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Zusammenfassung

Prognostische Relevanz basaler Tumormarker im

invasiven Mammakarzinom

Christiane Dinah Rumpf

In der Arbeit wurde versucht, mit Hilfe der TissMiero-Array Methode basale Mar-
ker als mogliche Prognosefaktoren unter multivari@etrachtung mit den weltweit
anerkannten Prognosefaktoren wie z.B. dem Gradingenrteilen. Der TMA wurde
aus Gewebeproben von 217 Brustkrebspatientinnekmdéiagnose-Jahrgange 1988-
1992 der Universitats-Frauenklinik Minster zusamgesetzt.

Bei der Untersuchung der Mammakarzinome féllt dags sie vormerklich nach basal
und nicht-basal getrennt werden und hierbei dendi@geffekt eine sehr grof3e Be-
deutung zuteil wird. So werden G3 Tumoren haufigbasalen Karzinomen assoziiert
und niedrig gradige Tumoren den nicht basalen Makanzanomen zugerechnet. Be-
trachtet man aber die Ergebnisse der multivaridtealyse kdnnen signifikante Er-
gebnisse nur dann erreicht werden, wenn eine sigeliechte Auswertung erfolgt und
Grading adaptiert gearbeitet wird, um den nichtvetnachlassigenden Einfluss des
Gradings aufzuheben. Zusammenfassend zeigen dibiisge dieser Arbeit auf, dass
in der multivariaten Analyse keine unabhangige Bikpnz der basalen Marker ge-
funden werden konnte und in der Literatur diesbbeligehr widersprichliche Anga-
ben zu finden sind. Deshalb sollte tberlegt werdemieweit es moglich ist, einheit-
liche, allgemein gultige prognostische Aussagen Ifiite dieser basalen Faktoren

machen zu kdnnen.
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1. Einleitung

1.1. Mammakarzinom Epidemiologie

Das Mammakarzinom zahlt mit einem Anteil von 26,8%den am haufigsten auftre-
tenden, boésartigen Tumorerkrankungen der Frau.irAlle Deutschland erkranken
jahrlich 55.100 Frauen an Brustkrebs, 23.200 Fralsamn sind schon vor ihrem 60.
Lebensjahr betroffen. Bei einem Anteil von 42.900.&rauen an der deutschen Be-
volkerung betrifft es somit jede zwolfte Frau €¢adngaben fur das Jahr 2002).

Auch die Mortalitatsliste der Tumorerkrankungen dvirom Mammakarzinom mit
17,8% angefuhrt. Allein 2002 kam es somit zu Ub@r000 Brustkrebsbedingten
Todesfallen in Deutschland. (39)(78)

Neu eingefuihrte flachendeckende ScreeningmethodeénBeginn des Jahres 2004
fuhrten zwar zu einem Anstieg der Inzidenz, durebseres Erkennen klinisch unauf-
falliger Brusttumoren, jedoch wird eine Reduktiogr dMortalitdtsrate um bis zu 500
Brustkrebssterbefalle pro Jahr in Deutschland darg@s(62)(68)(88) In den Nieder-
landen und in GroRbritannien konnte bereits eimiig@anter Rickgang der Brust-
krebsmortalitdt verzeichnet werden, welcher auf Hieflhrung des Screenings
zuriickgefiihrt wird. (40)(97) Die relative 5-Jahtéiserlebensrate betragt mittlerweile,
stadientbergreifend betrachtet, 79%. Das mittlekeaikungsalter lag im Jahre 2002
bei 62 Lebensjahren. (39)

1.2. Risikofaktoren

Auch wenn die Atiologie des Mammakarzinoms nochthieiunklar ist, so gibt es
doch zahlreiche Indizien daflir, dass Risikofaktoter Einflussgrof3en aus unter-
schiedlichen Bereichen hierbei eine entscheideralie Bpielen.

(siehe auch Tabelle 1: Etablierte RisikofaktoreagSauer et al. modifiziert (97))

Einleitung 1



C. D. Rumpf Prognostische Relevanz basaler Tumormarker im invasiven Mammakarzinom

1.2.1. Lebensalter

Der Altersgipfel des Mammakarzinoms liegt zwiscldem 45.-70. Lebensjahr, wobei
es zu einem steilen Anstieg der Inzidenz ab deni&Bensjahr bzw. mit dem Meno-
pausenbeginn kommt. (42) Nach dem Ende der Menep#asht der Anstieg zur
alterspezifischen Inzidenz hin ab.

1.2.2. Familiare/Genetische Disposition

Eine familidare Belastung betreffen etwa 10-15% @esamterkrankungskollektives.
Bei jungen Patientinnen belauft sich der Anteilasoguf 25-40%. (98)

Heriditdire Mammakarzinome treten zu 5-10% auf. Gesl3teil der Mutationen liegt
im Bereich der Tumorsuppressor-Genen BRCP 1(Chz1loder BRCP 2 (1@32-13.
Tritt dies auf, liegt das Erkrankungsrisiko bei 8%, sechs bis acht Mal héher als
sonst. Diese Mutation liegt allerdings nur bei vgemials 0,5% der weiblichen Bevol-
kerung vor. (in den USA 1:120 bis 1:1000). (97)

Meist kommt es bei Mutationstragerinnen zu eingin@nopausalen Manifestation
des Mammakarzinoms, welches zu 70% Hormonrezegigativ ist, ein hohes Grad-
ing aufweist sowie hohe Proliferationsmarkerratewl @ine nodale Metastasierung-
tendenz zeigt. Da diese Mutationen vor allem bém@nopausalen Frauen zu finden
sind, wird vermutet, dass Zusammenhange mit demmi8tzllvorkommen im Brust-
driisengewebe bestehen, welches fir die Brustumisegemms- und Aufbauvorgénge
wéahrend der Pubertat und Laktationsperioden veratiioh ist. Dies lasst Rick-
schlisse auf eventuelles Wachsen des Mammakarziaosndiesem Gewebe Stamm-
zellpool zu. Turner et al. konnten durch die gleagltige Auspragung verschiedener
Parameter wie CK5/6, EGFR und HER-2 aufzeigen, dass Ahnlichkeit von
BRCP-1 positiven Tumoren zu basalen Karzinomenebés{116) BRCP-1 ist in
viele zellulare Prozesse involviert, wie DNA-Reparagunktionen, X-Chromosom-
Inaktivierung, Transkriptionsregulation und Ostroggignalweg-Blockierungen, wel-
che die Hormonrezeptor Negativitat bei BRCP-1 posit Tumoren vermuten lasst.

Kommt es also zur BRCP-1 Mutationen, wird eine @eimstabilitat vermutet.

Einleitung 2
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Vorsorglich sollte deshalb bei nachfolgend aufgefin Mammakarzinom-Fallen in
einer Familie ein BRCP-Gentest durchgefiihrt werden:

-zwei Erkrankungsféalle, Mamma- /oder/und Ovariatikaom, in der engen Familie,
davon einmal vor dem 50. Lebensjahr

-ein Mammakarzinom vor dem 30. Lebensjahr

-ein doppelseitiges Mammakarzinom vor dem 40. Lejadm

-ein Ovarial- und Mammakarzinom vor dem 40. Lebaimsj

-ein Mammakarzinom bei einem ménnlichen Verwandtéh Grades (98)

Auch andere seltenere somatische Mutationen komiedem Auftreten eines famili-
aren Mammakarzinoms assoziiert sein: TP53 (Li-Fremirsyndrom, Chr.1p3.9);
ATM-Gen (Ataxia teleangiectica, Chr.d2s); PTEN-Gen (Cowden-Syndrom mit mul-
tiplen Hamartomen, Chr.403). (82)(108)(114)

Neben der Risikoerhéhung fir das Mammakarzinom kbmsnbei den hereditaren
Genesen auch zur gleichzeitigen Risikoerh6hungi@rEntwicklung eines Ovarial-

karzinoms. (46)

1.2.3. Hormonelle Einflisse

Zu den hormonellen Einflissen bei der Entstehursgdammakarzinoms zéhlen vor
allem Ostrogeniiberschiisse bedingt durch eine Merearche, mit einem Beginn vor
dem 12. Lebensjahr, und einem spéaten Beginn deop#rse, nach dem 55. Lebens-
jahr. (17) Aber auch Nulliparitat oder ein hoheseflbei der ersten Geburt lassen ein
erhohtes Mammakarzinom-Risiko vermuten. Eine Sclgeesthaft vor dem dreil3igs-
ten Lebensjahr wird als protektiver Faktor gewergi wird angenommen, dass es
durch die Ausdifferenzierung des Brustdrisengewel@@send der Laktationsperiode
und der sich anschlieBenden Involution zu einentugeron ca. 95% des Driisenzell-
kontingents kommt und somit schon vorliegende Maoit&n hierdurch verloren gehen

und nicht mehr als Mammakarzinom-Ursprung fungid@men. (101)
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Bei der Einnahme von Hormonersatz-Therapeutikaein Menopause kommt es bei
einer Uber funfjahrigen Einnahme zur Risikoerhohfingdas Mammakarzinom, da
durch Ostrogene das Wachstum und die Entwicklungmidarezeptor positiver
Mammakarzinome gefordert werden kann. Die Einnalonader Kontrazeptiva lasst
eine Risikosteigerung vermuten, jedoch konnte amigjrvon widerspriichlichen Stu-

dien keine konkrete Risikostratifizierung in diesBereich vorgenommen werden.

1.2.4. Soziokulturelle Faktoren

Bezlglich der Mortalitat und der Inzidenz des Markarainoms bestehen erhebliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Kontinentem.allem an den altersstandardi-
sierten Raten (ASR) ist ein groRe Unterschied @dwde den so genannten ,more
developed countries” und den ,less developed casitzeu erkennen. (97)

So liegt die ASR (fur die Inzidenz) bei den ,lessveloped countries” bei 23,07%,
wahrend die ,more developed countries” eine ASR 88122% aufweisen. Bei der
ASR (fur Mortalitat) liegt die der ,less developeduntries” bei 9,12%, die der ,more
developed countries* bei 18,61%.( Nach SchatzurdgnWHO (GLOBOCAN) fur
das Jahr 2000)

Als Ursache dieser zum Teil erheblichen Differeneemden unterschiedlich kulturell
gepragte Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten angeeontiner fettreichen sog.
~Western-Style-Diat“, gekennzeichnet durch regeligéft Alkoholkonsum und einem
Mangel an Vitamin A sowie Selen, werden pradisp@amde Faktoren zugeschrieben.
So kommt es in Japan zu einer extrem niedrigen dititsrate von Mammakarzinom
Patienten verglichen mit anderen hoch industriadisn Landern. Dies wird zurlickge-
fuhrt auf andere Lebens- und Erndhrungsgewohnh€it&n53)

Eine verstarkte Konversion androgener Vorstufe@strogene durch die Fettgewebs-
aromatase im peripheren Fettgewebe (AndrostendioBsiron) wird als mdgliche

Risikoinduktion bei postmenopausalen, adipdsendfrgewertet.

Einleitung 4
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1.2.5. Benigne Brustveranderungen

Bei etwa 50% aller Frauen kommt es zum Auftreten Benignen Brustverander-
ungen. Hierbei werden vor allem die Ducti lactiféetroffen. Atiologisch kommt

hierbei ein relativer Ostrogeniiberschuss, welchachd endokrine Dysfunktion be-

dingt ist, durch auftretende klimakterische Hormmstellungen oder aufgrund eines
Gestagenmangels in Frage. Auch ein pramenopausgerdbestehender Diabetes
mellitus wird mit der diabetischen Mastopathie ag=sd. Der Altersgipfel benigner

Brustveranderungen befindet sich zwischen dem d@50. Lebensjahr.

Es kommt zu Fibrosierungen und zystischen Diclagurfaritaten des Brustgewebes,
die lediglich durch verschiebliche Verhartungen hi®tkugelbrust) oder pra-

menstruelle Mastodynie auffallig werden. Trotzdeotits jegliche Brustveranderung

diagnostisch abgeklart werden. (46)(93)

1.2.6. lonisierende Strahlung

Ein um das Dreifache erhthtes Risiko wurde fur €mdnd Jugendliche nach den
Atombombenabwiurfen des zweiten Weltkrieges in Japgistriert. Durch regelmafi-
ge durchgefuihrte diagnostische Mammographien imniRahdes neu eingefihrten
Screeningprogrammes (alle zwei Jahre, vier Aufna)rkemmt es zu einer vernach-

l&ssigbaren Risikoerh6hung von 0,05%. (46)

Einleitung 5



C. D. Rumpf Prognostische Relevanz basaler Tumormarker im invasiven Mammakarzinom

Tabelle 1 Etablierte Risikofaktoren (modifiziert nach Saeeal. (97))

Risikofaktor Relatives Risiko
Alter (=50 vs> 50 Jahre) 6,5
Familiare Belastung (Verwandtschaft ersten 1,4-13,6
Grades)
Familiare Belastung (Verwandtschaft zweiten 1,5-1,8
Grades)
Alter bei Menarche<12 Jahre v&14 Jahre) 1,2-1,5
Alter bei Menopauset{55Jahre v&55 Jahre) 1,5-2,0
Alter bei erster Lebendgeburt30 Jahre vs 1,3-2,2
<20 Jahre)
Hormonersatztherapie (HET) 1,0-1,5
Gutartige Brusterkrankung: Biopsie (mit 1,5-1,8
jedem histologischen Befund)
Gutartige Brusterkrankung: Atypische Hy- 4,0-4,4
perplasie

Einleitung 6
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1.3. Prognostisch-pradiktive Marker der Mammakarzinomdiagnostik

Die interdisziplindre Versorgung von Patienten M#&mmakarzinom orientiert sich an

international anerkannten Publikationen und PrdtekoHierzu z&hlen unter anderem
die ,Quality Assurance Guidelines for Quality Assoce in Breast Cancer Screening
and Diagnosis” und die ,Klassifikation der Uniteihjdom and European Commissi-
on Breast Screening Pathology Working Groups* (NSBHEC) sowie die nationale

S3 Leitlinie, welche im Rahmen der Qualitatssichgrauf dem Neunten Consensus
Meeting in St. Gallen erstellt wurde (2005). (42)@1)(97)

Die exakte pathomorphologische Diagnostik erfolgeaer durch den Chirurgen ein-
deutig topographisch markierten Gewebeprobe. Feirdintikationsstellung der un-

terschiedlichen Therapieregime, wie Strahlen-, Ghefdormon- oder einer alleinige

operative Therapie, sind die folgenden Prognosefaktvon entscheidender Bedeu-

tung

1.3.1. Histologische Klassifikation

Die Angabe des histologischen Mammakarzinomtyp&dgémach der WHO Klassi-
fikation von 2003 nach vorgegebenen morphologiscKeterien. (125) So unter-
scheidet man intraepithelial prainvasive Karzinowo& den invasiven Karzinomen.
Bei den intraepithelialen prainvasiven Karzinom&gIS (Duktales Carzinoma In
Situ) und CLIS (Carzinoma In Situ Lobulare), fihaean charakteristische neoplasti-
sche epitheliale Zellproliferationen, welche sialrah eine intakte Zellmembran aus-
zeichnen. (17)(77) Das DCIS ist mit einem acht z@bnfach erhdhten Brustkrebs-
risiko assoziiert. Es entsteht berwiegend in darpperen terminalen Gangsystemen.
(31) Beim CLIS kommt es haufig zu einem multifokalend multizentischen Auftre-
ten ausgehend von neoplastischen Transformatioeenedminal- dukto-lobuléren
Einheit. Ein um das zehn bis elffach erhdhtes Bresisrisiko liegt hier vor. Da diese
Lasionen haufig im Brustkrebs assoziierten Geweabdirmen sind, lasst sich die
Hypothese aufstellen, dass sie als Vorlauferlasianéglicher invasiver Karzinome

zu werten sind. (56) Zu den invasiven Karzinomehler& mit einer auftretenden

Einleitung 7
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Wabhrscheinlichkeit von 10-15% lobulare Karzinomet #®-80% duktale Karzinome

sowie andere seltenere Tumortypen, wie z.B. dasulided, das muzindse oder das
tubuléare Karzinom.

Eine durch Hansemann am Ende des 19. Jahrhundsirisaés festgestellte Korrelati-

on der histologischen Differenzierung eines Brustits mit seinem Malignitatsgrad

konnte auch bis heute noch aufrechterhalten we(d&.

Zu den Karzinomen mit einem besserem Outcome, ichiggi mit dem NST (no speci-

fic type), zahlen das invasive duktale, das tuleyldas muzinése, das invasiv kribri-
forme, das medullare, das adenoidzystische sowse pdgillaire und das adeno-
squamose Karzinom. (85)(88)(97)

1.3.2. Grading

Das Grading bezeichnet das am weitesten verbreiteteakzeptierte Klassifikations-
system des Mammakarzinoms. (64) Es erfolgt gemafd $Siandard nach Elston und
Ellis sowie dem Nottingham Grading System, modifizinach Bloom und Richard-
son. (15)(34). Obwohl das Grading nicht durch di@rEssion von molekularen Mar-
kern gekennzeichnet ist, finden sich doch Zusamiegd zwischen Grading und
molekularen Markern, zum Beispiel Ostrogenrezepatus, wie bei Zafrani et al, und
Tong et al. beschrieben. So zeigt sich, dass Gstregeptor negative Tumoren haufig
ein hohes Grading aufweisen und Ostrogenrezeptsiti@tit den niedrig gradigen
Tumoren zuzuordnen ist. (113)(130) Der grof3e Nactex prognostischen Wertig-
keit des Gradings liegt darin, dass trotz zunehreeSdandardisierung des Diagnose-
verfahrens und Modifizierung, die Beurteilung unddehatzung des Gradings immer
noch im grof3en Mal3e von der subjektiven BetrachtesgyUntersuchers abhangt. Die
Einteilung beruht auf einem Punktescore-Systemgdebmi drei histologische Kriterien

betrachtet und mit zugehdorigen Punktwerten versalegden. (siehe Tabelle 2)

Einleitung 8
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Tabelle 2 Gradingkriterien (modifiziert nach Elston undi&i34))

Punkte

1

2

3

1. Tubuléare Diffe-

gut (meist reife

mafig (unreife Tu-

gering oder fehlend

renzierung Tubuli) >75% buli) 10-75% <10%

2. Kernpoly- gering (Uberwie- mafig (mittelgradi- | stark (hochgradige

morphie gend isomorphe ge Form- und Gro- | Form- und GroRRen-
Kerne) Benvariation) variation )

3. Mitosenzahl 0-9 Mitosen 10-19 Mitosen > 20 Mitosen

Bewertung:

-Nach Elston/Ellis

3-5 Punkte = gering maligne, gut differenzierteszieom, G1

6-7 Punkte = maRig maligne, maRig differenziertaszitom, G2

8-9 Punkte = hoch maligne, wenig differenzierteszi¢om, G3

-nach UICC

3-4 Punkte = gering maligne, gut differenziertesziteom G1

5-6 Punkte = maRig maligne, maRig differenziertaszitom G2

7-8 Punkte = hoch maligne, wenig differenziertesziceom G3

9 Punkte

= sehr hoch malignes Karzinom G4

Einleitung
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1.3.3. pTNM-Klassifikation

Bei der pTNM-Klassifikation werden grundsétzlichnZghst Einzelbefunde fir die

GroRRe des Priméartumors (T), den etwaigen Lymphkmoetastasen-Status (N) und
das eventuelle Vorhandensein von Fernmetastasemrdokiert. Fir Tumoren, bei

denen eine neoadjuvante Therapie in Frage komt@ntsprechend der sechsten Auf-
lage des TNM- Systems eine ypTNM-Klassifikationzorehmen, in der die Ausbrei-
tung des vitalen Tumores nach neoadjuvanter Theragschrieben wird. Zusatzlich
wird in der organspezifischen Tumordokumentatiameainter Berticksichtigung des
regressierten Tumorgewebes vorgenommene Beurtedaagvahrscheinlich préaope-
rativen Tumorstatus, die so genannte (p) TNM-Klasztfon, dokumentiert.

Tabelle 3 pTMN-Klassifikation

(modifiziert nach dem American Joint Committee anCer (6))

pT-Primértumor

pTx Primartumor kann nicht beurteilt werden
pTO kein Anhalt fir Primartumor
pTis Karzinoma in situ
pT1 TumorgroRe 2cm
pT1 mic TumorgroéRRe 0,1cm
pTla TumorgrofRe 0,1-0,5cm
pT1lb TumorgrofRe 0,5-1,0cm
pTlc TumorgrofRe 1,0-2,0cm
pT2 TumorgrofRe 2,0-5,0cm
pT3 TumorgréRe 5,0cm
pT4 Jeder Tumor mit Ausdehnung auf die:
pT4a Brustwand (Rippen, Intercostalmuskeln, goed Serratus-

muskel, _nichtv.Pectoralis)

pT4b mit Odem (einschlieRlich peau d'orange}etitionen der
Brusthaut oder Satellitenmetastasen der Hautgtichen
Brust

pT4c pT4a und pT4b zusammen

pT4d Inflammatorisches Karzinom

Einleitung 10
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pN-Lymphkotenmetastasen

pNx

pNO

pN1
pN1mi
pNla
pN1b
pNlc

pN2 pN2a
pN2b

pPN3  pN3a
pN3b
pN3c

keine LK-Beurteilung mdglich

keine regionaren Lymphknotenmetastasen

Metastasen in beweglichen, ipsilateraleitldagn LK

nur Mikrometastasen 0,2-2,0mm

Metastasen in 1-3 axillaren LK

Metastasen in klinisch unaufféalligen LKlang der
A. mammaria interna (SNL-Dissektion)

pNla und pN1lb zusammen

Metastasen in 4-9 axillaren LK (eineavah mindestens
> 2,0mm)

Metastasen in Kklinisch auffalligen LK entlagigy A. mamma-
ria interna (ohne Befall von axillaren LK)

Metastasen #10 axillaren LK(einer davon mindestens
> 2,0mm) oder infraklavikulédre LK-Metastasen

Metastasen in klinisch auffalligen ipsilateraLK entlang der
A. mammaria interna und Befall der axillaren LK eod
Metastasen irr3 axillaren LK mit mikroskopischem Befall
klinisch unauffalliger LK entlang der A.mammariatama
(SNL-Dissektion)

Metastasen in ipsilateral supraklavikularen LK

pM-Fernmetastasen
pMx
pMO
pM1

Vorliegen von Fernmetastasen nicht beurteibar
Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Einleitung
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1.3.4. Nottingham-Prognose-Index

Um prognostische Aussagen machen zu kénnen, wirbloléingham-Prognose-Index
(NPI) verwendet. (17)(34)(88) Er beinhaltet die TargrofRe, das Grading sowie den
Lymphknotenstatus-Score (pNO = 1Punkt, pN+ in Ldvehd Il = 2Punkte, pN+ in
Level Il und Il = 3Punkte). Der NPI wurde durchedNottingham Tenovus Primary
Breast Cancer Study (NTPBCS) ermittelt und evaluker zeigt eine valide Reprodu-
Zierbarkeit in anderen Studien. Zu ahnlichen Erggdem kam auch das SEER Pro-
gramm des National Cancer Institute der Vereini@&aten, das in einer retrospekti-
ven Studie an Uber 22.000 Frauen den Lymphknot@isstait dem histologischen
Grading verglichen hat, um Prognosen machen zuekan88)

NPl = GrolRe (cm) x 0,2 + Grading(1-3) + Lkafbis-Score

<3,4 Punkten>» Gute Prognose (GPG)

3,41-5,4 - Mittlere Prognose (MPG)
>5,4, - Schlechte Prognose (PPG)

Einleitung 12
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1.4. Therapie Optionen des Mammakarzinoms

Als Therapieoptionen des Mammakarzinoms stehen cti@rapeutische, operative,
endokrine und radiotherapeutische Ansatze zur Bispa. Durch das Erkennen der
prognostischen, pradiktiven Faktoren und durchrdé&wealuation konnte die Behand-
lung des Mammakarzinoms individualisiert werden.v&rden die radikalen operati-
ven Therapien zuriickhaltender eingesetzt und dnhaitende Operationen zuneh-
mend haufiger durchgefihrt. (73)

Durch Verbesserung und neue Erkenntnisse in degkularbiologischen Beurteilung
konnte ein Wandel in der adjuvanten Therapie eefolgso dass nicht mehr nur eine
alleinige adjuvante Chemotherapie erfolgt, sond@ne individuell angepasste adju-
vante Chemo- und endokrine Therapie. Mogliche Amatkte der endokrinen The-
rapie sind die Hormonrezeptoren, wie der Ostroge- der Progesteronrezeptor, der
Cerb-2/ Her-2/ NEU- Rezeptor fir seinen AntikorpBrastuzumab (Herceptin®) und
der EGFR-TK-Inhibitor (noch keine Zulassung, bishar Studien). (28) So wurden
bei dem neunten St. Gallen Experten Consensus @@5Tumorkategorien festge-
legt: Endokrin ansprechende, nicht endokrin ans@nede und ungewiss endokrin
ansprechende Tumoren. Diese wurden zusammen mitLgemphknotenstatus und
dem Menopausenstatus in low-, intermediate- unt-hijjsk- Kategorien eingeteilt,
so dass eine Therapie je nach Risikogruppe erfdtgen. (43) So wird eine endokri-
ne Therapie bei endokrin ansprechenden Tumoren aimel zusatzliche Chemo-
therapie bei gleichzeitiger intermediate- oder highsk Einstufung durchgefihrt.
Beide Therapieoptionen, Chemotherapie wie auch leimdo Therapie, werden bei
ungewiss endokrin ansprechenden Tumoren eingesetzt.

Durch neue Erkenntnisse Uber die unterschiedlictitygdifferenzierungen und das
Vorkommen mdoglicher Progenitor- oder Tumorstamnezelvird die Therapie hof-
fentlich bald gezielter auf diese “Ursprungszellenisgerichtet sein und dadurch zu

einer Verbesserung der Prognose fuhren.

Einleitung 13
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1.5. Weitere molekularbiologische Parameter

Unter Beriicksichtigung der neuen Therapieoptionmhwunter der Vermutung magli-
cher Tumorstammzellen-Vorkommen erhalten viele reeumolekular-biologische

Marker wichtige prognostisch, pradiktive Eigenst¢éaf Hierzu zahlen:

1.5.1. Hormonrezeptorstatus

Der Ostrogen- und der Progesteronrezeptor zahlateauSteroidrezeptoren und sind
involviert in die Zellwachstumssteuerung. Sie hieideale Angriffspunkte fir mogli-
che endokrine Therapieansatze. (19)(43) Ungefa#s 8ller Brustkrebs-Patientinnen
profitieren von dieser Therapieoption. (88) 78% &atienten mit Hormonrezeptor
positiven Tumoren zeigen ein positives Ansprechah eane endokrine Therapie
sowie< 10% der Hormonrezeptor negativen Mammakarzinontie®&nen. Ein po-
sitiver Hormonrezeptorstatus korreliert mit einéngtigeren Prognose auch unabhén-
gig vom Lymphknotenstatus. (32)(54)(75) Die Expi@ss/on Ostrogenrezeptoren in
Tumoren korreliert negativ mit einer gesteigertetosezahl und einem hdheren Pro-
liferationsindex. (54)(86) Die Bestimmung des Honrezeptorstatus erfolgt immun-

histochemisch.

1.5.2. Proliferationsindex, Ki-67/Mib-1

Bereits 1982 konnten Stein et al. Ki-67 als Zellpeoation assoziiertes Antigen

erkennen (106), welches 1983 durch Gerdes et &drsiitzt werden konnte. (38) Zur
Einstufung des Malignitatsgrades eignet sich ddireermmunhistochemische Makier-
ung der zuverlassigen Proliferationsmarker Ki-6 M welchen ein hoher prognos-
tischer Wert zugesprochen wird. Ki-67 wird wahreled Proliferationsphase des Zell-
zykluses gebildet, nicht jedoch in ruhenden Zeiteder GO-Phase. Durch den mono-
klonalen Antikorper Mib-1 wird das nukleare, noribrs Protein Ki-67 markiert.

Einleitung 14
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Dieses Verfahren wird vor allem an Formalin fixert und in Paraffin gebettetem
Material angewandt. (35)(85) G1 Karzinome habere aignifikant geringere Pro-
liferationsrate mit<10% angefarbten Zellkernen als G3 Karzinome ¥2i®% ange-
farbten Nuclei.

Eine Mib-1 Expression korreliert mit dem Vorhand&nsson p53, EGFR und Vimen-
tin. (61) Diese Tumoren zeichnen sich durch eineeh@hemoresistenz gegenuber

Chemotherapeutika und einem hohen Invasionsgrad2i$54)

1.5.3. Epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)

Eine andere grof3e Gruppe molekularer Marker ist Wachstumsfaktorrezeptor-
Familie. Sie besteht aus vier MembranrezeptorenFRECGcerbB- 2, cerbB- 3 und
cerbB- 4, die durch zahlreiche extrazellulare Waghsfaktoren stimuliert werden.
(85) Es handelt sich um 170 kDa schweres transnmamibes Protein mit einer extra-
zellularen Ligandenbindungsdomane fur EGF und eimigazellularen katalytischen
Domaéne, die in der Regel Tyrosinkinaseaktivitaiaigen. (17)

EGFR zeigt eine inverse Korrelation mit der Ostrogeeptor Positivitat, so dass Pa-
tienten mit hoher EGFR-Aktivitat ein schlechtes preshen auf Tamoxifen zeigen
und eine unginstigere Prognose aufweisen. AuchBe2rtkorreliert mit einem
schlechten Ansprechen auf eine endokrine Ther&}8¢(88)

CerbB-2 ist in 30% der Falle eines metastasiert@mMakarzinoms Uberexprimiert
und gilt als ungunstiger Prognosefaktor. (34)(6@)(Bine weitere wichtige Eigen-
schaft kommt der Her-2/NEU Uberexpression hinsichtheuer antikorperbasierter
Therapieansatze zu. So ist seit September 2000eden cerbB-2/Her-2/NEU gerich-
tete humanisierte rekombinante monoklonale Antikérprastuzumab (Herceptin®)
in Deutschland zugelassen (in den USA bereitsSsptember 1998). Hier zeigen sich
klinische gute Ansprechraten und Vertraglichkeitsmyohl in der Monotherapie mit
einer Ansprechrate von ca. 40%, als auch in Kontimnamit Taxan-basierten
Chemotherapeutika mit 60-80%iger Ansprechrate.({28)
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1.5.4. Tumorsuppressor-Gene

Fur die Entstehung von Karzinomen nehmen auch dmoFsuppressor-Gene eine
entscheidende Rolle ein. Zu ihnen z&ahlt p53, welaueh als Wéachter des Genoms
bezeichnet wird. Er ist auf Chr.di3 lokalisiert und kodiert fur nukleare Transkripti-
onsfaktoren, durch die der Zellzyklus kontrollieitd. Kommt es zu einer p53 Muta-
tion, wie in zahlreichen Mammakarzinomen, resultikrraus ein Funktionsverlust des
p53-Proteins. Es kommt zur intranukledren Ablaggrdes Proteins, welches dadurch
immunhistochemisch nachweisbar wird. (17)(82) Deerliyst tumorsuppressiver
Aktivitat ist in ca. 30% aller Mammakarzinome na@hsbar und korelliert mit einer
schlechten Prognose, friihzeitiger Invasion und Btasserung. (33)(61)(86).
Weiterhin, wird p63, ein homologer Tumorsuppressop53, assoziiert mit steigender
Invasionsbereitschaft und MatastasierungstendenziKaszinomen. Er transaktiviert
p53- verwandte Gene und induziert die Apoptose Zellen. P63 als Marker flr epi-
theliale Gewebe kommt spezifisch in der Basalzkitdt dieser Gewebe vor, in der
Brustdriise z.B. Uberwiegend in den myoepitheliddeiten. Kommt es zum Verlust
der p63 Aktivitat, so kommt es zur Hochregulatigoitleelialer Marker, z.B. mesen-
chymaler Marker wie CK5/6 und CK14. In mehreren éitbn wurde diese Umwand-
lung in mesenchymale Morphologiekriterien beobach® Auch wird p63 der Pro-
genitor-Population zugerechnet und steht somit #elbsterneuerungskapazitat.
(66)(92)

Weitere Marker wie bcl-2-Gen (Anti-Apoptose-Gen,ichen fuir Chemoresistenz),
Proteolyse-Faktoren (Cathepsine/ uPA/ PAI-1), Negaagenese-Faktoren (Endoglin/
VEGF), Wachstumsfaktoren (EGF-R), Tumorprogressiarker (p27/ Metastasin)
sowie Zelladhasionsmolekile (E-Cadherin) sind nadaht abschlie3end validiert.
(1)(85)(86)(91) DNA-Analysen zur Differenzierungner vorliegenden DNA-Ploidie
(abnorm vermehrter DNA-Gehalt, zytophotometriscinigelbar)/ S-Phase- Fraktio-

nen werden fakultativ zur Diagnostik durchgefufiti)
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1.6. Zytoskelett

Das Zytoskelett ist ein dynamisch organisiertesté®ysder eukaryoten Zelle, dem
wichtige zellbiologische Aufgaben, wie Zellteilurigormerhaltung, Zellmobilitat und
Zellpolaritat obliegen.

Es setzt sich aus drei verschiedenen Strukturesinauen: Aktinfilamenten (&10nm),
Mikrotubuli (@25 nm) sowie den Intermediarfilamemt@5nm).

Durch die Intermediarfilamente wird den Zellen meuische Stabilitt verliehen, au-
Rerdem sind sie Bestandteil der Kernlamina. Ihre@enmorphen Untereinheiten sind
Zelltyp spezifisch, so dass uUber eine Differenzigrder Untereinheiten auf das jewel-
lige Filament und auf die Zelltypen Rickschlisseogen werden konnen.
Zytokeratine zahlen zu den epithelzell-spezifiscKeratinfilamenten,

Vimentin zu den Vimentinfilamenten, deren Vorkomnsgrezifisch fur mesenchyma-

len Zellen, Fettgewebe und Endothelzellen ist. (68)

Tabelle 4 Intermediarfilamente (Auswabhl) (modifiziert nactffler und Petrides (68))

Filament Monomer Vorkommen

Vimentinfilament Vimentin Mesenchymale Zellen, En-

dothelzelle, Fettgewebe

Desminfilament Desmin Muskelzellen

Neurofilament Neurofilament, Protein Axone zentraler und peri-

NF(l,m,h), saures fibrillares | pherer Neurone

Gliaprotein

Keratinfilament Saure Zytokeratine, Neutra- | Epitheliale Zellen
le/basische
Zytokeratine

Kernlamina Lamine Zellkerne

Einleitung 17
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1.6.1. Zytokeratine

Bei diesen Epithelzell-spezifischen Filamenten dassich Uber 50 verschiedene

Proteine unterscheiden, die in sechs Hauptgruppenteilen sind. (49)

1.Gruppe saure Keratine

2.Gruppe neutral und basische Keratine

3.Gruppe Vimentin, Desmin, Peripherin, GliaflameAtidic Protein
(GFAP)

4.Gruppe Neurofilamente

5.Gruppe Kernlamine

6.Gruppe Nestin

Keratine setzen sich jeweils aus einem heterog@odymerpaar zusammen, welches
aus einem Protein der ersten Gruppe und einem euswekiten Gruppe besteht und
Zelltyp sowie Differenzierungsgrad abhangig ist.

So lassen sich zwei verschiedene Untergruppenrbilde

—> Plattenepitheltypische-Zytokeratine (1.Gruppe GKP-Gruppe CK9-17) und

- Zylinderepitheltypische-Zytokeratine (1.Gruppe C&72.Gruppe CK18-20).

In den luminalen Mammaanteilen werden zylinderdpypesche Keratine wie CK7,

CK8, CK18 und CK19 exprimiert. In den basalen ungbepithelialen Anteilen der

Mamma sind plattenepitheltypische Zytokeratine ®i€5, CK14, CK15 und CK17

zu finden. (63)(92)(103)

Anhand des Zytokeratinmusters lassen sich somitkkgtinlisse auf mdogliche Ur-
sprungsgewebe eines Tumores ziehen. Auch Proghassen sich anhand der Zyto-
keratin-Expression ableiten.

So ist CK5/6 assoziiert mit einem schlechten Ouiamd einem geringeren rezi-

divfreien Intervall. (75)
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1.7. Tumorstammzellen und ihre Bedeutung bei der Kiazerogenese

Durch zahlreiche Studien unterstitzt hat sich dasstdndnis der Tumorentstehung
grundlegend geandert. So gilt ein Tumor nicht marAnhéufung entarteter Zellen,
sondern vielmehr als “Tumor-Organ®, das aus ert@mtepezialisierten Tumorstamm-
zellen und den daraus hervorgegangenen Tumorzsdisteht.
Diese These wurde durch die AML Studie an Maus&v Mn John Dick und seinen
Kollegen an der Universitat Toronto untersttitz)(3
Noch ist allerdings nicht bewiesen, welche der Truralben so genannte Tumor-
Initiating-Cells (TIC) sind und die Fahigkeit zunkontrollierten Teilung besitzen.
(29) So wurden bereits bei vielen Mauspraparatiamsd Implantations-Versuchen
Zellen nachgewiesen, die Stammzellcharakteristikwa@isen. Ob es sich dabei aber
um durch Mutation veranderte “normale” Stammzelbgler Tumor-Progenitorzellen
handelt, die ein erweitertes Selbsterneuerungspaterufweisen, konnte noch nicht
eindeutig geklart werden.
Zu den Stammzellcharakteristika zahlen:
1. Mdoglichkeit der Selbsterneuerung (symmetrische asygmmetrische Zelltei-
lung)
2. Differenzierungsmaglichkeit (Ausbilden von luminal@CK18) und myoe-
pithelialen Zelltyp(CK14))
3. Telomerase-Aktivitat,
4. Aktivierung antiapoptotischer Pathways (z.B. bdy#ptoseinhibitor),
5. Erhéhte Membrantransporter Aktivitat (z.B. ABCG2,reBst Cancer
Resistance Protein und damit assoziierte Medikaeneesistenz)
Bedingt konnen auch die Mdglichkeit zur Migrationdudie Fahigkeit zur Metastasie-
rung mit den Stammzellcharakteristika verbunderdeser (4)(17)(29)(67) (122)(125)

Diese Eigenschaften wurden bei Zellen nachgewiedienbestimmte Marker expri-

mieren. 2003 bestimmten Al Hajj et al. einen Zedidliichenmarker-Phanotyp: CD44
positiv, CD24negativ/ low und Lineage negativ. B&i diesen Zellen kam es zu einer
50-fach erhéhten Tumorbildungsrate als bei Zeltha,diesen Phanotyp nicht expri-

mierten. In 1-10% der Zellen der Tumormasse igati®hanotyp zu finden.
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Zahlreiche molekulare Marker konnten ermittelt veerddie mit einem Vorkommen
von Tumorstammzellen assoziiert werden.

Vimentin und BRCP-1 wurden von Alvi et al. 2002 Msarker fur Side-Population
angefuhrt, welche eine Stammzell-Art darstellt. (4)

EGFR, CK5/6, Hormonrezeptor negativ und Sca-1 pesiellen wurden von Welm
et al. 2002 als Marker einer moglichen Progenitibi2zepulation gewertet. (122)
Lineage negative, CD29high und CD24 positive Zekennten Shackleton et al. 2006
als mdogliche Stammzellen evaluieren, des Weiteremdev hier eine CD49fup-
Integrin) Anreicherung und eine erhdhte Aktivit&sdwnt-Pathways (Steuerung zur
Selbsterneuerung uber 31-catenin) festgestell@)(De Lage der mdglichen Tumor-
stammzellen konnte durch Boecker et al. 2002 demitalen Endstiicken der Drisen
zugeordnet werden. (16)(67)(101)

Auch die unterschiedliche Zytokeratin-ExpressiagstéRuckschlisse auf so genannte
Tumor-Stammzellen zu, wie etwa bei Charafe-Jaufteal. 2005, Shackelton et al.
2006 oder bei Korsching et al. 2005 beschriebem@&rekonnte. (23)(61)(100)

In der EMT-Hypothese (Epithelial-Mesenchymal-Tréins), von Thompson et al.
und Sommers et al. sowie von weiteren Gruppen bieban, werden drei Gruppen
differenziert, die sich in Phanotyp, Oberflacherpremierten Markern sowie in ihrer
Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung unterisigme (102)(111) Die erste Grup-
pe bezeichnet die luminal differenzierte, Ostrogeaptor positive Zelllinie, die sich
durch schwache Invasionsmadglichkeit kennzeichnestldie zweite Zelllinie zeigt
einen schwach luminal-epithelialen Phanotyp mitugekter Expression epithelialer
Marker der ersten Gruppe. Die letzte Gruppe isegakeichnet durch mesenchymal
assoziierte Marker wie Vimentin und durch eine hahasive Fahigkeit. Es wird
vermutet, dass die schwach luminal-epitheliale lidgd einen Durchgangsschritt zur
mesenchymal differenzierten Zelllinie durch Ausswravon Genen fur epitheliale
Marker bildet, was als EMT-Hypothese zusammengefassien kann. (64)

Da das Brustdriisengewebe starken Auf- und Abbaédwngen unterworfen ist, durch
Pubertét, Laktation und Involution, wird es alslstdynamisches Organ gewertet, so

dass vor allem hier die Anwesenheit von Stammzeleih den oben beschriebenen
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Stammzellcharakteristika zu vermuten ist. (121) Bikenntnisse dieser Arbeiten sind

fur mogliche zuklnftige Therapieanséatze von groBesteutung. Allerdings kann eine
gezielte Therapie erst dann erfolgen, wenn genailidevmaogliche Tumor- Stamm-
zell-Charakteristika bekannt sind.

A. Organogenesis B. Tissue Homeostasis C. Carcinogenesis
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Stem cell expansion Asymmetric self-renewal
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Abbildung 1:Ubernommen aus Wicha et al. (126):

Normale Stamm-Zell Entwicklung® Organogenese (A), Tissue Homeostase (B) undimdgl

che Carzinogenese (C), initiert durch Stammzellem@drstammzellen, symmetrische Selbst-
erneuerung
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A. Carcinogenesis B. Clinical Interventions C. Predicted Outcomes
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Abbildung 2:Ubernommen aus Wicha et al. (126):
Mogliche zukinftige Therapieansatze und klinisch&erventionsméglichkeiten bei tumor-

stammzellbedingten Karzinomen
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2. Ziele der Arbeit

Da schon zahlreiche Arbeiten zum Thema Tumorstartem¥orkommen veroffent-

licht wurden und auch in Zukunft dieses Forschuglgsfim besonderen Fokus fur
maogliche neue Therapieansatze steht, soll nun eletrsverden, anhand des hier vor-
liegenden Patientenkollektives die prognostischée\Rez potenzieller Stammzell-
parameter, auch als basale Prognosefaktoren beimniM&arzinom bezeichnet, auf-
zuzeigen. Es soll Uberprift werden, inwieweit pragjische, pradiktive Aussagen
bezuglich des Vorkommens dieser Faktoren gemachdemekdnnen. Aufgrund der
langen Follow-up-Zeit von 12-16 Jahren wird verguoibgliche signifikante Korrela-

tionen zwischen den untersuchten Parametern deliems Die immunhistochemi-

sche Analytik der unterschiedlichen Gewebeprobemh deren mikroskopische Aus-
wertung erfolgte zeithah. Das zu untersuchende Geweairde zur besseren Analytik
auf einen Tissue-Micro-Array gestanzt. Somit konntirekte Vergleiche der Farb-

ungen vorgenommen werden.

Bei der Auswertung der Daten wurden folgende Frafjaagen beriicksichtigt:

-Wie haufig lassen sich die basalen Marker, jurdstStammzellmarker bekannt ge-
worden, durch die immunhistochemische Analytik Em Patientenkollektiv
ermitteln?

-Besteht eine Korrelation zwischen klinisch patigedohen Faktoren wie dem Tumor-
Grading, dem Lymphknotenstatus und dem Vorkommen lesalen Marker, auch
oftmals als Stammzellmarker benannt?

-Inwieweit korreliert die Expression der verschieele basalen Marker mit dem Klini-
schen Verlauf und der Uberlebenszeit der Patienten?

-Lassen sich die Ergebnisse auch in der multivamidtnalyse als signifikant

bestatigen?
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3. Material und Methoden

3.1.Tissue-Micro-Array

Die Tissue-Micro-Array (TMA) Methode wurde 1998 vdfononen et al. in dem
Labor von Ollie Kallioniemi eingefuhrt. (33) Es istne Mdglichkeit, verschiedene
histologische Préaparate gleichzeitig zu untersucHgrfur werden aus den urspriing-
lichen Gewebeblocken jeweils Gewebestanzen enthommed in einen einzigen Pa-
raffinblock tGberfuhrt. Der Tissue-Micro-Array kabis zu 1000 zylindrische Gewebe-
proben von verschiedenen Tumoren enthalten. EsemeRabraffinstanzen aus dem
TMA entnommen mit einem Durchmesser von 0,6mm uneréH6he von 3-4 mm. In
diese herausgestanzten Ldcher kdonnen nun die Prab&rden zu untersuchenden
Gewebeblocken eingegeben werden. (60)(96) Zwisdeeneinzelnen Stanzen wer-
den Abstande von 1,0mm eingehalten. Die Stanzermienderstellung des TMA wird
mit einem spezial daflr angefertigten Tissue-APagizisions-Instrument durch-
gefuhrt (Beecher Instruments, Silver Spring, MD ,AY)SJm reprasentative Aussagen
Uber die zu untersuchenden Merkmale machen zu kénerden pro Gewebeblock
drei Gewebestanzen aus zuvor durch HE-Schnittelymsen Tumorarealen entnom-
men. Hierbei ist darauf zu achten, dass sowohlTdasorzentrum als auch Randzonen
des Tumors mit eingeschlossen sind. Hierdurch wirge Genauigkeit der immun-
histochemischen Diagnostik von Uber 95% erreichtMergleich zu konventionell
hergestellten Gewebeschnitten, die auf die zu sutbten Merkmale angefarbt wur-
den. (22) Durchgefihrte Tests haben bewiesen, dassParaffin das Gewebe vor
Oxidation schitzt und somit die Antigenitat der @beproben bis zu 60 Jahren
konserviert.(22)(65)

Von dem neu entstandenen TMA werden num3licke Schnitte gefertigt und nach

der spezifischen Fragestellung eingefarbt.
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3.1.1.Prinzip der Tissue-Micro-Array Konstruktion

Routine histologic Tissue core Construction of
paraffin block Collection of cohort tissue microarray

-7 TMA sectioning
and processing :

Sum section Tissue microarray

Abbildung 3 Ablaufschritte der TMA Erstellung (modifiziert dla Gilthane /Rimm (41))

1: Entnahme der zuvor durch HE-Schnitte gesichértanorareale aus dem Donorblock mit
Hilfe des Tissue-Array-Prazisions-Instrumentes

2: Einstanzen der tumorhaltigen Gewebeproben iredesrstellenden Tissue-Micro-Array-
Block

3: Anfertigung von 8m dicken Schnitten
4: Aufbringen der Schnitte auf Objekttrager undzéfsehe Einfarbung.
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Abbildung 4 Tissue-Micro-Array-Préazisions-Instrument
(Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA)

Einspannen des Paraffin-Donorblockes zur Entnatesduinorhaltigen Gewebematerials

Abbildung 5 Fertiggestellter TMA-Block

PR 8E-70
!

He

Abbildung 8 Paraffinschnitt des angefertigten TMA-Blocks
Jeder TMA-Block ist in vier bis flnf Unterblockengieteilt, die zur besseren Orientierung
jeweils zu Beginn eines neuen Unterblockes mit Kallgewebe-Stanzen (hier Leberparen-

chym) gekennzeichnet sind.
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3.2. Immunhistochemie

Die angefertigten @m dicken Paraffinschnitte des TMA-Blockes wurden immun-
histochemischen Analytik herangezogen. Dafur etéoly allererst die Entparaffinier-
ung udber 20 Minuten mit Xylol und Rehydrierung inex absteigenden Alkoholreihe.
Zur hitzeinduzierten Epitopdemaskierung wird denr8it 30 Minuten in Citratpuffer
(pH 6,0) im Steamer (Dampfgarer der Firma Braun@jpehandelt.

Bei einigen priméaren Antikdrpern (EGFR, BRCP-1)dvanstelle der hitzeinduzierten
Epitopdemaskierung eine Vorbehandlung mit Enzymeutefiihrt.

Hierzu wird DAKO REAL™ Proteinase K (Code Nr.S201&rdinnt in DAKO
REAL™ Proteinase K Diluent (Code S2032) tber 10 0m inkubiert.

Es schliel3t sich eine ca. 20-30-minutigen AbkUhtukr an.

Die immunhistochemische Einfarbung erfolgt mitelAKO®-Autostrainer nach dem
DAKO REAL™ Detection System, Alkaline PhospataselRRabbit/Mouse (LSAB-
Methode, indirektes Streptavidin-Biotin-Verfahrebjieses Verfahren basiert auf der
Fahigkeit des Eiweil3glykoproteins Avidin, vier Mkide des Vitamins Biotin physi-
kalisch zu binden. An den Primé&rantikorper, welchgezifisch gegen das zu bestim-
mende Antigen gerichtet ist, bindet sich der Sekuoadtikdrper, welcher mit Biotin
konjugiert ist. Als drittes bindet hieran ein Pddase-konjugierter Avidin-Biotin-
Komplex, wobei sich die freien Stellen des Avidirlekills an das Biotin des Sekun-
darantikérpers binden. Uber das Enzym Peroxidaskshes nun durch ein geeignetes
Chromogen angefarbt wird, wird somit indirekt dasgchte Antigen sichtbar ge-
macht.

Um die endogene alkalische Phosphatase zu bloakérewventuelle falschliche An-
farbungen zu verhindern, wird DAKO REAL™ Levamistgm DAKO REAL™ AP
Substrate Buffer zugegeben.

Die Gegenfarbung erfolgt mit Hamatoxylin nach Magiber einen Zeitraum von zwei
Minuten. Daran schlief3t sich eine zweiminitige Véassg an, um eine deutliche
nukleare Blaufarbung hervorzurufen.

Als Positivkontrolle werden bekannte Proben mitbefi
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Tabelle 5 Reagenzienliste und optimale Inkubationszeiteodifiziert nach DAKO REAL™

Detection System (27))

Reagenz Code-Nr. Kurzbe- Matrix- Inkubati-
zeichnung Schritt onszeit
DAKO REAL™ ProteinaseK | S2019, S2032 ProK Vorbehand- | 10 min
Solution lung unter
AK

Priméarer AK Individuell-> AK 10-25 min

siehe Tabelle

6
DAKO REAL™ Detection K5005 K5005LIN Sekundéres | 15 min
System, Alkaline Phospatase Reagenz
/RED, Link Biotinylated
Secondary Antibodies (AB2)
DAKO REAL™ Detection K5005 K5005AP Tertiares 15 min
System , Alkaline Phos- Reagenz
patase /RED Streptavidin
alkaline Phosphatase (AP)
DAKO REAL™ Detection K5005 K5005LPR Substrat- 20 min
System, Chromogen (RED) Charge

Material und Methoden
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Tabelle 6 Priméare Antikorper (modifiziert nach DAKO REAL™dpection System (27))

Antikorper Firma Beschreibung Verdinnung
Ck5/6 Zytomed Clon D5/16B4 1:50

ER DAKO Clon 1D5 1:100

PR DAKO Clon PgR 636 1:2000
EGFR DAKO E30 1:200
Mib-1 DAKO Ki-67 1:100

CK14 Dianova Clon LLO02 1:50

p63 DAKO Clon 4A4 1:100
BRCP-1 Chemicon Clon 5D3 1:100
Vimentin DAKO Clon V9 1:5000

3.3. Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Farbeergebnisse folgte spehiffdc die verschiedenen Marker.
Bei den Hormonrezeptoren und p63 wurde eine nukl@ddfarbung durchgefihrt.

Bei CK5/6, CK14, BRCP-1 sowie Vimentin wird ein agtasmatisches Vorkommen
ermittelt. EGFR wurde beziglich der Membranexpkétsgi ausgewertet. Es folgte
eine positiv/negativ- Analyse der unterschiedlicidarker. Bei den Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren musste eine 10%- Schwelleefahriebene Positivitat erreicht

werden.

Fur Mib-1 erfolgte die Auswertung nach folgenderartstard:
1= bis 10% der Zellen zeigten eine nukleére Anféagyu
2=11-25%,
3=>25%. (61)

Die EGFR Analytik erfolgte nach Werten von 0 bis 3

0= keine Membranexpression,
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1= geringe,
2=malige,
3=starke.

2 und 3 wurden als positives EGFR Vorkommen zusamgefasst und O sowie 1 als

fehlende EGFR Expression.

Abbildung: 7 a-f Reprasentative Abbildungen der unterschiedliaghenunhisto-

chemischen Anfarbungen in 10- bis 20-facher Vergrifg.
a: CK5 pos (10-f.); b: CK5 neg (10-f.); c: Vimentins (20-f.); d: Vimentin neg (10-f.);
e: p63 pos (20-f.); f: p63 neg (20-f.);
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Abbildung: 7 g-I Reprasentative Abbildungen der unterschiedlicghenunhisto-

chemischen Anfarbungen in 10- bis 20-facher Vergrifg.
g: BRCP-1 pos (20-f.); h: BRCP-1 neg (20-f.); i: EH&pos (20-f.); j: EGFR neg (20-f.);
k: Mib-1 pos (20-f.); Mib-1 neg (20-f.)
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3.4. Patientenkollektiv

Untersucht wurden 217 Gewebeproben eines primarammivbkarzinoms, die im
Zeitraum von 1988-1992 als Operationspraparate enh&d-Domagk-Institut fur
Pathologie des Universitatsklinikums Munster untehg wurden. Das Tumorkollektiv
setzte sich aus 19 hoch differenzierten (G1)(9,628 mittelgradig differenzierten
(G2)(62,1%) und 56 niedrig differenzierten (G3)@8) Mammakarzinomen zusam-
men. Die Klassifikation erfolgte nach Elston und€£l(34)(15) Bei 19 Gewebeproben
konnte ein Differenzierungsgrad nicht ermittelt demn. Das mittlere Erkrankungsalter
lag bei 55 Jahren. Die jungste Patientin war bsidtellung des Mammakarzinoms 31
Jahre alt und die &lteste Patientin 90 Jahre. ldgisxh fanden sich in 88,9% der
Féalle ein duktal-invasives Mammakarzinom, 7,4% Klarzinome zeigten eine lobula-
re Differenzierung, 2,8% zeigten eine medullarerddbulére Differenzierung und in
0,9% der Félle erfolgte keine histologische Klakation.

Das Tumormaterial wurde routinemaf3ig in Formalixiefit und anschlie3end in
Paraffin eingebettet. Die Erstellung des Tissuertirrays und die sich anschlie-
Rende Anfarbung erfolgten im Gerhard-Domagk-Insfifln Pathologie des Universi-

tatsklinikums Miunster.

3.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Analytik erfolgtet mlem Programm SPSS in der
Version 11.5.1.. Zur Analytik erfolgte die Berechguder deskriptiven Haufigkeits-
verteilung sowie die Uberlebenszeitanalyse nach Kiglan-Meier-Methode unter
Einbeziehung des nichtparametrischen Log-Rank-$eaie Erstellung der Gruppen-
vergleiche.

Es wurde mit einem vorgegebenem Fehlernivesan 5% ausgewertet. (131)(132)
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4. Ergebnisse

4.1. Allgemeine Ergebnisse der untersuchten Mammaakzinome

Bei der Untersuchung der 217 Mammakarzinom-Gewellrepr konnten folgende
Ergebnisse aufgezeigt werden. Die Patientinnemblefasich zum Diagnosezeitpunkt
zu 34,7% im pramenopausalen Status, zu 5,8 % imyrst zu 59,4% im postmeno-
pausalen Status.

Das mediale Erkrankungsalter lag bei 55. Lebensjghwobei die Gewebeproben von
Patientinnen im Alter von 31-90 Jahren stammtenDumchschnitt hatte jede Patien-
tin 2,44 Schwangerschaften, davon medial 2,03 tandd im Mittel 0,41 Aborte.

Die Einstufung nach dem pTNM System zeigte folgevidgeilung:

39,2% der untersuchten Mammakarzinome entspraciremepTl klassifizierten
Stadium, 39,2% einem pT2 Stadium, 7,4% zeigten gireKlassifikation und 14,3%
lieRen sich in das pT4 Stadium eingruppieren.

Bei 57,1% der Patientinnen fanden sich keine Lyknpkenmetastasen, 27,2% zeig-
ten einen Befall entsprechend dem Stadium pN1,%3ghe pN2 Zugehdrigkeit,
1,8% entsprachen pN3 und bei 0,5% der Félle wumake $tadium pN4 ermittelt.
Fernmetastasen konnten in 10,6% der Falle gefumsden (M1), 89,4% zeigten
kein Vorkommen von Fernmetastasen (MO).

Einen positiven Hormonrezeptorstatus fand man ftrdgen bei 64,7% und fur Pro-
gesteron bei 58,9% der untersuchten Gewebeprolemedgativer Status zeigte sich
fur Ostrogen bei 35,3%, fiir Progesteron bei 41, 8¥ddille. (sieche Tabelle 7)
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Tabelle 7 Haufigkeitsverteilung der allgemeinen statistestiAuswertung

Parameter Anzahl Prozent
(n) (%)
pT ->1 85 39,2
->2 85 39,2
>3 16 7,4
>4 31 14,3
pN ->0 124 57,1
->1 59 27,2
->2 29 13,4
>3 4 1,8
>4 1 0,5
M ->0 194 89,4
>1 23 10,6
Grading >1 19 8,8
->2 123 56,7
>3 55 25,3
>4 1 0,5
Hormonrezeptorstatus
->ER+ 123 64,7
->ER- 67 35,3
->PR+ 112 58,9
->PR- 78 41,1
Menopausaler Status
->pramenopausal 72 34,7
->perimenopausal 12 5,8
->postmenopausal 123 59,4

Im Verlauf der Erkrankung kam es bei 20,7% derdpditinen zum Auftreten eines

Tumorrezidives, im Mittel nach einer Erkrankungsetawon 34,7 Monaten nach Erst-
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diagnosezeitpunkt, bei 43,3% zeigte sich im Staging Metastasierung des Mamma-
karzinoms, welche durchschnittlich nach 27,35 Menatuftrat.

Bei 34,6% der Patientinnen kam es aufgrund einegredienten Krankheitsverlaufes
zum tumorbedingten Versterben, gesehen auf einkow~ap-Zeitraum von zwolf bis
sechzehn Jahren bis einschlief3lich April 2004, hedcim Mittel nach einem 53-
monatigen Krankheitsverlauf eintrat.

Die durchschnittliche Uberlebensdauer bis zum Atéin eines Rezidiv, einer Metas-
tase oder eines tumorbedingten Versterbens, welblee 57,9% der untersuchten
Féalle eintrat, betrug im Durchschnitt 38,13 Monate.

Die Gesamtiuberlebenszeit aller Patientinnen, beaentinnen wurden keine Anga-
ben gemacht, lag durchschnittlich bei 112,7 Mona®@® % der untersuchten Patien-
tinnen erlagen ihrer Tumorerkrankung, 50,2 % ddreRinnen lebten bis zum Ende
des Follow-up-Zeitpunktes April 2004 noch. (sieleraTabelle 8)

Tabelle 8 Deskriptive Statistik des tumorfreien Uberlebemsl des Gesamtiiberlebenszeit-

raumes
N Minimum Maximum Mittelwert Standardab-
weichung
Tumorfreies 215 0 195 86,40 69,88
Uberleben
Gesamt- 209 1 195 112,69 62,57
uberleben
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Abbildung 8 Gesamtuberleben bis zum Eintritt des tumorbedimdtodes.
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Abbildung 9 Tumorfreies Uberleben bis zum Eintritt von Me#astn, Rezidiv oder tumor-

bedingtem Versterben.

Das therapeutische Konzept setzte sich wie folgaaumen: 60,2% der Patientinnen
erhielten eine postoperative Strahlentherapie, otleenapeutisch wurden 26,7% der
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Patientinnen behandelt, 1,4% davon neoadjuvantCAlsmotherapieschemen wurden
CMF (Cyclophospamid, Methotrexat und 5-Fluorurac®C (Adriamycin, Cyclo-
phosphomid) oder FAC/FEC durchgefiihrt. Eine endekitherapie erhielten 36,9%
der Patientinnen, bei 4,1% wurde eine Kombinatigs @hemo- und Hormontherapie
durchgefuhrt. Auffallend war hierbei der sehr ggerProzentsatz der Patienten, die
eine adjuvante Chemotherapie erhielten. Er liegt emem Prozentsatz von 26,7%
weit unter dem heutzutage anzutreffenden Satz djirvante Chemotherapieregime

des Mammakarzinomes.

neoadjuvante Chemoth

Hormontherapie

Chemotherapie

Strahlentherapie

Abbildung 10:Verteilung der Therapieregime.
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4.2. Auswertung der molekularbiologischen Parameter

Die Auswertung der angefarbten molekularbiologischdarker zeigte folgende
Ergebnisse. Das Tumorsuppressor-Gen BRCP-1, weltyteplasmatisch angefarbt
wurde, konnte bei n=175 zu 5,1% positiv ausgeweavtaiden. Als weiterer Tumor-
suppressor wurde p63 untersucht, der in n =189 344 positiv nachweisbar war. Der
nuklear gefarbte Proliferationsmarker Mib-1/Ki-67orkte in n=154 verwertet
werden. Bei 54,5% der Falle zeigte sich hierbet €ibis 10%ige nukleare Anfarbung
der Zellen, 28,6% der Falle exprimierten eine 1%Rfe Anfarbbarkeit und bei 16,9%
der Falle wurde eine tber 25%ige nukleare Markigmeachgewiesen. (61)

Die basalen, plattenepitheltypischen Zytokeratiee @ruppe 1, CK5/6, wurden bei
n=170 zu 10% positiv gewertet. Das Zytokeratin @guppe 2, CK14, zeigte bei
n =159 zu 9,4% ein positives Ergebnis. Vimentinrkenbei n =169 zu 13% positiv
gewertet werden.

Die EGFR Analytik erfolgte nach Werten von 0 bis3 =171. Davon zeigten 66,1%
keine, 16,4% eine geringe, 14% eine malige und 8&%alle eine starke Membran-
expression. Bei der zusammengelegten Auswertunglemudie Werte 2 und 3 zu
17,5% als positiv zusammengefasst und die Ergebfis) und 1 mit einem prozen-

tualen Vorkommen von 82,5% als negativ eingestuft.
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Tabelle 9: Ubersicht der Haufigkeitsverteilungen Bérbeergebnisse

Parameter Anzahl (n) Prozent (%)
BRCP-1
-> pos 9 5,1
-> neg 166 94,9
P63
-> pos 9 5,3
-> neg 160 94,7
Mib-1/Ki-67
> 0-10% pos 84 54,4
->11-24% pos| 44 28,6
-> Uber 25% | 26 16,9
pos
CK 5/6
-> pos 17 10
-> neg 153 90
CK 14
-> pos 15 9,4
-> neg 144 90,6
EGFR-Expression
-> keine 113 66,1
-> geringe 28 16,4
-> malige 24 14
-> Starke 6 3,5
Vimentin
-> pos 22 13
-> neg 147 87
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39



C. D. Rumpf Prognostische Relevanz basaler Tumormarker im invasiven Mammakarzinom

4.3. Gruppenspezifische Vergleiche der UberlebensWescheinlich-

keiten

Die Auswertung der unterschiedlichen Uberlebeneredtrfolgte mittels der Uberle-

benszeitanalyse nach Kaplan-Meier unter Einbezigllas nichtparametrischen Log-
Rank-Testes zur Erstellung der Gruppenvergleichee P17 Mammakarzinom-

Gewebeproben des Untersuchungs-Zeitraumes von 19®&8-zeigten dabei signifi-

kante Ergebnisse im Gesamtiiberleben nach der &gstuke fir folgende Prognose-
parameter: Grading, Lymphknotenstatus und Hormamtezstatus. Die signifikanten

Ergebnisse werden in den folgenden Abbildungenepitiest.

Uberlebensfunktionen Grading
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o
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Qo o 2
Q@
B 51 + 2: i
2 : zensiert
D
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Overall Survival in Monaten

Abbildung 11 Statistische Auswertung der Grading-Unterteilyng 0,003
G1: n (19); Mean Survival Time 156 Monate; Stantibtbr 13;
95% Konfidenzintervall (130;181)
G2: n (138); Mean Survival Time 138 Monate; Stadt&hler 6;
95% Konfidenzintervall (125;150)
G3: n (54); Mean Survival Time 97 Mon&tandardfehler 11;
95% Konfidenzintervall (77;118)
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Uberlebensfunktionen Nodalstatus
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Abbildung 13:Statistische Auswertung bezogen auf den vorhamdepmphknotenstatus bei
Erstdiagnose; p = 0,000

N negativ: n (119); Mean Survival Time 149 Mon&é&ndardfehler 6;
95% Konfidenzintervall (137;160)

N positiv: n (90); Mean Survival Time 100 Monatéaisdardfehler 8;
95% Konfidenzintervall (84;116)
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Uberlebensfunktionen HRST
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Abbildung 14 Statistische Auswertung des vorhandenen Hormeptegstatus; p = 0,049

Hormonrezeptorstatus negativ: n (46); Mean Surviiade 107 Monate; Standard-
fehler
12; 95%Konfidenzintervall (85;130)
Hormonrezeptorstatus positiv: n (140); Mean Sutviime 133 Monate; Standard-
fehler
6; 95% Konfidenzintervall (121;145)

Im Hinblick auf die zum Teil hochsignifikanten Elgesse im Bereich dieser Progno-
sefaktoren kann das hier untersuchte Patienterkivllals valide eingestuft werden.

Auch in der Verteilung der allgemeinen Parametex lWormonrezeptorstatus, TNM-

Klassifikation und weiterer Faktoren wie oben arefemn entspricht das Patienten-
kollektiv der allgemein angenommenen Normalvertegluuntersuchter Mamma-

karzinome.

Des Weiteren erfolgte die Untersuchung folgendenimhistochemischer Marker:
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Mib-1 als Proliferationsmarker, BRCP-1 und p63 dlammorsuppressor-Gene,
CK5/6, CK14 und Vimentin als Marker fur mesenchyasalGewebevorkommen,
EGFR und Ostrogen- sowie Progesteronrezeptor alsnétuezeptormarker. Die
untersuchten Parameter wurden jeweils in Abhangigkeden oben genannten Prog-
noseparametern in der multivariaten Analyse gesetzt

Bei der Auswertung der genannten Faktoren zeigtdneshebliche Schwierigkeiten,
da es aufgrund der Schichtung nach den oben gemmammognosefaktoren zur Auf-
splittung in nicht mehr signifikant zu untersucherBubpopulationen von zum Teil
n=1 kam. Dies soll beispielsweise an der Auswertdeg Mib-1 Vorkommens, der
Vimentin- sowie der p63- und CK5/6-Expression vettdeht werden. Die Auswer-
tung erfolgte gesehen auf das Gesamtiiberlebernteiliteach dem unterschiedlichen
Grading. (siehe Abb. 15 -18) Weitere nicht sigrafike Daten wurden nicht aufge-
fuhrt.

Die Mib-1 Auswertung erfolgte nach folgendem Stadda
1 = bis 10% der Zellen zeigten eine nukledre Anféad)
2=11- 25%,
3 = >25% der Zellen lassen sich anfarben.

G1 Karzinome zeigen eine signifikant geringere iRm@tionsrate mit unter 10%
angefarbten Zellkernen als G3 Karzinome mit einemeA von tber 20%.

Durch die Schichtung nach dem Grading kam es bmi d&rhandenen Patientenkol-
lektiv zur Aufteilung in sehr kleine Subpopulationeso dass bei der Aufteilung keine

signifikanten Ergebnisse erzielt werden konnten.
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Abbildung 15 a-cStatistische Auswertung nach dem Vorkommen delféragionsmarkers

Mib-1 in der multivariaten Analyse. Die unterscHielde Differenzierung erfolgte in Abhan-

gigkeit von dem Prognosefaktor Grading. Die Bereciyen fur die Uberlebenszeitraume sind
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im Anhang aufgelistet und fur die jeweiligen Subplagionen berechnet. Auffallend ist hier-
bei, dass die Mib-1 Expression fur G1 Tumoren niatkignifikanten Bereich liegt. Hier sind
die Mib-1=3 Tumoren unabhé&ngig vom Grading betretchtit dem schlechtesten Outcome
assoziiert. Bei den hoheren Grading-Aufteilungenrite aufgrund der geringen Subpopulati-
onen keine signifikante Aussage gemacht werdenaAdlder Graphen kann dies nachvollzo-
gen werden. Hier finden sich zum Teil Uberschnejgumder unterschiedlichen Mib-1 Ex-
pression. Dies zeigt, dass es sich hierbei um rdmnifikant zu bezeichnende Ergebnisse

handelt.

Auch die zytoplasmatische Anfarbung basal-, mybetiitlen und plattenepithel-
typische Zytokeratine CK5 und CK6 wurde in der nvaltiaten Analyse untersucht,
gesehen auf eine eventuelle Abhéangigkeit vom Ggadirelches sich signifikant als

Prognosefaktor zeigte.
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Abbildung 16 a/bStatistische Auswertung der CK 5/6 Differenzieraieg Mammakarzino-
me. Die Unterteilung erfolgte in Abhangigkeit voewgiligen Grading. Fur die Gruppe der

CK5/6 negativen Tumoren konnten signifikante Ergesm ermittelt werden. Hier findet sich
eine Unabh&ngigkeit vom unterschiedlichen Graddeg.den CK5/6 positiven Tumoren erga-
ben sich zum Teil so geringe Subpopulationen, dmessignifikante Aussage hier nicht zu

treffen ist.
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Vimentin wurde als Marker fir mesenchymales Geweldlemmen bei den Mamma-
karzinomen untersucht. Es wurde vermutet, ob hiéglitherweise eine alleinige
prognostische Aussage aufgrund der Vimentin Expresgemacht werden kann.
Leider zeigte sich auch hier, dass eine Unabhéegigiom Prognosefaktor Grading

nicht gegeben war.
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Abbildung 17 a/b:Statistische Auswertung der Vimentin-Expressiaffegenziert nach der

unterschiedlichen Grading- Unterteilung. Fir dien€ntin negativen Tumoren lagen die Er-
gebnisse im signifikanten Bereich, bei den positifemoren zeigten sich wieder starke Un-
regelmafigkeiten, so dass nicht allein durch dasevitin-Vorkommen unabhangig vom Gra-

ding eine prognostische Aussage getroffen werdan.ka

Ergebnisse 46



C. D. Rumpf Prognostische Relevanz basaler Tumormarker im invasiven Mammakarzinom

Das Tummorsuppressorgen p63 konnte in der zuvarnsehlduterten multivariaten

Analyse nicht als unabhangiger Prognosemarker atka@rden.
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Abbildung 18 a/b:Statistische Auswertung des p63 Vorkommens, diffeiert nach der un-

terschiedlichen Grading-Unterteilung. Bei den nizgat Tumoren fallen wieder signifikante
Ergebnisse auf. Die p63-negativen Tumoren waregesimg vertreten, dass eine signifikante

Aussage nicht getroffen werden konnte.
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5. Diskussion

Das Mammakarzinom nimmt weltweit die fihrende Rositder Mortalitats- und
Morbiditatsliste von Erkrankung bei Frauen ein wadréasentiert morphologisch wie
klinisch eine ausgesprochene heterogene Gruppemadignen Tumoren. (39)(78)
Dies zeichnet sich insbesondere aus durch untediadhe histologische und immun-
histochemische Phanotypen sowie speziellen biatbgis, genetischen und molekula-
ren Charakteristika, welche teilweise mit sehr eégeUberlebensprognosen assoziiert
sind. (19)(37)(43)(54) Dementsprechend ist es nielmvunderlich, dass auch Unter-
schiede in den verschiedenen Therapieoptionenmarhisprechen auf magliche, teils
bekannte, teils noch zu entwickelnde Therapiendesi verschiedenen Formen des
Mammakarzinoms derzeit schon zu finden beziehungswe der Zukunft zu erwar-
ten sind. (28)(43)(73) Durch ein enorm gesteigevidssen, welches in den letzten
Jahrzehnten angehauft wurde, wird es demnach invoértiger, Mammakarzinom-
Patientinnen gezielter zu untersuchen und die eethpnden Gewebeproben im Hin-
blick auf immunhistochemische Eigenschaften undzi§sehe molekularbiologische
Marker genauer und eingehender zu diagnostiziddgs geschieht zum einen zur
besseren Abschéatzung der Prognose als auch zueltgean Therapiepradiktion.
Dementsprechend befinden sich molekulare Faktoréfarker im Ubergang zum
routinemanigen klinischen Gebrauch. Der genauenmsigsche Wert, welcher Uber
das derzeit durchgefuhrte Tumorgrading, das Stagimyden Hormonrezeptorstatus
hinausgeht, muss jedoch in Zukunft erst noch eggluverden. (6)(64)(125) Um auf
die prognostische Relevanz der unterschiedlichekioFen einzugehen ist neben
einem allgemeinen Verstandnis um die Wertigkeigpostisch und pradiktiver Mar-
ker auch ein sehr detailliertes Verstandnis Ubechdaismen der Tumorentstehung
notwendig. (4)(17)(29)(30)(67)(122)(125) Es falitf adass dieser Bereich der Onko-
logie in den letzten Jahren sehr rapiden Entwigidumund einem erweiterten Er-
kenntnisstand unterworfen ist. Speziell Erkenntniasis der Entwicklungsbiologie
werden derzeit immer mehr auf die Tumorentstehumgewandt. Dementsprechend
wird ein Tumor nicht mehr als Anhaufung malignetaeteter Zellen gesehen sondern

vielmehr als ein “Tumororgan®. (4)(123)
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Speziell beim Mammakarzinom ist derzeit das Vext#& der Tumorentstehung
neuen Uberlegungen ausgesetzt. Dies beruht auKdentnis um physiologische
Stammzellen der Brustdruse. (1)(4)(16)(67)(101)j1®2sgehend von der These, dass
das Mammagewebe zahlreichen Um- und Aufbauvorgamgémend des normalen
Zyklus, der postnatalen Involution, der pubertaiartwicklung sowie Schwanger-
schaft und laktationsbedingten Proliferationsvoggginunterworfen ist, ist davon aus-
zugehen, dass die Brustdrise, wie bisher immermbebsen, nicht aus zwei, sondern
vielmehr aus drei verschiedenen Zellkompartimeraefgebaut ist. (121) Dies steht
im Gegensatz zum bislang postulierten Modell voreiz&ellkompartimenten, mit
einer inneren luminalen, drusigen Zellpopulatiord winer duf3eren basalen, myo-
epithelialen Zellschicht. (57)

Basierend auf den Untersuchungen von Boecker étoante gezeigt werden, dass
putative physiologische Brustdriisenzellen mit eingrastdriisen-Stammzellpool in
den terminalen-duktalen-lobularen-Einheiten (TDIdey Mamma zu sehen sind. (16)
Diese Zellpopulation erfillt theoretisch typisch&r8mzellcharakteristika, wie ein
Selbsterneuerungspotenzial und eine Differenzieson@gylichkeit in alle in der Brust-
drise exprimierten Zelltypen. So konnte aufgezeigitden, dass sowohl glandulare /
luminale / CK8 / CK18 und CK19 positive Zelllinieats auch myoepitheliale / SMA
positive Zelllinien von dieser Zellpopulation aubdget werden konnen.
(23)(57)(61)(100)(126) Eine besondere Eigenschafieit putativen Brustdrisenzellen
ist die Expression von hochmolekularen Zytokeratjrepeziell von CK5, CK14 und
CK17. Dies steht speziell auch im Einklang mit &uodien von Shackelton et al. mit
einer CK5 Positivitat, gleichzeitiger hoher Expieasvon CD29 und CD24. (100)
Wie aus immunhistochemischen Arbeiten indirekt bbiget, konnte zwischenzeitlich
von der Arbeitsgruppe von Shackelton et al. dak®immen der méglichen Brustdri-
sen-Stammezellen in die terminale Endstande dertéiise vorgenommen werden.
(16)(67)(100)(101)(129) Ob diese physiologischean8hzellen durch die maligne
Entartung als mdglichen Anfangszellen eines Tunaomusehen sind oder in wieweit
Parallelen zwischen den beiden Modellen der Turaorsizellen und den physiologi-
schen Stammzellen gezogen werden kdnnen, ist jeBeshkandteil noch einer sehr
intensiven Forschung und bedarf sehr weitgehenxigerenenteller Ansatze. Trotz-

dem gibt es jedoch schon weitreichende Hinweisérddass die so genannten basalen
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Karzinome auf Grund ihrer Ubereinstimmung mit dertaReratin-Expression, als
auch einer Vielzahl anderer immunhistochemischerkita welche die Zelldifferen-
zierung als auch den Zellzyklus betreffen, in Viedoing gebracht werden kénnen.
(18)(26)(63)(92)(103)

Besondere Aufmerksamkeit erfuhr die Gruppe derlbasslammakarzinome durch
die Arbeit von Perou et al. im Jahre 2000 mit dexkEeption eines intrinsischen Gen-
sets, welches gerade die basalen Karzinome alsni&arzinome mit schlechter
Prognose ansieht. (63)(80)(105) Die letztendlichegpostische Relevanz dieser
Tumoren, welche sich abgrenzen von der so genahmtgnalen A und B Gruppe mit
Expression von Ostrogenrezeptoren, der normalMeenmakarzinome mit Negativi-
tat fur den Ostrogenrezeptor sowie der Gruppe dbB-2 positiven Mamma-
karzinome, ist jedoch noch umstritten. (19)(23)(33)(104) Auffallend bei dieser
Unterteilung ist jedoch, dass die Mammakarzinomameoklich nach basalen und
nichtbasalen getrennt wurden und hierbei der Ggaffakt teilweise nicht ausrei-
chend gewdrdigt wurde. (63) Es ist bekannt, dassTG3oren haufig den basalen
Phanotyp aufweisen und niedrigmaligne Tumoren deht basalen, teils luminalen
oder normal-like Mammakarzinomen zugerechnet werden

Grade das Grading zahlt zu den weltweit anerkanRtexgnosefaktoren beschrieben
von Elston et al. und Fitzgibbons. (34)(35)(88) Wear hinaus sind die Prognose-
faktoren, zu denen auch der Lymphknotenstatustidenonrezeptorstatus, das TNM-
System und die histologische Differenzierung zahianzahlreichen unabhangigen
Studien bestatigt worden. (17)(32)(54)(75)(77)(113)) Die Definition des basalen
Mammakarzinoms durch immunhistochemische Markemast wie vor nicht geklart.
So zeigen manche Arbeitsgruppen eine gehaufte Esiprevon p63 und CK5 Positi-
vitat in untersuchten basalen Mammakarzinom-Zédhin (72)(92) Speziell das p63
Gen, welches zu den Tumorsuppressor-Genen z&hdisgsziiert mit einer steigenden
Invasionsbereitschaft und zunehmender Metastagsteindenz von Karzinomen.
Weiterhin zeigen sich basale Karzinome durch eete siohe Proliferationsaktivitéat
aus, wie sie zum Beispiel mit einem Antikdrper ge@67 /Mib-1 gemessen werden
kann. (38)(106) Dennoch ist dieser Marker nichtbalsaler Marker zu betrachten und
eignet sich vorwiegend zur Einordnung des Maligagéades und einem, wenn auch
beschréankten, prognostischen Wert. (35)(38)(85)Bxgression von Mib-1 ist mit der
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Expression von p53, EGFR und Vimentin, wie 2005cHukosching et al. gezeigt,
assoziiert. (61) Dartber hinaus zeigen Mammakameeine Assoziation mit P-
Cadherin, C- Kit und eine Vielzahl anderer MarKé)(23)(61)(85)(86)(94)(100)(116)

Basierend auf diesen widersprichlichen Ergebnidsemuht diese Arbeit auf der
immunhistochemischen Analyse von 217 Mammakarzi@swebsproben von Brust-
krebs-Patientinnen, bei denen ein invasives Mammzai@n in den Jahren 1988-
1992 an der Universitats-Frauenklinik Minster dgjiziert wurde. Wie im
Ergebnissteil der Arbeit eingehend erlautert, kenrdie untersuchten, weltweit aner-
kannten Prognosefaktoren, welche von Fitzgibbosgelgnostisch hochrelevant be-
schrieben wurden, auch in dieser Gruppe als valitg hochsignifikant eingestuft
werden. (15)(34)(44)(62)(81)(97) Hierzu zahlten gk die bekannten Prognosepa-
rameter wie das Grading, der LymphknotenstatusdardHormonrezeptorstatus. Am
aussagekraftigsten war hierbei der Lymphknotenstatvelcher in nahezu allen
Therapiestudien fir das weitere Therapievorgehenaamtraler Bedeutung ist. Dies
wurde noch einmal auf dem neunten St. Gallener Esmpleonsensus 2005 betont.
(33)(54)(113)(130) Letztendlich zeigten die Einpaligsen fur die untersuchten Fak-
toren keine signifikanten Ergebnisse, wenn der Hom@zeptorstatus und das Grading
in die multivariate Analyse eingeschleust wurdeeni@ntsprechend ist zu betonen,
dass signifikante Ergebnisse nur dann erreicht eeidnnen, wenn eine stadienge-
rechte Auswertung, entsprechend der Studien, uBeeiicksichtigung des Grading
erfolgt. (34)

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse diesertAbigidass in der multivariaten
Analyse dementsprechend keine unabhéngige Sign#ikier basalen Marker gefun-
den werden konnte. Dies bestétigen die Angaben@ukiteratur. (26)(63)(104)(118)
Auch herrscht eine gewisse Unordnung in den vormais Sgrlie et al. definierten
Subgruppen der Mammakarzinome, so dass Bertual. @006 aufzeigen konnten,
dass das medullére, basale Karzinom kontraren pstigohen Aussagen zuzuordnen
ist. So zeigte sich das medullare Mammakarzinomdeei Untersuchung mit einer
deutlich besseren Prognose gegenuber den andewsalerbaKarzinomen seiner
Gruppe. (13) Auch Jaguemier et al. beschrieberpaiadoxes Verhalten der basalen

Karzinome im Bezug auf die erwarteten prognostiadbaten. (55)
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Laakso et al. zeigten auf, dass das tumorfreie [elben bei baso-luminalen Karzino-
men im Verhaltnis zu luminalen Karzinomen signifikdesser war. Ebenso konnten
Mi-Jung et al. belegen, dass nicht das basale Kamzimit der schlechtesten Prognose

assoziiert war, sondern die Her2/ neu-tberexpriemeKarzinome. (59)(63)

Obwonhl die Notwendigkeit der Einfuhrung neuer progischer Marker nach wie vor
zu einem interessantem Forschungsfeld gehorererzeiig hier untersuchten Marker
wie p63, EGFR und BRCP-1 jedoch kein Potenzialnba@erzeitigen Wissenstand als
prognostische Faktoren in die Routinediagnostikgefiahrt werden zu koénnen.
(17)(34)(37)(61)(86)(106) Zukiunftig ware es sicilarlvon nutzen, weiter valide Fak-
toren zu ermitteln, um ein invasives Mammakarzirtmaser klassifizierten und damit
typengerecht besser behandeln zu kdnnen. Ob hietileeipathomorphologische
Mammakarzinom-Diagnostik von immunhistochemisclhgralysen und mdoglichen

Gen-Expressions-Muster-Analysen mittels der Gerp@&malyse abgeldst wird,

bleibt abzuwarten. Die gewonnenen Ergebnisse auf @ebiet der Tumorpathologie

wurden jedoch méglicherweise zur Einfihrung neueerapieregime fuhren.

Es bleibt jedoch zu betonen, dass die untersuditsker mit ihren entsprechenden
Ergebnissen nur bedingt einen Ruckschluss erlaaloérdie Frage, ob es sich bei

diesen basalen Mammakarzinomen um wirkliche Starikazeinome handelt.

Eine alternative Theorie, die so genannte Tumonstaaii-Hypothese deutet in Zu-
kunft auf mogliche neue Therapieansatze hin. Basceauf den Arbeiten von Al Hajj
et al. aus dem Jahre 2003, welche eine Zellpopulatiit CD44 Expression sowie
einer niedrigen Expression von CD24 mit einer $giren Tumorbildungsrate assozi-
ieren konnten, besteht der Hinweis auf eine Hidsiareon Brustkrebszellen, in denen
nur einige wenige Zellen tatsachlich eine hoheif@rattionsfahigkeit / Aktivitat und
entsprechende Fahigkeit zur Tumorneubildung aubweis (1)(4)(17)(29)(67)
(122)(125)

Diese Theorie ist in sofern interessant, da shdre@he Phanomene in der Behand-
lung des invasiven Mammakarzinoms erklaren kérsgeziell den teilweise sehr lan-

gen Verlauf mit dem Auftreten von Metastasen naehnmeren Jahren bis Jahrzehnten.
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So zeigt der Befund einer sehr hohen Rate von meaalkgener Mikrometastasierung
im Knochenmark bei Mammakarzinom-Patientinnen Zewpunkt der Erstdiagnose

keine Korrelation mit einer erhéhten Metastaseninifflin dem nachfolgenden Beo-
bachtungszeitraum. War man friher von so genarddemant / schlafenden Tumor-
zellen ausgegangen, so gibt es heute Hinweise,didss diese Zellen moglicherweise
tatsachlich auf der Prasenz von so genannten Ttanomszellen beruhen.

(16)(23)(61)(67)(100)(101)

Nur bei Prasenz dieser Zellpopulation wirde sichndain neuer, metastatischer
Tumor bilden. Diese Uberlegungen haben sich atgslinicht nur auf das invasive
Mammakarzinom beschrénkt, sondern zeigen sich Neman der Tumorgenese des
hamatopoetischen Systems. Es liegen bislang kemer&lichungen vor, die das ei-
gentliche histogenetische Mammakarzinom-Modell mdem so genannten

Tumorstammzell-Modell tatséachlich korreliert hatt®veitere Studien haben letztend-
lich zu zeigen, inwieweit es sich um erganzender dd@kurrierende Modelle mit

entsprechenden klinischen Konsequenzen handelt.
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6. Anhanq: Ergebnisse

1. Ergebnisberechnung fir die Mib-1 Expression igdelt nach der Grading- Unter-

teilung. Siehe hierzu auch Abbildung 15 a-c:

Mib-1=1 /Grading: G1 = n (10)Mean Survival Time: 160 Mo.
p= 0,0082 Standartdei 7, 95% Konfidenzintervall (127;192)
G2 =n (44) Mean Survival Time: 136 Mo
Standardfehler 10; 95% Konfidenzintervall (117;156)
G3=n(19) Mean Survival Time: 84 Monate
Standardfehler 16; 95% Konfidenzintervall (52;116)

Mib-1=2 /Grading: G1=n(3) Mean Survial Time: 152 Monate
p=0,7355 Standantée 27; 95% Konfidentintervall (98;205)
G2 =n(19) Mean Survial Time: 126 Monate
Standardfehler 17; 95% Konfidenzintervall (94;159)
G3=n(17) Mean Survival Time: 114 Monate
Standardfehler 19; 95% Konfidenzintervall (77;151

Mib-1/Grading 3 G2 =n (16) Mean Survival Time 103 Manat
p=0,3404 Standahdiér 19, 95% Kon fidenzintervall (65;141)
G3=n(9) Mean Survival Time 76 Monate
Standardfehler 26, 95%Konfidenzintervall (24;128
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2. Ergebnisberechnung fiir das CK5/6 Vorkommen gdglit nach der unterschiedli-
chen Grading-Unterteilung. Siehe hierzu auch Ahlritg 16 a/b:

CK 5/6 negativ /Grading51 = n (13)Mean Survival Time: 162 Mo.
p= 0,0064 Standardfehler 13, 95% Konfmletervall (137;188)
G2 =n (85) Mean Survival Time: 133 Mo
Standardfehler 8; 95% Konfidenzintervall (117;148)
G3=n(38) Mean Survival Time: 91 Monate
Standardfehler 12; 95% Konfidenzintervall;(L15)

CK 5/6 positiv /GradingG1 = n (0)
p=0,1107 G2 =n(6) Mé&amvial Time: 168 Monate
Standardfehler 20; 95% Konfidenzintervall (130;207
G3=n(7) Mean Survival Time: 85 Monate
Standardfehler 23; 95% Konfidenzinterya;131)

3. Ergebnisberechnung fir die Vimentin Expressiegliedert nach der unterschiedli-
chen Grading-Unterteilung. Siehe hierzu auch Ahlritg17 a/b:

Vimentin negativ /Gradings1 = n (14)Mean Survival Time: 171 Mo.
p= 0,0039 Staretdlehler 11, 95% Konfidenzintervall (149;193)
G2 =n (82) Mean Survival Time: 135 Mo
Standardfehler 8; 95% Konfidenzintervall (1Z2D)1
G3=n(34) Mean Survival Time: 95 Mamat
Standardfehler 13; 95% Konfidenzintér{£0;120)
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Vimentin positiv /Grading: G1 =n (0)
p=0,4342 G2 =n (1Mean Survial Time: 120 Monate
Standardfehler 23; 95% Konfidenzintervall (B8}
G3=n(9) Mean Survival Time: 77 Mtma
Standardfehler 27; 95% Konfidenzintér{2b;130)

4. Ergebnisberechnung fir die p63 Vorkommen gegtiedach der unterschiedlichen
Grading-Unterteilung. Siehe hierzu auch AbbilduBpib:

p63 negativ /Grading:  G1 =n (15Mean Survival Time: 172 Mo.
p= 0,0015 Stamifiehler 11, 95% Konfidenzintervall (151;193)
G2 =n(91) Mean Survival Time: 137 Mo
Standardfehler 7; 95% Konfidenzintervall (123;152
G3=n(35) Mean Survival Time: 93 Manat
Standardfehler 13; 95% Konfidenzinter{@r;119)

p63 positiv /Grading: G1l=n(0)
p=0,8828 G2 =n (#ean Survial Time: 78 Monate
Standardfehler 37; 95% Konfidenzintervall (5;150
G3=n(3) Mean Survival Time: 66 Mtma
Standardfehler 34; 95% Konfidenzinter/@j132)
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e Abbildung 12: Statistische Auswertung bezogen asfwbrhandene T-
Stadium bei Erstdiagnose

e Abbildung 13: Statistische Auswertung bezogen asfwbrhandene
Nodalstadium bei Erstdiagnose

e Abbildung 14: Statistische Auswertung des Hormoepéarstatus

* Abbildung 15 a-c: Statistische Auswertung des Midetkommens
differenziert nach der Grading-Unterteilung

* Abbildung 16 a/b: Statistische Auswertung des Midetkommens,
differenziert nach der unterschiedlichen Gradihgerteilung

* Abbildung 17 a/b: Statistische Auswertung der C& Bifferenzierung,
geschichtet nach der unterschiedlichen Gradinggtteilung

* Abbildung 18 a/b: Statistische Auswertung des p6&dmmens, differenziert

nach der unterschiedlichen Grading-Unterteilung
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10. Auflistung der verwendeten Abklirzungen

ASR
DCIS
CLIS
TDLE
TMA
NPI
EMT
EGFR
ER
PR
TIC
LK
SNL

Age Standardised Rate
Duktales Karzinoma In Situ
Karzinoma Lobulare In Situ
Terminal-Dukto-Lobulare-Einheit
Tissue-Micro-Array
Nottingham-Prognose-Index
Epithelial-Mesenchymal-Transition
Epithelial-Growth-Faktor-Rezeptor
Ostrogenrezeptor
Progesteronrezeptor
Tumor-Initiating-Cells
Lymphknoten
Sentinel-Lymphknoten
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