberg et al. 1994, Auvinen et al.
1996, Richards et al. 1999).

In der vorliegenden Untersuchung fanden sich fur die Gesamtgruppe keine Unterschiede in der
Tumorgrofie oder dem LK-Status zugunsten der Patientinnen, die OH eingenommen hatten, so
daf} hier ein Vorliegen eines surveillance bias unwahrscheinlich erscheint. Dariiberhinaus war
eine echte Friherkennung wie sie heute durch den Einsatz der Mammographie maéglich ist,
aufgrund der Uberwiegend klinischen Diagnosestellung zum Zeitpunkt der Patientenrekrutierung
kaum maoglich. Auch andere Studien, die zu diesem Zeitpunkt ihre Patientinnen rekrutiert haben,
weisen eine dhnliche Stadienverteilung auf (Nicholson et al. 1991, Lipponen et al. 1992, Noguchi
et al. 1993, Pujol et al. 1994, Gasparini et al. 1998, Molina et al. 1998).

Wahrend die Ergebnisse zum Zusammenhang zwischen der OH-Einnahme und
histomorphologischen Befunden eher sparlich und widerspriichlich sind, nehmen in letzter Zeit
die Berichte zur Wirkung der peri- und postmenopausalen Hormonsubstitution auf das
Mammakarzinom zu. Hier sind die Ergebnisse Uberwiegend positiv und homogener als sie sich
fur den Effekt der OH-Einnahme auf das Mammakarzinom darstellen. So prasentieren sich
Mammakarzinome unter Hormonsubstitution signifikant haufiger mit glinstigeren Stadien und
besserem histologischen Grading als Tumoren von Frauen ohne hormonelle
Substitutionstherapie (Bergkvist et al. 1989, Strickland et al. 1992, Squitieri et al. 1994, Bonnier
et al. 1995, Magnusson et al. 1996, Reid et al. 1996). Dieser gunstige Effekt ist mdglicherweise
eher der kombinierten Ostrogen/Gestagentherapie als der alleinigen Ostrogentherapie
zuzuschreiben (Magnusson et al. 1996). Als Ursache der besseren Stadienverteilung werden
sowohl biologische Wirkungen durch die exogene Hormonzufuhr als auch surveillance bias
diskutiert.

OH und zellulédr exprimierte Faktoren

ER/PR-Expression: Nach OH-Einnahme wurden fiir alle unterschiedlichen
Einnahmecharakteristika mit Ausnahme von nur einer Untergruppe signifikant haufiger hoch ER-
positive Tumoren gefunden. Lediglich bei OH-Einnahme bis zum Zeitpunkt der Diagnose fanden
sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Steroidrezeptoren im Vergleich zur Gruppe
ohne OH-Einnahme. Die PR-Expression zeigte dagegen keinerlei signifikante Veranderungen in
Abhangigkeit von der OH-Einnahme.

Ein genereller Anstieg in der Haufigkeit ER-positiver Mammakarzinome wahrend der
vergangenen zwei Jahrzehnte, moglicherweise infolge sich andernder endogener und exogener
hormoneller Einflisse, wurde bereits durch verschiedene Autoren beschrieben (Glass and
Hoover 1990, Di Fronzo et al. 1990, Harris et al. 1992, Pujol et al. 1994).

Die ER-Expression beim Mammakarzinom ist eines der wenigen Tumorcharakteristika, die im
Zusammenhang mit der OH-Einnahme ausfihrlicher untersucht worden sind. In der Regel
wurde bei der Untersuchung dieser Fragestellung keine Differenzierung der OH-
Einnahmecharakteristika vorgenommen. Auch in der ,Nurses’ Health Study” war die OH-
Einnahme vor der Diagnose mit einer Zunahme der Anzahl ER-positiver Tumoren verbunden
(Romieu et al. 1989). Angaben zur ER-Expression bei Patientinnen, die OH bis zur Diagnose
eingenommen hatten, wurden nicht gemacht.
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Eine prospektive Studie zur Steroidrezeptorexpression nach OH-Einnahme beschrieb eine
Haufung von ER(+)/PR(-) und ER(-)/PR(-) Tumoren nicht jedoch von ER(+)/PR(+)
Mammakarzinomen nach OH-Einnahme (Potter et al. 1995). Dieses Ergebnis befindet sich in
Ubereinstimmung mit der in der vorliegenden Studie beschriebenen hohen Anzahl stark ER-
positiver Mammakarzinome ohne gleichzeitige Zunahme der PR-Expression der Tumoren nach
OH-Einnahme.

Die Uberwiegende Zahl der Studien zu dieser Thematik erbrachte jedoch keine Differenzen in
der ER-Expression der Tumoren nach OH-Einnahme im Vergleich zu denen von Patientinnen
ohne OH-Einnahme (Elwood et al. 1980, Hulka et al. 1984, McTiernan et al. 1986, Stanford et al.
1987, GIVIO 1988). Andere Untersuchungen wiederum beschrieben eine hdhere
Wahrscheinlichkeit fiir die Diagnose ER-negativer Tumoren nach OH-Einnahme (Lesser et al.
1981, Osborne et al. 1983, Cooper et al. 1998).

Das haufigere Vorkommen hoch ER-positiver Mammakarzinome nach OH-Einnahme in der
vorliegenden Studie steht im Gegensatz zu der fiir das normale Mammagewebe oder fir
Mammakarzinom-Zellinien beschriebenen Suppression der ER-Expression unter OH (Mauvais-
Jarvis et al. 1987, Makropoulos et al. 1988, Williams et al. 1991, Battersby et al. 1992,
Soderquist et al. 1993). Das Ergebnis steht ebensowenig im Einklang mit der durch andere
Untersucher beobachteten gleichbleibenden ER-Expression des Mammakarzinoms unter OH-
Einnahme. Allerdings trifft dies nicht fur die Untergruppe der Patientinnen mit OH-Einnahme bis
zur Diagnose zu, bei denen in der vorliegenden Untersuchung keine Unterschiede in der ER-
Expression gegenuber Patientinnen ohne OH-Einnahme zu verzeichnen waren. Es kam jedoch
auch dann nicht zu einer Downregulation der ER im Tumor wie sie durch andere Untersucher
beschrieben worden ist (Williams et al. 1991).

Moglicherweiser erfolgte die beobachtete Zunahme der Haufigkeit stark ER-positiver Tumoren
bei langer zuruckliegender OH-Einnahme erst nach Beendigung der Einnahme als Ausdruck
einer Anpassungsreaktion des Tumors. Andererseits konnte es sich um eine friihe hormonelle
Pragung des Tumors handeln (Shoker et al. 1999), die bei spaterer OH-Einnahme in einem
anderen Stadium der Tumorentwicklung nicht stattfindet. Die PR-Expression der Tumoren
zeigte hingegen keine signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit von der OH-Einnahme. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit denen anderer Untersuchungen zu dieser Problematik (Williams
et al. 1991, Potter et al. 1995).

Die ER-Expression im Mammakarzinom unterliegt duerst komplexen
Regulationsmechanismen. So kann eine ausgepragte Steroidrezeptor-Positivitdt Ausdruck des
sich verandernden Phenotyps des Tumors bei Verlust seiner Hormonsensitivitat sein (Darbre
and King 1987, Encarnacion et al. 1993, Thorpe et al. 1993). Offenbar kann der Ubergang vom
hormonsensiblen zum hormonresistenten Tumor trotz Vorhandenseins eines funktionellen
Steroidrezeptors stattfinden und ist Uber langere Zeitraume reversibel.

Der tatsachliche Rezeptorverlust folgt moglicherweise viel spater und erst nachdem es
irreversibel zum Verlust der Hormonsensibilitdit gekommen ist. Somit ist der alleinige
Rezeptornachweis weder ein Indikator fiir das endokrine Milieu noch ein zwingender Hinweis auf
die Hormonsensitivitat des Tumors.

In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnte an Zellkulturen nachgewiesen werden, daf
MCF-7 Zellinien, die nach langer Ostrogendeprivation hormonunabhangiges Wachstum zeigten,
dennoch hohe ER-Spiegel exprimierten und ihre Sensitivitdt gegenliber Antiéstrogenen behalten
hatten (Katzenellenbogen et al. 1987, Welshons et al. 1987, Pink and Jordan 1996).
Andererseits waren Ostrogen-unabhangige ER-negative T47D-Zellinien unter Ostrogeneinfluld
wieder in der Lage, ER zu exprimieren und eine gewisse Ostrogen-Sensitivitat zu entwickeln
(Pink and Jordan 1996).

Tumoren sind klonal heterogen, wobei das hormonelle Milieu, in das sich die Zellen
hineinbegeben, die Tumorentwicklung beeinflult (Bulbrook and Thomas 1989, Jordan et al.
1992). Hormone kénnen so die Proliferation von Tumoren durch klonale Selektion beeinflussen,
womit die haufige Hormonresistenz der Mammakarzinome in den ersten finf Jahren der
Menopause erklart wird (Bulbrook and Thomas 1989).
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Fir die Expression und Regulation des ER durch Ostrogene sind zwei in vitro Modelle nach
Studien an Mammakarzinom-Zellinien postuliert worden (Pink and Jordan 1996). Im Model |
kommt es nach Ostrogenzufuhr zu einer Hemmung der ER-mRNA-Level in Form eines
negativen Feedback. Diese Form der Regulation fihrt zu einer Zunahme der ER bei
Ostrogenmangel und gestattet damit bei erneuter Ostrogenzufuhr eine sehr schnelle und
ausgepragte Reaktion wie sie bei der Uterusschleimhaut beobachtet werden kann. In diesem
Falle wiirde die Ostrogen/Gestagen induzierte Downregulation des ER eine unkontrollierte
Proliferation verhindern (Shupnik et al. 1989, Medlock et al. 1991). Im Modell Il kommt es nach
OstrogeneinfluR zu einer Zunahme der ER-mRNA-Synthese. Diese Form der Regulation wiirde
lange Expositionszeiten erfordern, ehe eine maximale ER-Synthese und entsprechende
Reaktion erfolgt ware. Diese Art der Reaktion ware mit Differenzierungsprozessen vereinbar.
Somit kénnte ein langjahriger hormoneller Stimulus beim Mammakarzinom in Abhangigkeit vom
vorherrschenden Regulationsmechanismus sowohl mit einer hohen als auch mit einer
reduzierten ER-Expression einhergehen.

Die hier beschriebene Zunahme stark ER-positiver Mammakarzinome nach OH-Einnahme,
wenn die Hormonzufuhr bereits vor der Diagnosestellung beendet wurde, kdnnte durch die
Beendigung der Einnahme induziert worden sein. In Anlehnung an Modell | kdme es durch einen
Ostrogenabfall zu einer Induktion der ER-Expression. Diese Art der Regulation wiirde erklaren,
warum bei OH-Einnahme bis zur Diagnose keine derartigen Differenzen in der ER-Expression
nachweisbar waren.

Wie bereits diskutiert, kommt es daneben auch beim Ubergang eines Tumors vom
hormonsensitiven zum hormonresistenten Status zur temporaren Expression von ER auf hohem
Niveau (Darbre and King 1987, Thorpe et al. 1993). Diese Reaktionsweise wurde fir die
Resistenzentwicklung unter Hormondeprivation beschrieben, somit unter Bedingungen wie sie in
Abhangigkeit vom hormonellen Status der Patientin analog nach Absetzen von OH vorliegen
koénnten (Cullen and Lippman 1989).

Es bleibt offen, in welchem MaRe diese umfangreichen Untersuchungen an Zellkulturen den
Ruckschluf? auf hormonelle Regulationsmechanismen beim Mammakarzinom in vivo zulassen.
Somit kann nicht abschlieRend beurteilt werden, inwieweit biologische Merkmale eines Tumors
zum Zeitpunkt der Diagnose das hormonelle Milieu zum Zeitpunkt der Induktion und
Transformation oder aber andere Einflisse wahrend des okkulten Tumorwachstums
presentieren (Nandi et al. 1995).

PCNA-Expression: Nur Patientinnen, die OH bis zur Diagnose genommen hatten, zeigten ein
stark erhdéhtes Risiko (OR 2.13) fir das Auftreten extrem hoch proliferierender Tumoren (PCNA-
Expression >50%). Allerdings war auch die OH-Einnahme generell mit einer hdheren
Wabhrscheinlichkeit fur die Diagnose von Tumoren mit mittlerer PCNA-Expression (PCNA 20%-
50%) verbunden. Dieser Effekt zeigte sich deutlich sowohl fir verschiedene Einnahme-
Zeitrdume als auch unabhangig von der Einnahmedauer. Fir die Einnahmedauer bis zu finf
Jahren, die Ersteinnahme vor mehr als acht Jahren als auch die Einnahme im 5. bis 8. Jahr vor
der Diagnose erreichte das Ergebnis statistische Signifikanz. In den anderen beiden Gruppen
(Langzeiteinnahme und Einnahme aufierhalb des 5. bis 8. Jahres vor Diagnose) verfehlte das
Ergebnis die Signifikanzgrenze nur sehr knapp. Damit zeigte sich nach OH-Einnahme ein
genereller proliferationsstimuliernder Effekt, der allerdings bei Einnahme bis zur Diagnose
wesentlich deutlicher zum Tragen kam, als bei der Einnahme zu anderen Zeiten.

Klinische Studien, die die Proliferationsraten beim Mammakarzinom nach OH-Einnahme
untersucht haben, gibt es kaum. In einer skandinavischen Studie, die die Proliferationsaktivitat
beim pramenopausalen Mammakarzinom durch Bestimmung des Anteils der Zellen in der S-
Phase erfalit hat, sind signifikant héhere Proliferationsraten bei OH-Einnahme vor dem 25.
Lebensjahr nachgewiesen worden (Olsson et al. 1991a). Eine Erhéhung der S-Phasen-Fraktion
wurde ebenso bei Patientinnen mit postmenopausalem Mammakarzinom unter
Hormonsubstitution beschrieben (Cobleigh et al. 1999). Diese erhdhte Proliferationsaktivitat war
nur bei ER-positiven nicht jedoch bei ER-negativen Mammakarzinomen zu beobachten.

In der Eingangs erwahnten skandinavischen Studie zeigten die Proliferationsraten eine
signifikante umgekehrte Korrelation zum Alter bei der Diagnose. Wurden die Patientinnen, die
OH Uber mehr als 2 Jahre bereits vor dem 20. Lebensjahr eingenommen hatten, aus der
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Analyse ausgeschlossen, verschwand der ungunstige Effekt. Das geschilderte Ergebnis
unterstreicht die Bedeutung dieser relativ kleinen Gruppe sehr junger Frauen fir die
Gesamtanalyse. Mdglicherweise bleibt nach einer Tumorinduktion in Phasen hoher Proliferation,
wie der Pubertat, diese Proliferationspotenz erhalten und kénnte durch die Wirkung endogener
und exogener Hormone auf die Biologie des Tumors weiter verstarkt werden (Olsson 1989). Die
Studie erlaubte jedoch keine weiteren Aussagen zum Einfluf3 einer OH-Einnahme (ber definierte
Zeiten wahrend des okkulten Tumorwachstums oder aber zum Zeitpunkt der Diagnose. In der
erwahnten skandinavischen Studie wurde fiir die Patientinnen, die OH vor dem 20. Lebensjahr
eingenommen hatten, das Durchschnittsalter bei Diagnose mit 36.5 Jahren und bei OH-
Einnahme zwischen dem 20. und 25. Lebensjahr mit 46 Jahren angegeben. Bezogen auf das
Alter bei Diagnose wurde die Latenzzeit nach OH-Ersteinnahme damit im Durchschnitt 15 bis 20
Jahre betragen, was mit den in der Literatur diskutierten Angaben Ubereinstimmt (von Fournier
et al. 1980, Koscielny et al. 1985, Bulbrook et al. 1989, Miller AB et al. 1989).

In der hier vorliegenden Studie mit einem Durchschnittsalter von 45 Jahren bei Diagnose war
eine langer zuruckliegende OH-Ersteinnahme (>8 Jahre) ebenso mit einer signifikanten
Risikoerhoéhung flir das Auftreten von Tumoren mit mittlerer Proliferationsaktivitat verbunden.
Zum Einflul der OH-Einnahme vor dem 20. Lebensjahr kann allerdings aufgrund der kleinen
Untergruppe, die nur 2.4% aller Patientinnen mit OH-Einnahme umfalte, keine Aussage
gemacht werden.

Eine andere klinische Studie zum Proliferationsverhalten der normalen Mamma nach
kombinierter Gabe von Estradiol und Progesteron beschrieb dagegen signifikant geringere
PCNA-Proliferationsraten im Vergleich zur alleinigen Estradiol- oder Progesterongabe. Die
PCNA-Proliferationsraten unter der Ostrogen/Gestagen-Kombination waren dabei vergleichbar
mit denen unter Plazebogabe (Chang et al. 1995).

Aus zahlreichen in vitro und in vivo Untersuchungen ist der direkte proliferationsférdernde Effekt
von Ostrogenen auf das Mammagewebe allgemein bekannt und akzeptiert (Jordan et al. 1992,
Rutteman 1992, Freiss et al. 1993, King 1993). Grolie Diskrepanzen bestehen dagegen noch
immer hinsichtlich der Wirkung der Gestagene (Clarke and Sutherland 1990, King 1991,
Rutteman 1992, Stewart et al. 1992, Freiss et al. 1993, King 1993, Schindler 1997, Thijssen
1997).

Unter OH-Einnahme kommt es im menstruellen Zyklus der Frau zu einer deutlichen Erhéhung
der Proliferationsaktivitat des normalen Mammagewebes (Anderson et al. 1989, Williams et al.
1991, Soderquist et al. 1998, von Schoultz et al. 1998). Dabei stellt sich das
Proliferationsmaximum offenbar bereits vor Zyklusmitte ein, ohne daf} sich die
Proliferationsfraktion absolut erhoht (Williams et al. 1991). Bei Nulliparae unter OH wurde eine
konstant hohere basale Proliferationsfraktion mit einem deutlichen Anstieg in der spaten
Lutealphase beobachtet (Anderson 1989, Olsson et al. 1996). Der Anstieg der
Proliferationsaktivitat ist jedoch auch mit einer gesteigerten Apoptoserate verbunden, die im
Gegensatz zur Proliferation nicht zum Zyklusende hin abnimmt (Anderson et al. 1982, Anderson
et al. 1989, Sitruk-Ware 1996). Damit soll der Anstieg der Apoptoserate in der Lutealphase den
der Proliferationsrate Ubersteigen, wobei ahnliche Effekte nach Einwirkung verschiedener
Gestagene beschrieben worden sind (Sitruk-Ware 1996). Diese Tatsache spricht wiederum fir
einen kontrollierenden, antiproliferativen und differenzierenden Effekt der Gestagene, wie er
auch durch andere Autoren beschrieben worden ist (Sutherland et al. 1988, Clarke and
Sutherland 1990, Sutherland et al. 1995). Fir den eher antiproliferativen Effekt spricht ebenfalls
das verminderte Auftreten benigner proliferativer Veranderungen der Mamma unter
OH-Einnahme (Cole 1977, Wingrave et al. 1982, Pastides et al. 1983, Hsieh et al. 1984, Hulman
et al. 1992, Di Lieto et al. 1994).

Durch in vitro Untersuchungen wurde bekannt, dal® Gestagene zu einer intialen Stimulation der
Proliferation fuhren, bevor es bei Erreichen der G1 Phase zur Arretierung der Zellen kommt
(Clarke and Sutherland 1990, Musgrove et al. 1991, Hulman et al. 1992). Bevor die
antiproliferative Wirkung der Gestagene zum Tragen kommen kann, mifte in diesem Falle
nahezu eine Verdopplung der Zellen vorangegangen sein. Weiterhin kann man davon
ausgehen, dald das Mammagewebe erst nach einiger Zeit auf die Gestagenwirkung reagiert.
Damit ware der initiale Anstieg der Proliferation in der Lutealphase durch den erst verzdgert
einsetzenden antiproliferativen Gestageneffekt erklarbar (Chang et al. 1995, Wren et al. 1995).
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DaR die Veranderungen des Ostrogen- und Gestagenspiegels wahrend des normalen Zyklus
der Frau auch potentielle Bedeutung fir das klinisch manifeste Mammakarzinom haben, wird an
der kontroversen Diskussion zur Bedeutung des Operationszeitpunktes flir den
Erkrankungsverlauf deutlich.

Aufsehenerregend war dabei eine Studie, die Differenzen der 10-Jahresiiberlebensraten von
30% zugunsten der pra-und perimenstruell operierten Patientinnen mit LK-positiven
Mammakarzinomen beschrieb (Badwe et al. 1991). Vorangegangen waren einige
tierexperimentelle und kleinere klinische Studien, die auf dieses Problem erstmals aufmerksam
gemacht hatten (Ratajczak et al. 1988, Hrushesky et al. 1989). Inzwischen gibt es im Verlauf
verschiedene Arbeiten, die dhnliche Uberlebensvorteile oder aber Vorteile fiir die Dauer des
krankheitsfreien Intervalls insbesondere fir LK-positive Mammakarzinome beschreiben (Senie
et al. 1991, Fentiman and Gregory 1993, Veronesi et al. 1994, von Minckwitz et al. 1994,
Kurebayashi et al. 1995, Lemon and Rodriguez-Sierra 1996, Goldhirsch et al. 1997, Vanek et al.
1997, Chang et al. 1997). Allerdings konnten einige auch groRRere Studien diese Ergebnisse
nicht nachvollziehen (Gelber and Goldhirsch 1989, Ville et al. 1990, Low et al. 1991, Powles and
Smith 1991, Mondini et al. 1997, Harlap et al. 1998). Eine 1994 publizierte Metaanalyse hatte
bereits auf die Heterogenitat der Ergebnisse hingewiesen, fand jedoch insgesamt einen
gunstigen Effekt bei Operation in der Lutelphase des Zyklus (Fentiman et al. 1994).

Basierend auf der "Unopposed Estrogen Hypothesis" befindet sich der Tumor in der
Follikelphase in einem die Proliferation und Metastasierung férdernden dstrogenbetonten Milieu.
Ostrogene induzieren die Bildung von lokalen Wachstumsfaktoren und Proteasen (Lippman et
al. 1986, Clarke and Sutherland 1990, Manni et al. 1990, Dickson and Lippman 1995, Oliver and
Ingram 1995, Reid et al. 1996). Bei Endometriumzellinien wurde unter OstrogeneinfluR eine
Abnahme der Adhasivitat beobachtet (Moyer et al. 1979), welche wiederum eine Voraussetzung
fur die Metastasierung von Tumoren darstellt. Durch die Bildung proteolytischer Enzyme konnte
dabei neben dem Proliferationsstimulus die Stromainvasion und damit eine Implantation von
metastatischen Tumorzellen begtinstigt werden (Cullen and Lippman 1989, Fisher et al. 1989,
McGuire 1991). Andererseits supprimieren Ostrogene in Zellinien offenbar die Aktivitat von
Killer-Zellen und erleichtern auf diese Weise die Metastasierung (Hanna et al. 1982).

Die Heterogenitat der Ergebnisse zum optimalen Operationszeitpunkt wird mit Differenzen im
Studiendesign und Therapiemanagement erklart. Nach biologischen Gesichtspunkten scheint
eine Beeinflussung des Metastasierungsgeschehens durch ein dstrogenbetontes hormonelles
Milieu zum Zeitpunkt einer potentiellen Dissemination von Tumorzellen wahrend der Operation
denkbar (Astrow 1994, McCulloch and Choy 1994, Reid et al. 1996). Eine abschlieRende
Beurteilung dieser Problematik wird jedoch erst nach Vorlage prospektiver Untersuchungen
mdglich sein.

EGF-R, c-erbB-2, p53-Proteinexpression: Die Tumorentstehung und -progression sind durch die
Dysregulation von Wachstumsfaktoren, Protoonkogenen und Tumorsupressorgenen
gekennzeichnet. Steroidhormone sind eng in die Regulation dieser Prozesse einbezogen
(Fernandez-Pol 1991, Olsson et al. 1991b, Schuchard et al. 1993, Chrysogelos et al. 1994,
Dickson and Lippman 1995, Schneider and Jackisch 1998, Hurd et al. 1999). Die hormonelle
Kontrolle der Protoonkogen-Expression kann Uber direkte Interaktionenen des Hormon-
Rezeptor-Komplexes mit dem Protoonkogen Uiber HRE’s (hormone responsive elements)
verlaufen, die direkt auf den hormonregulierten Genen plaziert sind. Steroidhormone entfalten
ihre Wirkung dabei im Sinne der Tumorpromotion durch die physiologische hormonabhangige
Regulation von durch Mutation veranderten Protoonkogenen. Weiterhin kdnnten genetische
Veranderungen im Rahmen der Tumorinitiierung durch die gemeinsame Ausrichtung von
Protoonkogenen und HRE’s zu einer unphysiologischen hormonellen Kontrolle dieser
Protoonkogene durch Steroidhormone flihren. Auflerdem ist die Mdglichkeit der Insertion viraler
HRE’s durch Retroviren diskutiert worden. Viele Retroviren, die in Tiermodellen zur
Tumorinduktion fihren und auch humane Retroviren wie das HPV-16 haben HRE’s in ihrem
Genom (Pater 1988). Diese viralen Sequenzen kdnnten nach Integration in das Genom der Zelle
der hormonellen Tumorpromotion dienen. Uber die gleichen Regulationsketten ist neben der
hormonell regulativen Stimulation auch die Unterbrechung der inhibitorischen Funktion von
Tumorsupressorgenen durch Steroidhormone maoglich (Sekeris et al. 1991).
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Bisher ist vorwiegend der EinfluR der Ostrogene auf hormonelle Regulationsmechanismen der
EGF-R- und c-erbB-2-Expression des Mammakarzinoms untersucht worden. Zur Bedeutung der
Gestagene fur diese Regulationsvorgange ist hingegen noch immer wenig bekannt (Press et al.
1990, Read et al. 1990, Fernandez-Pol 1991, Gompel et al. 1996).

EGF-R-Expression: In der vorliegenden Studie wurden nach OH-Einnahme signifikant haufiger
EGF-R-positive Mammakarzinome diagnostiziert. Die Anzahl EGF-R-positiver
Mammakarzinome war dann signifikant héher, wenn der Beginn der OH-Einnahme mindestens
8 Jahre zurlcklag und die Einnahme spatestens 5 Jahre vor der Diagnose beendet wurde.

Es ist bekannt, daR Ostrogene beim Mammakarzinom die Expression zahlreicher
Wachstumsfaktoren wie IGF-Il, TGFa, PDGF (Rozengurt et al. 1985, Dickson et al. 1986a,
Dickson et al. 1986b, Bates et al. 1988, Yee et al. 1988, Osborne et al. 1989) und von deren
Rezeptoren wie EGF-R oder IGF-Il/IGF-I-R (Mukku et al. 1985, Ghahary and Murphy 1989)
erhdhen. Ostrogene kénnen dabei durch direkte ER-vermittelte Interaktionen mit den
entsprechenden Wachstumsfaktorgenen Einflul} auf spezifische Transkriptionsprozesse
nehmen und fihren auf diesem Wege zur Proliferationsstimulation (Dickson et al. 1986b, Bates
et al. 1988, Osborne et al. 1989, Stewart 1992).

An Karzinomzellinien wurde unter Gestagenen eine Stimulation der EGF-R-Expression bei
gleichzeitiger antiproliferativer Wirkung beobachtet (Murphy et al. 1986). Auch im normalen
Mammagewebe wurde zyklusabhangig eine hohere EGF-R-Expression in der lutealen Phase
beobachtet. Gestagene sollen ihre in vitro beobachteten wachstumshemmenden Effekte auf
Mammakarzinomzellen ebenfalls durch die Modulation der Expression von Wachstumsfaktoren
und deren Rezeptoren auf transkriptioneller Ebene ausiiben (Murphy et al. 1986, Koga et al.
1989, Gompel et al. 1996).

Im Gegensatz zu malignen Zellen kommt es im normalen Gewebe in der Regel zur positiven
EGF-R-Expression bei erhaltener Steroidrezeptorexpression (Dittadi et al. 1993). Das
Mammakarzinom zeigt dagegen Uberwiegend eine umgekehrte Korrelation zwischen ER- und
EGF-R- Expression. Mammatumoren, die keine inverse Korrelation zwischen ER und EGF-R
aufweisen, sind zumeist ER- und EGF-R-positiv nicht jedoch negativ fur beide Rezeptoren.
Diese Konstellation 143t vermuten, daf’ es vor Verlust der Hormonsensibilitat zu einer
Stimulation der EGF-R-Expression kommt oder aber, daf} es sich dabei um eine klonale
Selektion EGF-R-positiver Zellen im Rahmen der Tumorprogression handelt (Chrysogelos et al.
1994).

Die hier beobachtete signifikante Zunahme EGF-R-positiver Mammakarzinome ging mit einem
signifikanten Anstieg der Haufigkeit stark ER-positiver Tumoren einher. Dieses Ergebnis ist mit
der in vitro beschriebenen EGF-R Stimulation bei erhaltener oder erhéhter ER-Expression
vergleichbar und kénnte Ausdruck eines durch Gestagene ausgeltsten
Differenzierungsprozesses sein. Allerdings spricht die maRig erhéhte Proliferationsrate der
Tumoren eher gegen eine differenzierungsférdernde und proliferationshemmende Wirkung.
Unter diesem Aspekt scheint eine Stimulation der EGF-R-Expression bei erhaltener ER-
Expression vor Verlust der hormonellen Abhangigkeit des Tumors wahrscheinlicher zu sein.

C-erbB-2-Proteintiberexpression: In der vorliegenden Studie fanden sich keine signifikanten
Differenzen in der Haufigkeit von c-erbB-2-positiven Tumoren in Abhangigkeit von der OH-
Einnahme. Dieses Ergebnis anderte sich auch unter Berticksichtigung der verschiedenen
Einnahmecharakteristika nicht.

Eine Studie mit ahnlicher Fragestellung beschrieb eine signifikant héhere Zahl von
Amplifikationen des c-erbB-2 Gens bei Patientinnen, die friihzeitig vor Abschluf des 20.
Lebensjahres OH eingenommen hatten. Fir alle anderen Altersgruppen zeigten sich keine
Veranderungen der c-erbB-2 Amplifikation nach OH-Einnahme. Die Dauer der Einnahme hatte
als einziges erfal’tes Einnahmekriterium ebenfalls keinen Einfluf3 auf das Ergebnis (Olsson et al.
1991b).
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Steroidhormone sind in der Lage die Expression von Protoonkogenen zu regulieren (Schuchard
et al. 1993). Mit 40%-50% ist eine betrachtliche Zahl der c-erbB-2 exprimierenden
Mammakarzinome auch ER-positiv (McCann et al. 1991). Nach unseren Ergebnissen waren
58.6% (58/99) der c-erbB-2-Protein Gberexprimierenden Tumoren sowohl ER-positiv als auch c-
erbB-2-positiv. Estradiol beeinflult in ER-positiven Zellinien die Expression spezifischer Gene
und ihrer Genprodukte wie TGFa, IGF |, PDGF, c-myc oder c-fos , die an der
Proliferationsregulation beteiligt sind (Dickson and Lippman 1986, Lamph et al. 1988, Cowley et
al. 1989, Sekeris et al. 1991, Hurd et al. 1997). In Zellkulturen hemmt Estradiol die c-erbB-2-
Expression durch Beeinflussung von Transkriptionsvorgdngen, was zur Reduktion der mRNA
und Proteinexpression flihrt (Dati et al.1990, Read et al. 1990, De Bortoli et al. 1992, Russell et
al. 1992, Antoniotti et al. 1994). Umgekehrt flhrt die Liganden-spezifische Aktivierung des c-
erbB-2 zur Downregulation des ER und ist mit einer Proliferationshemmung und
Differenzierungsinduktion verbunden (Dati et al. 1990, Peles et al. 1992, Lupu and Lippman
1993).

Die physiologische Rolle des c-erbB-2 besteht wahrscheinlich in der Proliferationsregulation und
Differenzierungsinduktion (Dati et al. 1990, Marth et al. 1992, Lupu and Lippman 1993). Bei
Uberexpression des c-erbB-2 kommt es dagegen zur Proliferations-und
Transformationsinduktion (Bradbury et al. 1993, Dougall et al. 1993). Méglicherweise besitzen
ER-positive Tumoren in diesem ProzelR noch eine gewisse Fahigkeit, ihre c-erbB-2-Expression
zu regulieren (Lupu and Lippman 1993). Zellen mit ER-und c-erbB-2-Expression stehen somit
zwei alternative Mechanismen zur Proliferationsregulation zur Verfliigung. Eine Downregulation
der ER-mRNA und der Estradiolbindung am ER bei Tumoren mit c-erbB-2-
Proteintberexpression kann zum Verlust der Abhangigigkeit von 6strogenen
Regulationsmechanismen und zu einem Wachstumsvorteil im éstrogenfreien Medium fihren.
Diese c-erbB-2-positiven Tumoren besitzen damit ein hohes MaR an Flexibilitat bei Anderungen
des hormonellen Tumormilieus (Dati et al. 1990, Lupu and Lippman 1993, Pietras et al. 1995)

Gestagene sollen im Gegensatz zu Ostrogenen zu einer Zunahme der c-erbB-2-
Proteinexpression durch Aktivierung von Transkriptionsprozessen fihren (Taverna et al. 1994).
Allerdings sind auch gegensatzliche Untersuchungen bekannt, nach denen Gestagene keinen
Effekt auf die c-erbB-2 mRNA- und Proteinexpression in Mammakarzinom-Zellinien haben
(Read et al. 1990)

Auch physiologische Spiegel endogener Steroidhormone beeinflussen mdglicherweise die c-
erbB-2-Expression im normalen Mammagewebe. So wurde eine starkere

c-erbB-2-Expression wahrend der lutealen Phase des Zyklus im Vergleich zur follikularen Phase
beobachtet (Gompel et al. 1996). In anderen Untersuchungen fanden sich jedoch keine
Veranderungen der c-erbB-2-Proteinexpression in Abhangigkeit von zyklusbedingten endogenen
Hormonschwankungen (Press et al. 1990).

p53-Proteinexpression: Nach den hier vorliegenden Ergebnissen ergab sich kein Hinweis auf
einen Zusammenhang zwischen der OH-Einnahme und der

p53-Proteinexpression beim Mammakarzinom in vivo.

Eine andere Arbeitsgruppe fand nach kiirzerem Follow-up signifikant hohere
p53-Expressionsraten in Tumoren von Patientinnen, die OH bis zur Diagnose eingenommen
hatten. Auch bei langer zurlickliegender OH-Einnahme war diese Korrelation noch nachweisbar
(van der Kooy et al. 1996).

Die Rolle der Steroidhormone fir die Regulation der Expression des Tumorsupressorgens p53
ist noch immer weitestgehend unklar (Hurd et al. 1995, van der Kooy 96, Hurd et al. 1997). In
vitro Untersuchungen haben gezeigt, dal® normale

p53-Spiegel in T47D Zellen nur unter Estradioleinflul® aufrechterhalten werden. Die Behandlung
der Zellen mit synthetischen Gestagenen fuhrte dagegen zu einer Downregulation von p53
begleitet von einer Abnahme der PR (Hurd et al. 1995). Die beobachtete p53-Expression in
Zellkulturen korrelierte dabei mit der Proliferationsaktivitat der untersuchten Zellen (Hurd et al.
1997).
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Gestagenkomponenten und Tumorcharakteristika

Die biologische Wirkung synthetischer Gestagene regelt sich Gber eine Vielzahl von
Steroidrezeptoren. In Abhangigkeit vom Gestagen kommt dabei deren unterschiedliche Affinitat
gegeniiber Androgen-, Progesteron-, Ostrogen- und Glucocorticoidrezeptoren zum Tragen. Die
organspezifische Wirkung der Gestagene unterliegt somit einer komplexen Regulation
verschiedener Rezeptoren, wobei bei einigen synthetischen Gestagenen die Affinitat gegeniiber
dem eigenen Rezeptor geringer ist als gegentiber anderen Steroidrezeptoren (Luthy et al. 1988,
Poulin et al. 1990, Hackenberg et al. 1993). In den 70iger Jahren hatte die Tatsache, daf®
Chlormadinonacetat (CMA) als 17a-Hydroxyprogesteronabkédmmling nicht jedoch die 19-
Nortestosteronderivate bei Beagle-Hunden eine Stimulation des Wachstums von benignen und
auch malignen Mammatumoren verursachte, dazu gefihrt, daf CMA in zahlreichen Landern
vom Markt genommen wurde. Diese Ergebnisse konnten jedoch durch nachfolgende
epidemiologische und experimentelle Studien nicht nachvollzogen werden (Nischan et al. 1984,
Inano et al. 1999). Dennoch bleiben noch immer offene Fragen zur differenzierten Wirkung
unterschiedlicher Gestagenkomponenten auf biologische Regulationsmechanismen des
Mammakarzinoms.

Gestagenkomponenten und histomorphologische Faktoren

In der vorliegenden Studie fanden sich keine signifikanten Unterschiede in den histologischen
Tumortypen von Patientinnen, die OH mit unterschiedlichen Gestagenkomponenten verwendet
hatten. Auch hinsichtlich der TumorgréRRe und des LK-Status gab es keine signifikanten
Unterschiede in Abhangigkeit vom eingenommenen Praparat. Allerdings hatten Patientinnen
nach Uberwiegender und Ersteinnahme von NETA-haltigen kombinierten OH und auch nach
Einnahme von CMA-haltigen OH signifikant haufiger schlecht differenzierte Tumoren.

Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dafl} eine hormonelle Exposition in
Abhangigkeit vom eingesetzten Gestagen zur Induktion von Tumoren mit unterschiedlicher
Histologie und Hormonsensitivitat filhren kann. So kam es in einer entsprechenden
Untersuchung bei der Applikation von Progesteron fast ausschlief3lich zur Induktion lobularer
Mammakarzinome, wahrend nach MPA Uberwiegend duktale Karzinome auftraten (Kordon et al.
1993).

Uber eine Haufung schlecht differenzierter Karzinome nach OH-Einnahme wurde in nur einer
Studie berichtet, allerdings verschwand dieses Ergebnis nach Altersstandardisierung. Es wurden
keine Angaben zum Praparat oder zu den OH-Einnahmekriterien gemacht (Miller N et al. 1989).
Umfassende Studien zu dieser Thematik wurden bisher nicht publiziert.

Der negative Einflufd von nur zwei OH-Untergruppen auf das histologische Grading kénnte
ebenso ein zufélliges Ergebnis darstellen, wobei die haufig diskutierte Subjektivitat und
eingeschrankte Reproduzierbarkeit des histologischen Gradings als zusatzlicher Faktor in
Erwégung gezogen werden sollte (Stenkvist et al. 1979, Béassler et. al. 1992, Dalton et al. 1994,
Krongvist et al. 1995, Krongqyvist et al. 1997).

Gestagenkomponenten und zellulér exprimierte Faktoren

ER/PR-Expression: Nach OH-Einnahme wurde eine signifikante Zunahme der Haufikeit stark
ER-positiver Mammakarzinome beobachtet. Diese Zunahme der ER-Expression war
unabhangig von der Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten zu verzeichnen.

Es fand sich keine signifikante Veranderung der PR-Expression in Abhangigkeit von der
Einnahme unterschiedlicher Gestagenkomponenten. Nach der Einnahme von LNG- und NETA-
haltigen kombinierten OH zeigte sich eine deutliche Zunahme stark PR-positiver Tumoren in je
einer Untergruppe, ohne daB dieses Ergebnis statistische Signifikanz erlangte.

Der Gestagenanteil kombinierter OH bewirkt am Mammakarzinom maoglicherweise eine
Downregulation der ER bei gleichbleibender PR-Expression (Williams et al. 1991). Insbesondere
19-Nortestosteronderivaten wird jedoch neben ihrer gestagenen Wirkung auch eine gewisse
Ostrogene Aktivitat zugeschrieben (Jeng and Jordan 1991, Jeng et al. 1992, Catherino et al.

66



1993, Kloosterboer et al. 1994, Schoonen et al. 1995). LNG und NETA haben durch
Interaktionen mit dem ER die Potenz, in hormonelle Regulationsmechanismen einzugreifen. Sie
kénnen somit Uber den ER wiederum eine Induktion der dstrogenabhangigen Synthese des PR-
Proteins bewirken und ihre gestagenen Effekte an der Mamma und anderen Geweben aufrecht
erhalten. Dieser Mechanismus wird insbesondere fir die kontrazeptive Wirkung der reinen
Gestagenpraparate beschrieben (Jordan et al. 1992 , Catherino et al. 1993).

Die Exposition gegenuber dstrogen wirkenden Substanzen kann nach in vitro Untersuchungen
sowohl zur Downregulation des ER als auch zu einer prolongierten Stimulation der ER-
Expression Uber einen langeren Expositionszeitraum fihren (Pink and Jordan 1996).

Aus den vorliegenden Ergebnissen ergab sich jedoch kein Anhalt fiir eine differenzierte Wirkung
einzelner Praparate auf die ER-Expression. Ebensowenig war ein spezifischer Einflufd
verschiedener Gestagenkomponenten auf die PR-Expression beim Mammakarzinom zu
beobachten. Die Erhéhung der PR-Expression in vereinzelten Untergruppen war nicht signifikant
und scheint am ehesten ein zufalliges Ergebnis darzustellen. Insgesamt sind diese
Beobachtungen mit der in vitro und in vivo von verschiedenen Untersuchern beobachteten
konstanten PR-Expression am Mammakarzinom unter OH vereinbar (Williams et al. 1991).
Auch im normalen Zyklus der Frau bleibt die PR-Expression tUber den gesamten Zyklus relativ
konstant und zeigt keine Abhangigkeit von endogenen Hormonspiegeln (Williams et al. 1991,
Battersby et al. 1992, Soderquist et al. 1993).

Handelt es sich bei der Zunahme hoch PR-positiver Mammakarzinome in einigen Untergruppen
allerdings um einen echten Effekt, so kdnnte dieser durch eine PR-Stimulation infolge der
Ostrogenen Potenz der verwendeten 19-Nortestosteronderivate verursacht sein. Fir CMA
dagegen ist ein entsprechender Wirkungsmechanismus aufgrund des unterschiedlichen
Metabolismus nicht zu erwarten.

PCNA-Expression: Nach der Einnahme von CMA-, LNG- und auch NETA-haltigen
Kombinations- und Sequenzpraparaten wurde in mindestens einer Untergruppe pro Praparat
eine signifikante Zunahme des Risikos fur das Auftreten maRig proliferierender Tumoren
gefunden. Ahnliche Untersuchungen zum EinfluR verschiedener Gestagenkomponenten auf die
Proliferation des Mammakarzinoms in vivo sind bisher nicht publiziert worden. Eine Studie zur
Wirkung von Levonorgestrel- und Desogestrel-haltigen OH auf das normale Mammagewebe,
beschrieb signifikant hdhere Ki67-Proliferationsraten unter OH-Einnahme. Ein Unterschied in
den Proliferationsraten zwischen beiden Gestagenkomponenten konnte dagegen nicht
aufgezeigt werden (Soderquist et al. 1998).

Sowohl fur 19-Nortestosteronderivate als auch fur Progesteronabkdmmlinge sind sowohl
proliferationsférdernde als auch proliferationshemmende Effekte auf das Mammakarzinom
beschrieben worden (Clarke and Sutherland 1990, Coletta et al. 1991, Jeng and Jordan 1991,
Jeng et al. 1992, van der Burg et al. 1992). In vitro Studien an etablierten Mammakarzinom-
Zellinien zeigten, dall 19-Nortestosteronderivate in der Lage sind, ER-vermittelte
proliferationsstimulierende Effekte auszuldsen (Jeng et al. 1992, Catherino et al. 1993, Jordan et
al. 1993, Schoonen et al. 1995). In einer der Untersuchungen wurden dabei fir Norethinodrel
und Norethindron starker proliferationsfordernde Effekte beschrieben als fiir Norgestrel (Jeng et
al. 1992). Norethisteron zeigte in Displacement-Untersuchungen eine hdhere Bindungsaffinitat
am ER als LNG, was mit dessen starkerer Potenz zur Proliferationsstimulation in vitro
Ubereinstimmt (Schoonen et al. 1995). Haufig wurde jedoch in experimentellen Studien mit
unphysiologisch hohen Gestagendosierungen gearbeitet, was die Ubertragbarkeit dieser
Ergebnisse auf die in vivo Situation erschwert (Rutteman 1992, Kloosterboer et al. 1994,
Schoonen et al. 1995, Hargreaves et al. 1998).

Im Gegensatz dazu haben Studien zum Ostrogenmetabolismus am normalen Mammagewebe
gezeigt, dal® 19-Nortestosteronderivate die Estronsulfatase und damit die Bildung von Estradiol
hemmen. Progesteron dagegen stimuliert die Aktivitat des Enzyms (Prost-Avalet et al. 1991,
Soderquist et al. 1994). Nach diesen Ergebnissen kénnte den 19-Nortestosteronderivaten ein
gewisser proliferationshemmender Effekt durch die Supression der Estradiolsynthese
zugeschrieben werden.

Ubereinstimmend damit soll die Kombinationstherapie mit Ostrogenen und Gestagenen an
Mammakarzinomzellinien im Gegensatz zur Gestagenmonotherapie tiberwiegend
proliferationshemmende Wirkung haben. Dieser Effekt wurde fir die meisten
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19-Nortestosteronderivate mit Ausnahme des Norethisterons beobachtet (Schoonen et al.
1995), konnte jedoch anhand der vorliegenden Ergebnisse in vivo nicht nachvollzogen werden.

EGF-R, c-erbB-2, p53-Proteinexpression: Nach OH-Einnahme war das Risiko fiir das Auftreten
EGF-R-positiver Tumoren signifikant erhoht. Dieser Effekt zeigte keine Abhangigkeit von der
Einnahme spezifischer Gestagenkomponenten.

Es zeigten sich keine Veranderungen in der c-erbB-2- und der p53-Proteinexpression in
Abhangigkeit von der Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten.

Somit ergibt sich aus dieser Untersuchung kein Hinweis auf eine selektive Wirkung
verschiedener Praparate auf die Expression der analysierten zellular exprimierten Proteine.
Publizierte Studien zur spezifischen Wirkung verschiedener Gestagene auf das normale
Mammagewebe und auf prognostische Faktoren beim Mammakarzinom beschrankten sich
bisher auf die Untersuchung der Steroidrezeptoren und Proliferationsregulation, so daf’ zur
Problematik der Wachstumsfaktoren und Protoonkogene keine vergleichbaren Analysen
vorliegen.

Zusammenfassend war die OH-Einnahme, sofern sie bereits vor der Diagnose des
Mammakarzinoms beendet wurde, mit einer signifikanten Zunahme der Anzahl stark ER-
positiver Tumoren verbunden. Allerdings war auch das Risiko fir das Auftreten von Tumoren mit
mittlerer Proliferationstendenz und positiver EGF-R-Expression nach OH-Einnahme erhoht.
Dieser Einflul auf die Expression der ER, des PCNA und EGF-R war nicht vom verwendeten
Praparat abhangig.

Erfolgte die OH-Einnahme dagegen bis zur Diagnose des Karzinoms wurden haufiger
Mammakarzinome mit LK-Befall und ungiinstigem histologischen Grading diagnostiziert.
AuRerdem war auch das Risiko fur die Diagnose sehr hoch proliferierender Tumoren deutlich
erhoht. Der oben beschriebene positive Effekt auf die ER-Expression war fiir diese
Patientengruppe nicht nachweisbar.

Ursachlich kénnte die Exposition zu einem biologisch sensitiven Zeitpunkt eine klonale Selektion
von Mammakarzinomzellen mit Auspragung eines bestimmten Phanotyps bewirkt haben,
dessen Merkmale auch bei Progression des Karzinoms erhalten bleiben. Die Stimulation der
EGF-R-Expression bei erhaltener oder erhdhter ER-Expression kdnnte allerdings auch eine
Reaktion der Karzinomzellen auf die Veranderung des hormonellen Milieus nach Beendigung
der OH-Einnahme darstellen.

OH und Prognose
OH-Einnahmedauer

Die OH-Einnahme fuihrte bei einer Einnahmedauer von mehr als funf Jahren zu einer
signifikanten Verbesserung der Prognose der Patientinnen mit Mammakarzinom. Noch zehn
Jahre nach Beendigung der Einnahme war fiir diese Patientinnen, das Risiko am
Mammakarzinom zu sterben, um 40% geringer als fur Patientinnen, die niemals OH
eingenommen hatten (HR 0.60). Dieser Effekt war unabhangig von allen histomorphologischen
und tumorbiologischen Prognosefaktoren nachweisbar.

Die gunstigere Prognose der Patientinnen, die OH eingenommen haben, legt die Vermutung
nahe, daf} die exogene Hormonzufuhr zur Beeinflussung von pathogenetischen
Regulationsmechanismen fuhrt, deren Auswirkungen am Erkrankungsverlauf sichtbar werden.
Eine Vorverschiebung des Diagnosezeitpunktes durch eine engmaschigere arztliche Betreuung
der Patientinnen mit OH-Einnahme kann dagegen weitgehend ausgeschlossen werden, da
keine signifikanten Unterschiede in der TumorgréRe und im LK-Status zugunsten der
Patientinnen, die OH eingenommen hatten, nachweisbar waren.

Einige der ersten Studien zum Einfluf von OH auf die Prognose des Mammakarzinoms
beschrieben bessere Uberlebensraten fiir Patientinnen, die vor der Diagnose des Tumors OH
eingenommen hatten (Spencer et al. 1978, Vessey et al. 1979, Matthews et al. 1981, Rosner
and Lane 1986). Dabei verschwand der Uberlebensvorteil nach OH-Einnahme in einer Studie,
nachdem die Patientinnen ein langeres Follow-up durchlaufen hatten (Vessey et al. 1983,
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Greenberg et al. 1985). Auch in spateren Untersuchungen zeigte die OH-Einnahme zumeist
keinen signifikanten Einflul auf die Prognose des Mammakarzinoms (Millard et al. 1987, Kay
and Hannaford 1988, Lees et al. 1989, Vessey et al. 1989, Sauerbrei et al. 1998). In einer
skandinavischen Studie hatten Patientinnen, die vor der ersten Lebendgeburt OH eingenommen
hatten, schlechtere Uberlebensraten gegeniiber anderen Patientinnen (Ranstam et al. 1991).
Bessere Uberlebensraten nach OH-Einnahme wurden in nur zwei aktuelleren Studien
beschrieben, allerdings beschrénkte sich der Uberlebensvorteil in diesen Untersuchungen auf
kleinere Untergruppen (Holmberg et al. 1994, Wingo et al. 1996).

Die Uberwiegende Anzahl der bisher durchgefihrten Untersuchungen war jedoch aufgrund der
relativ kleinen Fallzahlen nur eingeschrankt aussagefahig.

Die Studien mit einer Fallzahl von mehr als 300 Patientinnen und einem Follow-up zwischen 4
und 5 Jahren fanden entweder keine signifikante Beziehung zwischen OH-Einnahme und
Prognose des Mammakarzinoms (Sauerbrei et al. 1998) oder beschrieben eine bessere
Prognose flr Patientinnen mit kurzer OH-Einnahmedauer oder langem Abstand der letzten
Einnahme zur Diagnose (Holmberg et al. 1994, Wingo et al. 1996). Eine Verlangerung der
Dauer der OH-Einnahme zeigte in den erwahnten Arbeiten keinen Einflul® auf den Verlauf der
Erkrankung (Rosner and Lane 1986, Holmberg et al. 1994, Wingo et al. 1996). Die ,, Royal
College of General Practitioners Oral Contraceptive Study* zeigte auch nach 25jahrigem Follow-
up keine Differenzen in den Mortalitatsraten fir das Mammakarzinom in Abhangigkeit von der
OH-Einnahme und verschiedenen erfal}ten Einnahmekriterien (Beral et al. 1999).

Abstand der OH-Einnahme

Der zeitliche Bezug zwischen OH-Einnahme und Diagnose gibt wichtige Anhaltspunkte fur die
Untersuchung des Einflusses von OH auf die Biologie des Mammakarzinoms.

In der vorliegenden Studie hatte der Abstand der ersten OH-Einnahme zur Diagnose einen
signifikanten Einfluf auf die Prognose des Mammakarzinoms. So war bei erstmaliger OH-
Einnahme im 9. bis 11. Jahr vor der Diagnose, das Risiko am Mammakarzinom zu sterben, um
mehr als 50% reduziert (HR 0.49). Auch bei noch friiherer Einnahme war das Sterberisiko
signifikant geringer, wobei der gunstige Effekt mit der Zunahme des Zeitintervalls wieder
abnahm. Dagegen zeigte der Abstand der letzten OH-Einnahme zur Diagnose keinen
signifikanten EinfluR auf die Prognose.

Der Zusammenhang zwischen dem Abstand der OH-Einnahme zur Diagnose und der Prognose
der Erkrankung wurde in nur drei fritheren Studien untersucht (Rosner and Lane 1986,
Holmberg et al. 1994, Wingo et al. 1996). Das Follow-up in diesen Untersuchungen erreichte
maximal 5 Jahre. Zwei dieser Studien berichteten Gber einen ahnlich positiven, aber statistisch
nicht signifikanten, Einflufd von OH auf die Prognose des Mammakarzinoms bei OH-Einnahme
lange vor der Diagnose (Holmberg et al.1994, Wingo et al. 1996). Dabei war die Reduktion des
Sterberisikos am deutlichsten, wenn die erste Einnahme 10 bis 14 Jahre vor der Diagnose
stattgefunden hatte (Holmberg et al. 1994) oder wenn der Abstand zur Diagnose bei erster
Einnahme mindestens 20 Jahre oder bei letzter Einnahme mindestens 15 Jahre betrug (Wingo
et al. 1996).

Zeitraum der OH-Einnahme

Patientinnen, die OH Uber einen kiirzeren Zeitraum (3 bis 5 Jahre) eingenommen und die
Einnahme erst innerhalb der letzten 2 Jahre vor der Diagnose beendet hatten, zeigten eine
signifikant schlechtere Prognose (HR 2.3 bis 3.8) als Patientinnen, die niemals OH
eingenommen hatten. Keine der Studien, die den prognostischen Einflu der OH-Einnahme in
Abhangigkeit vom Abstand der Einnahme untersucht haben, beschrieb bisher eine solche
Beeinflussung der Prognose des Mammakarzinoms bei zeitlich begrenzter OH-Einnahme bis
zur Diagnose oder unmittelbar zuvor (Rosner and Lane 1986, Holmberg et al. 1994, Wingo et al.
1996).

Bei einer OH-Einnahmedauer von mehr als 5 Jahren war unabhangig davon, ob die Einnahme
bis zur Diagnose oder bereits friiher erfolgt war, erneut der beschriebene glinstige Effekt der
OH-Einnahme auf die Prognose des Mammakarzinoms nachweisbar. Dariiberhinaus war die
OH-Einnahme jedoch auch bei einer kurzen Einnahmedauer von bis zu 2 Jahren mit einer
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signifikanten Reduktion des Sterberisikos verbunden, sofern die Einnahme mehr als 5 Jahre vor
der Diagnose erfolgt war.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal® mdglicherweise die OH-Einnahme zu einem
bestimmten biologisch sensiblen Zeitpunkt bedeutender fiir die Prognose des Mammakarzinoms
ist, als die Dauer der Einnahme. Nach den beschriebenen Ergebnissen mifte dieser Zeitpunkt
mehr als 5 Jahre vor der Diagnose des Mammakarzinoms liegen.

Eine weitere Eingrenzung der mdglichen Einnahmezeiten zeigte, dal} der beobachtete Effekt der
OH-Einnahme am deutlichsten war, wenn die OH-Einnahme den 4 Jahre umfassenden
Zeitraum vom 5.-8. Jahr vor der Diagnose einschloR. Generell hatten alle Patientinnen, die OH
Uber mehrere Jahre in irgendeinem zeitlichen Zusammenhang zu dieser genannten Kernzeit
genommen hatten, eine signifikant bessere Prognose als Patientinnen, die keine OH
eingenommen hatten.

Die wenigen bisher publizierten Studien zu dieser Problematik beschranken sich in ihrer
Darstellung auf Untersuchungen zur Einnahmedauer und zum Abstand der letzten und ersten
OH-Einnahme. Die beiden Untersuchungen, die im Ansatz ahnlich komplexe Zusammenhange
vermuten lassen, verzichteten aufgrund ihres begrenzten Datenmaterials auf die Erarbeitung
einer biologischen Hypothese (Holmberg et al. 1994, Wingo et al. 1996).

Eine kirzlich publizierte Studie zur Prognose des postmenopausalen Mammakarzinoms nach
Ostrogen-Replacementtherapie beschrieb nach 12 Jahren Follow-up eine signifikant bessere
Prognose fiir LK-positive Patientinnen, die bis zur Diagnose eine Hormonsubstitution erhalten
hatten (Schairer et al. 1999). Eine langer zuriickliegende Hormonsubstitution hatte keinen
Einflul auf das Uberleben. Angaben zur Dauer der Hormontherapie bei Substitution bis zur
Diagnose wurden nicht gemacht.

OH, Tumorbiologie und Prognose

Zusammenfassend war die Prognose fiir Patientinnen, die OH eingenommen hatten, gegeniiber
der von Patientinnen ohne OH-Einnahme signifikant besser:

wenn OH Uber mehr als 5 Jahre eingenommen wurden und/oder

wenn die erste Einnahme vor mehr als 8 Jahren erfolgte und/oder

wenn die OH-Einnahme den Kernzeitraum vom 5. bis 8. Jahr vor der  Diagnose
erreichte.
Der Uberlebensvorteil war dann am deutlichsten wenn die OH-Einnahme diesen Zeitraum
vollstandig umfallte. Dagegen war die Prognose der Patientinnen nach
OH-Einnahme signifikant schlechter wenn die Einnahme nur 2 bis 5 Jahre umfal3te und bis zur
Diagnose erfolgte.

Diese Ergebnisse finden ihre Widerspiegelung in der Auspragung einiger der
histomorphologischen und tumorbiologischen Charakteristika der untersuchten Karzinome.

Die Tumoren waren nur bei OH-Einnahme bis zur Diagnose signifikant haufiger

LK-positiv, schlecht differenziert und zeigten eine sehr hohe Proliferationsaktivitat.

Alle anderen Patientinnen hatten nach OH-Einnahme im Vergleich zu denen ohne
OH-Einnahme signifikant haufiger stark ER-positive Tumoren. Allerdings waren diese Tumoren
auch signifikant haufiger EGF-R-positiv und zeigten eine mafig erhdhte Proliferationstendenz im
Vergleich zu Tumoren, die bei Patientinnen ohne

OH-Einnahme auftraten.

Eine so deutliche prognostische Differenzierung zwischen Unterguppen mit unterschiedlicher
Einnahmedauer oder verschieden langen Abstédnden der Einnahme zur Diagnose, wie sie in
Abhangigkeit von der OH-Einnahme getroffen werden konnte, war aus der Verteilung der
Tumorcharakteristika nicht ersichtlich. Die Ursache liegt vermutlich in der unvermeidbaren
Uberschneidung verschiedener Untergruppen. So kénnen Patientinnen, die OH nur (ber einen
kurzen Zeitraum eingenommen haben, diese OH erstmalig/letztmalig sowohl lange als auch
kurz vor der Diagnose verwendet haben. Damit wirde ein Teil dieser Patientinnen der
prognostisch ginstigeren und der andere Teil der prognostisch unginstigeren Gruppe zugehdrig
sein.

Zur weiteren Klarung dieser Zusammenhange ware eine noch subtilere Aufschlisselung nach
Zeitintervallen der OH-Einnahme erforderlich. Aufgrund der sehr kleinen Fallzahl in diesen
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Untergruppen, ist jedoch eine Aussage hinsichtlich der Tumorcharakteristika in dieser
Aufschlisselung nicht mehr moglich.

Die prognostische Bedeutung der OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose ladt auf eine
frihzeitige hormonelle Beeinflussung bestimmter Regulationsmechanismen mit entsprechender
Bedeutung flr die Phase des okkulten Tumorwachstums und die beginnende Metastasierung
schlielen. Auch Patientinnen, die OH Gber mehr als 5 oder sogar mehr als 10 Jahre
eingenommen und die Einnahme erst bei Diagnosestellung beendet hatten, wiesen ganz im
Gegensatz zu Patientinnen mit Kurzzeiteinnahme bis zur Diagnose, eine bessere Prognose auf
als die ohne OH-Einnahme.

Der hoch positive ER-Status dieser Tumoren spricht flr deren erhaltene Sensibilitdt gegenlber
Steroidhormonen. Mdglicherweise fiihrt der hormonelle Stimulus in einer biologisch sensiblen
Phase der Tumorentstehung zur Auspragung bestimmter biologischer Charakteristika, die bis
zur Karzinomdiagnose aufrecht erhalten werden. Eine solche Selektion eines definierten
Phanotyps durch das biologische Milieu, in welchem sich der Tumor entwickelt, wurde bereits
durch andere Arbeitsgruppen als experimentelle Hypothese diskutiert (Olsson 1989).

Andererseits kdnnte auch die Beendigung der Hormonzufuhr zur Verschiebung des
Tumormilieus flhren, was bei hormonabhangigen Tumoren zunachst durch eine Reduktion des
bisherigen Proliferationsstimulus gekennzeichnet ware. Dieser Einschnitt wirkt moglicherweise
hemmend auf die Metastasierungspotenz der Tumoren oder die Ausbreitung bereits gesetzter
Metastasen. Damit kdnnte der Hormonentzug durch eine Beeinflussung des lokalen und
peripheren Tumorwachstums zur Verbesserung der Prognose des Mammakarzinoms beitragen.
Dieses Phanomen ist als Rebound Effekt aus der adjuvanten hormonellen Therapie bekannt
(Howell et al. 1992, Reid et al. 1996).

Gestagenkomponenten und Prognose

Bei Differenzierung der OH-Einnahme hinsichtlich der in den Praparaten enthaltenen
Gestagenkomponenten, zeigte es sich, daft der beobachtete positive Effekt auf die Prognose
des Mammakarzinoms im wesentlichen auf die Einnahme NETA-haltiger OH beschrankt war.
Der Anteil von NETA-haltigen unter den ibrigen OH war allerdings im 5.-8. Jahr vor der
Diagnose signifikant hdher als fir alle anderen Einnahmezeiten (p<0.01). Patientinnen, die
NETA-haltige OH verwendet hatten, wiesen signifikant bessere Uberlebensraten auf,
unabhangig davon ob das Praparat zuerst, ausschlieBlich, iberwiegend oder jemals
eingenommen wurde. Diese Wirkung auf die Prognose war unabhangig von allen anderen
prognostischen Faktoren nachweisbar. Das Ergebnis war auch nicht durch die Verteilung der
histomorphologischen Befunde erklarbar. Nach der Einnahme NETA-haltiger OH waren die
Tumoren sogar haufiger schlecht differenziert und LK-positiv. Dieses scheinbar paradoxe
Phanomen, das bessere Uberlebensraten fiir schlecht differenzierte Tumoren nach OH-
Einnahme beschreibt, wurde schon in anderen Untersuchungen beschrieben (Wingo et al.
1996). Mdglicherweise reagieren diese hoch proliferativen Tumoren besser auf eine adjuvante
Therapie, wie es fUr den Effekt der adjuvanten Chemotherapie bei schlecht differenzierten
Ovarialkarzinomen bekannt ist (Hartmann et al. 1992). Fir die Gesamtgruppe der Patientinnen
erlangte die adjuvante Chemotherapie jedoch keine Bedeutung fir die Prognose der
Erkrankung.

Der starke antigonadotrope Effekt der 19-Nortestestosteronderivate flihrt zur Hemmung der
ovariellen Ostrogensekretion (Kuttenn et al. 1978). Nach therapeutischer Gestagengabe bei
benignen Mammaveranderungen oder Mastodynien wurde nur fiir Patientinnen, die 19-
Nortestosteronderivate eingenommen hatten, eine Reduktion des Mammakarzinomrisikos
beschrieben (Plu-Bureau et al. 1994). Im Gegensatz dazu war nach MPA ein geringer
Risikoanstieg in einigen Untergruppen der ,WHO Collaborative Study of Neoplasia and Steroid
Contraceptives® zu verzeichnen (WHO 1991).

Veranderungen des Mammakarzinomrisikos nach Einnahme verschiedener Gestagenderivate
kénnten durchaus Ausdruck spezifischer gestagener Einflisse auf die Tumorbiologie sein. Eine
solche Beeinflussung des biologischen Verhaltens der Tumoren wirde sich potentiell im Verlauf
der Erkrankung niederschlagen. Untersuchungen der ,UK National Case-Control Study Group*
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zum Thema OH und Mammakarzinomrisiko zeigten ebenfalls einen protektiven Effekt von
reinen Gestagenpraparaten (UK 1989). Insgesamt jedoch erlauben die Ergebnisse der wenigen
Studien, die umfangreich genug waren, um spezifische Angaben fiir einzelne Praparate zu
machen, bisher keine schlissige Interpretation zur Gestagenwirkung im Hinblick auf die
Prognose des Mammakarzinoms (Vessey et al. 1983, Staffa et al. 1992).

Biologisch sind 19-Nortestosteronderivate durch ihre hohe Affinitat zu Progesteron- und
Androgenrezeptoren gekennzeichnet (Staffa et al. 1992). AuRerdem vermitteln sie Uber ihre
Metabolisierungsprodukte dstrogene Wirkungen am ER (Reed et al. 1990, Catherino et al.
1993), wobei die 6strogene Partialwirkung speziell fir NETA auch klinisch nachgewiesen
werden konnte (Reed et al. 1990). Dennoch ist gegenwartig nicht eindeutig zu klaren, warum
sich nach der Einnahme NETA-haltiger OH eine so deutliche Vebesserung der Prognose des
Mammakarzinoms zeigt, wahrend nach der Ersteinnahme und tiberwiegenden Einnahme LNG-
haltiger OH eher eine Erhéhung des Risikos flr den Tod am Mammakarzinom zu beobachten
war, die allerdings keine statistische Signifikanz erreichte. Mdglicherweise ist die bessere
Prognose nach der Einnahme NETA-haltiger OH zumindest teilweise Ausdruck des ginstigen
Effekts der OH-Einnahme allgemein, da diese Untergruppe unter den Patientinnen mit
OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose die zahlenmaRig gréfite Fraktion bildet.

Epidemiologische Risikofaktoren und Prognose
Reproduktive Faktoren und Prognose (Schwangerschaft, Geburt, Stillen)

Hormonelle Veranderungen durch Schwangerschaft und Stillen kbnnen ebenso wie die
Einnahme von OH potentiell jedes Stadium der Karzinogenese bis zur Tumorprogression
beeinflussen und so mit der biologischen Wirkung von OH interferieren. Aus diesem Grunde
ware es winschenswert, dafd Studien zur Untersuchung des Einflusses von OH immer auch
hormonell-reproduktive Variablen bertcksichtigen (Grant et al. 1996). Aus methodischen
Griinden wird diese Forderung jedoch nur selten erfiillt.

Zur Charakterisierung des Reproduktionsverhaltens wurde der Einflul von Schwangerschaft,
Geburten und Stillen untersucht. Alle der hier analysierten Faktoren hatten einen signifikanten
Einflull auf die Prognose des Mammakarzinoms, der sich unabhangig von den etablierten
histomorphologischen und tumorbiologischen Faktoren darstellen liel3. Die Variablen zu
Schwangerschaften und Stillen zeigen dabei naturgemal enge Korrelationen. Das Alter bei der
1. Lebendgeburt/1. Stillen

(HR 0.50/0.48) hatte einen starkeren Einflul} auf die Prognose der Patientinnen mit
Mammakarzinom als die Anzahl der Lebendgeburten/gestillten Kinder. Dabei wurde die
biologische Wirkung der Schwangerschaften/Geburten offenbar durch das Stillen verstarkt.

Interessanterweise ergab sich hinsichtlich des prognostischen Einflusses der Paritat eine
Teilung in 2 Gruppen unterschiedlicher Prognose. Patientinnen mit 1 bis

3 Lebendgeburten hatten eine bessere und solche mit 4 und mehr Lebendgeburten eine
schlechtere Prognose als Patientinnen ohne Lebendgeburt (HR 0.70; HR 1.92). Dieser Effekt
war fur beide Gruppen deutlicher nachweisbar, wenn die Anzahl der Kinder, die nach der Geburt
auch gestillt wurden, in der Analyse berticksichtigt wurde. Der glinstige prognostische Einfluf3
von bis zu 3 Lebendgeburten wurde sogar erst bei Beriicksichtigung des Stillverhaltens
signifikant. In der hier diskutierten Studie zeigte sich eine Verstarkung sowohl des positiven (bis
3 Lebendgeburten) als auch des negativen Effekts (4 und mehr Lebendgeburten) durch das
Stillen nach der Geburt

(HR 0.69; HR 2.88). Auch andere Autoren berichteten Uber eine solche Verstarkung des von
ihnen analysierten negativen Effekts bei Multiparitat, wenn die Patientinnen gestillt hatten (Lees
et al. 1989).

Mehrere Studien zum prognostischen Einflufd von Schwangerschaft und Geburt beschrieben
unguinstigere Prognosen flir Mehrgebarende im Vergleich zu Nulliparae (Black et al 1983,
Mohle-Boetani et al. 1988, Lees et al. 1989, Lehrer et al. 1992, Korzeniowski and Dyba 1994,
Orr et al. 1995). Untersuchungen, die die Anzahl der Schwangerschaften/Lebendgeburten erfal3t
hatten, fanden haufig eine Verschlechterung der Prognose mit Zunahme dieser Ereignisse
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(Lehrer et al. 1992, Korzeniowski and Dyba 1994, Orr et al. 1995). In anderen, auch
umfangreicheren, Studien konnten diese Ergebnisse wiederum nicht nachvollzogen werden
(Ewertz et al. 1991, Nair et al. 1993, Kroman et al. 1998). Gegensatzliche Ergebnisse, wie sie
hier fiir Patientinnen mit bis zu 3 Lebendgeburten und denen mit 4 und mehr Lebendgeburten
beschrieben wurden, sind durch andere Untersucher bisher nicht beobachtet worden. Lediglich
eine sehr friihe Untersuchung fand univariat eine schlechtere Prognose bei Patientinnen mit 5
und mehr Geburten, wogegen sich die Prognose der anderen Patientinnen nicht voneinander
unterschied (McMahon et al. 1968).

In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen Alter bei
erster Lebendgeburt und Prognose des Mammakarzinoms (Kroman et al. 1998) zeigte sich hier
ein signifikant positiver prognostischer Effekt flr Patientinnen, die ihr erstes Kind im Alter von 20
bis 29 Jahren geboren hatten. Aus Studien zum Mammakarzinomrisiko nach OH-Einnahme ist
die protektive Wirkung von friihzeitigen Schwangerschaften/Lebendgeburten hinreichend
bekannt (Kelsey et al. 1993, McCredie et al. 1998). Warum nun dieser protektive Effekt seinen
Ausdruck in der Prognose des Mammakarzinoms findet, kdnnte in den grundlegenden
biologisch-morphologischen Umwandlungen des Mammagewebes durch die Schwangerschaft
begrindet sein. Morphologisch zeigen die terminalen ductulolobuldren Driisenstrukturen der
Mamma bis zu funf Jahre nach der Geburt ein deutlich atrophisches Aussehen (Battersby and
Anderson 1989). Brustwarzenaspirate zeigten Uber den gleichen Zeitraum einen geringeren
Ostrogengehalt (Petrakis et al. 1987). Diese hormonellen Veranderungen nach der ersten
Schwangerschaft/Lebendgeburt sind langanhaltend und haben offenbar einen bleibenden Effekt
auf das Mammagewebe (Musey et al. 1987, Dorgan et

al. 1995). Dieser druckt sich nicht nur in einer veréanderten Biologie des normalen Gewebes aus,
sondern hat moglicherweise auch Auswirkungen auf die Transformation und Progression des
Mammakarzinoms (Russo et al. 1990).

Insgesamt fand sich in unseren Untersuchungen somit ein giinstiger prognostischer Effekt nach
der Geburt von bis zu 3 Kindern oder der Geburt des ersten Kindes im Alter von 20 bis 29
Jahren und ein unginstiger Effekt bei der Geburt von vier und mehr Kindern und/oder der
Geburt des ersten Kindes bis zum 19. Lebensjahr. Diese zunachst sehr unterschiedlichen
Aussagen kdnnen biologisch durchaus auf gemeinsame Regulationsmechanismen
zurlickgefiihrt werden.

Frauen mit einer héheren Zahl von Lebendgeburten haben mit gréBerer Wahrscheinlichkeit ihr
erstes Kind in einem sehr friihen Alter geboren. Es existieren inzwischen mehrere Studien, die
eine Korrelation von friher erster Lebendgeburt und ungtnstiger Prognose bei Erkrankung an
einem Mammakarzinom beschreiben (Greenberg et al. 1985, Schouten et al. 1997, Kroman et
al. 1998). AuRRerdem wird das Mammakarzinom bei Frauen mit vielen Lebendgeburten mit
héherer Wahrscheinlichkeit nur wenige Jahre nach einer Geburt diagnostiziert als es fiir andere
Patientinnen der Fall ist. Der protektive Effekt einer Schwangerschaft tritt mit einer ein- bis
zweijahrigen zeitlichen Verzogerung auf (McMahon et al. 1993, Guinee et al. 1994, Lambe et al.
1994, Russo and Russo 1995, Kroman et al. 1998). Die Prognose fir Patientinnen, die in den
ersten zwei Jahren nach der letzten Lebendgeburt an einem Mammakarzinom erkranken, ist
scheinbar schlechter als flr andere Frauen (Kroman et al. 1997). Andererseits kdnnen Frauen
mit vielen Lebengeburten auch eine hohe Geburtenfolge haben. Da der protektive Effekt nach
Schwangerschaft und Geburt sich erst nach einer gewissen Zeit auch morphologisch und
zellkinetisch am Mammagewebe manifestiert (Anderson et al. 1989, Russo et al. 1990), wiirde
mit jeder neuen Schwangerschaft wieder ein immenser hormoneller Stimulus auf das noch
immer proliferierationsbereite Mammagewebe treffen. Die mitotische Aktivitat des
Mammagewebes korreliert mit dem Alter und ist besonders hoch wahrend der Pubertat und
Schwangerschaft (Nandi et al. 1995, Olsson et al. 1996, Reid et al. 1996). Die Gefahr des
Auftretens chromosomaler Schaden und deren Manifestation ist in Phasen gesteigerter
Proliferation erhoht (Russo and Russo 1980). Darliberhinaus wird vermutet, daf} die
Tumorbiologie manifester Karzinome bereits durch das hormonell-biologische Milieu ihrer
Entstehungsphase gepragt wird (Pike et al. 1983a und 1983b, Olsson 1989, Nandi et al. 1995),
was die ungunstige Prognose von Tumoren erklart, deren Induktions-und
Transformationsprozel’ potentiell in einer Phase erhdhter mitotischer Aktivitat stattfand.
Andererseits missen die hormonellen Effekte einer Schwangerschaft nicht schon in der
Transformationsphase angreifen, sondern konnten auch durchaus einem bereits existierenden
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Tumor oder dessen Metastasen einen extremen Proliferationsschub vermitteln. Ob hormonelle
Stimuli eher einen protektiven oder einen stimulierenden Effekt ausiben ist aulRerdem vom
erreichten Differenzierungsgrad des Mammagewebes abhangig (Russo et al. 1981).
Mammakarzinome, die in der Schwangerschaft direkt diagnostiziert werden, haben
stadienabhangig keine schlechtere Prognose als solche, die zu einem anderen Zeitpunkt
therapiert werden (Nettleton et al. 1996, Berry et al. 1999)

Menarche und Menopause

Menarche und Menopause flihren ebenfalls zu morphologisch-biologischen Veranderungen des
Mammagewebes mit potentieller Bedeutung fliir Transformations-und Progressionsprozesse
beim Mammakarzinom.

Weder das Alter bei Menarche noch der Menopausenstatus hatten jedoch hier unter
Berlcksichtigung der etablierten Prognosefaktoren einen Einflufd auf die Prognose des
Mammakarzinoms. Andere Autoren konnten ebenso keine Assoziation zwischen Alter bei
Menarche und Uberleben nachweisen (Greenberg et al. 1985). Allerdings wurden auch
schlechtere Uberlebensraten fiir Patientinnen mit sehr friiher Menarche

(<11 Jahren) beschrieben (Juret et al. 1976). In Untersuchungen, die den Einflu® der
Menopause auf die Prognose des Mammakarzinoms berticksichtigten, sind die Ergebnisse
ebenfalls widersprichlich (Lees et al. 1989, Al-Idrissi et al. 1992, Greenberg et al. 1985).

Der Anteil der postmenopausalen Patientinnen in der vorliegenden Studie war aufgrund der
Einschluf3kriterien gering. In wissenschaftlichen Studien wurde haufig diskutiert, da® es im
Grunde keine Ubereinstimmende Definition der Menopause gibt, die in vergleichbaren
Untersuchungen Anwendung findet (Bulbrook et al. 1976, Jatoi et

al. 1998). Eine nicht unbetrachtliche Anzahl von Untersuchungen bezieht sich in Ermangelung
von Angaben zur Menstruationsanamnese auf ein definiertes Durchschnittsalter bei Erreichen
der Menopause. Fir entwickelte westliche Staaten wird das Durchschnittsalter bei Erreichen der
Menopause mit 50 bis 51 Jahren angegeben (Lees et al. 1989, McKinlay et al. 1992).

Diese Altersschwelle hatte auch in der vorliegenden Studie eine wesentlich grofere Bedeutung
als der Menopausenstatus. Aus Untersuchungen zur Bedeutung des Alters als prognostischer
Faktor fir das Mammakarzinom ist beschrieben, daf} Patientinnen zwischen 40 und 49 Jahren
signifikant bessere Uberlebensraten haben als jiingere und &ltere Patientinnen (Adami et al.
1986, Mohle-Boetani et al. 1986, Lees et al. 1989, Holmberg et al. 1994).

Andererseits wurde postmenopausalen Frauen (Alter Gber 50 Jahre) von anderen Autoren eine
bessere Prognose zugeschrieben (Toikanen et al. 1991, Aaltomaa et

al. 1992, Gasparini et al. 1998 ). Die Ursachen dieser widerspruchlichen Ergebnisse liegen unter
anderem in der unterschiedlichen Alterszusammensetzung der Studienpopulationen und der
variablen Definition des menopausalen Status.

In der vorliegenden Studie wies die Gruppe der ab 50jahrigen Patientinnen mit Mammakarzinom
unabhangig vom Menopausenstatus eine signifikant schlechtere Prognose auf als die Gruppe
der unter 50jahrigen Frauen. Die Uberlebensraten einzelner Untergruppen der unter 50jahrigen
Patientinnen unterschieden sich dagegen nicht signifikant.

Eine mdgliche Ursache fiir die bessere Prognose von Frauen, deren Mammakarzinom zwischen
dem 40. und 50. Lebensjahr diagnostiziert wurde, liegt in dem Umstand, daf} diese Patientinnen
nach der Diagnose im 10 jahrigen Follow-up mit hoher Wahrscheinlichkeit ihre nattrliche
Menopause durchlaufen. Diese kénnte den Effekt einer adjuvanten Therapie verstarken oder
aber im Sinne einer hormonellen Ablation wirksam werden.

Dagegen sind Tumoren, die erst perimenopausal diagnostiziert werden, scheinbar haufiger
hormonresistent als andere, was maoglicherweise die Unterschiede in der Prognose zu anderen
Frauen erklart (Bulbrook and Thomas 1989, Thorpe et al. 1993, Gasparini et al. 1998).

Familienanamnese (FA)

Mammakarzinome von Patientinnen mit positiver FA zeigen in Abhangigkeit vom Umfang der
familiaren Belastung haufiger genetische Mutationen und werden in einem friheren Alter
diagnostiziert als andere (Marcus et al. 1994). Damit stellen diese Patientinnen moglicherweise
eine differente biologische Gruppe zur Gbrigen Population dar, deren Prognose sich potentiell
von der anderer Patientinnen unterscheidet.
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Die Aussagen zur Prognose von Patientinnen mit positiver Familienanamnese (FA) sind
widerspruchlich (Slattery et al. 1993, Mohammed et al. 1998, Yang et al. 1998).

In der vorliegenden Studie zeigten sich keine Unterschiede in der Prognose des
Mammakarzinoms zwischen Patientinnen mit positiver und denen mit negativer FA. Zwei grol3e
Studien, darunter eine sehr umfangreiche prospektive Studie zur pradiktiven Bedeutung einer
positiven FA fiir die Prognose des Mammakarzinoms fanden ebenso keine Unterschiede in den
krankheitsspezifischen Mortalitadtsraten zwischen beiden Gruppen (Schouten et al. 1997, Yang
et al. 1998). Eine zahlenmalig relativ kleine Untersuchung beschrieb eine signifikant bessere
Prognose fir pramenopausale Patientinnen mit positiver FA gegentber denen mit leerer FA
(Mohammed et al. 1998). Zwei der friihen Untersuchungen zu OH und der Prognose des
Mammakarzinoms berichteten Uiber eine héhere Anzahl von Patientinnen mit positiver FA unter
denen, die OH eingenommen hatten. Parallel dazu hatten Patientinnen, die OH eingenommen
hatten, geringfiigig bessere Uberlebensraten als andere (Spencer et al. 1978, Matthews et al.
1981). Im Gegensatz dazu wurde von anderen Autoren eine etwa 50%ige Erhéhung des
Sterberisikos fur unter 50jahrige Patientinnen mit positiver FA beschrieben (Slattery et al. 1993).

Benigne Mammaverédnderungen

Patientinnen mit benignen Mammaveranderungen unterliegen in Abhangigkeit von der Art der
histomorphologischen Befunde einem héheren Risiko, ein invasives Mammakarzinom zu
entwickeln (Page et al. 1985, Lakhani 1999). Méglicherweise konnte die
Proliferationsbereitschaft des Mammagewebes, die zu diesen Veranderungen fuhrt, bei
Transformation und Progression zum Mammakarzinom eine Beeinflusssung prognostisch
bedeutsamer Merkmale des Tumors nach sich ziehen.

Die vorliegende Untersuchung erbrachte jedoch keinen Anhalt fiir eine Veranderung der
Prognose von Mammakarzinompatientinnen, bei denen friher Mammabiopsien wegen benigner
Mammaveranderungen durchgefihrt worden waren.

Es ist bekannt, dafl unter OH weniger benigne Mammaveranderungen diagnostiziert werden
(Cole 1977, Wingrave et al. 1982, Pastides et al. 1983, Hsieh et al. 1984, Hulman et al. 1992, Di
Lieto et al. 1994, Rohan and Miller 1999). Insbesondere in Anbetracht des erhdhten
Mammakarzinomrisikos nach OH in manchen Studien wurde allerdings auch postuliert, dal
unter OH mdglicherweise die benignen Mammaveranderungen ohne Atypien abnehmen,
wahrend solche mit Entartungstendenz zunehmen (Cole 1977). Die praktische Bedeutung dieser
Frage wird deutlich, wenn man davon ausgeht, dal® Patientinnen mit atypischen Lasionen eine
Zunahme des Mammakarzinomrisikos um das 4 bis 5fache im Vergleich zur
Gesamtbevolkerung aufweisen, was sich bei positiver FA noch verdoppeln kann (Page et al.
1985). Dennoch haben Mammakarzinome, die aus solchen Lasionen entstehen, nicht
notwendigerweise eine schlechtere Prognose (Fowble et al. 1998). Méglicherweise haben
Patientinnen mit benignen proliferativen Veranderungen bei Entwicklung eines invasiven
Mammakarzinoms sogar eine bessere Prognose als andere (Ahmed et al. 1996).

Soziob6konomische Faktoren und Prognose

Insbesondere in ethnisch gemischt zusammengesetzten Studienpopulationen haben Frauen mit
einem hohen sozio6konomischen Status offenbar eine bessere Prognose als solche mit einem
niedrigeren sozio6konomischen Status. Begriindet wird dies mit der besseren arztlichen
Betreuung und, wenn es sich um ethnisch verschieden zusammengesetzte Populationen
handelt, auch mit unterschiedlichen biologischen Charakteristika der diagnostizierten Tumoren
(Black 1978, Stalsberg 1989, Fisher 1993, Swanson 1993, Taioli et al. 1996, Lemon and
Rodriguez-Sierra 1997).

Andere Studien mit Uberwiegend kaukasischer Bevdlkerung fanden wiederum keine Differenzen
in den Uberlebensraten zwischen Patientinnen verschiedener sozialer Klassen (Morrison et al.
1972, Greenberg et al. 1985).

Zur Charakterisierung des sozio6konomischen Status wurde die Anzahl der Ausbildungsjahre
(Schule/Hochschule) herangezogen. Die Intensitat der arztlichen Betreuung wurde indirekt durch
die Anzahl der durchgefiihrten zytologischen Abstriche erfalit.

Eine engmaschigere arztliche Betreuung ware in der zugrundeliegenden Studie vorrangig
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Ausdruck eines besseren Gesundheitsbewufitseins und kdnnte potentiell zu einer Verschiebung
der Diagnose hin zu Tumoren mit giinstigerem Stadium flhren. Allerdings fiihrt dieser Effekt in
der Praxis offenbar nur zu einer unbedeutenden Vorverlagerung der Diagnose von wenigen
Wochen, die prognostisch von untergeordneter Bedeutung ist (Vessey et al. 1979, UK 1989,
Schlesselman et al. 1992, Auvinen et al. 1996). Bei den in der vorliegenden Studie untersuchten
Patientinnen fanden sich jedoch keine Differenzen in der Stadienverteilung fiir die
Gesamtgruppe in Abhangigkeit von der OH-Einnahme.

Die erzielten Ergebnisse zeigten ebenso keine signifikanten Unterschiede der Prognose der
Patientinnen in Abhangigkeit von der Anzahl durchgefiihrter zytologischer Abstriche. Eine
héhere Frequenz von Arztkonsultationen fihrte damit nicht zu einer Vorverlegung des
Diagnosezeitpunktes fiir eine umschriebene Patientengruppe, die letztlich bei adaquater
Therapie eine Verbesserung der Prognose zur Folge haben wirde.

Auch die Anzahl der Ausbildungsjahre (Schule/Hochschule) der Frauen und ihrer Partner hatten
bis auf eine Ausnahme keinen Einflul} auf die Prognose der Erkrankung. Nur Patientinnen,
deren Partner 11-15 Ausbildungsjahre absolviert hatten, wiesen signifikant bessere
Uberlebensraten auf. Die Prognose aller anderen Patientinnen zeigte dagegen keine
signifikanten Unterschiede, unabhangig davon, ob sie selbst oder deren Partner langere oder
kurzere Ausbildungszeiten durchlaufen hatten. In Anbetracht dessen scheint es sich bei diesem
Ergebnis in nur einer Untergruppe am ehesten um ein zufélliges Resultat zu handeln.

Prognostische Wertigkeit hormonell-reproduktiver Faktoren und des
OH-Einnahmezeitraums

Von allen untersuchten hormonell-reproduktiven- und epidemiologischen Faktoren, die potentiell
mit der biologischen Wirkung der OH-Einnahme interferieren kdnnten, erlangten nur die
Variablen zur Geburt und zum Stillen eigene Bedeutung als Prognosefaktoren fir das
Mammakarzinom.

Diese Faktoren und der Zeitraum der OH-Einnahme wurden nunmehr im multivariaten Ansatz
hinsichtlich ihrer prognostischen Wertigkeit verglichen.

Unter den hormonell-reproduktiven Faktoren hatte das Alter beim Stillen des ersten Kindes die
gréflte Bedeutung als Prognosefaktor. Im gemeinsamen Ansatz Uberwog jedoch der Einflul® der
OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose in seiner pradiktiven Wertigkeit fiir die Prognose
des Mammakarzinoms gegenuber dem der Stillvariablen.

Prognostische Wertigkeit der Einnahme NETA-haltiger OH und des
OH-Einnahmezeitraums

Sowohl die OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose des Mammakarzinoms als auch die
Einnahme NETA-haltiger OH waren mit einer signifikanten Reduktion des Sterberisikos um etwa
zwei Drittel (HR 0.37; HR 0.34) gegentiber anderen Einnahmezeiten oder Praparaten
verbunden. Bei Einschluld beider Variablen in die multivariate Analyse erwiesen sich beide als
statistisch signifikant. Offenbar waren beide Faktoren von unabhangiger Bedeutung fir die
Prognose des Mammakarzinoms.

Allerdings verfehlte der eingeflihrte Wechselwirkungsfaktor zur Analyse eines maoglichen
Zusammenhanges beider Variablen die statistische Signifikanzgrenze nur knapp. Somit ist auf
der Grundlage des vorhandenen Materials eine gewisse Abhangigkeit zwischen beiden
Variablen, die letztlich zum gleichen prognostischen Effekt fuhrt, nur bedingt auszuschlieRen.
Die Gruppe der Frauen, die OH im 5.-8. Jahr vor der Diagnose eingenommen hatten, wurde zu
45% durch Patientinnen gebildet, die in ihrem Leben Uberwiegend NETA-haltige OH verwendet
zu hatten. Die Einnahme aller anderen Praparate war dagegen prozentual etwa gleich verteilt.
Zumindest ein Teil der prognostisch gunstigen Wirkung der NETA-Einnahme kénnte durch den
allgemeinen Effekt der OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose bedingt sein.

Bedeutung von Prognosefaktoren im Follow-up

Sowohl die Einnahme von OH als auch das Reproduktionsverhalten waren von signifikanter
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Bedeutung fir die Prognose des Mammakarzinoms. Diese hormonellen Faktoren setzten ihren
Einflul neben dem der etablierten histomorphologischen Prognosefaktoren durch.

Histomorphologische, zelluldr exprimierte und klinische Faktoren

Nach 10jahrigem Follow-up hatte sich der LK-Status in der vorliegenden Studie als starkster
unabhangiger Prognosefaktor erwiesen, der durch die anderen histomorphologischen Faktoren
erganzt wurde. Unter den Hormonrezeptoren erlangte nur der PR-Status nicht jedoch der ER-
Status Bedeutung als unabhangiger Prognosefaktor. Auch von anderen Autoren wurde dem PR-
Status gegentiber dem

ER-Status wiederholt grofRere prognostische Signifikanz zugeschrieben (Thorpe et

al. 1987, Alexieva-Fiegusch et al. 1988, Chevallier et al. 1988, Bernoux et al. 1998, Collett et al.
1998).

Neben diesen Faktoren erlangte das Alter ebenfalls signifikante Bedeutung fir die Prognose des
Mammakarzinoms.

Die histomorphologischen Faktoren und der Hormonrezeptorstatus bilden trotz der Einflihrung
und Validierung sténdig neuer Prognosefaktoren noch immer die Grundlage fir die
prognostische und pradiktive Beurteilung eines Mammakarzinoms nach der Diagnose (Hawkins
et al. 1996, Possinger et al. 1996, von Kleist 1996). Die Wertigkeit eines jeden potentiellen
prognostischen Markers muf} daher im Vergleich mit diesen etablierten Prognosefaktoren
gepruft werden (Clark et al. 1987, Chapman et al. 1996). Der LK-Status ist unangefochten der
starkste Prognosefaktor fir das Mammakarzinom und bildet eine wichtige
Entscheidungsgrundlage fur die adjuvante Therapie

(Carter et al. 1989, von Kleist 1996; Gasparini et al. 1998, Hilsenbeck et al. 1998). Fir das
prognostisch heterogene LK-negative Mammakarzinom ist der Bedarf nach neuen
Prognosefaktoren, die eine Therapieentscheidung erleichtern wiirden, dagegen besonders
hoch. Keiner der neueren Faktoren hat jedoch bisher die Erwartungen fiir diese Patientengruppe
erfillt. Das Bediirfnis nach einer Verbesserung dieser Situation wird in der Bildung einer Vielzahl
verschiedener prognostischer Indices deutlich (Sigurdsson et al. 1990, Arriagada et al. 1992,
Galea et al. 1992, Rosner and Lane 1993, Seshradi et al. 1997, Sauerbrei et al. 1999), die
nunmehr auch die Einbeziehung neuerer molekularbiologischer Prognosefaktoren anstreben
(Leinster et al. 1998).

Nach unseren Untersuchungen hatte keines der biologischen Tumorcharakteristika (PCNA,
EGF-R, c-erbB-2, p53) nach 10 Jahren Follow-up noch einen unabhangigen Einflul? auf die
Prognose des Mammakarzinoms. Betrachtet man dieses Resultat im Vergleich zu der Vielzahl
publizierter Untersuchungen zu diesem Thema, so fallt auf, dal} die Ergebnisse zur
prognostischen Bedeutung neuerer Prognosefaktoren aus der Gruppe der Proliferationsmarker,
der Wachstumsfaktorrezeptoren, der Protoonkogene oder Tumorsupressorgene aul3erst
heterogen und kontrovers sind. Die Ursachen liegen in teilweise tiefgehenden methodischen
Unterschieden, die sich von der Zusammensetzung der Studie Uber die experimentelle Methodik
bis zur Lange des Follow-up erstrecken und die Vergleichbarkeit der Untersuchungen zum Teil
stark einschranken (Clark et al. 1987, Yoshimoto et al. 1993, Chapman et al. 1996)

Auch die prognostische Bedeutung des Alters bei Diagnose wird unterschiedlich beurteilt (Adami
et al. 1986, Mohle-Boetani et al. 1986, Lees et al. 1989, Toikanen et

al. 1991, Aaltomaa et al. 1992, Holmberg et al. 1994, Gasparini et al. 1998). Von allen
analysierten 5-Jahresgruppen zeigte nur die Gruppe der Uber 50jahrigen Frauen eine signifikant
schlechtere Prognose als andere. Einige der Studien zur Bedeutung des Alters als
Prognosefaktor, die in der Zusammensetzung der Studienpopulation der vorliegenden Studie
ahneln, fanden ebenfalls eine ungunstigere Prognose der Uber 50jahrigen Patientinnen im
Vergleich zu der Prognose jlingerer Frauen (Adami et

al. 1986, Mohle-Boetani et al. 1986, Lees et al. 1989, Holmberg et al. 1994).

Das therapeutische Vorgehen ist dagegen ein zusatzlicher Faktor, dessen Bedeutung fir die

Prognose des Mammakarzinoms unbestritten ist. Eine erst klrzlich publizierte Studie zu dieser
Problematik zeigte, dal fir pramenopausale Patientinnen die ovarielle Ablation ebenso effektiv
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war wie die Chemotherapie (Nomura et al. 1998).

Aufgrund ihres antigonadotropen Effekts kdnnte die adjuvante Chemotherapie mit der
biologischen Wirkung von OH interferieren, weshalb der prognostischen Bedeutung der
Therapiemodalitaten besondere Aufmerksamkeit zukommt (Schmidt-Gollwitzer et

al. 1987, Mehta et al. 1991, Bines et al. 1996).

Die Einnahme von OH flhrt zur Supression der Ovarialfunktion und damit der endogenen
Steroidhormonproduktion. Auch die adjuvante Chemotherapie flhrt in einem grof3en Teil der
Falle zur zum Teil reversiblen Supression der ovariellen Hormonproduktion (Mehta et al.1991,
Bines et al. 1996). Diesem Effekt wird ein Teil der therapeutischen Wirkung der Chemotherapie
bei pramenopausalen Patientinnen mit Mammakarzinom zugeschrieben (Padmanabhan et al.
1986, Schmidt-Gollwitzer

et al. 1987, Tormey et al. 1990, Bianco et al. 1991, Pagani et al. 1998). Patientinnen mit
Chemotherapie-bedingter Amenorrhoe haben unabhangig von deren Dauer eine bessere
Prognose als andere Patientinnen ohne Amenorrhoe (Schmidt-Gollwitzer et al. 1987). Nunmehr
koénnten sich OH-Einnahme und adjuvante Chemotherapie in ihren Wirkungen potenzieren, was
sich am ehesten in einer verbesserten Prognose nach erfolgter OH-Einnahme bis zur Diagnose
darstellen mifite. Die Patientinnen, die OH Uiber mehrere Jahre bis zur Diagnose eingenommen
hatten, bildeten jedoch in der vorliegenden Studie eine sehr heterogene Gruppe. Nach
Langzeiteinnahme bis zur Diagnose waren die Uberlebensraten der Patientinnen signifikant
besser als die der Frauen, die niemals OH verwendet hatten. Nach Kurzzeiteinnahme (bis 5
Jahre) bis zur Diagnose dagegen hatten die Patientinnen eine signifikant schlechtere Prognose
als Patientinnen, die niemals OH eingenommen hatten.

Das therapeutische Vorgehen als solches erlangte in der vorliegenden Studie keinen Einflul} als
unabhangiger Prognosefaktor.

Damit waren der LK-Status, der histologische Tumortyp, das histologische Grading, die
TumorgrofRe sowie der PR-Status und das Alter die verbleibenden unabhangigen
Prognosefaktoren aus einer Vielzahl untersuchter histomorphologischer, zellular exprimierter
und klinischer Variablen.

Die Bedeutung vieler Prognosefaktoren beim Mammakarzinom andert sich mit der Lange des
Follow-up (Clark et al. 1987, Lipponen et al. 1992, Schroeter et al. 1992, Yoshimoto et al. 1993,
Hilsenbeck et al. 1998). Manche Faktoren sind offenbar nur fir wenige Jahre postoperativ von
Bedeutung und verlieren bei einem langeren Follow-up und Zunahme der effektiv auswertbaren
Ereignisse an prognostischer Wertigkeit (UIm et al. 1996, Hilsenbeck et al. 1998). Ein
charakteristisches Beispiel hierfiir ist der

ER-Status, dessen prognostische Bedeutung bereits nach 3 Jahren stark abnimmt (Collett et al.
1998). Paradoxerweise kann ein positiver ER-Status im weiteren Verlauf sogar pradiktiv fir das
Risiko von Rezidiverkrankungen sein, da die Wiedererkrankungsrate bei ER-negativen Tumoren
in den ersten Jahren nach Diagnose hoch ist und spater abfallt, wahrend die der ER-positiven
Tumoren erst mit fortgeschrittenem Follow-up zum Tragen kommt (Hilsenbeck et al. 1998).
Obwohl die Hormonrezeptoren allgemein von eingeschrankter prognostischer Wertigkeit sind,
stellen sie aber den praktisch bedeutendsten pradiktiven Faktor fiir die Effektivitat einer
hormonellen Therapie dar (NIH 1991, Winstanley et al. 1991).

Annliche zeitabhangige Verlaufe der prognostischen Wertigkeit wurden auch fiir die
c-erbB-2-Proteinexpression und die EGF-R-Expression beschrieben (Schroeter et

al. 1992, Kilijn et al. 1994).

Der Einflul des LK-Status und verschiedener anderer Prognosefaktoren zeigt dagegen eine
zeitlich proportionale Entwicklung und bewahrt seine Bedeutung in der Regel noch nach einem
10jahrigen Follow-up (Clark et al. 1987, Spyratos et al. 1989, Hilsenbeck et al. 1998).

Eine klinisch relevante und zuverlassige Bewertung dieses Phanomens wurde von
verschiedenen Arbeitsgruppen mit unterschiedlicher statistischer Methodik unternommen (Ulm
et al. 1996, Hilsenbeck et al. 1998). Unverandert ist jedoch die proportionale
Regressionsanalyse nach Cox die bevorzugte Methode zur Charakterisierung des Einflusses
von Prognosefaktoren, da sie sowohl praktikabel ist als auch eine fiir den Kliniker gut
verwertbare Aussage liefert (Hilsenbeck et al. 1998, Sauerbrei et al. 1999). Um dennoch dem
Phanomen der zeitabhangigen Entwicklung des prognostischen Einflusses verschiedener
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Faktoren gerecht zu werden, wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen das proportionale
Hazardmodell nach Cox in unterschiedlichen methodischen Ansatzen verwandt (Lipponen et
al.1992, Schroeter et al. 1992, Yoshimoto et al. 1993).

In der vorliegenden Studie wurden die multivariaten Uberlebensanalysen jeweils fiir das n-te
Jahr nach der Diagnose des Mammakarzinoms durchgefiihrt. Dabei war der

LK-Status der einzige Faktor, der Uber den gesamten Beobachtungszeitraum einen signifikanten
Einflul auf die Prognose des Mammakarzinoms hatte. Der Befall der LK zum Zeitpunkt der
Diagnose war noch nach 10 Jahren mit einem erhdhten Risiko fir den Tod am Mammakarzinom
verbunden (HR 2.5). Auch der histologische Tumortyp verlor erst im 7. Jahr nach der Diagnose
seinen EinfluB als unabhéngiger Prognosefaktor, wahrend das histologische Grading und die
Tumorgrofle schon

im 4. und 2. Jahr keine prognostische Wertigkeit mehr hatten.

In einer vergleichbaren skandinavischen Studie zur zeitabhangigen Entwicklung der Wertigkeit
von Prognosefaktoren zeigte nach 10 Jahren keine der untersuchten Variablen mehr eine
signifikante Bedeutung als unabhangiger Faktor. Die starksten Prognosefaktoren waren der LK-
Staus und histologische Charakteristika, die ihren Einflufy zwischen dem 5. und 7. Jahr des
Follow-up verloren (Lipponen et al. 1992). Die etablierten histomorphologischen Variablen, in
fuhrender Stellung der LK-Befall, haben ihre Bedeutung als die zentralen Prognosefaktoren fur
das Mammakarzinom auch Uber langere Follow-up Perioden nicht eingebif3t (Hilsenbeck et al.
1998).

OH-Einnahme

Die OH-Einnahme wurde, sofern sie das 5.-8. Jahr vor der Diagnose umfalte, in ihrer
Bedeutung fir die Prognose des Mammakarzinoms nur noch vom LK-Status tbertroffen. Der
unabhangige prognostische Effekt der OH-Einnahme war lber die gesamte auswertbare Follow-
up Periode nachweisbar. Nach 8 Jahren wurde die Analyse durch die limitierte GréRe der
einzelnen Untergruppen und damit der auswertbaren Ereignisse begrenzt. Zu diesem Zeitpunkt
waren der LK-Status und die OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose die einzigen
signifikanten Prognosefaktoren flr die untersuchte Studienpopulation.

Dagegen war die Einnahme NETA-haltiger OH als zweiter starker homoneller Faktor ab dem 5.
Jahr nach der Diagnose ohne unabhangige Bedeutung fiir den Erkrankungsverlauf. Damit hatte
die Einnahme NETA-haltiger OH dennoch einen starkeren prognostischen Einfluf als
Tumorgrofie, Grading und PR-Status.

Offenbar kdbnnen exogene hormonelle Einflisse eine sehr starke und zeitlich proportionale

Wirkung auf die Prognose des Mammakarzinoms auslben, deren Bedeutung in der
vorliegenden Untersuchung mit der der LK-Metastasierung vergleichbar war.
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4. Hypothese

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen die Vermutung nahe, daf® Ovulationshemmer
sehr komplexe Wirkungen im Prozel der Tumorentwicklung mit differenzierten Folgen fir die
Prognose der Erkrankung entfalten.

Der Einflul der OH-Einnahme auf die Prognose des Mammakarzinoms war dann am starksten,
wenn die Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose erfolgte. Auch Patientinnen, die OH Uber
mehrere Jahre vor oder nach diesem definierten Einnahmezeitraum verwendet hatten, wiesen
eine signifikant glinstigere Prognose auf, sofern die Einnahme den Zeitraum zwischen dem 5.-8.
Jahr vor der Diagnose teilweise erfalite.

Moglicherweise wird durch die Hormonexposition ein Tumormilieu geschaffen, daf3 in einem
biologisch sensiblen Zeitraum zu einer Pragung spezifischer biologischer Merkmale der
entstehenden Mammakarzinome und/oder deren Metastasen fihrt, die eine Veranderung des
gesamten Erkrankungsverlaufs zur Folge hat.

Aufgrund der auBerordentlich variablen Proliferationsraten der Mammakarzinome ist die
zeitliche Zuordnung der OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose zu einer definierten Phase
der Tumorentwicklung nur eingeschrankt maoglich. In diesem Zeitraum kann die Hormonzufuhr
theoretisch sowohl

friihe Transformationsprozesse,

die frihe klonale Selektion von Tumorzellen,

die phanotypische Pragung des okkulten Tumors als auch

den beginnenden MetastasierungsprozeR,

bereits vorhandene lokoregionare Metastasen oder

die periphere Metastasierung
beeinflussen.

Es existieren verschiedene Untersuchungen, die den Versuch unternommen haben, individuelle
Wachstumsraten von Mammakarzinomen zu bestimmen (Silverstein et

al. 1994, von Fournier et al. 1994, Nettleton et al. 1996).

Um bei der Vielzahl der mdglichen Wechselwirkungen zwischen OH und Tumor eine ungeféhre
Vorstellung von den tatsachlich ablaufenden biologischen Mechanismen zu entwickeln, wurden
Tumorgrélie und Wahrscheinlichkeit der prozentualen

LK-Metastasierung fir den Zeitaum zwischen dem 5.-8. Jahr vor der Diagnose ermittelt. Als
Grundlage dienten umfangreiche Studien zur Analyse individueller Wachstumsraten und
funktionaler Zusammenhange zwischen Tumordurchmesser und Haufigkeit der prozentualen
LK-Metastasierung (Abb. 4.-1 und 4.-2). Die Analyse wurde auf der Basis des ermittelten
medianen Tumordurchmessers (22 mm) durchgefihrt. Unter Verwendung des medianen
Wachstumskoeffizienzten der umfangreichen Studie von Fournier belief sich der
Tumordurchmesser 5 Jahre vor der Diagnose auf 3.2 mm.

8 Jahre vor der Diagnose waren die Tumoren im Durchschnitt 1 mm und kleiner

(von Fournier et al. 1994).

Die Wahrscheinlichkeit der LK-Metastasierung liegt bei diesen Tumordurchmessern

5 Jahre vor der Diagnose bei 5.2% und ist 8 Jahre vor der Diagnose gleich Null (Nettleton et al.
1996).
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Abbildung 4.-1: Logistische Wachstumskurve und zugehdrige Funktionsgleichung ( S:
Tumorwachstum, t: Zeit, b: individueller Wachstumsparameter nach von Fournier et al. 1994)

axillare Metastasen
50%

40% -

30%

20% -

10% — In(X) = 0.0624Y + 0.8292

1 \ \ \ r \ r r r
2 7 12 17 22 27 32 37 42 47

primarer Tumordurchmesser (mm)

Abbildung 4.-2: Prozentuale Haufigkeit der axillaren LK-Metastasierung (Y) in Abhangigkeit von
der Tumorgrée (X) beim Mammakarzinom (nach Nettleton et al. 1996)

Die OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose hatte damit mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
pragende Wirkung auf den Tumor selbst und bt dartiberhinaus einen Einfluf3 auf die
beginnende und friihe LK-Metastasierung aus.

Die bessere Prognose nach OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose, unabhangig davon
ob die Einnahme Uber kiirzere oder langere Zeit erfolgte, 1aRt die Selektion eines bestimmten
klonalen Phanotyps vermuten, der sich in seiner Agressivitat, seiner Metastasierungspotenz und
der Biologie vorhandener Metastasen von anderen unterscheidet. Eine hormonelle Wirkung auf
den beginnenenden Metastasierungsprozell kénnte diesem Ergebnis ebenfalls zugrundeliegen.
Die Ergebnisse geben keinen Anhalt dafiir, dal® die OH-Einnahme die Metastasierung an sich
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verhindert. Die Auspragung der Tumorcharakteristika spricht allerdings fur einen kombinierten
Effekt auf den lokalen Tumor und die periphere Metastasierung.

Die Zunahme der Haufigkeit stark ER-positiver Tumoren nach OH-Einnahme - sofern die
Einnahme nicht bis zur Diagnose erfolgte - kdnnte Ausdruck eines friihzeitigen
Selektionsprozesses am Tumor selbst sein. Ein solcher Effekt ware potentiell mit der Ausbildung
eines weniger agressiven Tumortyps verbunden und wirde sich ebenso auf die Biologie der
Metastasen oder den beginnenden Metastasierungsprozefl} auswirken.

Andererseits kann eine Stimulation der ER-Expression auch Ausdruck einer
Anpassungsreaktion des Mammakarzinoms durch eine Verschiebung des hormonellen
Tumormilieus nach Beendigung der OH-Einnahme sein. Die untersuchten Patientinnen dieser
Gruppe zeigten gleichzeitig ein erhdhtes Risiko fir das Auftreten

EGF-R-positiver Mammakarzinome und von Tumoren mit maRig gesteigerter
Proliferationsaktivitat. Fir Tumoren, die sich vom hormonabhé&ngigen zum
hormonunabhéangigen Stadium entwickeln, ist eine Zunahme der ER-Expression bei
gleichzeitiger Erhohung der EGF-R-Expression beschrieben worden. Die beschriebene
Zunahme des Risikos fiir das Auftreten EGF-R-positiver Tumoren ware mit einer solchen
Stimulation der EGF-R-Expression nach Hormondeprivation vereinbar, die mdglicherweise dem
Verlust der Hormonsensibilitdt des Tumors vorangeht (Chrysogelos et al. 1994). Die maRig
gesteigerte Proliferationsaktivitdt der Tumoren kdnnte in diesem Zusammenhang mit der
Ausbildung eines agressiveren Phanotyps einhergehen.

Es ist jedoch auch bekannt, dal3 Steroidhormone generell zu einer Steigerung der
Proliferationsaktivitat flihren, wobei jedoch insbesondere die Rolle der Gestagene noch
kontrovers diskutiert wird.

Die Beendigung der exogenen Hormonexposition durch OH wiirde bei einem hormonell
gepragten Tumor zu einer Anpassungsreaktion fiihren, die sich auf das lokale und periphere
Tumorwachstum und damit auf die Prognose der Erkrankung auswirkt.

Dariberhinaus ist fir Tumoren mit glinstigen prognostischen Zusatzkriterien eine bessere
therapeutische Ansprechbarkeit fur adjuvante Behandlungsverfahren zu erwarten.

Dieser gunstige Effekt der OH-Einnahme auf die Prognose der Erkrankung war nicht
nachweisbar, wenn die Einnahme vor dem 5.-8. Jahr vor der Diagnose beendet wurde.
Maoglicherweise trifft die exogene Hormonzufuhr zu einem sehr friihen Zeitpunkt noch nicht auf
einen proliferationsbereiten Tumor, der im Sinne einer hormonellen Pragung beeinfluRbar ware.
Andererseits ist es nicht unwahrscheinlich, daf® sich hormonelle differenzierende Einflisse zu
einem so frihen Zeitpunkt im Prozel3 der weiteren Tumorprogression verlieren. Darliberhinaus
befinden sich die Tumoren zu diesem Zeipunkt Uberwiegend noch in einem nicht metastasierten
Stadium. Eine Beeinflussung des Metastasierungsgeschehens, welches letztlich entscheidend
fur die Prognose der Erkrankung ist, kann daher nicht stattfinden.

Mammakarzinome, die erst kurz vor dem Diagnosezeitpunkt hormonellen Einflissen
unterliegen, stellen moglicherweise biologisch eine vollig andere Entitat dar. Eine friihzeitige
klonale Selektion dieser Tumoren und eine Beeinflussung des Metastasierungsgeschehens hat
nicht stattgefunden.

Nach OH-Einnahme bis zur Diagnose waren die Tumoren signifikant haufiger

LK-positiv, schlecht differenziert und hatten eine sehr hohe Proliferationsaktivitat.

Bei der bekannten Heterogenitadt des Mammakarzinoms sind diese Tumoren dennoch in der
Lage, von der Hormonzufuhr zu profitieren und mit einem zusatzlichen Proliferationsschub zu
reagieren. Tumoren in einer solchen Entwicklungsphase zeigen eher ein hormonunabhanges
Wachstum, wobei dieser Prozel’ durch das Absinken des Hormonspiegels perimenopausal
noch geférdert werden kann (Thorpe et al. 1993). In der Regel sind Tumoren jedoch noch lange
Zeit in der Lage auf eine Steroidhormonzufuhr mit einer Rezeptorexpression zu reagieren oder
auf funktionierende Regelkreise zurtiickzugreifen (Encarnacion et al. 1993, Pink and

Jordan 1996). Diese Wachstumsstimululation fiihrt moglicherweise zu der entscheidenden
Dissemination und damit zur Zunahme der peripheren Metastasierung. Ein &hnlicher
proliferationshemmender Effekt nach Absetzen der OH oder eine gute Ansprechbarkeit auf
nachfolgende Therapien, wie sie fir Patientinnen mit prognostisch glinstigen Tumoren
beschrieben wurden, ware bei der Uber einen langen Zeitraum entstandenen Heterogenitat
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dieser biologisch agressiveren Tumoren nicht zu erwarten.

Neben ihrer Wirkung auf den Tumor und seine Metastasen kdnnen Hormone komplexe
Ubergeordnete Regulationsmechanismen beeinflussen. Die Einnahme von OH fiihrt zur
Downregulation des FSH. Es ist bekannt, dal® FSH und Estradiol die ovarielle Synthese des IGF
stimulieren, das als eines der starksten Mitogene fiir die Mamma gilt. Auf diese Weise kénnen
OH potentiell auch Uber Eingriffe in hypothalamisch-hypophysare Regelkreise Einflul} auf die
Biologie und Prognose des Mammakarzinoms erlangen.

Bei der Diskussion dieser Zusammenhange ist zu berlicksichtigen, dafl} ein GroRteil der
vorhandenen und hier diskutierten Kenntnisse zur Wirkung von Steroidhormonen auf die
Biologie des Mammakarzinoms Untersuchungen an Zellinien und tierexperimentellen Studien
entstammen, deren Ubertragung auf die in vivo Situation am Menschen mit gewissen
Einschrankungen verbunden ist.

Es ist darUberhinaus nicht geklart, ob die Tumoren zum Zeitpunkt der Diagnose durch das
Tumormilieu zum Zeitpunkt ihrer Initiierung und Transformation oder aber

durch nachfolgende Anderungen dieses Milieus wahrend ihrer Progression determiniert werden.
So existieren Untersuchungen, die davon ausgehen, daf die friihzeitig erworbenen
Eigenschaften eines Tumors bis zur Diagnose erhalten bleiben und spater den Verlauf der
Erkrankung bestimmen (Olsson 1989). Andererseits wurde beschrieben, dafl Veranderungen
des hormonellen Milieus zu jedem Zeitpunkt zu einer Beeinflussung der Tumorbiologie fuhren
kdnnen und damit moéglicherweise die Tumorcharakteristika zum Zeitpunkt der Diagnose des
Mammakarzinoms pragen (Nandi et al. 1995).
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Zusammenfassung

Die vorliegende Studie zur Untersuchung des Einflusses von Ovulationshemmern (OH) auf die
Tumorbiologie und die Prognose des Mammakarzinoms basiert auf den klinischen Daten und
Befunden von 471 Patientinnen, die zwischen 1982 und 1986 im Rahmen der ,WHO
Collaborative Study of Neoplasia and Steroid Contraceptives® rekrutiert wurden. Das
Durchschnittsalter der Frauen betrug zum Zeitpunkt der Diagnose 45 Jahre. Alle Patientinnen
wurden primar operiert. Das mediane Follow-up fir die lebenden Patientinnen belauft sich auf
117 (48-151) Monate. Die mediane Uberlebenszeit fir verstorbene Patientinnen betrug 44.5 (5-
130) Monate.

297 Patientinnen (63.1%) hatten vor der Diagnose der Erkrankung OH eingenommen. Bei 113
dieser Patientinnen (38%) erstreckte sich die OH-Einnahme Uber einen Zeitraum von bis zu 5
Jahren, bei 92 Patientinnen (31.0%) Uber 5 bis 10 Jahre und fir weitere 92 Patientinnen (31.0%)
Uber mehr als 10 Jahre.

Weitere Einnahmecharakteristika wurden in Form des Abstands der letzten/ersten Einnahme
zur Diagnose, des Alters bei der ersten OH-Einnahme und der Einnahme vor der ersten
Lebendgeburt erfalit.

Die verwendeten OH waren fast ausschliel3lich Kombinationspraparate und enthielten als
Ostrogenbestandteil 0.05mg/0.03mg Ethinylestradiol oder 0.1mg/0.08mg Mestranol. Die
verwendeten Gestagenkomponenten waren 2mg Chlormadinonacetat (CMA),

1mg Norethisteronacetat (NETA) oder 0.25mg/0.125mg Levonorgestrel. Die Mehrzahl der
Patientinnen hatte Gberwiegend NETA-haltige OH (116/39%) eingenommen, gefolgt von einer
nur geringfugig kleineren Gruppe, die Uberwiegend CMA-haltige OH (100/33.7%) verwendet
hatte.

Die Haufigkeitsverteilung histomorphologischer Faktoren zeigte bei Beendigung der OH-
Einnahme noch vor der Diagnose der Erkrankung keine signifikanten Veranderungen gegenuber
der Gruppe ohne OH-Einnahme. Erfolgte die OH-Einnahme jedoch bis zur Diagnose, war ein
signifikant erhdhtes Risiko flr das Auftreten

LK-positiver (OR 2.14) und schlecht differenzierter Tumoren (OR 2.01) zu beobachten.

Auffallig war eine signifikante Zunahme stark ER-positiver Mammakarzinome (ER>50%) nach
OH-Einnahme, sofern die Einnahme nicht bis zur Diagnosestellung des Mammakarzinoms
erfolgte (OR 2.16 bis 3.69). Fur dieselbe Patientengruppe war gleichzeitig ein signifikanter
Anstieg der Haufigkeit EGF-R-positiver

(OR 1.6-2.0) und maRig proliferierender Tumoren (OR 1.67 bis 2.25) zu verzeichnen. Dieser
stimulierende Effekt auf die PCNA- und die EGF-R-Expression war deutlicher, wenn die OH-
Einnahme langere Zeit vor der Diagnose begonnen hatte (=97 Monate).

Nach OH-Einnahme bis zur Diagnose hatten die Tumoren haufiger eine sehr stark erhohte
Proliferationsaktivitat (PCNA>50%, OR 2.69). Dagegen fanden sich keine Veranderungen in der
ER- und EGF-R-Expression in dieser Gruppe.

Die c-erbB-2- und die p53-Proteinexpressionen zeigten keine Veranderungen in Abhangigkeit
von der OH-Einnahme.

Die Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten aus den Gruppen der
170-Hydroxyprogesteron- und der 19-Nortestosteronderivate hatte keinen spezifischen Einflufy
auf die Auspragung histomorphologischer und zellular exprimierter Faktoren.

Die univariaten 10-Jahresiiberlebensraten fiir die Gesamtgruppe waren abhangig vom
histologischen Tumortyp (p=0.020), vom histologischen Grading (p=0.004), von der Tumorgrofie
(p<0.001), vom LK-Status (p<0.0001) und von der PR-Expression (p=0.009). Alle anderen
zellular exprimierten Faktoren (ER, PCNA, EGF-R, c-erbB-2, p53-Protein) erlangten keinen
Einflul auf die Prognose nach langzeitigem Follow-up. Die signifikanten Faktoren bestatigten
ihre Bedeutung als unabhangige Prognosefaktoren in der multivariaten Analyse. Auch das Alter
bei Diagnose

(<50/=50 Jahre), nicht jedoch der Menopausenstatus, erwies sich als unabhangiger
Prognosefaktor nach Einschluf® von wesentlichen klinischen Faktoren im multivariaten Modell.
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Bei Untersuchung der prognostischen Bedeutung der OH-Einnahme im Vergleich zu der
etablierter Prognosefaktoren erwies sich die Langzeiteinnahme (>60 Monate: HR 0.60) als
weiterer unabhangiger Faktor. Von den untersuchten OH-Einnahmecharakteristika hatte nur
noch der Abstand der ersten OH-Einnahme zur Diagnose signifikante Bedeutung fur die
Prognose der Erkrankung. Bei erster OH-Einnahme 8 bis 11 Jahre (HR 0.49) oder 12 bis 16
Jahre (HR 0.66) vor der Diagnose war das Risiko, am

Mammakarzinom zu sterben, deutlich niedriger als ohne OH-Einnahme.

Zur Darstellung des zeitlichen Bezugs der OH-Einnahme zur Diagnose wurde die Prognose in
Abhangigkeit von der Einnahmedauer und dem Abstand der ersten Einnahme analysiert. Dabei
zeigte es sich, daf} Patientinnen, die ausschliefl3lich

wahrend der letzten zwei Jahre vor der Diagnose OH eingenommen hatten, eine signifikant
schlechtere Prognose aufwiesen als Patientinnen, die nie OH eingenommen hatten (HR 2.29 bis
3.80).

Patientinnen dagegegen, die mit der OH-Einnahme bereits mehr als flinf Jahre vor der Diagnose
begonnen hatten, wiesen eine signifikant bessere Prognose auf, als die ohne OH-Einnahme
(HR 0.28 bis 0.58).

Insgesamt zeigte es sich, da Patientinnen, die im 5.-8. Jahr vor der Diagnose OH
eingenommen hatten, die starkste Reduktion des Sterberisikos aufwiesen (HR 0.44). Auch fur
andere mehrjahrige Zeitintervalle zwischen dem 3. und 9. Jahr vor der Diagnose der Erkrankung
war die Risikoreduktion signifikant, wenn die

OH-Einnahme in den Zeitraum zwischen dem 5. und 8. Jahr vor der Diagnose hineinreichte (HR
0.46 bis 0.60).

Wurde die Prognose in Abhangigkeit von der Einnahme verschiedener Gestagenkomponenten
untersucht, war eine signifikante Reduktion des Sterberisikos zu verzeichnen, wenn die
Patientinnen NETA-haltige Einphasenpraparate verwendet hatten. Dieser guinstige Effekt war
unabhangig vom Einnahmeverhalten nachweisbar und zeigte sich bei Uberwiegender (HR 0.45),
ausschlielicher (HR 0.30) und jemaliger Einnahme (HR 0.62) sowie auch bei Verwendung von
NETA-haltigen Einphasenpraparaten bei Ersteinnahme (HR 0.38). Der Anteil von NETA-haltigen
unter den ubrigen OH war allerdings im 5.-8. Jahr vor der Diagnose signifikant hoher als fur alle
anderen Einnahmezeiten (p<0.01).

Bei der Untersuchung des prognostischen Einflusses hormonell-reproduktiver- und anderer
epidemiologischer Faktoren hatten sowohl die OH-Einnahme im 5.-8. Jahr als auch die
Einnahme NETA-haltiger Einphasenpraparate groRere Bedeutung fur die Prognose der
Erkrankung als die untersuchten Reproduktionsvariablen.

Die OH-Einnahme im 5.-8. Jahr vor der Diagnose bewahrte ihre prognostische Signifikanz Giber
die gesamte Periode des Follow-up (HR 0.23 bis 0.54). Nur der

LK-Status Ubertraf die prognostische Wertigkeit dieses OH-Einnahmezeitraumes

(HR 1.79 bis 2.45). Auch die Einnahme NETA-haltiger OH zeigte ihren prognostischen Einfluf}
noch im 4. Jahr nach der Diagnose und tbertraf damit den Einflul von histologischem Grading,
Tumorgréfle und PR-Status. Der histologische Tumortyp war als dritter Prognosefaktor Gber
einen langeren Zeitraum signifikant und verlor seine Bedeutung erst im 8. Jahr nach der
Diagnose des Mammakarzinoms. Alle anderen histomorphologischen Faktoren waren nur fur
die ersten Jahre nach der Diagnose von unabhangiger Bedeutung fiir die Prognose der
Erkrankung.

Damit erreichte die prognostische Bedeutung der exogenen Hormonzufuhr durch die OH-
Einnahme nahezu die des LK-Status.

Der Einflul der OH-Einnahme auf die Tumorbiologie und die Prognose der Erkrankung scheint
vom erreichten Entwicklungsstadium des Tumors zum Einnahmezeitpunkt abhangig zu sein.
Offenbar ist die OH-Einnahme Uber einen solchen biologisch sensiblen Zeitraum wahrend der
Karzinomentstehung von gréerer Bedeutung als die Dauer der Einnahme. In Abhangigkeit vom
Einnahmezeitpunkt hat die OH-Einnahme maéglicherweise eine frihe differenzierungsférdernde
und eine spate proliferationsstimulierende Wirkung fiir den Tumor und seine Metastasen.
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Ductal invasives Carcinom
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epidermal growth factor-receptor
estrogen receptor
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hormone responsive element
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