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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Tumorangiogenese
1.1.1 Historischer Uberblick

Der Begriff ,Angiogenese® wurde von Goldman 1907 zum ersten Mal im
Zusammenhang mit Tumoren benutzt und beschrieb deren hohe GefaBdichte
(Goldman, 1907). An Epitheliomen des Kaninchens untersuchten und dokumentierten
Ide et al. 1939 erste Bilder von aussprossenden GefaBen in vivo und stellten die
Hypothese auf, dass spezielle Stoffe von Tumoren gebildet werden, die das
GefaBwachstum férdern (lde et al., 1939). Algire et al. bestatigten 1945, dass das
Tumorwachstum eng an das GefaBwachstum gebunden ist (Algire et al., 1945). Die
entscheidende Hypothese fir die heutige Angiogeneseforschung ging 1971 von Judah
Folkman aus, der postulierte, dass erst durch die GefaBneubildung in und um den
Tumor dessen Wachstum erméglicht wird und dass dafur spezifische Tumorfaktoren

notwendig sind (Folkman, 1971).

1.1.2 Ablauf der Tumorangiogenese, der ,angiogene switch®“ und Besonderheiten von
TumorgefaBen

Ab einer TumorgréBe von 1-2 mm®, das entspricht zirka 10° Tumorzellen, ist die
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung durch Diffusion nicht mehr ausreichend
gewahrleistet. Fir eine weitere Proliferation des Tumors ist die Versorgung durch
GefaBe notwendig (Folkman, 1990; Pluda, 1997). Die Regulation der Angiogenese
erfolgt im gesunden Organismus durch Angiogenesestimulatoren und Angiogenese-
inhibitoren, die im Gleichgewicht stehen. Auch im Tumorgewebe kann ein
Gleichgewicht an angiogenen und antiangiogenen Faktoren vorherrschen. Es handelt
sich dann um einen nicht expandierenden, mikroskopischen Tumor, bei dem sich die
Rate von Apoptose und Proliferation die Waage hélt (Holmengren et al., 1995).
Aufgrund der expandierenden Tumormasse und unter der zunehmenden Hypoxie
kommt es zum Uberwiegen der angiogenen Faktoren (z.B. VEGF, FGF und Interleukin
(IL)-8), dem sogenannten ,angiogenic switch® (Naumov et al., 2006). Tumorzellen
selbst sind nicht in der Lage neue GefaBstrukturen zu bilden, sie stimulieren zunachst
ein praexistentes BlutgeféaB in Tumornahe (Holash et al., 1999). Die extrazellulare
Matrix und die Basalmembran des GefaBes werden aufgeldst. Die Endothelzellen I6sen
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sich aus dem Zellverbund und migrieren in Richtung der angiogenen Substanzen, die
der Tumor produziert. Es bilden sich geféaB&hnliche Strukturen. Antiangiogene
Substanzen werden ab einer Zellmasse von 10° Tumorzellen gebildet (Folkman, 1995),
wodurch die endotheliale Apoptose ausgeldst wird und sich GefaBe zurtickbilden. Nicht
mehr vaskularisierte Tumorareale schitten erneut angiogene Faktoren aus und
stimulieren wiederum die Neovaskularisation (Yancopoulos et al., 2000). Die
gegenseitige metabolisch-nutritive und parakrine Beeinflussung von Tumorzellen und
Endothelzellen beschrieb Folkman als ,two-cell compartment-model of a tumor®
(Folkman, 1997). Der Grad der Veranderung der vaskuldren Anatomie ist
wahrscheinlich davon abhangig, ob die strukturelle Reifung mit der Angiogenese
schritthalten kann, so gibt es eine beinahe physiologische GefaBarchitektur, wie in
hochdifferenzierten Tumoren, wohingegen anaplastische Tumoren nur ein chaotisches
Netzwerk von irregularen GefaBen zeigen.

Strukturell und funktionell kbnnen TumorgefaBe einige Besonderheiten aufweisen:

e Ausgepragte GefaBkaliberschwankungen, GefaBabbriiche und GeféaBkonvolute mit
Elongationen und Spiralenbildung sind sehr haufig zu beobachten. Das Netzwerk ist
anarchisch aufgebaut. Die préakapillare dichotome Verzweigung mit abnehmendem
GefaBdurchmesser ist haufig aufgehoben (Carmeliet et al., 1996).

e Es bilden sich arterio-ven6se Shunts und veno-vendse Verbindungen, vaskulare
Ringe und sinusoidale Plexus, so dass das Kapillarbett umgangen werden kann
(Less et al., 1991).

e Trotz des generell niedrigen FlieBwiderstandes und des insgesamt hohen
Blutflusses im Tumor ist ein wechselnder Anteil des Tumors von der Blutversorgung
abgeschnitten. Durch die langsame FlieBgeschwindigkeit und die niedrige
Sauerstoffsattigung des zuflihrenden Blutes ist das Gewebe im Bereich veno-
vengdser Blutflisse hypoxisch (Delorme, 1998).

e Durch Endothelzellliicken und -fenster und eine unvollstédndige Basalmembran tritt
direkter Blut-Tumor-Kontakt auf. Die GefaBwand kann aus einem Mosaik von
Tumorzellen und Endothelzellen bestehen. Teilweise kann das GefaB auch von
Tumorzellen okkludiert werden (Chang et al., 2000). Der GeféaBwand fehlen
funktionierende Perizyten (Benjamin et al., 1999).



1 Einleitung

e Es gibt keine Tunica media und somit keine glatte Muskulatur, keine
Nervenversorgung oder drainierende LymphgefaBe (Konerding et al., 1998).

e Die transkapillare Permeabilitat steigt bis auf das Achtfache der Norm. Es entstehen
Extravasate. Dies flhrt zur steigenden Hamokonzentration, erhéht den viskésen
FlieBwiderstand und verlangsamt die FlieBgeschwindigkeit. Das im Extravasat
enthaltene Fibrin ist die Voraussetzung flr das zum Tumorwachstum notwendige
Tumorstroma (Vaupel, 1998).

e Der interstitielle Druck liegt im Tumorgewebe bei 45 mmHg, zum Vergleich im
normalen Gewebe in der Nahe atmosphéarischer Werte von 5-20 mmHg (Cohen et
al., 1995). Der interstitielle Raum ist fliir gewdhnlich 3-5mal gréBer als im normalen
Gewebe. Die interstitielle FlUssigkeit des Tumorzentrums flieBt entlang des
Druckgradienten zur Tumorperipherie, wo ein peritumordses Odem entsteht
(Endrich und Vaupel, 1998).

e Der GefaBwiderstand ist trotz hoher GeféaBanzahl aufgrund der anarchischen
GefaBanordnung, der wechselnden GefaBdurchmesser und des hohen interstitiellen
Druckes erhéht (Jain, 1991).

Die Erkenntnisse Gber die Tumorangiogenese und die Besonderheiten des tumoralen
GefaBsystems fuhrten zur Entwicklung zahlreicher antiangiogener und antitumoraler
Therapien. Durch den Einsatz antiangiogen wirkender Medikamente kann der
hydrostatische Druck im Tumor gesenkt werden und die intravasalen
Chemotherapeutika ins Tumorinterstitium gelangen (Folkman, 1990). Im Rahmen
primar systemischer Therapien lassen sich diese Veranderungen mdglicherweise
bildgebend darstellen.

1.2 Die primar systemische Therapie

Die klassische Indikation zur primér systemischen Therapie (PST), Synonyme sind
,neoadjuvante, ,praoperative“ oder ,Induktions“-Therapie, war das inflammatorische
Mammakarzinom und das lokal fortgeschrittene Mammakarzinom. Ziel war es, eine
ausreichende lokale Tumorkontrolle zu erreichen und eine Operation in sano zu
ermdglichen.

Entsprechend der aktuellen Datenlage wird der Einsatz einer priméar systemischen
Therapie fur Patientinnen empfohlen, die postoperativ eine Indikation fir eine adjuvante
Therapie haben. Eine PST ist fir Patientinnen zu bevorzugen, bei denen eine
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brusterhaltende Therapie nicht moglich ist oder aus kosmetischen Aspekten suboptimal
erscheint sowie fur Patientinnen, deren Tumor Merkmale fiir ein gutes Ansprechen auf
eine Chemotherapie tragt (niedriger bzw. kein Hormonrezeptorstatus, hohes Grading,
nicht-lobulare invasive Histologie, hohes Ki67, tumorassoziierte Lymphozyten)
(Kaufmann et al., 2006; Kaufmann et al., 2007; Denkert et al., 2010).

Im Rahmen der NSABP-B18-Studie (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel
Project B-18) wurde der Aquieffekt der PST und der adjuvanten Chemotherapie fiir
operable Mammakarzinome erwiesen. In dieser prospektiv randomisierten Studie
erhielten 1.523 Patientinnen mit einem operablen Mammakarzinom je vier Zyklen
Doxorubicin und Cyclophosphamid pra- oder postoperativ. Nach 9 Jahren konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied der Gesamtlberlebensraten (69% vs. 70%, p=0,8)
und des krankheitsfreien Uberlebens (55% vs. 53%, p=0,50) zwischen der
praoperativen oder postoperativen Chemotherapie festgestellt werden (Fisher et al.,
1997). Sowohl das klinische als auch das histologische Ansprechen korrelierte
signifikant mit der Prognose der Patientinnen. Die histologische Komplettremission lag
bei 13% in der préoperativ behandelten Gruppe und wurde auch als pradiktiver Faktor
fiir das Uberleben angesehen (Wolmark et al., 2001).

In den folgenden Studien wurde zunehmend der Einsatz von Taxanen in alternativen
Studienprotokollen untersucht. Die ECTO-Studie (European Cooperative Trial in
Operable Breast Cancer) verwendete Taxane in der pra- und postoperativen
Chemotherapie. Insgesamt wurden 1.355 Frauen randomisiert. Im primér systemischen
Untersuchungsarm konnte eine histologische Komplettremissionsrate (inklusive in-situ
Komponenten) von 23% in der Kombination von Paclitaxel mit einem Anthrazyklin
gefolgt von CMF erreicht werden (Gianni et al., 2002).

Auch die GeparDuo-Studie (von Minckwitz et al., 2002), aus der Patientinnen in der
vorgestellten Arbeit rekrutiert wurden, verwendete préoperativ ein taxanhaltiges
Therapieschema in kombinierter dosisdichter oder sequenzieller Abfolge. Von den 913
Patientinnen mit einem operablen Mammakarzinom (T2-3) erreichten im sequentiellen
Arm 14,3% Patientinnen (n=63) und im dosisdichten Kombinationsarm 7,0% (n=31;
p=0,001) eine histologische Komplettremission. Als pradiktive Faktoren flr eine
histologische Komplettremission wurde das sequentielle Therapieschema, eine
schlechte Tumordifferenzierung (Grading) und der negative Hormonrezeptorstatus
verifiziert. Das klinische Ansprechen war im sequentiellen Arm (85,0%) signifikant hdher
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als im dosisdichten Therapiearm (75,2%, p=0,001). Damit bewahrten sich die Taxane
mit sehr hohen Ansprechraten in einem sequentiellen Therapieschema.

Die dreiarmige NSABP-B27-Studie untersuchte den Effekt des Taxans Docetaxel in
sequentieller Folge mit Doxorubcin/Cyclophosphamid (AC) hinsichtlich der
Gesamtiiberlebensraten und des krankheitsfreien Uberlebens. Die Rate der
histologischen Komplettremissionen konnte durch die Zugabe von Docetaxel verdoppelt
werden und war ein signifikanter Parameter fiir das Gesamtliberleben unabhangig vom
Behandlungsschema (p<0,0001) (Bear et al., 2003). Nach einer Nachbeobachtungszeit
von sechs Jahren zeigte sich jedoch in keinem der Studienarme ein signifikanter
Unterschied im  Gesamtiberleben bzw. krankheitsfreien Intervall.  Die
Subgruppenanalyse erwies eine signifikante Verlangerung des krankheitsfreien
Intervalls bei einer praoperativen Gabe von Docetaxel fiir Patientinnen, die unter AC
eine klinische Partialremission erreicht hatten (p=0,007) (Bear et al., 2006).

Die Wirksamkeit der endokrinen Therapieformen bei der postmenopausalen Patientin
mit einem hormonrezeptorpositiven Mammakarzinom ist in der Adjuvanz bewiesen und
die adjuvante Gabe von Tamoxifen galt lange Zeit als Goldstandard (Early Breast
Cancer Trialists' Collaborative Group, 1998). Die Oxford-Metaanalyse 2000 zeigte, dass
die Effektivitat einer adjuvanten Chemotherapie mit dem Alter abnimmt und dass vor
allem Patientinnen mit einem hormonrezeptornegativen Tumor von einer
(praoperativen) Chemotherapie profitieren (Early Breast Cancer Trialists Collaborative
Group, 2005). Viele Chemotherapieregime haben ein  vorhersagbares
Nebenwirkungsprofil, das flr altere oder durch Begleiterkrankungen eingeschrankte
Patientinnen nicht tolerabel ist. Fir diese Patientinnen scheint bei positivem
Hormonrezeptorstatus des Tumors die primére endokrine Therapie eine effektive
Alternative zu sein (von Minckwitz, 2008). Ebenso profitieren Patientinnen von einer
primar endokrinen Therapie, bei denen der Tumor primér inoperabel, eine
brusterhaltende Therapie nicht mdglich ist oder kosmetisch suboptimal erscheint
(Kaufmann et al., 2007).

Studien zeigten die Effektivitat von Tamoxifen in der Primarbehandlung bei lokal
fortgeschrittenen Mammakarzinomen (Tan et al., 2001; Mauriac et al., 2002) und die
Vorteile in der Behandlung der alteren Frau (Robertson et al., 1992; Mustacchi et al.,
2003). Mit dem Nachweis der Uberlegenheit von Aromataseinhibitoren tiber Tamoxifen
in der adjuvanten Situation (ATAC Trialist” Group, 2008, Coombes et al., 2007; Coates
et al.,, 2007) wurden auch fir die primare Situation Studien aufgelegt, die die
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Ergebnisse einer endokrinen Therapie mit Aromatasehemmer im Vergleich zu
Tamoxifen priften (Eiermann et al., 2001; Koeberle und Thirlimann, 2007; Dixon et al.,
2001; Rasmussen et al., 2008; Dowsett et al., 2008; Smith et al., 2005; Cataliotti et al.,
2006; Barnadas et al., 2009; Tubiana-Hulin et al., 2007). Zusammenfassend sprechen
die Daten dieser Studien hinsichtlich des Therapieansprechens und der Rate an
brusterhaltenden Operationen fiir den Einsatz der Aromataseinhibitoren. Dieses
Ergebnis wurde durch eine Meta-Analyse mit 1160 Patientinnen, die die hdheren
klinischen und sonographischen Ansprechraten sowie mehr brusterhaltende
Operationen unter Aromataseinhibitoren im Vergleich zur Gabe von Tamoxifen

praoperativ nachwies, unterstrichen (Seo et al., 2009).

1.3 Die histologische Komplettremission

Aus diesen Studien ging die histologische Komplettremission als pradiktiver Faktor flir
das Uberleben der Patientinnen hervor, so dass im Rahmen des 2. Deutschen
Konsensus-Workshops 06/1999 in  Frankfurt/Gravenbruch die histologische
Komplettremission als wichtigster Surrogatmarker fiir das Uberleben definiert wurde
und die Erhéhung der histologischen Komplettremissionsrate Hauptziel in weiteren
Studien wurde (Kreienberg R, 1999). Dabei richtete sich das Ziel der Forschung auf die
Vorhersage von Ansprechen oder Resistenz vor Beginn der Therapie. Patientinnen mit
einer niedrigen Chance auf eine histologische Komplettremission und auch mit einer
geringen Wahrscheinlichkeit auf ein sinnvolles klinisches Ansprechen kdnnen vor
unnétiger Toxizitdt verschont werden (Mamounas, 2006). Bei einem negativen
Hormonrezeptorstatus ist das Erreichen einer histologische Komplettremission unter
einer PST drei- bis viermal wahrscheinlicher als bei einem hormonrezeptorpositiven
Tumor (Gianni et al., 2002; von Minckwitz et al., 2005; Untch et al., 2002; Kaufmann et
al., 2007; Gralow et al., 2008; Costa et al., 2010). Tumoren, die absolut keinen
Hormonrezeptor aufweisen, sind besonders sensitiv auf eine préoperative
Chemotherapie, kbnnen eine histologische Komplettremissionsrate von 40% erreichen.
Allerdings wurde auch von einem kilrzeren Gesamtliberleben der Patientinnen mit
diesem Phenotyp Dberichtet, im Vergleich zu Patientinnen mit einem
hormonrezeptorpositiven Tumor (Kaufmann et al. 2007). Einige Studien fanden eine
niedrigere Ansprechrate flr das operable lobular invasive Mammakarzinom (Untch und
von Minckwitz, 2009). Der HER-2/neu-Status ist einer der am haufigsten untersuchten
biologischen Marker hinsichtlich der histologischen Komplettremission. Derzeit gibt es
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aber keine klare Evidenz, dass HER-2/neu-positive Tumoren besser auf eine
Anthrazyklin- und Taxanhaltige PST ansprechen als HER-2/neu-negative (Loible et al.,
2005; Bozzetti et al., 2006). HER-2/neu-negative Tumore scheinen sich besser mit einer
Taxan-, denn einer Anthrazyklinhaltigen Chemotherapie therapieren zu lassen (Learn et
al., 2005). Generell scheint eher eine Kombination biologischer Marker notwendig zu
sein, um die Chance auf eine histologische Komplettremission besser vorherzusagen.
Zusatzlich zur Hormonrezeptornegativitat korrelierte in der Studie von Tan et al. in der
multivariaten  Analyse die HER-2/neu-Uberexpression und der negative
Lymphknotenstatus mit der histologischen Komplettremission (Tan et al., 2009). Neben
der Auswahl der Patientinnen, die von einer primar systemischen Therapie profitieren,
ist auch die Beurteilung des Ansprechens des Tumors auf die Therapie flr die
Prognose der Patientin und die weitere Therapieplanung wichtig.

1.4 Therapiemonitoring der primar systemischen Therapie

Der Vorteil einer PST liegt in der frihen Erkennung eines Therapieansprechens oder
Therapieversagens und der Mdglichkeit einer ,maBgeschneiderten® Therapie
hinsichtlich des Ansprechens und der Berilicksichtigung biologischer oder histologischer
Merkmale. Mit dem Nachweis des Tumoransprechens unter einer primaren
systemischen Therapie steht ein ,In-vivo-Chemosensitivitatstest” zur Verfligung, der die
Wirksamkeit der Behandlung anhand des klinischen und histologischen
Tumoransprechens darzustellen vermag. Ein ,sichtbarer” Erfolg kann zur Motivation der
Patientin hinsichtlich langer Therapieverlaufe und zur besseren Akzeptanz der
Nebenwirkungen genutzt werden. Die Identifikation therapieresistenter Tumore
ermdglicht es, ineffektive Substanzen abzusetzen und toxische Nebenwirkungen zu
vermeiden. Die Umstellung auf nicht-kreuzresistente Kombinationen senkt das Risiko
von Metastasen unter ineffektiver Chemotherapie und reduziert den Zeitverlust bis zur
definitiven Operation. Diese Hypothese wurde in der GeparTRIO-Studie und im
Aberdeen-Trail aufgegriffen, wo nach ausbleibender klinischer Remission die PST mit
einer nichtkreuzresistenten Chemotherapie fortgesetzt wurde (von Minckwitz et al.,
2005; Hutcheon et al., 2003). Daten aus der GeparTRIO-Studie demonstrieren aber
auch einen vergleichbaren Benefit fir Patientinnen mit einem lokal fortgeschrittenen
Mammakarzinom (von Minckwitz et al., 2006; Costa et al., 2010).

Das Ziel der Verlaufskontrolle liegt allerdings nicht nur im mdglichst frihzeitigen
Nachweis der Remission, sondern auch in einer genauen Abschatzung des
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Residualtumors und zur Festlegung des angemessenen Operationsverfahrens. Bei
frher klinischer Komplettremission gewahrleistet die rechtzeitige Markierung des
Tumorbettes eine spétere sichere histologische Beurteilung am Operationspraparat. Bei
der Beurteilung des Therapieeffekts und Planung des Operationsverfahrens sind die
unterschiedlichen Regressionsformen von Tumoren zu beachten. Eine konzentrische
Regredienz bis zum Verschwinden des Tumors ist genauso denkbar, wie das
»LAusdinnen“des Tumors (Bauerfeind et al., 2005). Klinisch und apparativ ist fraglicher
Resttumor von therapiebedingtem narbig induriertem Gewebe teilweise schwer zu
unterscheiden. Andererseits kdnnte der Patientin die Operation theoretisch sogar
erspart werden, wenn diagnostische Methoden zur Verfligung stinden, die eine
Komplettremission sicher nachweisen kénnten. Zur Zeit fehlen allerdings valide Daten,
wieweit die klinische Untersuchung und die Bildgebung dem Operateur Aufschluss tber
die histologischen Veranderungen geben koénnen (Ring et al., 2003). Das
Therapiemonitoring erfolgt meist durch Palpation, Mammographie (Junkermann und
Fournier, 1997) oder B-Bild-Sonographie (von Minckwitz et al., 1999 und 2005) -
Methoden, die die Tumormorphologie beurteilen. Im Falle unterschiedlicher Ergebnisse,
Multizentrizitdt oder lobular invasiver Karzinome kann die quantitative MRT-
Untersuchung hilfreich sein und die Signalkurven im Therapieverlauf verifiziert werden
(Feldmann et al., 1993; Kurtz et al., 1996; Fischer et al., 1999; Manton et al., 2006;
Peintinger et al., 2006; Chagpar et al., 2006; Ah-See et al., 2008). In einzelnen Studien
wurde auch die dreidimensionale Sonographie (Bader et al., 1994) oder die MRT-
Spektroskopie (Knopp et al., 1993) zur Verlaufskontrolle wahrend einer PST vorgestellt.
Alternative Methoden, wie die Fluordesoxyglukose-Positronenemissionstomographie
(FDG-PET) oder die Mammaszintigraphie ermdéglichen die Bildgebung metabolischer
Prozesse, da die maligne Transformation von Zellen haufig mit einer erhdhten
metabolischen Aktivitat assoziiert ist (Laubenbacher et al., 1998; Schelling et al., 2000;
Tiling et al., 2001; Zangheri et al., 2004; Mankoff et al., 2005; Rousseau et al., 2006).
Die Dopplersonographie bietet sowohl die morphologische als auch vaskuléare Analyse
des Tumors (Huber et al., 2000; Singh et al., 2005). Die zusétzliche Verwendung von
Ultraschallkontrastmitteln verbessert die Darstellung intra- und peritumoraler GefaBe mit
langsamen FlieBgeschwindigkeiten (Huber et al., 1998; Forsberg et al., 2008). Die
Verwendung und Auswertung des kontrastverstarkten Ultraschalls im Rahmen einer
PST ist Gegenstand dieser Arbeit und wird mit der Palpation, Mammographie und
Sonographie im Diskussionsteil verglichen.
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1.5 Die kontrastverstarkte Dopplersonographie
1.5.1 Grundlagen der Dopplersonographie

Der kontrastverstarkte Ultraschall basiert auf der Farbdopplersonographie bzw. der
Power Doppler Sonographie. In der Dopplersonographie nutzt man die Eigenschaft von

Schallwellen aus, ihre Frequenz zu andern, wenn sie auf ein bewegtes echogenes
Medium treffen. Die Frequenzverschiebung der Ultraschallwellen wird in der
Dopplerhillkurve kodiert: V (m/s) = fD (Hz) x ¢ (m/s) / f0 (Hz) x 2 x cos a (fD =
Frequenzverschiebung, ¢ = Schallgeschwindigkeit, f0 = Frequenz des Doppler-
schallkopfes, a = Winkel der Schallwellen zum BlutgeféB oder auch Dopplerwinkel) und
erlaubt die Wiedergabe quantitativer Flussmerkmale, wie der systolischen Maximal-
geschwindigkeit (Vmax), der enddiastolischen Maximalgeschwindigkeit (Vmin) und der
Indizes fur den peripheren GefaBwiderstand: Resistance Index Rl = Vmax-Vmin/Vmax
und Pulsatilitdtsindex Pl = Vmax-Vmin/Vmean. In der Farbdopplersonographie wird die

Frequenzverschiebung des Blutflusses farbkodiert. Dies ermdglicht das rasche
Auffinden von GefaBen, die Darstellung der GefaBarchitektur und der FlieBrichtung in
einem GefaB, die gezielte Platzierung des gepulsten Messvolumens und

winkelkorrigierte Messungen. Der Power Doppler-Modus (Color-Power-Angiographie

oder Color Power Angiomode) differenziert und farbkodiert Ultraschallsignale aus

Gewebe oder Blut nach deren Signalintensitat (Amplitude). Die Amplitude wird durch
die Menge der korpuskularen Blutzellbestandteile, in erster Linie Erythrozyten, bestimmt
und unabhangig von der Flussrichtung und dem Winkel von Ultraschallstrahl und Gefal3
sichtbar gemacht. Kalkulationen unter Berlcksichtigung des Dopplerwinkels, wie im
Farbdoppler, sind nicht notwendig. Durch eine wesentlich héhere Sensitivitat 1asst der
Power Doppler auch sehr langsame FlieBgeschwindigkeiten zur Darstellung kommen
und erlaubt eine bessere Darstellung von Flusssignalen, auch in tief gelegenen
Brustregionen durch Lokalisation der Blutzelldichte und nicht der FlieBgeschwindigkeit.
Daraus ergibt sich, dass in der vorliegenden Arbeit der Power Doppler-Modus
verwendet wurde. In den Arbeiten von Blohmer und Grineisen erfolgte der Nachweis,
dass der Power Doppler-Modus dem Farbdoppler im Nachweis von TumorgeféaBen im
Mammakarzinom als Uberlegen eingestuft wird. Es konnten signifikant mehr GefaBe vor
allem mit langsamen FlieBgeschwindigkeiten detektiert werden (Blohmer, 2000;
Grineisen, 2004).
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1.5.2 Ultraschallkontrastmittel Levovist®

Ultraschallkontrastmittel sind feinste Gasblaschen, die mit dem Blutfluss transportiert
werden. Die einfallenden Schallwellen werden an der Oberflache der Gasblaschen
reflektiert und Erreichen eine hohe Echogenitat, besonders bei langsamen
FlieBgeschwindigkeiten und verbessern die Darstellung des intravasalen langsamen
Blutflusses. Aufgrund der PartikelgréBe erreichen Ultraschallkontrastmittel auch das
Kapillarbett. Das Signal hangt von der Konzentration des am Ort anwesenden
Kontrastmittels ab (Schlief und Baur, 1996). In der vorliegenden Dissertationsschrift
wurde das seit 1996 in Deutschland zugelassene Kontrastmittel Levovist® der Firma AG
Schering Berlin verwendet. Es ist eine mikrokristalline Suspension aus 99,9%
Galaktose und 0,1% Palmitinsdure, die nach Mischen und Aufschitteln mit
physiologischer Kochsalzlésung und dem Einschluss von Luftbldschen entsteht. Die
Mikroblaschen sind im Median 5um (2-8um) groB. Beide Stoffe sind nattrliche
Nahrungsbestandteile. Sie werden bis auf die seltenen Falle einer Galaktosamie
problemlos vertragen. Galaktose wird hepatisch metabolisiert und als Galaktose—1-
Phosphat in der Leber gespeichert oder nach Isomerisierung zu Glukose—1-Phosphat
und Metaboliserung zu CO; verstoffwechselt. Die Halbwertszeit betragt im Plasma 11
Minuten (Angaben der Firma AG Schering). Durch die Palmitinsaure in Levovist® wird
die Stabilitdt der Mikroblaschen so stark erhdht, dass eine Leber- und Lungen-
kapillarpassage auch mehrmals mdglich ist. Etwa 20 bis 25 Sekunden nach der
peripher intravendsen Injektion steigt die Dopplersignalintensitat um 10 bis 20 Dezibel
an. Der signalverstarkende Effekt bleibt bis zu 8 Minuten erhalten (Schlief und Bauer,
1996; Kedar et al., 1996). Der kontrastverstarkte Ultraschall bietet die Méglichkeit der
computerassistierten Auswertung und Quantifizierung der Kontrastmittelkinetik. Die
Echosignale, die durch die Kinetik des Kontrastmittels im TumorgefaB entstehen,
werden aufgezeichnet und nach Digitalisierung als Fullungskurven dargestellt (Huber et
al., 1994; Kedar et al., 1996; Huber et al., 1998).
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1.6 Herleitung der Aufgabenstellung

Seit 1993 wurden von Prof. Dr. med. J.-U. Blohmer an der Klinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe, Campus Charité Mitte, Charité Universitatsmedizin Berlin, Studien zu
Differentialdiagnose, Prognoseeinschatzung und Therapiemonitoring des Mamma-
karzinoms anhand der Durchblutungsdiagnostik der Brust durchgefihrt. Dabei konnten
mit der farbkodierten Dopplersonographie signifikante Unterschiede der Doppler-
parameter in der Differentialdiagnose festgelegt werden (Blohmer et al., 1998). Im
Therapiemonitoring wurde mit der Farbdopplersonografie gezeigt, dass Anderungen der
Durchblutung, speziell der GefaBzahl unter einer PST auftreten und der klinischen
Remission entsprechen. Die Schwierigkeit dieser Methode war, die Ergebnisse zu
reproduzieren und zu objektivieren, da vom Untersucher unabhangige Verfahren zur
Quantifizierung der messbaren Tumordurchblutung fehlten (Blohmer et al., 1999). Nach
der Einfihrung des hochfrequenten Power Doppler Modus entwickelte die
Arbeitsgruppe nach Zulassung des Ultraschallkontrastmittels Levovist® der Schering AG
1996 die Videodensitometrie. Die Implementierung der computerassistierten
automatisierten Analyse ermdglichte die Definition reproduzierbarer Parameter der
Kontrastmittelkinetik und des Blutflusses und somit eine objektive Auswertung und
Berechnung der Ergebnisse. Mit einer Spezifitdt von bis zu 92% konnte in der sich
anschlieBenden Studie sicher zwischen benignen und malignen Herdbefunden
unterschieden werden (Blohmer et al., 1999 und 2006). Im Rahmen des
Therapiemonitoring wurde eine kleine Gruppe von 6 Patientinnen mit lokal
fortgeschrittenem Mammakarzinom mit der Videodensitometrie vor und nach einer
primaren Chemotherapie untersucht. Es zeigte sich, dass sich bei klinischer Remission
die Zeit-Helligkeits-Parameter denen benigner Befunde annaherten.

In der vorliegenden Dissertationsschrift wurde diese Untersuchung aufgegriffen und
Patientinnen, die eine priméare systemische Chemo- oder Hormotherapie erhielten, mit
der Videodensitometrie vor, wahrend und nach der Therapie untersucht. Ziel war es,
Parameter der Flllungskurven festzulegen, die eine histologische Komplettremission,
klinische Komplettremission oder klinisches Ansprechen vorhersagen kénnen, und den
Zeitpunkt zu bestimmen, an dem Aussagen Uber ein Ansprechen mdglich sind. Es
sollten die Einflussfaktoren auf die histologische Komplettremission im
Untersuchungskollektiv untersucht werden und die Methode mit den derzeitigen
klinischen Standards Palpation, Sonographie und Mammographie in ihrer
Vorhersagekraft verglichen werden.
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2 Patientinnen und Methoden

2.1 Patientinnen und eingesetzte primar systemische Therapien

Zwischen Mai 2000 und Méarz 2001 wurden 33 Patientinnen mit lokal fortgeschrittenem
Mammakarzinom primar systemisch behandelt. Die Patientinnen waren zwischen 31
und 80 Jahre (Median 59,5 Jahre) alt und erhielten nach histologischer Sicherung des
Mammakarzinoms durch die Hochgeschwindigkeits- oder Vakuumbiopsie eine primar
systemische Chemo- oder endokrine Therapie. Eine Fernmetastasierung wurde bei
allen Patientinnen durch die Réntgenuntersuchung des Thorax, Sonographie des
Abdomens und Skelettszintigraphie ausgeschlossen. Zum Therapiemonitoring wurde
vor jedem Zyklus bzw. bei jeder Kontrolluntersuchung eine Palpation,
Mammasonographie und die Ultraschallkontrastmittel-Videodensitometrie (USKM-VDM)
durchgefihrt. Die Datenerfassung erfolgte prospektiv und wurde mit dem klinischen und
histologischen Ansprechen verglichen.

Primar systemische Therapien und sekundéare Operation

Zehn der dreiunddreiBig Patientinnen erhielten im Rahmen der German Neoadjuvant

Aromasin_Initiative-Studie (Wolf et al., 2002) préaoperativ 2 x 6 Zyklen Docetaxel

(Taxotere®, Sanofi-Aventis, Berlin) 60mg/m? i.v. wochentlich und Exemestan (Pfizer,
Berlin) 25 mg per os taglich bis zur Operation (Doc/Exe).

Im GeparDUO-Studiendesign erhielten weitere 6 der untersuchten Patientinnen das
sequentielle Therapieschema mit 4 Zyklen Doxorubicin 60mg/m?i.v. (Doxorubicin®) und
Cyclophosphamid 600mg/mz2 i.v. (Endoxan® von AstaMedica, Frankfurt/Main) alle 3
Wochen gefolgt von 4 Zyklen Docetaxel 100mg/m? i.v. (Taxotere®, Sanofi-Aventis,
Berlin) alle 3 Wochen und paralleler Einnahme von 20mg Tamoxifen p.o. (Tamoxifen®)
taglich (AC-Doc). Sieben Patientinnen erhielten die kombinierte dosisdichte Therapie
mit 4x Doxorubicin 50mg/m? i.v. und Docetaxel 75mg/m?i.v., alle 14 Tage sowie 20mg
Tamoxifen p.o. taglich (ADoc).

Eine primére endokrine Therapie erhielten 10 der rekrutierten Patientinnen im Rahmen
der FEM-D-1-Studie (Paepke et al., 2001). Diese postmenopausalen Patientinnen litten

an einem progesteronrezeptorpositiven lokal fortgeschrittenen Mammakarzinom, das
primar nicht brusterhaltend operiert werden konnte oder inoperabel war (Tumorstadium
T2-4, NO-1). Die Einnahme des Aromatasehemmers Letrozole 2,5mg taglich (Femara®,
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Novartis Pharma, Basel Schweiz) erfolgte mindestens 4 und maximal 8 Monate lang, je
nach klinischer und bildgebender Ansprechrate. Es wurde protokollgemaB ein
monatliches Therapiemonitoring durchgefihrt.

In allen Fallen schloss sich die Operation 14-21 Tage nach Beendigung der PST an.
Zur Festlegung des Operationsverfahrens wurde die TumorgrdBe pratherapeutisch
herangezogen. Es wurden 22 (66,7%) brusterhaltende Operationen, 11 Ablationes
(33,3%) sowie bei allen Patientinnen die axillare Lymphonodektomie durchgefihrt. Die
histologische Aufarbeitung des entnommenen Gewebes erfolgte im Pathologischen
Institut der Charité, Campus Mitte (Leitung Prof. Dietel). Die Bestimmung der

histologischen Regressionsgrade erfolgte nach Sinn (Sinn et al., 1995) (Tab. 1).

Regressionsgrad 0 kein Effekt auf die systemische Therapie

Regressionsgrad 1 vermehrt Tumorsklerose mit resorptiver Entziindung und/oder
deutliche zytopathische Effekte

Regressionsgrad 2 minimaler, evil. multifokaler invasiver Residualtumor <0,5cm,
weitgehend Tumorsklerose mit Verlust der Tumorkontinuitat,

haufig ausgedehnte intraduktale Tumorausbreitung

Regressionsgrad 3  nicht-invasiver Residualtumor, kein invasiver Tumorrest

Regressionsgrad 4  kein Resttumor

Tab. 1: Regressionsgrad nach Sinn et al.

2.2 Therapiemonitoring und Einschatzung der Remission

Die Untersuchungen fanden vor Beginn der Therapie, zu jedem weiteren
Therapiezyklus, bzw. den monatlichen Kontrollterminen und préoperativ statt. In der
klinischen Untersuchung erfolgte inspektorisch und palpatorisch die Einschatzung der
TumorgrdBe bzw. der Hautveranderungen. Sonographisch wurden die beiden grdBten
aufeinanderstehenden Durchmesser des Tumors sowie die Malignitatskriterien
dokumentiert. Die Untersuchung und Festlegung des klinischen und bildgebenden
Remissionsgrades nach den WHO-Kriterien erfolgte durch die behandelnden
Spezialisten (Tab. 2). Es schloss sich die Ultraschallkontrastmittel-Videodensitometrie
an. Eine Patientin zeigte nach der zweiten Gabe des Kontrastmittels Levovist® eine
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Unvertraglichkeitsreaktion mit Pruritus und leichtem Exanthem am ganzen Korper. Die
Symptome klangen ohne weitere Therapie wieder ab. Von weiteren Untersuchungen
wurde abgesehen, um eine zunehmende Sensibilisierung zu vermeiden. Bei allen
anderen Patientinnen konnte im gesamten Untersuchungsablauf Levovist®
komplikationslos appliziert werden. Die Mammographien wurden in den meisten Féllen
zum Zeitpunkt der Diagnose und praoperativ durchgefihrt. Einundzwanzig Patientinnen
stimmten mammographischen Verlaufskontrollen zu. Diese Untersuchungen wurden im
Radiologischen Institut der Charité, Berlin unter der Leitung von Prof. Dr. med. Hamm
durchgefunhrt.

Eine videodensitometrische Ausgangsuntersuchung vor Beginn der PST erhielten 24
Patientinnen. Eine Patientin winschte keine weiteren Untersuchungen, bei einer
zweiten  Patientin  mussten  wir, wie bereits erwahnt, aufgrund von
Unvertraglichkeitsreaktionen ~ nach  Kontrastmittelapplikation ~ von  weiteren
Untersuchungen absehen. Da sich ein Teil der Patientinnen zu Studienbeginn bereits
unter primar systemischer Therapie befand (6 Patientinnen) oder diese bereits
abgeschlossen hatte (83 Patientinnen), wurden bei diesen Frauen
Verlaufsuntersuchungen mit der Videodensitometrie unter oder nach der PST
durchgefihrt. Dies ergab ein Kollektiv von 31 Patientinnen, die eine
videodensitometrische Untersuchung nach Abschluss der PST erhielten. Von diesen
Patientinnen konnte in 22 Fallen die Videodensitometrie vor und nach der PST
verglichen werden. Von insgesamt 18 Patientinnen konnten je 4 Verlaufsmessungen fur
das Therapiemonitoring dokumentiert werden.
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Die klinische Remission wurde nach den WHO-Kcriterien beurteilt (Miller et al., 1981):

Klinische Komplettremission

(cCR):

vollstandiger Ruckgang samtlicher Tumorbefunde
fir mindestens 4 Wochen

Klinische Partialremission (cPR):

Rickgang aller messbaren Tumorparameter um
mindestens 50% der initialen GréBe flir mindestens
4 Wochen

Klinisch stabile Tumorerkrankung

(cNC = ,No change®):

weniger als 50% Verkleinerung der Tumor-
dimension, weniger als 25% VergréBerung der
Tumordimension in einem oder mehreren Herden
fir mindestens 4 Wochen

Klinische Tumorprogression (cPD

= Progressive Disease”):

Tumorzunahme von mehr als 25% in einem oder
mehreren Tumorherden oder das Auftreten von
neuen Tumormanifestationen

Tab. 2: Klinischer Remissionsgrad
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Ubersicht tber die Patientinnen- und Tumorcharakteristik:

Meno-

Pat.  Alter pause T N Grading ER PgR c-erb Histologie PST U OP CRem PReg
1 52 post 2 0 2 + + 3 DCI Doc/Exe 5 BET 3 2
2 55 post 2 0 1 + + 1 DCI Doc/Exe 7 BET 2 1
3 58 post 2 0 3 0 DCI Doc/Exe 1 BET 2 1
4 59 post 2 0 3 2 DCI Doc/Exe 4 M 3 1
5 59 post 2 0 1 + + 1 LCI Doc/Exe 1 M 2 1
6 60 post 3 0 3 + + 3 DCI Doc/Exe 12 M 3 0
7 62 post 2 1 2 + 3 DCI Doc/Exe 10 BET 1 4
8 65 post 4 0 2 + + 3 DCI Doc/Exe 13 M 2 1
9 68 post 2 0 1 + + 2 DCI Doc/Exe 2 BET 2 1
10 70 post 2 1 2 + + 2 LCI Doc/Exe 6 M 2 1
11 32 pra 2 1 3 + + 3 DCI ADoc 5 BET 1 4
12 39 pra 2 0 2 + + 2 LCI ADoc 3 BET 2 2
13 51 pra 2 1 2 + + 2 DCI ADoc 3 BET 2 2
14 55 post 3 1 3 + + 2 DCI ADoc 5 BET 2 1
15 56 post 2 1 2 + + 0 DCILCI ADoc 5 M 2 0
16 61 pra 3 2 3 + + 3 DCI ADoc 1 BET 1 2
17 64 post 2 0 2 3 DCI ADoc 2 M 1 4
18 31 pra 2 0 3 + 3  adenoid-zyst. AC-Doc 8 BET 1 2
19 36 pra 2 0 3 0 DCI AC-Doc 3 BET 1 4
20 43 pra 3 1 3 + + 2 DCI AC-Doc 5 BET 1 4
21 59 post 3 1 3 3 DCI AC-Doc 4 BET 1 4
22 60 post 2 1 1 + 3 DCI AC-Doc 2 BET 2 1
23 64 post 3 1 2 + 3 LCI AC-Doc 6 BET 1 4
24 57 post 2 0 2 + + 1 LClSiegelring L 4 BET 2 1
25 59 post 4 0 1 + + 3 DCI L 2 BET 3 1
26 65 post 2 0 2 + + 1 DCI L 3 BET 2 0
27 65 post 2 1 1 + - 0 LCI L 9 BET 2 1
28 66 post 2 1 3 + - 3 DCI L 4 M 4 0
29 72 post 2 0 3 + + 3 DCI L 4 M 2 1
30 73 post 3 0 2 + + 3 DCI L 2 BET 1 1
31 73 post 2 1 2 + - 0 DCI L 4 BET 2 1
32 76 post 4 1 2 + - 0 DCI L 6 M 2 0
33 80 post 2 1 2 + + 2 DCI L 2 M 3 1

Tab. 3: pra — pramenopausal, post — postmenopausal, ER — Ostrogenrezeptorstatus,
PgR — Progesteronrezeptorstatus, + positiv, - negativ, DCI — invasiv duktales Karzinom,
LClI — invasiv lobuldres Karzinom, adenoid-zystisches Karzinom, Doc/Exe -
Docetaxel/Exemestan, ADoc - Doxorubicin/Docetaxel, AC-Doc -
Doxorubicin/Cyclophosphamid-Docetaxel, L — Letrozole, BET — brusterhaltende
Therapie, M — Mastektomie, U — Anzahl der Untersuchungen, CRem — Klinischer
Remissionsgrad, PReg — histologischer Regressionsgrad
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2.3 Ultraschallkontrastmittel-Videodensitometrie

Fir diese Studie wurde das Ultraschallgerat Logic 700 von KranzbUhler mit dem
entsprechenden Linearschallkopf LA-39 (12 MHz) eingesetzt. Die Patientin lag auf der
Untersuchungsliege in Rickenlage. Zu Beginn wurde im B-Bild-Modus das
Mammakarzinom dargestellt. Es erfolgte die Dokumentation der TumorgréBe, indem die
zwei groBten senkrecht aufeinanderstehenden Durchmesser gewahlt wurden. Danach
wurde das Power Doppler-Fenster - Region Of Interest (ROI) — auf den Herdbefund
gelegt. Zur Power Doppler-Messung wurde eine maximale Farbprioritat, minimaler
Farbfilter, eine hohe Pulswiederholungsfrequenz (PRF) gewahlt. Das Power Doppler-
Fenster wurde der GréBe der betreffenden Lasion angepasst und die TumorgefaBe
dargestellt. Bei allen Patientinnen lieBen sich GefaBe des Herdbefundes im Power
Doppler-Modus nachweisen. Vor Beginn der Messung erfolgte die maximale
Farbverstarkung - Color Gain - und die Reduktion soweit, dass gerade noch ein leises
Farbrauschen zu erkennen war. Diese individuelle Einstellung wurde wahrend der
gesamten Untersuchung beibehalten.

Das Ultraschallkontrastmittel Levovist®wurde anschlieBend intravends als Bolus tiber 5-
10 Sekunden in einer Konzentration von 300 mg/ml (7 ml Lésung) in die Kubitalvene
injiziert. Mit dem Schallkopf wurde wahrend der Untersuchung jeglicher Druck auf das
Gewebe vermieden. Die Patientin wurde angehalten, wahrend der Untersuchung nicht
zu sprechen und mdglichst flach in den Bauch zu atmen, um Artefakte durch
Atemexkursionen und Stimmfremitus zu vermeiden. Die gesamte Untersuchung dauerte

ca. 22 Minuten und wurde auf ein S-VHS-Videoband aufgenommen.

Auswertung der Videodensitometrie

Zur Auswertung der aufgezeichneten Videosequenzen ist eine kommerziell erhaltliche
Hard- und Software notwendig. Als Betriebssystem wurde Microsoft Windows® 95 in der
Revision B verwendet. Zusatzlich waren DirectX® in der Version 5.0 und Direct Media®
in der Version 6.31 installiert. Als Videoschnittkarte kam jeweils das Modell AV Master
98 von Fa. FAST Multimedia, Minchen, Deutschland zum Einsatz. Das Auswertungs-
programm wurde mit dem C++ - Compiler der Visual Studio Version 6.0 Standard
Edition von Firma Microsoft, Redmond, Washington, USA entwickelt. Obwohl die
erstellten Kurven mit der Software direkt auszudrucken waren, wurden sie zur

einfacheren Weiterverarbeitung in Microsoft Excel® 97 erstellt. Die Verarbeitung des
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Videosignals erfolgte online, das bedeutet: das Video wurde wahrend der Laufzeit
digitalisiert. Hierbei wurde 25mal in der Sekunde aus dem Videosignal ein Einzelbild
geschnitten und in digitaler Form abgelegt. Das Signal der Videoschnittkarte wurde
unmittelbar in den Bildschirmspeicher geschrieben. Die Software kopierte das aktuelle
Einzelbild in den Arbeitsspeicher zur schnelleren Durchfihrung der Berechnungen.
Danach erfolgte die Auswertung des Einzelbildes. Das Resultat wurde anschlieBend zur
Visualisierung zuriick in den Bildschirmspeicher geschrieben und als digitalisiertes
Video abgespielt.

Ein Digitalvideo ist die schnelle Abfolge einzelner Computergrafiken. Eine
Computergrafik setzt sich aus einer definierten Anzahl von Bildpunkten (Pixel)
zusammen. Die Pixel sind rasterférmig angeordnet. Jedes Pixel hat drei Werte, die die
Farbinformation verschllisseln. Jede Farbe setzt sich aus den drei Grundfarben Rot,
Grlin und Blau (RGB) zusammen. Durch das Prinzip der additiven Farbmischung der
drei Grundfarben ergibt sich die Farbe des Pixels. Diese Art der Farbgestaltung wird
RGB-Modus genannt. Eine Farbe ist umso heller, je héher der Anteil einer einzelnen
Farbkomponente ist. Wenn alle drei Farbkomponenten den Maximalwert von 255
annehmen, resultiert daraus Weil3, wenn alle drei Farbkomponenten den Minimalwert
von 0 haben, resultiert daraus Schwarz. Grautdéne zeichnen sich durch gleiche Anteile
der einzelnen Farbkomponenten aus. Andere Farben werden durch Uberwiegen
einzelner Farbkomponenten gemischt. Im Videospeicher stehen drei Zahlen zwischen 0
und 255, die echte Farbe liegt in einer Tabelle, der Palette. Die Zahl im Videospeicher
zeigt nur die Position des echten Farbwertes in dieser Tabelle an.

Zur  Auswertung missen die informationstragenden  Pixel von  nicht
informationstragenden Pixel getrennt werden, das heiBt, dass nur die Information des
farbigen Power Doppler-Signals gespeichert und das B-Bild und weitere nicht relevante
Bildschirminformationen herausgefiltert werden. Die Trennung erfolgt Uber den
Farbcharakter der einzelnen Pixel. Das Power Doppler-Signal unterscheidet sich vom
B-Bild durch seine spezifische Farbigkeit. Der Filterprozess stellt fest, ob ein Pixel
einem Dopplersignal entspricht. Jeder einzelne Bildpunkt wird in seine Grundfarben
Rot, Griin, Blau zerlegt. Die Uberprifung auf Giiltigkeit erfolgt iber den Farbcharakter
der Bildpunkte. Die Farbkomponenten missen tUber einem Minimalwert liegen. Liegen
sie darunter, handelt es sich um einen schwarzen oder sehr dunklen Bereich. Dieser
Wert wird auf Null gesetzt und geht nicht in die Auswertung ein. Als nachstes wird die
Differenz zweier Farbkomponenten ermittelt. Ist diese Null, handelt es sich um einen
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grauen Pixel (B-Bild). Die Werte dieser Farbkomponenten werden auch auf Null gesetzt
und erscheinen in der Bildschirmwiedergabe schwarz. Ist der Wert von der
Filterprozedur als glltig gewertet worden, geht er in die Auswertung des Einzelbildes, d.
h. in die Quantifizierung des Dopplersignals ein.

Nach Injektion des Kontrastmittels kommt es zum Anstieg des Power Doppler-Signals,
welcher sowohl als Zunahme der Gesamthelligkeit, also der Farbwerte, als auch als
Zunahme der Flache, der Pixelzahl, dargestellt wird. Zur Auswertung liegen die
Einzelbilder im Arbeitsspeicher vor. Diese werden nummeriert. Gleichzeitig wird die Zeit
zugeordnet. Der gesamte Auswertungsbereich eines Bildes wird rasterférmig, Pixel flr
Pixel, abgetastet. Die Helligkeit wird in ,RGB* angegeben. Ein Pixel mit z.B. der Farbe
Orange setzt sich aus den Farbkomponenten Rot (255 RGB), Griin (128 RGB) und Blau
(15 RGB) zusammen. Durch Addition der RGB-Werte ergibt sich ein Helligkeitswert 398
RGB. Auf diese Art werden alle gultigen Bildpunkte quantifiziert und in ein Messwertfeld
eingetragen. In einem anderen Wertefeld wird die dazugehdrige Zeit abgelegt.

Erstellung der FlUllungskurven

Im nachsten Schritt werden aus den Wertefeldern anhand der Messwerte und der da-
zugehorigen Zeit die Flllungskurven konstruiert. Hierflr wird die Summe der Hellig-
keitswerte auf der Y-Achse eines Diagramms eingetragen, die dazugehdrige Zeit auf
der X-Achse (Abb. 1). Der Export der gewonnen Daten erfolgt zur weiteren Verarbei-
tung in einem MS Excel® - kompatiblen Dateiformat. Die Helligkeit-Zeit-Kurven lassen
sich nun auch graphisch darstellen. Aus diesen Kurven werden die nachfolgend aufge-
fuhrten charakteristischen Parameter bestimmt (Tab. 4), die der weiteren statistischen
Analyse zur Verfigung stehen.
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Helligkeitsparameter:

B0 préamax:
B10% pramax:
B90% pramax:
Bmax:

B90% postmax:
B10% postmax:
B0 postmax:

Ausgangsniveau

10% der maximalen Helligkeit wahrend den Anflutens
90% der maximalen Helligkeit wahrend den Anflutens
Maximale Helligkeit

90% der maximalen Helligkeit wahrend den Auswaschens
10% der maximalen Helligkeit wahrend den Auswaschens
Erreichen des neuen Basisniveaus

Zeitparameter:
T(BO pramax):
T(B10% pramax):
T(B90% pramax):
(Bmax):
(
(
(

—

T(B90% postmax):
T(B10% postmax):

T(BO postmax):

Start der Kontrastmittelanflutung

Anflutungszeit bis zum Erreichen von B10% pramax
Anflutungszeit bis zum Erreichen von B90% pramax
Zeit bis zum Erreichen der maximalen Helligkeit
Abflutungszeit bis zum Erreichen von B90% postmax
Abflutungszeit bis zum Erreichen von B10% postmax
Zeit bis zum Erreichen des neuen Basisniveaus

Tab. 4: Charakteristische Kurvenparameter der Fullungskurven
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Abb. 1: Parameter der Helligkeit-Zeit-Kurve
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2 Patientinnen und Methoden

2.4 Statistische Analyse

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels der deskriptiven und konfirmatorischen
Datenanalyse der Statistikprogramme SPSS und SAS.

Es erfolgte die Bestimmung der charakteristischen Kurvenparameter der
Ultraschallkontrastmittel-Videodensitometrie vor und nach der primar systemischen
Therapie im Gesamtkollektiv. Von diesen Parametern wurden der Median und die
Quartile ermittelt. Die graphische Darstellung erfolgte durch Liniendiagramme.

Auf Veranderungen, die zwischen den Messungen vor und nach der PST auftraten,
wurde mit dem Wilcoxon-Test fir zwei verbundene Stichproben geprift. In allen
statistischen Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 0,05 gewahlt und
damit wurden p-Werte kleiner als 0,05 als signifikant betrachtet.

Die Kurvenparameter hinsichtlich des histologischen und klinischen Ansprechens
wurden jeweils fir zwei Gruppen (histologische Komplettremission vs. keine
histologische Komplettremission; klinische Komplettremission vs. keine klinische
Komplettremission; klinisches Ansprechen vs. Therapieresistenz) vor und nach der PST
mit dem Mann-Whitney-U-Test flur unverbundene Stichproben verglichen. Zur
graphischen Darstellung wurden Liniendiagramme genutzt. In einem weiteren Schritt
wurde die Differenz aus den Messungen vor und nach der PST einer
Untersuchungsgruppe gebildet und die Gruppen ebenfalls mit dem Mann-Whitney-U-
Test verglichen. Flr charakteristische Kurvenparameter (z.B. Kurvenmaxima oder sehr
signifikante Testergebnisse) wurden anhand von ROC-Kurven jeweils cut-off-Werte
bestimmt, die eine méglichst hohe Sensitivitdt und Spezifitat erreichten.

Fir die Untersuchung des Therapieverlaufs wurden die Kurvenverlaufe wahrend der
primér systemischen Therapie in jeder der Gruppen des histologischen und klinischen
Ansprechens (histologische Komplettremission vs. keine histologische Komplett-
remission; klinische Komplettremission vs. keine klinische Komplettremission; klinisches
Ansprechen vs. Therapieresistenz) untersucht. Die Prifung auf signifikante
Veranderungen innerhalb jeder Gruppe erfolgte mit dem Friedmann-Test fir mehrere
verbundene Stichproben.

Der Vergleich der klinischen und bildgebenden Methoden und ihrer Vorhersagekraft
einer histologischen Komplettremission wurde in Kreuztabellen mit dem Fisher Exakt-
Test durchgefuhrt. FUr die einzelnen Methoden wurden die Spezifitat, Sensitivitat, der
positive pradiktive Wert und der negative pradiktive Wert ermittelt.
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2 Patientinnen und Methoden

In der univariaten Analyse erfolgte der Test auf mogliche Einflussfaktoren einer
histologischen Komplettremission. Die Unabhangigkeitshypothese wurde mit Hilfe des
x2-Test untersucht. Bei einem sehr kleinen Stichprobenumfang bzw. bei Werten unter 5
in den Zellen der Kreuztabelle wurde mit dem exakten Test nach Fisher geprift. Die
folgende multivariate Analyse (logistische Regression) untersuchte den Einfluss
mehrerer Einflussfaktoren (Kovariablen) auf die histologische Remission. Da ein Faktor
eine ,quasi-complete-separation” zeigte, versagten die in den Programmpaketen SPSS
und SAS vorhandenen Verfahren. Ein Makro (SAS-Makro) konnte zur Schatzung der
Signifikanz angewendet werden.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Videodensitometrie vor und nach der PST im Gesamtkollektiv

Zunéachst wurden die Kurvenparameter der Videodensitometrie flr die gesamte

Studiengruppe vor und nach der PST verglichen. Die Gesamthelligkeit zeigte vor der

PST eine héheres Ausgangsniveau (,BO pramax®; p=0,006) und ein deutlich héheres

Kurvenmaximum (,Bmax"; p=0,012) als nach abgeschlossener PST. Nach Auswaschen

des Kontrastmittels naherten sich die Kurven vor und nach PST wieder an (,BO
postmax“; p=0,131). (Tab. 5, Abb. 2).

Bmax [x 10° DU]

Helligkeitsparameter
BO pramax [x 10° DU]
B10% pramax [x 10° DU]
B90% pramax [x 10° DU]

B90% postmax [x 10° DU]
B10% postmax [x 10° DU]
BO postmax [x 10° DU]

vor PST (n=24) nach PST (n=31)

11,2 (8,3;13,7) 8,4 (7,4;10,3)
13,7 (9,9;16,3) 92 (8,3;11,1)
25.4 (19,6 ; 40,9) 14,9 (12,2:19,8)
27,0 (19,5 ; 42,6) 15,7 (12,6 ; 20,9)
25,6 (18,7 ; 41,8) 15,1 (12,5 20,0)
13,2 (10,8;19,8) 11,4 (84 13,3)

) )

11,9 (9,5;16,3 10,7 (8,1 ;13,1

p-Wert
0,006
0,005
0,006
0,012
0,014
0,050
0,131

Tab. 5: Helligkeitsparameter vor und nach der PST (Median, Quartile in Klammern und

Wilcoxon-Test)

30 7
vor PST
o 21 N - nach PST
=
x 20 1
2
[a]
£ 15 1
g |—7) T T
2 10 - A
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I
5 .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Zeit in Sekunden
Abb. 2: mediane Helligkeit-Zeit-Kurve vor und nach der PST
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3 Ergebnisse

Die Dauer bis zum Erreichen der einzelnen Helligkeitsparameter war nach erfolgter PST
etwas kUrzer als vor der Therapie. Einen signifikanten Unterschied erreichten die
Zeitparameter nicht (,T zu Bmax®; p=0,91) (Tab. 6).

Zeitparameter vor PST (n=24) nach PST (n=31) p-Wert
T(BO pramax) [Sek.] 22,7 (16,2 ; 59,7) 23,8 (14,9; 35,6) 0,390
T(B10% pramax) [Sek.] 30,7 (18,3 ; 61,7) 29,0 (19,3; 41,8) 0,291
T(B90% pramax) [Sek.] 43,6 (21,6; 72,2) 38,4 (26,0; 71,3) 0,592
T(Bmax) [Sek.] 47,6 (24,0; 76,9) 40,0 (28,7; 79,7) 0,910
T(B90% postmax) [Sek.] 50,8 (25,0; 87,3) 41,0 (30,8; 90,4) 0,884
T(B10% postmax) [Sek.] 78,2 (60,2;126,6) 70,1 (46,4;121,1) 0,390
T(BO postmax) [Sek.] 90,5 (67,6 ; 134,1) 87,5 (60,1;142,7) 0,390

Tab. 6: Zeitparameter vor und nach der PST (Median, Quartile in Klammern und
Wilcoxon-Test)

3.2 Videodensitometrie vor und nach der PST in Bezug auf die histologische
Remission

Die Auswertung erfolgte entsprechend der histologischen Remission. Die Einteilung
erfolgte in die Gruppe ,histologische Komplettremission“ und ,keine histologische
Komplettremission®. Von den 24 Patientinnen, die vor der PST eine Videodensitometrie
erhielten, entwickelten 7 eine ,histologische Komplettremission® und 17 Patientinnen
nicht. Alle 7 Patientinnen mit ,histologischer Komplettremission®, sowie 24 Patientinnen,
die ,keine histologische Komplettremission“ erreichten, erhielten eine Videodensito-
metrie nach der PST.

Vor der PST war das Ausgangsniveau ,,BO pramax” in beiden Gruppen nahezu gleich
(p=0,68). Die Helligkeitsparameter des Kurvenmaximums lagen in der Gruppe mit der
Lhistologischen Komplettremission® deutlich, wenn auch nicht signifikant, héher als in
der Vergleichsgruppe (,Bmax“: p=0,07). ,B10% postmax“ (p=0,193) und ,B0 postmax*
(p=0,325) waren nicht signifikant verschieden. Nach abgeschlossener PST nahmen die
Kurven beider Gruppen einen ahnlichen Verlauf. Die Prifung der Werte ergab keine
signifikanten Veranderungen (Tab. 7, Abb. 3).
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3 Ergebnisse

Helligkeitsparameter vor PST nach PST

keine histologisct :  histologische p-Wert keine histologische histologische p-Wert

Komplettremissiol Komplettremissic 1 Komplettremission Komplettremission

n=17 n=7 n=24 n=7
BO pramax [x10° DU] 11,3 (8,2;135 11,1 (8,6;14,¢1 p=0,68( 8,6 (8,0;10,4) 79 (7,2;10,2) p=0,321
B10% pramax [x10° DU] 12,2 (9,6;15,6 16,1 (11,2;22,01 p=0,13¢ 9,4 (8,4;11,5) 8,6 (7,6;11,1) p=0,321
B90% pramax [x10° DU] 21,8 (18,8 ;29,5 35,2 (28,5;50,7 1 p=0,08" 15,6 (12,3;20,1) 13,9 (11,2;16,8) p=0,321
Bmax [x10° DU] 21,9 (17,0;31,5 37,6 (30,0 ;54,1 p=0,07( 16,4 (12,8 ;21,1) 14,6 (11,6;17,9) p=0,299
B90% postmax [x10° DL 20,6 (16,3;29,7 36,0 (28,6 ;50,1 p=0,07( 15,9 (12,6 ;20,4) 142 (11,2;17,1) p=0,369
B10% postmax [x10° DL 12,3 (10,3; 16,9 17,7 (11,8;25,i 1 p=0,19¢ 11,4 (8,5;14,3) 11,3 (8,3;13,3) p=0,925
BO postmax [x10° DU] 11,5 (9,6;15,8 12,4 (9,3;21, p=0,32¢ 10,8 (8,1;13,7) 10,6 (7,9;13,1) p=0,962

Tab. 7: Helligkeitsparameter vor und nach der PST im Vergleich zur histologischen

Remission (Median, Quartile in Klammern und Mann-Whitney-U-Test)
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Abb. 3: mediane Helligkeit-Zeit-Kurven vor und nach der PST im Vergleich zur histolo-

gischen Remission

Wurde die Differenz der Kurvenverlaufe vor und nach der PST zwischen beiden

Gruppen verglichen, so zeigte sich eine Abnahme der Helligkeit in der Gruppe

Lhistologische Komplettremission® und eine leichte Abnahme der Helligkeitswerte bzw.

ein leichter Anstieg fir ,B10% postmax® und ,BO postmax” in der Gruppe ,keine

histologische Komplettremission®. Dieser Unterschied zwischen beiden Gruppen war fiir

.Bmax“, ,B90% postmax“ und ,,B10% postmax“ signifikant (Tab. 8).
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3 Ergebnisse

keine histologische histologische
Helligkeitsparameter Komplettremission Komplettremission p-Wert

(n=15) (n=7)
BO pramax [x10° DU] 0,9 (0,005; 4,9) 5 (1,6 6,3) 0,169
B10% pramax [x10°DU] 2,7 (-0,9; 5,6) 1 (2,6 ;13,9) 0,062
B90% pramax [x10°DU] 5,3 (-2,3;11,1) 18,0 (3,3; 38,9) 0,053
Bmax [x10° DU] 52 (-7,4;11,8) 19,9 (3,5;42,8) 0,045
B90% postmax [x10°DU] 4,2 (-6,8;11,1) 17,8 (3,3 ; 38,9) 0,032
B10% postmax [x10°DU] -0,6 (-2 5,0) 6 (1,9;13,8) 0,022
BO postmax [x10°DU]  -0,8 (-1 ) 2 (1,7; 6,5) 0,113

Tab. 8: Differenz der Helligkeitsparameter vor und nach der PST im Vergleich zur
histologischen Remission (Median, Quartile in Klammern und Mann-Whitney-U-Test)

Die Zeiten bis zum Erreichen der einzelnen Helligkeitsparameter waren bei einer
L,histologischen Komplettremission® sowohl vor als auch nach der PST langer als in der
Gruppe, die ,keine histologische Komplettremission“ erreichen konnte. Diese
Unterschiede waren nicht signifikant. Die p-Werte lagen immer tber 0,113 (Tab. 9).

Zeitparameter vor PST nach PST

keine histologische histologische p-Wert keine histologische histologische p-Wert

Komplettremission Komplettremissiol Komplettremission Komplettremission

n=17 n=7 n=24 n=7
T(BO pramax) [Sek.] 19,5 (16,4 ; 57,3) 40,9 (10,1; 63, ) 0,634 23,2 (13,1; 33,6) 32,4 (19,0; 80, 0,238
T(B10% préamax) [Sek 27,0 (18,4; 60,2) 42,8 (11,1; 66, ) 0,680 241 (17,2; 36,2) 34,0 (22,0 ; 83 0,113
T(B90% pramax) [Sek 34,3 (22,8; 74,9) 46,8 (18,6 ; 74, ) 0,975 33,0 (23,7; 55,2) 60,1 (26,0; 113, 0,156
T(Bmax) [Sek.] 35,3 (25,1; 80,0) 48,2 (18,7; 77, ) 0,874 34,5 (26,1; 72,2) 62,4 (30,0;137, 0,119
T(B90% postmax) [Sel ] | 35,3 (26,0 ; 89,9) 52,4 (21,2; 79, ) 0,924 38,2 (29,4 ; 87,3) 63,0 (33,9; 137, 0,171
T(B10% postmax) [Sel ] | 78,5 (60,4 ; 141,3) 77,9 (40,1;106, ) 0,325 67,2 (45,9 ;103,8) 96,4 (58,2 ; 142, 0,299
T(BO postmax) [Sek.] 97,8 (67,7 ;152,8) 79,5 (53,8;122, ) 0,240 86,7 (53,3 ;148,8) 122,6 (60,1 ; 142, 0,508

Tab. 9: Zeitparameter vor und nach der PST im Vergleich zur histologischen Remission
(Median, Quartile in Klammern und Mann-Whitney-U-Test)

Wourde die Differenz der Zeitparameter zwischen vor und nach der PST in den beiden
Gruppen verglichen, so verklrzten sich die Zeiten in der Gruppe ,keine histologische
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3 Ergebnisse

Komplettremission“ nach abgeschlossener PST. Fir die Gruppe, die eine ,histologische
Komplettremission“ erreichte, verlangerten sich die Zeiten nach der PST. Fir die
Zeitpunkte ,T(Bmax)“, ,T(B10% postmax), ,T(BO postmax)“ waren diese Differenzen
signifikant (Tab. 10).

keine histologische histologische

Zeitparameter Komplettremission Komplettremission p-Wert
(n=15) (n=7)
T(BO pramax) [Sek.] 5,6 ( -6,3;45,9) -10,1 (-42,8 ; 28,8) 0,217
T(B10% pramax) [Sek.] 1 (-20;47,4 -10,8 (-35,3; 29,2) 0,130
T(B90% pramax) [Sek.] 3 ( -4,1;37,6) -8,7 (-57,9;20,7) 0,072
T(Bmax) [Sek.] 2 ( 4 7;37,1) -9,9 (-88,9;17,1) 0,045
T(B90% postmax) [Sek.] 1 ( -6,3;39,8) -10,4 (-84,9; 15,4) 0,072
T(B10% postmax) [Sek.] 42,8 (-11,6 ; 77,3) -6,5 (-81,1;10,2) 0,032
T(BO postmax) [Sek.] 28,5 ( -0,5; 58,8) -26,7 (-72,7; 9,1) 0,032

Tab. 10: Differenz der Zeitparameter vor und nach der PST im Vergleich zur
histologischen Remission (Median, Quartile in Klammern, Mann-Whitney-U-Test)

Fir den Helligkeitsparameter ,Bmax® vor der PST wurden cut-off-Werte anhand von
ROC-Kurven bestimmt. Der cut-off-Wert von 28,8 x 10° DU erreichte eine Sensitivitat
von 85,7% und eine Spezifitat von 70,6% (Abb. 6). Wurde der cut-off-Wert zu Gunsten
der Spezifitat (82,4%) bei 33,5 x 10° DU festgelegt, sank die Sensitivitit auf 71,4%.
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Abb. 4: Streudiagramm von Bmax“ vor der PST, cut-off-Werte als gestrichelte Linie
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3 Ergebnisse

3.3 Videodensitometrie vor und nach der PST in Bezug auf das klinische
Therapieansprechen

3.3.1 Vergleich von ,klinischer Komplettremission® und ,keiner klinischen Komplett-
remission*

Von den 24 Patientinnen, die vor der PST eine Videodensitometrie erhielten,
entwickelten 9 eine ,klinische Komplettremission“ und 15 Patientinnen nicht. Ebenfalls
alle neun Patientinnen mit ,klinischer Komplettremission®, sowie 22 Patientinnen, die
,keine klinische Komplettremission® erreichten, erhielten eine Videodensitometrie nach
der PST.

Die Helligkeitsparameter beider Gruppen lagen pratherapeutisch zu Beginn der
videodensitometrischen Untersuchung auf dem gleichen Ausgangsniveau (p=0,355).
Nach Anfluten des Kontrastmittels wurde in der Gruppe ,klinische Komplettremission*
eine deutlich héhere maximale Helligkeit (,Bmax®) als in der Vergleichsgruppe erreicht.
Der Unterschied war mit einem p-Wert von 0,06 tendenziell, jedoch nicht signifikant. Fr
,B10% pramax“, ,B90% pramax“ und ,B90% postmax® ergaben sich die p-Werte
p=0,089, p=0,079 und p=0,06. Nach Auswaschen des Kontrastmittels naherten sich die
Kurvenverlaufe einander wieder an. Fir ,B10% postmax“ und ,BO postmax® waren die
Helligkeiten annahernd gleich (p=0,128 und p=0,180) (Tab. 11, Abb. 5).

Nach abgeschlossener PST waren die erreichten Helligkeiten nach Gabe des
Kontrastmittels in der Gruppe ,klinische Komplettremission niedriger als in der
Vergleichsgruppe. Fur ,BO pramax* (p=0,045), ,B10% pramax“ (p=0,041), ,B90%
pramax“ (p=0,033), ,Bmax*“ (p=0,03) ,,B90% postmax“ (p=0,041) war dieser Unterschied
signifikant. Nach Auswaschen des Kontrastmittels lagen die Kurven auf ahnlichem
Niveau. ,B10% postmax“ und ,BO postmax® waren nicht mehr signifikant verschieden
(p=0,207 und p=0,296) (Tab. 11, Abb. 5).
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Helligkeitsparameter vor PST nach PST

keine klinische klinische p-Wet keine klinische Klinische p-Wer

Komplettremission Komplettremissiol Komplettremissic 1 Komplettremissic 1

n=15 n=9 n=22 n=9
BO prémax [x 10° DU] 11,3 (8,2;13,4) 11,1 (8,8;16,5 0,355 8,8 (8,1;10,t1 7,4 (6,0;9,4) 0,045
B10% pramax [x 10° DU] 122 (9,4;15,1) 16,1 (11,0; 22,1 0,089 9,6 (8,7;12,1 8,4 (6,2;10,2) 0,041
B90% pramax [x 10° DU] 21,8 (19,5;28,7) 35,2 (23,3;50,5 0,079 16,4 (12,9;20,t1 13,2 (7,9;15,6) 0,033
Bmax [x 10° DU] 21,9 (14,9;30,8) 37,6 (24,5;54,4 0,060 17,1 (13,5; 21, 13,5 (8,1;16,4) 0,030
B90% postmax [x 10° DU] 20,6 (14,3;28,8) 36,0 (23,5;50,5 0,060 16,6 (13,1;20,61 13,3 (8,0;16,0) 0,041
B10% postmax [x 10° DU] 12,3 (9,9;16,8) 17,7 (12,1 ;24,2 0,128 11,6 (8,8;14,¢1 11,0 (7,2;12,9) 0,207
B0 postmax [x 10° DU] 10,8 (9,2;15,6) 12,4 (10,4;19,2 0,180 11,1 (8,4;14,1 10,5 (7,1;127) 0,296

Tab. 11: Helligkeitsparameter vor und nach der PST im Vergleich zur ,klinischen

Komplettremission“ vs. ,keiner klinischen Komplettremission (Median, Quartile in

Klammern, Mann-Whitney-U-Test)
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Abb. 5: mediane Helligkeit-Zeit-Kurven vor und nach der PST, Vergleich von ,klinischer

Komplettremission® und ,keiner klinischen Komplettremission®

Wourde die Differenz vor und nach der PST der beiden Gruppen ermittelt und verglichen,

so zeigte sich eine starke Abnahme der Helligkeit in der Gruppe ,klinische

Komplettremission“ und eine leichte Abnahme der Helligkeitswerte bzw. ein leichter
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3 Ergebnisse

Anstieg fir ,B10% postmax“ und ,BO postmax® in der Gruppe ,keine klinische
Komplettremission®“. Dieser Unterschied zwischen beiden Gruppen war fir ,B10%
pramax“, ,B90% pramax‘, ,Bmax®, ,B90% postmax®, ,B10% postmax“ und ,BO
postmax” signifikant (Tab. 12).

keine klinische klinische
Helligkeitsparameter ~ Komplettremission Komplettremission p-Wert
(n=14) (n=8)
BO pramax [x10° DU] 0,8 (-0,8;3,9) 7 (1,7 ;6,0) 0,095
B10% préamax [x10° DU] 9 (-1,4; 4,0) 4 (2,7 ;12,3) 0,042
B90% pramax [x10° DU] 8 (-3,5:;9,9) 16 1 (5,3; 36,6) 0,042
Bmax [x10° DU] 4 (-7,4;10,4) 17,5 (5,6 ; 39,8) 0,035
B90% postmax [x10°DU] 2,7 (-7,2; 9,8) 15,8 (5,3 ; 36,8) 0,024
B10% postmax [x10°DU] -0,8 (-2,5 ; 4,7) 6 (2,5;12,5) 0,010
BO postmax [x10° DU] -1,0 (-1,7 ; 3,6) 9 (1,7;6,1) 0,050

Tab. 12: Differenz der Helligkeitsparameter vor und nach der PST. Vergleich der
-Klinischen Komplettremission® vs. ,keine klinische Komplettremission® (Median,
Quartile in Klammern, Mann-Whitney-U-Test)

Vor der PST begann das Anfluten des Kontrastmittels in der Gruppe ,klinische
Komplettremission® spater, erreichte auch spater das Kurvenmaximum, wurde
anschlieBend schneller wieder ausgewaschen und erreichte friiher die Baseline als die
Gruppe ,keine klinische Komplettremission®. Auch nach abgeschlossener PST war der
gesamte zeitliche Kurvenverlauf in der Gruppe mit der ,klinischen Komplettremission*
langsamer als in der Vergleichsgruppe. Signifikante Unterschiede ergaben sich nicht
(Tab. 13, Abb. 5).
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Zeitparameter vor PST nach PST

keine Klinische klinische p-Wert keine Klinische Klinische p-Wert

Komplettremission Komplettremissiol Komplettremissiol Komplettremissiol

n=15 n=9 n=22 n=9
T(BO pramax) [Sek.] 19,5 (15,8 ;38,0) 40,9 (13,8;70,2 0,531 24,0 (14,9;35,0 20,7 (8,9;58,2 0,931
T(B10% préamax) [Sek.] 27,0 (18,7 ;42,7) 42,8 (14,6 ;72,0 0,655 26,8 (20,6 ;38,6 33,1 (10,6 ;63,9 0,845
T(B90% pramax) [Sek.] 34,3 (25,1;66,2) 46,8 (19,5;78,9 0,929 36,7 (27,9 ;59,7 451 (24,2;93,4 0,828
T(Bmax) [Sek.] 35,3 (27,2 ;74,4) 48,2 (19,9 ;82,8 0,929 37,8 (29,4 ; 74,1 46,7 (25,1;112,) 0,761
T(B90% postmax) [Sek.] 35,3 (27,9 ;88,8) 52,4 (22,1;85,3 0,929 40,3 (30,4 ;89,6 47,0 (29,7 ;114,) 0,663
T(B10% postmax) [Sek.] 78,5 (60,7 ; 153,1 77,9 (43,0;107,) 0,245 69,8 (46,2;113, ) 76,8 (44,1;131,) 0,794
T(BO postmax) [Sek.] 97,8 (67,4;167,3 79,5 (61,5;118, ) 0,245 86,7 (48,3;161, ) 98,5 (63,3;134,) 0,663

Tab.
Komplettremission® vs.

13: Zeitparameter vor und nach der PST im Vergleich zur ,klinischen

.keine klinische Komplettremission“ (Median, Quartile in

Klammern, Mann-Whitney-U-Test)

Wurden die Differenzen der Zeitpunkte bis zum Erreichen der einzelnen
Helligkeitsparameter vor und nach der PST in den beiden Gruppen verglichen, so
begann der gesamte Kurvenverlauf in der Gruppe ,keine klinische Komplettremission*
PST

Komplettremission® erreichte, wurde der gesamte Kurvenverlauf nach der PST langer.

nach abgeschlossener friher. FOr die Gruppe, die eine ,klinische

Diese Differenzen wiesen keine signifikanten Unterschiede auf (Tab. 14).

keine klinische klinische
Zeitparameter Komplettremission Komplettremission p-Wert
(n=14) (n=8)
T(BO pramax) [Sek.] 52 (-6,8;33,5) 9 (-34,8;30,7) 0,616
T(B10% pramax) [Sek.] 2,2 (-2,8;3,7) -3,7 (-32,3;31,5) 0,441
T(B90% pramax) [Sek.] 3,5 (-5,9;35,1) -8,0 (-53,1;27,00 0,330
T(Bmax) [Sek.] 3,4 (-6,3;37,0) -8,9 (-84,5;27,5) 0,212
T(B90% postmax) [Sek.] -0,2 (-7,3;39,0) -7,8 (-82,1;28,2) 0,330
T(B10% postmax) [Sek.] 3,2 (-15,1; 65,0) -5,2 (-76,9;24,9) 0,127
T(BO postmax) [Sek.] 25,0 (-4,1;64,6) -70,3 (-16,7;28,3) 0,110

Tab. 14: Differenz der Zeitparameter vor und nach der PST. Vergleich der ,klinischen

Komplettremission® vs. ,keine klinische Komplettremission® (Median, Quartile in

Klammern und Mann-Whitney-U-Test)
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Fir das Kurvenmaximum ,Bmax“ wurden vor und nach der PST die cut-off-Werte
mittels ROC-Kurve bestimmt und die entsprechende Spezifitat und Sensitivitat ermittelt.
(Tab. 15).

cut-off-Wert Sensitivitat Spezifitat
,Bmax“ vor PST [x 10° DU] 33,4 x10° 66,7% 86,7%
,Bmax“ nach PST [x 10° DU] 15,2 x 10° 72,7% 77,8%

Tabelle 15: cut-off Werte, Spezifitat und Sensitivitat fir ,Bmax” vor und nach der PSTin
Bezug zur ,klinischen Komplettremission*

3.3.2 Vergleich von klinischem ,Therapieansprechen“ und ,Therapieresistenz*

In der zweiten Analyse zum Kklinischen Therapieverlauf wurde das ,klinische
Ansprechen® bzw. die ,Therapieresistenz“ in gleicher Vorgehensweise untersucht. Von
den 24 Patientinnen, die eine Videodensitometrie vor PST erhielten, sprachen zwanzig
klinisch auf die Therapie an. In 4 Fallen wurde eine ,Therapieresistenz“ dokumentiert.
Nach der PST zeigten von den 31 untersuchten Patientinnen flinf Patientinnen eine
»rherapieresistenz“ und 26 ein ,Therapieansprechen®.

Die Helligkeitsparameter zeigten in den beiden Vergleichsgruppen vor der PST einen
ahnlichen Kurvenverlauf ohne signifikante Unterschiede der Helligkeitsparameter. Die
p-Werte lagen Uber 0,642 (Tab. 17, Abb. 6). Lag nach abgeschlossener PST ein
»1herapieansprechen” vor, war die Baseline niedriger als in der Gruppe mit der
Therapieresistenz (,BO pramax®, p=0,060). Die Maximumparameter ,B90% pramax‘
(p=0,068), ,Bmax® (p=0,076), ,B90% postmax“ (p= 0,068) erreichten bei deutlicher
Tendenz zu niedrigeren Werten in der Gruppe mit dem ,Therapieansprechen® jedoch
keine signifikanten Unterschiede. Die Baseline nach Abfluten des Kontrastmittels war
signifikant niedriger in der Gruppe mit ,Therapieansprechen® als in der
Vergleichsgruppe (,B10% postmax”: p=0,028, BO postmax: p=0,028 (Tab. 16, Abb. 6).
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Helligkeitsparameter vor PST nach PST
Therapieresisten: Therapieansprechi 1 p-Wert Therapieresisten: Therapieansprechi 1 p-Wet
n=4 n=20 n=26 n=5
BO préamax [x 10° DU] 12,0 (9,1;13,0 10,5 (8,3;14,3) 1,000 10,4 (8,4;128 8,3 (7,2:;9,8) 0,060
B10% pramax [x 10° DU] 14,2 (10,4 ;16,6 13,2 (9,9;16,3) 0,877 14,3 (9,1;155 9,1 (8,2;10,7) 0,060
B90% pramax [x 10° DU] 25,7 (19,8 ;51,8 25,4 (18,6 ;40,9) 0,757 28,6 (15,1;45,8 14,8 (12,0;18,7) 0,068
Bmax [x 10° DU] 27,1 (21,0 ;56,2 27,0 (16,0 ; 42,6) 0,642 30,4 (15,8;49,6 15,4 (12,4, 20,0) 0,076
B90% postmax [x 10° DU] 25,6 (20,1;52,9 25,6 (15,3;41,8) 0,642 28,8 (15,4 ;46,8 14,8 (12,2;19,0) 0,068
B10% postmax [x 10° DU] 14,8 (10,7 ;26,3 12,9 (10,8;19,8) 0,699 15,8 (11,7 ;24,4 11,1 (8,3;12,6) 0,028
B0 postmax [x 10° DU] 13,5 (9,5;23,0 11,6 (9,5;16,3) 0,699 14,1 (11,3;21,6 10,6 (7,9;12,1) 0,028

Tab. 16: Helligkeitsparameter vor und nach der PST in Bezug auf das klinische
»Therapieansprechen” vs. ,Therapieresistenz” (Median, Quartile in Klammern, Mann-
Whitney-U-Test)

—@—Therapieresistenz /vor PST

%7 —A—— Therapieansprechen/ vor PST
= = &% - - Therapieresistenz / nach PST
30 - E = = A= = ~Therapieansprechen/ nach PST
X

Helligkeit in DU (x 16F)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Zeit in Sekunden

Abb. 6: mediane Heiligkeit-Zeit-Kurven vor und nach der PST, Vergleich von klinischem
»herapieansprechen“ und ,Therapieresistenz”

Wurden die Differenzen vor und nach der PST der beiden Gruppen ermittelt und
verglichen, so zeigte sich eine Abnahme der Helligkeit bei einem  klinischen
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Therapieansprechen®. Die Helligkeitswerte stiegen bei einer Therapieresistenz nach
erfolgter Therapie an. Dieser Unterschied war fir ,B90% pramax“ ,Bmax“, ,B90%
postmax”, ,B10% postmax“ und ,B0O postmax“ wie in Tab. 17 dargestellt signifikant.

klinische klinisches
Helligkeitsparameter Therapieresistenz  Therapieansprechen p-Wert

(n=3) (n=19)
BO pramax [x10° DU] 0,2 (-4,3;3,4) 2,9 (0,6;5,3) 0,191
B10% pramax [x10° DU] -0,9 (-4,9; 3,2 34 (1,0;7,4) 0,108
B90% pramax [x10° DU] 9,1 (-9,6:1,7) 8,2 (3,3;18,0) 0,014
Bmax [x10° DU] -9,7 (-10,6 ; 1,5) 8,5 (1 4 ;20,0) 0,021
B90% postmax [x10° DU] -8,9 (-9,7;0,8) 8,1 (1,1;17,8) 0,014
B10% postmax [x10° DU] 2,7 (-4,8;-2 4) 45 (-0,5 ; 8,4) 0,005
BO postmax [x10° DU] -1,9 (-5 ,5) 1,7 (-1,3;4,8) 0,009

Tab. 17: Differenz der Helligkeitsparameter vor und nach der PST. Vergleich des
klinischen Therapieansprechens (Median, Quartile in Klammern, Mann-Whitney-U-Test)

Die Zeiten des Kontrastmittelanflutens (,T(BO pramax)“ und ,T(B10% pramax)“) waren
in der Gruppe mit ,Therapieansprechen® vor der PST Ilanger als in der
Vergleichsgruppe. Dieser Unterschied war nicht signifikant (p=0,245 und p=0,394). Die
Zeit bis zum Erreichen des Kurvenmaximums , T(Bmax)“ war in beiden Gruppen vor der
PST nahezu gleich (p=0,877). Das Auswaschen des Kontrastmittels erfolgte in der
Gruppe mit ,Therapieresistenz” vor der PST deutlich langsamer als in der Gruppe, die
ein ,Therapieansprechen® zeigte. Dieser Unterschied ergab einen p-Wert von 0,053 und
0,044. Nach abgeschlossener PST néherten sich die zeitlichen Kurvenverlaufe deutlich
an. Es traten keine signifikanten Unterschiede auf (Tab. 18, Abb. 6).
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Zeitparameter vor PST nach PST
Therapieresistenz Therapieansprechel p-Wert Therapieresistenz Therapieansprechc 1 p-Wer
n=4 n=20 n=26 n=35
T(BO prémax) [Sek.] 18,2 (12,9;22,¢1 33,7 (16,3;73,4) 0,245 24,3 (17,3 ;26,6) 23,2 (12,5;41,9) 0,747
T(B10% pramax) [Sek.] 26,7 (16,8;33,71 352 (18,3;74,8) 0,394 24,6 (21,9;30,3) 31,2 (15,8 ;48,0) 0,667
T(B 90% pramax) [Sek.] 41,3 (24,0;61,61 43,6 (21,6;81,2) 0,938 31,1 (29,3 ;44,5) 39,6 (25,1;75,0) 0,707
T(Bmax) [Sek.] 46,0 (26,0;70,(1 47,6 (22,6 ;83,6) 0,877 33,5 (31,2;46,6) 46,5 (26,1 ;86,3) 0,747
T(B 90% postmax) [Sek.] 59,1 (26,8;98,. 50,8 (24,2;86,4) 0,642 34,1 (32,1;48,1) 49,9 (28,7;91,2) 0,485
T(B10% postmax) [Sek.] 141,3 (86,7;162, ) 74,8 (49,4;117,9) 0,053 48,6 (41,9;133,6) 73,4 (46,2;124,7 0,747
T(BO postmax) [Sek.] 148,9 (105,9;188, ) 80,6 (67,3;122,2) 0,044 79,8 (42,9 ;147,2) 91,2 (64,8 ;146,8 0,667

Tab.

18: Zeitparameter vor und nach der PST in Bezug auf das zum klinische

»1herapieansprechen” vs. ,Therapieresistenz* (Median, Quartile in Klammern, Mann-

Whitney-U-Test)

Auch der Vergleich der Differenzen des zeitlichen Kurvenverlaufs vor und nach der PST

beider Gruppen flhrte nicht zu signifikanten Unterschieden (Tab. 19).

Zeitparameter

T(BO pramax) [Sek.]
T(B10% pramax) [Sek.]
T(B90% pramax) [Sek.]
T(Bmax) [Sek.]

T(B90% postmax) [Sek.]
T(B10% postmax) [Sek.]
T(BO postmax) [Sek.]

klinische Therapiere-
sistenz

(n=3)

-0,3 (-12,0; 4,7)
2,0 (-52'138)
15,7 (-4,1 : 20,2)
21,3 (47 25,6)
27,5 (-5,6:71,7)
42,9 (-27,6 ; 119,2)
32,7 (-0,5;118,5)

klinisches Therapie-

ansprechen
(n=19)
10,1

)
10,8 ; )
; 34,2)
)
)

19,7

38,0 ;
; 32,5
25,8 ; )
; 34,7)

6 (-

2 (-

8 (-

0 (-
-0,8 (-52,1
102(

1 (-

26,7

; 31,3

33,8

37,0

52,8

p-Wert

0,408
0,718
0,787
0,651
0,308
0,523
0,308

Tab. 19: Differenz der Zeitparameter vor und nach der PST. Vergleich des klinischen

Therapieansprechens (Median, Quartile in Klammern, Mann-Whitney-U-Test)

35




3 Ergebnisse

Fir ,Bmax“ nach PST und ,B10% postmax“ nach PST wurden cut-off-Werte mittels
ROC-Kurven bestimmt und die Spezifitdt und Sensitivitat berechnet. Der erste cut-off-
Wert zielt auf die héchstmdgliche Sensitivitat und Spezifitat, der zweite Wert wurde zu
Gunsten einer hohen Spezifitat gewéhlt (Tab. 20).

cut-off-Wert Sensitivitat Spezifitat
Bmax nach PST [DU] 15,2 x 10° 72,7% 77,8%
18,9 x 10° 45,5% 88,9%
BO postmax nach PST [DU] 13,6 x 10° 80,0% 88,5%
14,9 x 10° 40,0% 92,3%

Tab. 20: cut-off Werte, Spezifitdt und Sensitivitat ausgewahlter Parameter in Bezug auf
die klinische Remission

3.4 Therapiemonitoring mittels Videodensitometrie

Videodensitometrie im Verlauf der PST in Bezug auf die histologische Remission

Um die Videodensitometrie als Methode in der Verlaufskontrolle zu testen, wurden
wieder die Gruppen ,histologische Komplettremssion“ und ,keine histologische
Komplettremission gegenlbergestellt. Im ersten Schritt erfolgte die Prifung jeweils
einer Gruppe mit dem Wilcoxon-Test fiir zwei verbundene Stichproben auf signifikante
Veranderungen vor und nach der PST und anschlieBend wurde der Friedmann-Test fir
mehrere verbundene Stichproben durchgefihrt und 4 Verlaufsmessungen gepruft.
Es zeigte sich in der Gruppe ,histologische Komplettremission“ eine signifikante
Abnahme des Helligkeitsmaximums ,Bmax“ zwischen vor und nach der PST (p=0,028).
In der Vergleichsgruppe ,keine histologische Komplettremission® trat keine signifikante
Veranderung auf (p=0,191). Wurden vier Messungen im Verlauf verglichen, zeigte sich
auch zwischen den einzelnen Messungen eine signifikante Abnahme von ,Bmax®in der
Gruppe ,histologische Komplettremission“ (p=0,019). In der Gruppe, die ,keine
histologische Komplettremission“ erreichte, war die Abnahme von ,Bmax“ minimal und
nicht signifikant (p=0,436) (Tab. 21, Abb. 7).
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40000004 EI keine histologische Komplettremission Bmax keine hiStOlOgische hiSlO|OgiSChe
[ tistoloaische Komplettremission 5 Komplettremission Komplettremission
[x10°DU] n=13 n=5
3000000+ : Messung 1 21,8 (16,1;27,0) 34,6 (20,4 ;98,0)
= : :
=} ..
g 3 Messung2 17,9 (132:28.1) 263 (22,6 :548)
o 2000000 . I
H e ot
= . . . .
. E: Messung 3 15,5 (9,8;24,5) 19,3 (17,0;45,4)
1000000 : : Q: :
- Q : Messung 4 15,7 (12,2 ;20,4) 14,6 (9,5;16,5)
0 s

T T
Messung1 Messung2 Messung3 Messung4

p-Wert 0,436 0,019

Abb. 7 und Tab. 21: Verlauf von ,Bmax® wahrend der PST — Vergleich von
Lhistologischer Komplettremission“ und ,keiner histologischen Komplettremission®
(Median , Quartile in Klammern, Friedmann-Test)

Videodensitometrie im Verlauf der PST in Bezug auf ,klinische Komplettremission“ und

.keine klinische Komplettremission*

Die Gruppe mit einer ,klinischen Komplettremission® zeigte zwischen vor und nach der
PST einen Abfall des Helligkeitsmaximums ,Bmax“ (p=0,017). Wurden vier Messungen
im Verlauf verglichen, war auch hier die Aonahme von ,Bmax*“ signifikant (p = 0,006). In
der Vergleichsgruppe gab es ebenfalls einen Abfall des Helligkeitsmaximums ,Bmax®
zwischen vor und nach der PST, sowie zwischen den Verlaufsmessungen. Dieser fiel
deutlich schwéacher aus und war nicht signifikant (p=0,331 und p=0,682) (Tab. 22, Abb.
8).
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4000000-

3000000

2000000

Med Bmax [DU]

10000007

EY Keine Kinische Komoletiremission

[E] Kiinische Komokettremission

]

T T
Messung1 Messung2 Messung3 Messung4

Bmax
[x 10° DU]

Messung 1

Messung 2
Messung 3

Messung 4

p-Wert

keine klinische
Komplettremission
n=12

21,9 (15,1;27,3)

19,2 (13,0 ; 28,5)

16,9 (10,4 ;25,0)

15,8 (13,4 ;20,5)

0,682

klinische
Komplettremission
n=6

32,3 (17,0;76,2)

26,1 (18,9 ;45.6)

18,8 (14,3 ;44.,6)

13,1 (7,3;15,7)

0,006

Abb. 8, Tab. 22: Verlauf von ,Bmax® wahrend der PST - Vergleich von ,klinischer
Komplettremission* und ,keiner klinischen Komplettremission® (Median, Quartile in

Klammern, Friedmann-Test)

Ultraschallkontrastmittel-Videodensitometrie im Verlauf der PST in Bezug auf ,Thera-

pieansprechen” und ,Therapieresistenz*

Die Gruppe, die ein ,Therapieansprechen® zeigte, wies zwischen vor und nach der PST,

sowie zwischen den einzelnen Messungen eine signifikante Abnahme des

Helligkeitsmaximums ,Bmax“ auf (p=0,003, p=0,009). In der Vergleichsgruppe zeigte

sich zwischen der Messung vor und nach der PST, sowie zwischen den Messungen

keine signifikanten Unterschiede des Helligkeitsmaximums ,Bmax® (p=0,285, p=0,392)
(Tab. 23, Abb. 9).
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Bmax klinische klinisches
10°DU Therapieresistenz Therapieansprechen
EJ Winische Therap [X ] n=2 n=16

O Kiinisches Therapieansprechen

3000000 -

Messung1 214 (20,8;21,9) 259 (14,6;336)

Messung2 28,1 (27,3:289) 20,0 (14,0;315)

2000000

Messung 3 20,5 (14,0;27,0) 18,3 (10,5;25,0)

Med Bmax [DU]

Messung4 254 (204:305) 152 (11,7;16,7)

1000000

S

|27

p-Wert 0,392 0,009

Abb. 9, Tab. 23: Verlauf von ,Bmax® unter der PST — Vergleich von klinischem
»1herapieansprechen” und ,Therapieresistenz® (Median, Quartile in Klammern und
Friedmann-Test)

3.5 Vergleich der klinischen und bildgebenden Methoden zur Pradiktion einer
histologischen Remission

Im Vergleich der Methoden wurden die Sonographie, Palpation, Mammographie und
Ultraschallkontrastmittel-Videodensitometrie gegenibergestellt. Die Aussagekraft der
einzelnen Untersuchungsmethoden bezog sich auf das histologische Ergebnis. Dabei
wurde die ,histologische Komplettremission® als ,negativ‘ gewertet und ,keine
histologische Komplettremission* als ,positiv®. In der nachfolgenden Tabelle 24 wurden
die Methoden mit ihren Vorhersagewerten dargestellt.

rich_ti_g richtig falsgl_1 falsch_ n

positiv negativ positiv negativ
Sonographie 22 (66,7%) 5(15,2%) 2(6,1%) 4 (12,1%) 33
Palpation 1(63,6%) 7(21,2%) 0(0,0%) 5 (15,2%) 33
Mammographie 16 (76,0%) 4 (19,0%) 0(0,0%) 1 (4,8%) 21
USKM-VDM 2 (50,0%) 6 (25,0%) 1(4,2%) 5(20,8%) 24

Tab. 24: Vergleich der Methoden und Anzahl der Vorhersagekraft.

Im Fisher Exakt -Test konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Methoden gepruft werden (p =0,644).

39



3 Ergebnisse

Von den einzelnen Methoden wurden nun Spezifitat, Sensitivitat, der positive pradiktive
Wert und der negative pradiktive Wert gegenibergestellt. Die Palpation und
Mammographie erreichten eine Spezifitdt von 100% mit einer Sensitivitat flr die
Palpation von 80,8% und fir die Mammographie von 94,1%. Die Sonographie wies eine
Spezifitdt von 71,4% und Sensitivitdt von 84,6% auf. Die USKM-VDM kam auf eine
Spezifitat von 85,7% mit einer Sensitivitat von 70,6% (Tab 25).

Spezifitat Sensitivitat PPW NPW
Palpation 100,0% 80,8% 100,0% 58,3%
Sonographie 71,4% 84,6% 91,7% 55,6%
Mammographie 100,0% 94,1% 100,0% 80,0%
USKM-VDM 85,7% 70,6% 92,3% 54,5%

Tab. 25: Spezifitat, Sensitivitat, positiver pradiktiver Wert (PPW), negativer pradiktiver
Wert (NPW) der klinischen und bildgebenden Methoden

3.6 Univarianz- und Multivarianzanalyse der histologischen Remission

Der Einfluss verschiedener Merkmale auf den histologischen Remissionsgrad wurde
zunachst in einer univariaten und anschlieBend in einer multivariaten Analyse
untersucht. Das Alter der Patientinnen unterschied sich nicht in den histologischen
Remissionsgruppen (Mann-Whitney-U-Test; p=0,162). Die weiteren Patientinnen-
merkmale bzw. Tumormerkmale wurden in Kreuztabellen dargestellt und mit Fisher’s
exaktem Test geprift. Dabei ergaben sich flr die Art der primar systemischen Therapie
entscheidende Unterschiede. Patientinnen, die eine Kombination ADoc oder AC-Doc
erhielten, hatten signifikant haufiger eine ,histologische Komplettremission* (6/13 Falle).
Patientinnen, die mit Docetaxel/Exemestan bzw. Letrozole therapiert wurden, hatten
sehr selten eine histologische Komplettremission (1/20 Falle). Dieser Unterschied war
hoch signifikant mit p=0,007. Einen weiteren Einfluss hatte der Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus. Ein positiver Ostrogenrezeptorstatus (p= 0,052) und
positiver Progesteronrezeptorstatus (p=0,084) sprachen dafir, ,keine histologische
Komplettremission® zu erreichen. Alle anderen Merkmale zeigten keinen Einfluss auf
das Ergebnis der histologischen Remission (Tab. 26).
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mogliche Einflussvariable p-Wert
Alter 0,165
Art der PST 0,007
Menopause 0,145
Tumorstadium 0,379
Nodalstatus 0,386
Grading 0,342
Histologie 0,405
Ostrogenrezeptor 0,052
Progesteronrezeptor 0,084
c-erbB2 0,563

Tab. 26: Mdgliche Einflussfaktoren mit p-Wert

In einem zweiten Schritt wurde der Einfluss mehrerer Faktoren auf die histologische
Remission in einem logistischen Regressionsmodell untersucht. Als Einflussfaktoren
(Kovariablen) wurden die Art der primar systemischen Therapie, der Ostrogen- und
Progesteronrezeptor gewahlt. Der Faktor ,Art der PST* wurde in drei Kategorien
eingeteilt: ,PST1“ bestehend aus AC-Doc und ADoc als Referenzwert, ,PST2"
(Docetaxel/Exemestan) und ,PST3" (Letrozole). Da einer der Einflussfaktoren ,PST3*
(Letrozole) nur in einer Auspragung (keine histologische Komplettremission) der binaren
Zielvariablen  (histologische = Komplettremission  vs.  keine  histologische
Komplettremission) auftrat (Tab. 27), versagte das Ubliche Verfahren der logistischen
Regression mit SPSS und SAS (die Likelihood war in diesem Fall monoton). Beim
Vorliegen einer ,quasi-complete separation® wurde ein Makro (SAS-Makro) zur
Korrektur der maximalen Likelihood-Schatzungen der Regressionskoeffizienten
integriert (Heinze & Schemper, 2002; Heinze & Plohner, 2003). Mit Hilfe dieses
Korrekturverfahrens ist es maoglich, brauchbare  Schatzungen  der
Regressionskoeffizienten zu erreichen.
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3 Ergebnisse

Art der PST Gesamt
Docetaxel
ADoc AC-Doc Letrozole
Exemestan
Anzahl 9 5 2 10 26
kelne Erwartete Anzahl 7.9 5,5 47 7.9 26,0
histologische
Komplett- o . - o o o o o
remission % von histol. Remission 34,6% 19,2% 7,7% 38,5% 100,0%
Korrigierte Residuen 1,0 -0,5 -3,0 2,0
Anzahl 1 2 4 0 7
histologische Erwartete Anzahl 21 1,5 1,3 2,1 7,0
Korr_lpk_elt-
remission % von histol. Remission 14,3% 28,6% 57,1% 0% 100,0%
Korrigierte Residuen 1,0 0,5 3,0 -2,0
Anzahl 10 7 6 10 33
Gesamt Erwartete Anzahl 10,0 7,0 6,0 10,0 33,0
% von histol. Remission 30,3% 21,2% 18,2% 30,3% 100,0%

Tab. 27: Kreuztabelle ,Art der primaren systemischen Therapie® und ,histologische

Komplettremission“ vs. “keine histologische Komplettremission®

In der multivariaten Analyse erzielte die “PST1” mit ADoc bzw. AC-Doc die grdBte

Wahrscheinlichkeit fir den Eintritt einer ,histologischen Komplettremission” (p=0,0118).

Ein positiver Progesteronrezeptor sprach tendenziell mit einem p-Wert von p=0,0715

eher daflr ,keine histologische Komplettremission” zu erreichen (Tab. 28).

Kovariable

PST2
PST3
PgR

Koeffizient fehler

-1,61858 1,13681
-3,06858 1,66271
-1,68600 0,98714

geschatzter Standard- Odds-
Ratio

0,19818
0,04649
0,18526

95%Konfidenzintervall p-Wert

0,015777-1,39842
0,000317-0,56131
0,021505-1,15480

0,1076
0,0118
0,0715

Tab. 28: Multivariate Analyse - geschéatzter Koeffizient, Standardfehler, OR, 95%-

Konfidenzintervall und p-Wert flr die Art der PST und den Progesteronrezeptor.

42



4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Videodensitometrie zur Darstellung der GefaBversorgung unter primar
systemischer Therapie des Mammakarzinoms

Das Tumorwachstum und die dazu notwendige Tumorversorgung mit Sauerstoff sind
durch Diffusion nur bis zu einem Tumordurchmesser von 2 mm mdglich, dartiber hinaus
ist eine GefaBversorgung notwendig. Bereits bei einer TumorgréBe von 1-2 mm? setzt
eine intensive Angiogenese ein (Folkman, 1990; Pluda 1997). Es zeigt sich eine starke
Korrelation zwischen dem Tumorwachstum, dem invasiven Potential, der Fahigkeit zur
Metastasierung und der Angiogenese von malignen Tumoren (Folkman, 1995;
Watermann et al., 2004; Grossniklaus et al., 1998; Ortega et al., 1997; Srivastava et al.,
1989; Schneider et al., 2005). In vielen Studien wurde als Monitoringkriterium einer
primar systemischen Therapie die TumorgréBe gewahlt, welche allerdings haufig den
Endpunkt der Therapie darstellt. Die Vaskularisierung und Perfusion eines Tumors
gelten als Surrogatmarker seiner Vitalitat und sind deshalb mégliche Spiegel fir das
Ansprechen auf die Therapie. Sie kbnnen dem Tumorschrumpfen deutlich vorausgehen
(Wasser et al., 2003). Die morphologische BlutgeféaBdichte als MaB der Vaskularisation
eines Tumors wird histologisch und immunhistochemisch am Biopsie- oder
Operationspraparat untersucht. Eine nicht-invasive funktionelle Diagnostik der Perfusion
in-vivo ist durch bildgebende Verfahren, wie das MRT oder die Dopplersonographie
modglich und lasst die Analyse der Durchblutung wahrend der systemischen
Tumortherapie zu (Delorme, 1998; Gee et al., 2001; Donnelly et al., 2001). Die gréBte
Schwierigkeit der Dopplersonographie besteht in der suffizienten Darstellung von sehr
langsamen Flusssignalen in kleinen GefaBen. Um deren Darstellung zu verbessern,
bewahrten sich die Ultraschallkontrastmittel (Schroeder et al., 1999; Moon et al. 2000;
Kedar et al., 1996; Winehouse et al., 1999). Zahlreiche Autoren untersuchten den
Zusammenhang der Kontrastmitteldosis und Darstellung im Power Doppler-Modus, der
nur eine geringe Frequenzverschiebung und minimale Anzahl an intravaskular
reflektierender Partikel flr eine hinreichende Untersuchung bendtigt und bestatigten,
dass eine direkte Analyse der Kontrastmittelkonzentration und damit die Ableitung des
Blutvolumens in der dargestellten Ultraschallebene mdéglich ist (Bell et al., 1995;
Blomley et al., 1997; Rubin et al., 1995; Schwarz et al., 1998; Ugolini et al., 2000). Es
kénnen Blutflisse in GefaBen kleiner als 40 um dargestellt werden. Der Einsatz erlaubt
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damit eine optimierte Darstellung der Mikroperfusion und evtl. auch -vaskularisation und
unter antiangiogener Therapie den frihen Nachweis der Regression der
Tumorvaskularisation (Kedar et al., 1996; Huber et al., 1998; Lassau et al., 2001).
Vorteile des kontrastverstarkten Dopplerultraschalls sind die niedrigen Kosten der
Methode, fehlende schwere Nebenwirkungen (einzige Kontraindikation fiir Levovisist®:
Galaktosamie), Wiederholbarkeit und auch die Mdglichkeit der ,,Bedside“-Untersuchung.
Die zunehmende Verfligbarkeit von Softwarepaketen zur objektiven Quantifizierung der
Kontrastmitteldynamik und -kinetik reduziert die Untersuchervariabilitdt und verbessert
die Differenzierung zwischen Tumor und inflammatorischer Begleitreaktion (Cosgrove et
al., 2001). Die quantitative Darstellung der kontrastverstarkten Power Doppler-
Sonographie in Form von Fillungskurven nutzten wir in unserer Studie, um Parameter
der Flllungskinetik zu prifen und cut-off-Werte zu erarbeiten, die zur Einschatzung der
Pradiktion der Komplettremission und Prognose unter primér systemischer Therapie
des Mammakarzinoms dienen sollen.

Die histologische Komplettremission gilt als ein Surrogatmarker fir eine bessere
Prognose hinsichtlich des krankheitsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens.
Tumore, die unter der PST eine histologische und klinische Komplettremission
erreichten, zeigten vor Beginn der Therapie in unserer Untersuchung eine deutlich
starkere Kontrastmittelanflutung, die sich vor allem in den maximalen
Helligkeitsparametern widerspiegelte. Wenn auch die medianen Helligkeit-Zeit-Kurven
dies sehr gut darstellen, war der Unterschied aufgrund der Streuung nur tendenziell (p-
Wert 0,06-0,092) und nicht signifikant. Moglicherweise ist die insgesamt geringe
Patientinnenzahl in unserer Untersuchung und die Anzahl der Patientinnen, die auf die
PST mit einer histologischen bzw. klinischen Komplettremission ansprachen (n=7, bzw.
n=9) zu gering und damit die Streuung zu groB. Préoperativ lieB sich zwischen den
beiden histologischen Gruppen kein Unterschied in der Ultraschallkontrastmittelkinetik
mehr nachweisen (p-Wert 0,299-0,962), so dass sich vermuten I&sst, dass die
variantenreichen TumorgefaBsysteme und die damit verbundene Kontrastmittelkinetik
nach stattgehabter PST &hnlicher wurden. Die Gruppe, die als eine klinische
Komplettremission eingeschatzt wurde, zeigte praoperativ ein signifikant niedrigeres
Ausgangsniveau, einen langsameren Kurvenanstieg und einen insgesamt flacheren
Kurvenverlauf als die Gruppe, die keine klinische Komplettremission hatte (p-Werte:
0,021-0,045). Im Verlauf der systemischen Therapie zeigte sowohl! die Gruppe mit einer
histologischen als auch einer klinischen Komplettremission eine kontinuierliche und
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signifikante Abnahme des Helligkeitsmaximums (p=0,019 und p=0,006), so dass daraus
eine Pradiktion Uber das histologische und klinische Ansprechen getroffen werden
kann. Die Parameter sinken dagegen in den Gruppen, die keine histologische oder
klinische Komplettremission erreichen, nur marginal und nicht signifikant (p=0,439, bzw.
p=0,682). Der Nachweis einer klinischen Komplettremission wéare auch flr das
operative Management und die damit mogliche rechtzeitige Markierung des ehemaligen
Tumorbettes sinnvoll. Der zur Differenzierung einer klinischen Komplettremission
ermittelte cut-off-Wert von ,Bmax“ (33,4 x 10° DU) vor der PST erreichte bei einer
Spezifitit von 86,7% eine Sensitivitat von 66,7%. Ein cut-off-Wert von 33,5 x 10° DU fir
.Bmax” lasst mit einer Sensitivitdt von 71,4% und einer Spezifitdt von 82,4%
Patientinnen selektieren, die unter einer PST eine histologische Komplettremission
erreichen kdnnen. Dies kann bei Therapieplanung und Auswahl der therapeutischen
Substanzen bertcksichtigt werden. Um Therapien mit geringer Effektivitdt und hoher
Nebenwirkungsrate zu vermeiden, erschien es uns wichtig Parameter zu identifizieren,
die fUr eine Therapieresistenz sprechen. Pratherapeutisch lieB sich allerdings kein
Unterschied der Kontrastmittelkinetik zwischen den Gruppen erkennen. Im Verlauf
zeigten die Tumore, die auf eine Therapie partiell oder komplett ansprachen, fir ,Bmax*
eine signifikante Abnahme. Bei den zwei Patientinnen mit einer Therapieresistenz, die
mehrere Verlaufsmessungen erhalten hatten, trat kein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Messungen auf. Es kam zur Zunahme oder Abnahme der
Helligkeitsmaxima zwischen den einzelnen Messungen, was moglicherweise durch
zeitlich unterschiedlich stark perfundierte Tumorareale, Shunts, Nekroseanteile
verursacht wurde. Nach Abschluss der PST waren trendmaBig die Helligkeits- und
Pixelparameter deutlich niedriger in der Gruppe, die auf die Therapie partiell oder
komplett ansprach. Ein signifikanter Unterschied wurde nur fir Parameter im
Kurvenauslauf ,B10% postmax“ und ,B0O postmax*“ erreicht.

In der Literatur gibt es wenige Studien mit &hnlichem Aufbau, welche die
Tumorperfusion des Mammakarzinoms im Rahmen einer priméar systemischen Therapie
mittels kontrastverstarkten Ultraschall und Videodensitometrie evaluieren (Broillet et al.,
2005; Vallone et al., 2005).

Vallone et al. legten in ihrer Arbeit den Schwerpunkt auf den Vergleich des Basis-

Farbdopplers und der kontrastverstarkten Farbdopplersonographie. Sie wiesen eine
verbesserte  Sensitivitdt gegenlber residuellem Tumorgewebe durch den
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kontrastverstarkten Ultraschall mit Levovist® nach. Es wurden 50 Frauen mit lokal
fortgeschrittenem Brustkrebs (T3-T4) vor und nach einer primaren Chemo- bzw.
Hormontherapie mit beiden Methoden untersucht. Die Auswertung erfolgte aber nicht
automatisiert, sondern als eine semi-quantitative Einteilung in  vier
Vaskularisationsgrade, wodurch eine Untersuchervariabilitét nicht auszuschlieBen ist. In
4 Fallen (8%) zeigte der Basis-Farbdoppler keine Vaskularisation, in einem Fall wurde
nach der Injektion von Levovist® eine Vaskularisation sichtbar, so dass in 94% der Falle
ein Anstieg des Kontrasts und eine Vaskularisation des Tumors nachgewiesen werden
konnte. Im Gegensatz zu unserem Sprachgebrauch wurde in der hier zitierten Arbeit mit
Vaskularisation die Perfusion bezeichnet. Wir konnten in unserer Studie bei allen
Tumoren vor und nach Kontrastmittelgabe Blutfluss in den TumorgefaBen darstellen.
Mdglicherweise lag dies an der Verwendung des Power Doppler-Modus, der
unabhangig vom Beschallungswinkel sensitiver fir langsame FlUsse ist. Bei Vallone
zeigte der Basis-Farbdoppler nach der neoadjuvanten Therapie bei 31 von 50
Patientinnen (62%) kein vaskulares Signal. Nach der Gabe von Levovist® konnte in 9
Fallen ein vaskulares Signal nachgewiesen werden, welche primar avaskular waren. Im
Gesamtkollektiv unserer Studie zeigten die Tumore nach der PST im Bereich des alten
Tumorbettes ein niedriges Ausgangsniveau und nach Gabe von Kontrastmittel ein
signifikant niedrigeres Maximum. Im Vergleich der Helligkeit-Zeit-Kurven vor und nach
der PST lieB sich im Gesamtkollektiv eine signifikante Abnahme der Helligkeit nach der
PST nachweisen. Bereits ohne Kontrastmittel sank das Power Doppler-Signal nach der
PST im Median auf 75% zum pratherapeutischen Wert (p=0,006). Nach Gabe des
Kontrastmittels lag das Kurvenmaximum in seiner Intensitat im Median bei 58,7% des
pratherapeutischen Maximum (p=0,012). Im zeitlichen Kurvenverlauf lieBen sich keine
signifikanten Unterschiede nachweisen.

Die echo-histologische Ubereinstimmung betrug 68% bei Vallone et al. (34/50 Félle)
und war mit Kontrastmittelverstarkung wesentlich sensitiver als der Basis-Farbdoppler.
In unserer Studie konnten wir nach Festlegung der cut-off-Werte eine echo-
histologische Ubereinstimmung von 75% erreichen. Die falsch negative Rate war in
unserer Studie mit 5 von 11 Fallen allerdings deutlich schlechter als bei Vallone et al.
(6/22 Félle). Dies lag am ehesten daran, dass fir die Pradiktion einer histologischen
Komplettremission die videodensitometrischen Untersuchungen vor der PST am
aussagekraftigsten waren und anschlieBend die Therapien mit unterschiedlicher
LAggressivitat“ durchgefthrt wurden. Die flnf falsch negativen Ergebnisse waren Falle,
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die eine primar endokrine Therapie mit Letrozole bei einem lokal weit fortgeschrittenen
Tumor (3 Patientinnen mit T3-4-Tumoren) erhielten und wegen des Perfusionsmusters
und der daraus resultierenden Fulllungskinetik videodensitometrisch fir eine
histologische Komplettremission sprachen. Aufgrund des Alters, der Konstitution, des
Postmenopausenstatus und der Hormonrezeptorpositivat des Tumors erhielten die
Patientinnen eine vom Nebenwirkungsprofil gut zu tolerierende primar endokrine
Therapie im Rahmen der FEM-D-1-Studie (Paepke et al., 2001). Die histologische
Komplettremission war nicht der Endpunkt der Studie, sondern es wurde das klinische
Ansprechen im Hinblick auf die Behandlungsdauer geprift. Nach 4 Monaten Letrozole-
Einnahme erreichten 57% der Patientinnen eine Kklinische Partial- bzw.
Komplettremission. Mit einer langeren Behandlungsdauer bis zu 8 Monate konnte ein
signifikanter Anstieg der Tumorreduktion bei 90% der Patientinnen nachgewiesen
werden (p=0,0393). Insgesamt konnte eine Verminderung der TumorgréBe von T2-4b
zu T1-2 und damit deutlich die Rate an brusterhaltenden Operationen gesteigert werden
(Paepke et al., 2001). In der internationalen Literatur werden in den publizierten
prospektiven randomisierten Studien zur primar endokrinen Therapie (Eiermann et al.,
2001; Smith et al. 2005) keine pCR beschrieben. Die einzige Ausnahme ist die Arbeit
von Semiglazov mit einer pCR unter antihormoneller PST (Semiglazov et al., 2007).

In der von Broillet et al. (Broillet et al., 2005) aufgelegten Studie wurden anhand von
Bolusgaben des Ultraschallkontrastmittels SonoVue® (Schneider et al., 1995) die
Veranderungen der Perfusion wahrend des Tumorwachstums eines syngenen
orthotopen Brustkrebsmodels in der Ratte und die Therapieeffekte des antiangiogen
aktiven Medikamentes TNF (Ruegg et al., 2000) und RADO01 (Guba et al., 2002)
untersucht. Ein Vorteil dieser experimentellen Studie war die Moglichkeit, die
Untersuchungsbedingungen stark zu standardisieren und einen Vergleich mit einer
Placebokontroligruppe durchzufiihren. Zur Erhebung der Zeit-Intensitats-Kurven wurden
0,2ml SonoVue® pro Ratte (Bracco, ltalien) injiziert und nach Digitalisierung der
aufgezeichneten Untersuchung die maximale Intensitat und die FI&che unter der Kurve
(AUC) errechnet. Die Zeit-Intensitats-Kurve zeigte ein Plateau von 5-20 Sekunden nach
der Injektion von SonoVue®, méglicherweise korrespondierend zur Rezirkulation des
Kontrastmittels in GefaBshunts. Diese Plateaus im Bereich des Maximums konnten wir
nur teilweise bestatigen. Dies liegt sicher auch an der unterschiedlichen Differenzierung
und GréBe der Tumore in unserer Studie, so dass vaskulare Shunts in
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unterschiedlichem AusmafB zur Darstellung kamen und im Unterschied der verwendeten
Kontrastmittel. Broillet et al. sahen einen Anstieg der AUC wéahrend des
Tumorwachstums nach Implantation der Tumorzellen, welcher dem steigenden
tumoralen Blutvolumen wéahrend der angiogenen Prozesse entspricht. Danach fiel die
AUC in der therapiefreien Kontrollgruppe wieder ab. Dies wurde mit dem starken
Tumorwachstum und dem damit verbundenen Anstieg an nekrotisierenden und nicht
perfundierten Arealen erklart. Nach der Gabe von TNF peritumoral sank in der
Therapiegruppe die AUC am ersten Tag post injectionem, sonst gab es keine
signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe. Die orale Gabe von RADQO1 resultierte
allerdings in einer starken Abnahme der AUC im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
Differenz war signifikant und hielt wahrend der Beobachtungszeit von 14 Tagen an.
Ahnlich unserer Studie lieBen sich deutliche Unterschiede der antiangiogenen Effekte
verschiedener Therapien nachweisen. Hierbei ist allerdings zu bertcksichtigen, dass es
sich in der Studie von Broillet et al. eher um nachgewiesene Kurzzeiteffekte handelte.

Eine Studie zur praoperativen Behandlung von Mammakarzinomrezidiven wurde von
Lamuraglia et al. (Lamuraglia et al., 2005) veroffentlicht, in der zehn Patientinnen

prospektiv in einer Phase-II-Studie eingeschlossen waren. Diese Patientinnen erhielten
eine kontrastverstarkte Power Doppler-Sonographie mit SonoVue® vor und nach einer
Radiofrequenztherapie (RFT) und anschlieBender Operation. Von der aufgezeichneten
Power Doppler-Untersuchung suchten zwei Untersucher das Bild mit der starksten
Kontrastmittelaufnahme zum Zeitpunkt der maximalen Verstarkung aus. Mittels
Software wurde der Prozentsatz des Kontrastmittelsignals im Power Doppler-Fenster
bestimmt. Vor der RFT zeigten alle 10 Tumore ein Kontrastmittelsignal. Direkt nach der
intratumoralen Radiofrequenz-Therapie lieB sich in 9 Fallen keine Perfusion nach
Kontrastmittelgabe mehr nachweisen. Eine Lasion zeigte ein Signal von annahernd
30%, hier wurde histologisch auch in 25% vitales Tumorgewebe nachgewiesen. Die
histologische Analyse wies eine komplette Tumorzerstérung in 7 von 10 Fallen nach.
Zwei falschnegative Falle traten auf. Diese Tumore zeigten bereits vor der Therapie
weniger als 50% Kontrastmittelaufnahme. Der vitale Tumorrest betrug ca. 430 mm?3 und
180 mms3, so das die Frage offen bleibt, wie groB das Minimum an Tumorzellen sein
muss, das mit dem kontrastverstarkten Power Doppler-Ultraschall detektiert werden
kann.
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Eine mit dem Untersuchungsaufbau dieser Dissertationsschrift sehr vergleichbare
Studie wurde von Eckersley et al. (Eckersley et al., 2002) zum Therapiemonitoring des

fortgeschritten Prostatakarzinoms durchgefihrt. Es wurden 36 Manner, die 6 Monate
eine antiandrogene Therapie erhielten, untersucht. Der kontrastverstarkte, transrektale
Ultraschall wurde vor Beginn der Behandlung, am Tag 1 und 3 sowie nach 1, 3 und 6
Wochen und 3 und 6 Monaten wiederholt. Es wurde entweder eine kontrastverstarkie
Standard-Farbdopplersonographie oder Power Doppler-Sonographie mit Levovist®
(Schering AG, Berlin) durchgeflihrt. Die aufgezeichneten Untersuchungssequenzen
wurden digitalisiert und mit einer speziellen Software (CQ software-Kinetic Imaging,
Liverpool, UK) Zeit-Intensitéats-Kurven erstellt und deren Indices - AUC (Area under the
Curve), AT (Arrival Time), TTP (Time to Peak enhancement), PV (Peak Value of the
Signal), PRE (Baseline Value Prior to Injection of Levovist) errechnet. Die Indices, die
die Signalstarke reflektieren (PRE, AUC, Peak), zeigten alle eine starke Abnahme
wahrend der Therapie. Die durchschnittliche AUC sank nach einer Woche Behandlung
auf 68%-69%, nach 3 Wochen auf 56%-59% und nach 6 Wochen auf 20-24%. Die
AUC-Abnahme nach einer Woche Therapie war der sensitivste Index (35%, p=0,043).
Diese Ergebnisse sind in unserer Studie ahnlich. Patientinnen, die eine klinische
Komplettremission entwickelten, zeigten nach der ersten Kontrolle eine Abnahme von
.Bmax‘ im Median auf 81,1%, zur zweiten Kontrolle auf 58,4% und praoperativ sank
,Bmax“ im Median auf 40,5% des Ausgangswertes. Diese Abnahme war signifikant
(p=0,006). Im Vergleich war die Abnahme von ,Bmax“ bei Patientinnen, die keine
klinische Komplettremission zeigten, viel geringer (87,7%, 77,2%, 72,1% des
Ausgangswertes) und nicht signifikant (p=0,682). Der von Eckersley et al. beschriebene
PRE-Index, welcher vor der Gabe von Kontrastmittel gemessen wurde, zeigte ebenfalls
eine starke Veranderung nach 3 Wochen (70% Abfall, p=0,003). Obwohl! die durch
Kontrastmittel akquirierte AUC suffizient einen Therapieeffekt anzeigte, war auch die
Quantifizierung der Power Doppler-Werte ohne Kontrastmittel sehr gut und stellte die
Kontrastmittelgabe wieder in Frage. Dies konnten wir in unserer Studie nicht
bestatigten. Die Basiswerte vor Kontrastmittelgabe lieBen keinen Schluss auf das
Remissionsverhalten der Tumore zu. Einzige Ausnahme war ein signifikant niedrigeres
Ausgangsniveau bei klinischer Komplettremission nach Abschluss der PST. Ahnlich
unseren Ergebnissen zeigten die zeitlichen Indices keine Veranderungen. Eckersley et
al. fihrten dies auf die reduzierte Anzahl der TumorgefaBe unter Androgenblockade
zurtick. Die Struktur, welche die Hamodynamik und damit die zeitlichen Indices
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kontrolliert, bleibt vermutlich unverandert. Allerdings scheint der hohe mechanische
Index des Power Doppler-Modus eine groBe Menge Kontrastmittelbldschen bei der
Passage der groBen GefaBe zu zerstéren, so dass nur wenige lang genug intakt
bleiben, um die sehr schmalen GefaBe zu erreichen. Es ist wahrscheinlich, dass nicht
die kleinsten Tumorkapillaren untersucht wurden. In unserer Studie erschien es
zusatzlich schwierig den korrekten Untersuchungsbeginn zu ermitteln. Nach manueller
Applikation des Kontrastmittels durch einen Assistenten wurde der Beginn der
Kontrastmittelgabe auf dem Video markiert. Unterschiedlich schnelle Applikationszeiten
kénnten zu einer Streuung der Zeitparameter geflihrt haben. Eine Applikation des
Kontrastmittels mittels Perfusor kénnte eine gleichmaBigere Bolusgabe gewéhrleisten,
erhéht allerdings auch wieder den apparativen Aufwand.

Durch die pratherapeutische strenge Festlegung der Gerate- und Untersuchungs-
einstellung wollten Eckersley et al. eine longitudinale Vergleichbarkeit der Daten eines
jeden Patienten erreichen, allerdings sank das Power Doppler-Signal bei eintretendem
Therapieeffekt teilweise so stark ab, dass die resultierten Zeit-Intensitats-Kurven
aufgrund der niedrigen Sensitivitat von sehr schlechter Qualitat waren. Wir entschieden
uns, die Farbverstarkung (Color Gain) bei sonst gleichbleibender Gerateeinstellung
individuell einzustellen, so dass ein GefaBsignal bei minimalem Farbrauschen vor der
Untersuchung nachgewiesen werden konnte. Dies ermdglichte auch die Aufzeichnung
von Zeit-Helligkeits-Kurven von guter Qualitat Gber den Verlauf der Therapie.

Generell zu bedenken gilt, dass mit der Festlegung des Untersuchungsfensters nur eine
zweidimensionale Stichprobe eines komplexen GeféaBbaumes ausgewahlt wird,
weshalb jede Bewegung der Sonde oder des Patienten eine groBe Variation des
empfangenen Signal bedeuten kann. Die Entwicklung von Software, welche der
eingestellten Lasion folgt und Bewegungen kompensiert, wird hilfreich flr die akkurate
und objektive Quantifizierung der Therapieeffekte sein (Cosgrove et al., 2003).
Schwierig erscheint auch die tatsachliche Untersuchung der KapillargefaBe, da durch
den Schalldruck den z.B. Levovist® benétigt, eine hohe Anzahl an
Kontrastmittelblaschen bereits zerstort ist, bevor das Kapillarbett erreicht wird. Eine
Mdglichkeit dies zu umgehen, bietet der intermittierende kontrastverstérkte Ultraschall
(Halpern et al., 2000). Bei dieser Methode werden intermittierend einzelne Bilder z.B.
EKG-getriggert aufgenommen. Dies gibt dem Kontrastmittel die Zeit zwischen den
Ultraschallimpulsen auch in die kleinen GefaBe zu perfundieren. Durch Verlangerung

50



4 Diskussion

der Zeitintervalle zwischen den Bildern ist es mdglich, einen gréBeren Anteil des
GefaBbaums zu untersuchen (Wei et al., 1998).

Der Einsatz von Ultraschallkontrastmitteln zweiter Generation mit hoher intravaskularer
Stabilitat, wie in den beschriebenen Arbeiten von Broillet et al. und Lamuraglia et al.,
war fir den kontrastverstarkten Ultraschall in der Mammadiagnostik, wo kleine
GefaBkaliber dargestellt werden missen, ein immenser Fortschritt (Broillet et al., 2005;
Lamuraglia et al., 2005; Cosgrove et al., 2004). SonoVue® (Bracco, Mailand, ltalien,
Zulassung 2001) ist Sulfurhexaflourid und wird durch eine Phosholipidhlle stabilisiert
(Greis et al., 2004). Mit einem Perfluorokohlenstoff gefllite Kontrastmittel zirkulieren
intravaskular, Uberstehen die pulmonale und periphere kapillare Zirkulation, sind
gegenuber der akustischen Kraft des Ultraschallsignals stabiler und persistieren langer
im Blutstrom als die Ultraschallkontrastmittel erster Generation. Sie haben zudem ein
besseres harmonisches Verhalten als luftgeflllite Ultraschallkontrastmittel (Quaia et al.,
2003). Die derzeit verfugbaren Ultraschallkontrastmittel sind primar fir den
abdominalen Ultraschall entwickelt worden, so dass die optimale Resonanzfrequenz der
Gasblaschen zwischen 1,5 und 8MHz liegt (Greis, 2004). Bei diesen niedrigen
Frequenzen ist die raumliche Auflésung in der Mammadiagnostik gering, deren
optimaler Frequenzbereich zwischen 7 - 10 MHz und héher liegt (Cha, 2005).

Die Weiterentwicklung von kontrastspezifischen Bildgebungsverfahren (Harmonic
Imaging, Harmonic Power Imaging, Puls-/Phaseninversionsverfahren etc.) haben alle
eine verbesserte Darstellung des Gewebe/Kontrast-Signals zum Ziel. Die
Erfassungstechnik wird weiterhin zu diskutieren sein, da verschiedene Hersteller
unterschiedliche Techniken fur die Signalemission und Aufzeichnung wahlten, sie bietet
aber auch mit dem Fortschritt der Technik die Mdglichkeit kleinste GefaBe darzustellen.

4.2 Methoden des Therapiemonitorings im Vergleich

Um die Wertigkeit der Videodensitometrie in der Praxis festzulegen, wurde der
Vergleich mit der Palpation, Mammographie und Sonographie durchgefthrt. Neben der
Dokumentation und Quantifizierung des Tumoransprechens anhand von TumorgréBe
und Morphologie wurde nun auch die pathophysiologische Tumoraktivitdt mit in die
Prognoseeinschatzung und die Einschatzung der Therapieeffizienz einbezogen.

Eine alleinig geeignete Methode zur Prognoseeinschatzung zur Beurteilung des
Therapieverlaufs lasst sich nicht uneingeschrankt favorisieren. In unserer Untersuchung
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schien die Mammographie mit einer Spezifitdt und pos. pradiktivem Wert von 100% und
einer Sensitivitdt von 91,4% zur Pradiktion einer histologischen Komplettremission am
geeignetsten zu sein. Allerdings konnte nur bei ca. einem Drittel der Patientin der
Tumor mammographisch Uberhaupt dargestellt werden, so dass nur bei diesen eine
Verlaufsuntersuchung mdéglich war. Ebenfalls eine Spezifitdt und einen pos. pradiktiven
Wert von 100% zeigte die Palpation, allerdings unterschatzte diese haufiger die
Residualtumore (negativer pradiktiver Wert: 58,3%, Sensitivitdt: 80,8%). Die
Sonographie zeigte leider nur eine Spezifitdt von 71,4% bei einer Sensitivitdt von
84,6%, (PPW 91,7%, NPW 55,6%). Die Videodensitometrie erreichte eine bessere
Spezifitdt von 85,7% als die Sonographie, die Sensitivitdt lag allerdings bei 70,6%
(PPW 92,3%, NPW 54,5%). Wurden diese Ergebnisse der statistischen Analyse
unterzogen, konnte keine dieser Methoden einen signifikanten Vorteil aufweisen. Ein
direkter Vergleich zur MRT, die als neuer Goldstandard flr das Therapiemonitoring
diskutiert wird und Methoden, die auch metabolische Prozesse darstellen, wie die

Positronenemissionstomographie, waren winschenswert.

4.2.1 Die klinische Untersuchung

Die Palpation zeigte in unserer Studie eine hohe Spezifitdt von 100%, bei allerdings
einem negativen pradiktiven Wert von 58,3%. Auch in anderen Arbeiten ergab die
Palpation keine zufriedenstellenden Ergebnisse hinsichtlich des Therapieansprechens.
Ein klarer Vorteil ist die leichte Durchfihrbarkeit, die geringen Kosten und
Nebenwirkungsfreiheit. Anderseits kann fibrotisches und nekrotisches Gewebe zur
Uberschatzung des Resttumors fiihren oder ein mdgliches klinisches Ansprechen auch
durch das Abklingen von Hamatomen oder Odemen nach Biopsie falschlicherweise
angenommen werden (Tardivon et al., 2006). Feldman et al. berichteten, dass 45% der
Patientinnen mit einer klinischen Komplettremission einen makroskopischen
Tumornachweis in der histologischen Untersuchung hatten. Umgekehrt zeigten 60% der
Patientinnen mit einer histologischen Komplettremission in der klinischen Untersuchung
Hinweise fir einen Tumor (Feldman et al., 1986). Cocconi et al. untersuchte 49
Patientinnen und stellte ein Uberschatzung der Tumorregression in 23% der Falle und
eine Unterschatzung in 9% der Félle fest (Cocconi et al., 1984). Im dosisdichten
kombinierten Therapiearm der GeparDUO-Studie wurden 436 Patientinnen untersucht.
Die Sensitivitdt und der positive pradiktive Wert war durch Palpation gering und
frihestens nach dem 3. Zyklus dokumentierbar. 68,1% der Patientinnen erfuhren eine
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starke Abnahme des Tumordurchmessers wéahrend der PST. Hinsichtlich der
histologischen Komplettremission war der pradiktive Wert der Palpation &uBerst
eingeschrankt (Muller et al., 2007).

4.2.2 Mammographie

Die Mammographie zeigte in unserer Arbeit ebenfalls eine Spezifitat von 100% mit einer
relativ hohen Sensitivitat von 94,1%, der negative pradiktive Wert lag bei 80%, so dass
in unserer Studie die Mammographie die sicherste Methode war, eine histologische
Komplettremission vorherzusagen. Allerdings erhielten nur 21 der 33 Patientinnen eine
praoperative Mammographie, da bei den restlichen bereits vor Beginn der PST eine
Abgrenzung des Tumors nicht mdglich war. Dadurch ist die Mammographie als
Untersuchungsmethode im Therapiemonitoring wiederum als sehr fraglich
einzuschatzen. Die genaue Messung der TumorgréBe hangt vom Typ der Lasion und
vom Kontrast zwischen L&sion und normalem Gewebe ab. Die Bestimmung wird im
dichten Driisengewebe mit abnehmendem Tumor-Gewebe-Kontrast schwieriger und ist
beim inflammatorischen Mammakarzinom nahezu unméglich. Ublicherweise sinkt unter
der Therapie die Tumordichte in der Mammographie, diese Dichteabnahme kann nicht
gemessen werden und beeintrachtigt auch die GréBenmessung, da der Tumor-
Gewebe-Kontrast ebenfalls geringer wird. In einer Studie von Helvie et al. (56
Patienten) hatten 96% der Patienten eine chemotherapieinduzierte Partial- bzw.
Komplettremission. Die Mammographie hatte zum Nachweis eine deutlich hdhere
Sensitivitat (79 vs. 49%) als die klinische Untersuchung, wies aber auch mehr falsch
positive Resultate auf und erreichte eine Spezifitat von 77% vs. 92% in der Palpation.
Das Verhalten unter der Chemotherapie konnte nur korrekt gemessen werden, wenn
der Tumor oder die Kalzifikationen in der ersten Mammographie sicher nachgewiesen
werden konnten (Helvie et al., 1996). Vinnicombe et al. konnten in einer Untersuchung
mit 95 Patienten ein mammographisches Tumoransprechen in 82% der Félle
nachweisen. Sie wiesen aber darauf hin, dass eine Vorhersage des pathologischen
Ergebnisses mit der Mammographie, speziell wenn Kalzifikationen vorhanden sind, nur
eingeschrankt moéglich ist. Kalzifikationen eines duktalen Carcinoma in situ bleiben auch
bei gutem Ansprechen bestehen, wohingegen Kalzifikationen aufgrund einer Nekrose
unter der Behandlung sekundar entstehen koénnen. Eine Zunahme an
Mikrokalzifikationen nach PST zeigte sich auch oft im Zusammenhang mit der Abonahme
des Odems oder der Dichte der Lasion (Vinnicombe et al., 1996). In einer Studie von
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Moskovic et al. zum Vergleich von Mammographie und klinischer Untersuchung
wahrend einer PST zeigte sich ein klinisches Ansprechen in 83% der Falle, wahrend
mammographisch ein Ansprechen in 63% der Falle nachzuweisen war. Eine
Ubereinstimmung der beiden Methoden im Hinblick auf das Tumoransprechen fand sich
in 63% der Falle, wobei nur in 46% der Félle der Grad des Ansprechens einheitlich
dokumentiert wurde. Diese Diskrepanz wird auf die fortbestehende Prasenz von
mammographischen Verdichtungsstrukturen zurlGckgefuhrt. Ein Vergleich zum
histologischen Ansprechen wurde nicht durchgefiihrt (Moskovic et al., 1993).

4.2.3 Sonographie

Die Sonographie schnitt in dieser Arbeit mit einer Sensitivitat von 84,6%, einer Spezifitat
von 71,4% und einem negativen pradiktiven Werte von 55,6% vergleichsweise
enttduschend ab. Dies kénnte auch die Ergebnisse der Videodensitometrie (Spezifitat
85,7% und Sensitivitat von 70,6%, NPW von 54,5%) erklaren, welche auf der Basis der
B-Bild-Sonographie durchgefiihrt wird. Die Sonographie wird in der publizierten Literatur
sehr kontrovers diskutiert. Besonders die Untersucherabhangigkeit wird als ein groBes
Problem angesehen. Die Ausdehnung bzw. Schrumpfung des echoarmen Tumorkerns
lasst sich wahrend der systemischen Therapie sonographisch sehr gut verfolgen. Unter
dem Einfluss der Therapie zeigt sich eine Verkleinerung des echoarmen Tumorkerns
und des echodichten Randsaums. Die Abgrenzbarkeit gegentber dem umgebenden
echoreichen Drisengewebe nimmt ab. Die Verformbarkeit der Herdstruktur nimmt unter
der Therapie mit Nachlassen des Gewebeturgors zu. Ob sich allerdings in einem
sonographisch tumortypischen Restbefund tatséchlich noch vitale Zellen befinden oder
es sich histologisch um fibroses Narbengewebe handelt, lasst sich aus dem
Ultraschallbild nicht ableiten. Balu-Maestro et al. wies mit der Sonographie nur in 43%
die tatsachliche GréBe des Residualtumors nach einer medikamentésen Therapie nach
(Balu-Maestro et al., 2002). Von Fornage et al. und Herrada wurde die Sonographie
allerdings speziell bei der Messung hypoechogener Tumoren der Mammographie und
Palpation als Gberlegen eingestuft (Fornage et al., 1987 ; Herrada et al., 1997). In einer
von Schott et al. veréffentlichten Studie mit 41 Patientinnen wurde die Pradiktion des
histologischen Ansprechens mittels Palpation, Mammographie und Sonographie
bestimmt. Diese Ergebnisse waren mit 75%, 89%, 82% ohne signifikante Unterschiede
(Schott et al., 2005). Schwierigkeiten weist die Sonographie bei multifokalen Tumoren,
fraktionierten Tumoranteilen oder bei Tumoren auf, die gréBer als die Ultraschallsonde
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sind. Andererseits ist die Evaluation mittels Ultraschall auch bei sehr kleinen
Residualtumoren mit einer geringen Spezifitat schwierig. Roubidoux et al. untersuchten
prospektiv 3¢ Mammakarzinompatientinnen (max. Tumordurchmesser 24 mm) vor und
nach der neoadjuvanten Chemotherapie mittels Sonographie. Die Sensitivitat far
Residualtumoren >7mm war relativ hoch; 4 falsch-negative Ergebnisse traten bei
Residualtumoren kleiner 6mm auf. Drei falsch-positive Resultate wurden aufgrund einer
Fibrose bzw. biopsieinduzierten Veranderungen gesehen (Roubidoux et al., 2005).
Herrada et al. und Finlayson et al. zeigten, dass die Sonographie die TumorgréBe
haufig unterschéatzt und dass speziell flir groBe Tumore diese Methode eher ungeeignet
erscheint, da diese Karzinome haufig fragmentiert und multifokal sind (Herrada et al.,
1997; Finlayson et al., 2000). In einer Studie von Minkwitz et al. wurden 42 Patientinnen
praoperativ mit Doxorubicin und Docetaxel behandelt. Es erfolgte ein Vergleich der
Sonographie in Bezug auf das histologische Ansprechen. Dabei zeigte sich, dass die
klinische Untersuchung die Remissionsraten erheblich Uberschatzte. Nur 2 von 14
Patientinnen mit klinischer Komplettremission zeigten tatséchlich in der histologischen
Untersuchung keine residualen Tumorformationen. Die Korrelation der
sonographischen zur histologischen Untersuchung war besser, aber letztendlich zeigte
nur eine von funf Patientinnen, die sonographisch keinen Tumornachweis hatte, eine
histologische Komplettremission. Die Sonographie war aber durchaus geeignet die
Gesamtremissionsraten und damit Wirksamkeit der Therapie zu bestatigen (von
Minckwitz, 1999).

Die pradiktiven Faktoren eine histologische Komplettremission zu erreichen, waren in
unserer uni- und multivariaten Analyse die Art der Chemotherapie (AC-Doc und ADoc)
und tendenziell der negative Progesteronrezeptorstatus, dies korreliert mit Daten der
Metaanalyse an 6402 Patientinnen, die von Minckwitz et al. durchgefihrt haben.
Danach profitieren Patientinnen mit einem hormonrezeptornegativen Tumor, G3-
Karzinomen und c-erbB2-negativen Tumor, c-erbB2-positiven Tumoren mit additiver
Trastuzumab-Therapie, Patientinnen mit objektiver Tumorremission nach zwei Zyklen
Docetaxel, Doxorubicin und Cyclophosphamid (TAC) und Patientinnen mit Tumoren <5
cm und jingere Patientinnen von der Therapie (von Minckwitz et al., 2009).
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: In der vorgelegten Dissertation wurde die Wertigkeit der Video-
densitometrie, einer kontrastmittelverstarkten Power Doppler-Untersuchung mit digitaler
Datenanalyse, als eine Methode zur Pradiktion des klinischen und histologischen
Ansprechens des Mammakarzinoms unter primér systemischer Therapie, untersucht.
Patientinnen _und Methoden: DreiunddreiBig Patientinnen mit einem histologisch

gesicherten Mammakarzinom (T2-T4) wurden wahrend einer primar systemischen
Therapie (PST) untersucht. Zu jeder Power Doppler-Untersuchung wurden 7 ml
Levovist® (300mg/ml) als i.v.-Bolus appliziert. Anhand einer digitalen numerischen
Analyse wurden Fullungskurven erstellt und quantitative Parameter errechnet. Diese
Ergebnisse wurden mit den Methoden der Palpation, Mammographie und Sonographie
verglichen.

Ergebnisse: Anhand der Fullungskurven lasst sich im Gesamtkollektiv eine signifikante
Abnahme des Helligkeitsmaximums nach Abschluss der PST nachweisen. Dies liegtim
Median bei 58,7% des pratherapeutischen Wertes (p=0,012). Tumore, die unter der
PST eine histologische und klinische Komplettremission erreichten, zeigten vor Beginn
der Therapie tendenziell eine hohere maximale Helligkeit als die Tumore der
Vergleichsgruppe (p=0,07; p=0,06), die im Therapieverlauf signifikant und kontinuierlich
abnahmen (p=0,019; p=0,006). Der cut-off-Wert des Helligkeitsmaximums zur
Pradiktion einer histologischen Komplettremission erreichte eine Spezifitat von 82,4%
und Sensitivitdt von 71,4%. Prdoperativ unterscheidet sich das niedrigere
Ausgangsniveau, der langsamere Kurvenanstieg und der flachere Kurvenverlauf bei
einer klinischen Komplettremission signifikant von der Vergleichsgruppe (p-Werte:
0,021-0,045). Im Methodenvergleich von Videodensitometrie, Mammographie,
Palpation und Sonographie erschien die Mammographie mit einer Spezifiat 100% und
Sensitivitdét von  94,1% hinsichtlich der Pradiktion einer histologischen
Komplettremission gegentiber den anderen Methoden Uberlegen. In der statistischen
Analyse erreichte keine dieser Methoden einen signifikanten Vorteil.
Schlussfolgerung: Die mit der Videodensitometrie quantifizierte vaskulére

Signalverstarkung sinkt im Verlauf der primar systemischen Therapie kontinuierlich ab.
Zur Pradiktion einer histologischen Komplettremission ist die Untersuchung vor Beginn
der PST am aussagekréftigsten. Es erscheint sinnvoll, die Untersuchung der
Tumorperfusion mit in die Therapieplanung einzubeziehen.
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