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Zusammenfassung

Immunhistochemische Analyse der Ostrogen-, Progesteron- und Androgenrezep-
torexpression bei invasiven Mammakarzinomen:
Eine methodische und prognostische Studie
Christiane Weining

Der immunhistochemische Nachweis von Hormonrezeptoren hat schon seit lingerer Zeit an
Bedeutung fiir die Therapie und die Prognose der am Mammakarzinom erkrankten Frauen
gewonnen. 1991 publizierten Shin et al. [144] die Methode der hydratisierten Autoklavierung
als effektive Vorbehandlung bei der immunhistochemischen Darstellung des TAU-Antigens im
Gehirn. Bankfalvi et al. [11] zeigten in einer systematischen Analyse einer Reihe von Antikor-
pern, daf} eine modifizierte Autoklavierung, die sog. feuchte Autoklavierung, fiir die Immunhi-
stochemie eine einfache und &duBerst verliBliche Methode zur Antigendemaskierung darstellt
[12].

Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen die Uberpriifung der Anwendbarkeit der feuchten
Autoklaven-Vorbehandlung in der immunhistochemischen Routinediagnostik beziiglich der
Ostrogen-, Progesteron- und der Androgenrezeptordarstellung beim Mammakarzinom.

Zum anderen sollten die klinisch-pathologischen Korrelationen und der prognostische Wert der
immunhistochemisch bestimmten Ostrogen-, Progesteron- und Androgenrezeptoren bei Mam-
makarzinompatientinnen untersucht werden.

Dazu wurde routinemiBig Formalin fixiertes und Paraffin eingebettetes Gewebe von 138
Mammakarzinomen nach Autoklavenvorbehandlung immunhistochemisch gefidrbt und ausge-
wertet.

Folgende Aussagen konnten getroffen werden:

1. Es konnte eine grofere Sensitivitidt und Sperzifitit der immunhistochemischen Methode im
Gegensatz zur herkémmlichen biochemischen Bestimmungsmethode des Ostrogenrezeptor-
gehaltes gezeigt werden.

2. Es konnten direkte Korrelationen in der Expression der Hormonrezeptoren untereinander und
eine inverse Korrrelation zwischen der Ostrogen- und Progesteronrezeptorexpression und dem
pathologischen Grading nachgewiesen werden.

3. Unsere univariate Uberlebensanalyse der Gesamtiiberlebenszeit und der rezidivfreien Ge-
samtiiberlebenszeit in Abhingigkeit vom positiven oder negativen Hormonrezeptorstatus besti-
tigt Ostrogen-, Progersteron-, und Androgenrezeptoren als prognostische Indikatoren [6].

4. Alle unsere Ergebnisse stehen weitestgehend in Einklang mit dem aktuellen Stand in der
Literatur.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf ein hohes Potential der feuchten Autoklavierung zur
Antigendemaskierung fiir die immunhistochemische Demonstration von Ostrogen-, Progeste-
ron- und Androgenrezeptoren in Formalin fixierten und Paraffin eingebettetem Mammakarzi-
nomgewebe hin. Diese Methode ist zuverlassig, sicher reproduzierbar, einfach zu handhaben
und auch fiir den Routinebetrieb eine geeignete Form der Gewebevorbehandlung. Mittlerweile
ist sie als Standardmethode der Antigendemaskierung in der Routine-Immunhistochemie am
Gerhard-Domagk-Institut fiir Pathologie eingefiihrt worden.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist in Westeuropa und in Nordamerika die hdufigste bosartige
Erkrankung der weiblichen Bevolkerung. 17% aller Frauen der westlichen Welt erkran-
ken in ihrem Leben an einem Mammakarzinom. Die Inzidenz betrdgt 60 pro 100.000
Frauen im Jahr, ca. 50% sterben an diesem Tumorleiden. Der Hiufigkeitsgipfel liegt um
die Menopause. Karzinome vor dem 25. Lebensjahr treten dagegen ausgesprochen sel-
ten auf [19].

In den letzten Jahrzehnten zeichnete sich aber eine stetige Zunahme des Mammakarzi-
noms ab, wobei diese in den letzten Jahren sicherlich auch auf den weit verbreiteten
Gebrauch der Mammographie zuriickzufiihren ist, durch die auch eine friihzeitige Ent-
deckung von kleinen oder in situ Karzinomen moglich wurde. Doch trotz der Diagnosti-
zierbarkeit des Mammakarzinoms in einem fritheren Stadium seiner Entwicklung und
trotz der Fortschritte beziiglich der Behandlung hat sich die Mortalitéitsrate in den letz-
ten 25 Jahren nicht bedeutsam verbessert [42, 49].

1.2 Bedeutung der Hormonrezeptoren im Hinblick auf das Mammakarzinom

Bereits um das Jahr 3000 v.Ch. wurden die ersten Konzepte fiir die Diagnostik und
Behandlung des Mammakarzinoms beschrieben. Bis um 1860 n. Chr. war die palliative
Tumorentfernung die einzige Therapieform des Mammakarzinoms, was in der Regel
den Tod der meisten Frauen infolge der Erkrankung oder der Operation bis Anfang der
zweiten Hilfte des 19. Jahrhunderts bedeutete. 1867 stellte der englische Arzt MOORE
fest, dass Rezidive eines Mammakarzinoms nicht durch ein erneutes Karzinom, sondern
durch eine unzureichende primére Tumorentfernung bedingt waren. Er definierte chirur-
gische Prinzipien der Tumorchirurgie, die teilweise bis heute giiltig geblieben sind:
Entfernung des Tumors im Gesunden, Mitnahme der umgebenden Haut, der Lymphkno-
ten, des Fettgewebes und der Pectoralismuskulatur. Um 1882 begann dann mit
HALSTED die Ara der radikalen Brustchirurgie, bei der eine komplette Mastektomie

mit Entfernung des M. pectoralis major, der gesamten Haut und aller axillaren Lymph-
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knoten en bloc einschlieBlich der Lymphknoten oberhalb der Vena axillaris bis zur Cla-
vikula entfernt wurden. Die ersten Berichte iiber eine endokrine Therapie wurden von
BEATSON 1896 veroffentlicht. Sie bezogen sich auf die Wirksamkeit der Ovarektomie
beim metastasierenden, inoperablen Mammakarzinom. Damit setzte BEATSON den
ersten Meilenstein in der Entwicklung der Hormontherapie beim Mammakarzinom. Im
Jahre 1959 wurden die sog. Hormonrezeptoren durch GLASCOCK und HOEKSTRA
entdeckt. JENSEN und JAKOBSEN beschrieben im Jahre 1962 als erste, daf} die Re-
zeptorbindung reversibel sein kann. Einen weiteren Meilenstein in der Entwicklung der
Hormontherapie des Mammakarzinoms setzten schlieBlich JENSEN und Mitarbeiter

1971 mit der Entdeckung des Ostrogenrezeptors.

Heute wissen wir, dal} Ostrogen im normalen Mammagewebe zur Stimulation der
duktalen Entwicklung und des Zellwachstums in den Ductuli fiihrt. Dazu passieren die
lipophilen Ostrogene zuniichst die Zellmembran und werden vom Ostrogenrezeptor
gebunden. Dieser ist wahrscheinlich im Zellkern lokalisiert. Der Ostrogenrezeptor-
Ostrogen-Komplex kann nur funktionell aktiv werden, wenn er sein Target-Gen auffin-
det, ein Vorgang, der als ,,Nuclear Processing* bezeichnet wird. Dies scheint nicht im-
mer zu gelingen, denn bei 30% der Ostrogenrezeptor-positiven Tumoren fehlt der Pro-
gesteronrezeptor, dessen Synthese abhingig von Ostrogen erfolgt. Durch das Nuclear
Processing wird die Kodierung der mRNA induziert. Sie fiihrt nicht nur zur Synthese
des Progesteronrezeptors, sondern auch zur Produktion von Wachstumsfaktoren. Eine
Reihe von ihnen ist bekannt: die Insulin-like growth factors, IGF I und IGF 1II, die Trans-
forming growth factors, TGFa und TGFp, der Epidermal growth factor EGF [11, 109],
pS2-Protein, Kathepsin D, 24-K-Protein und 160-K-Protein. Diese wiederum, insbeson-
dere TGFo. und EGF, fiihren zu einer Riickbildung der Ostrogenrezeptoren [70, 109,
131]. Die Signale der Wachstumsfaktoren werden schlielich iiber Membranrezeptoren
vermittelt. Sie steuern metabolische Prozesse der Zelldifferenzierung und Zellprolifera-
tion, wobei sich gezeigt hat, daB nur kleine Konzentrationen von Ostrogen (1-10pmol)
fiir die Replikation der Zellen notwendig sind, wihrend groBe Konzentrationen
(100pmol-1nmol) fiir die Induktion von Progesteronrezeptoren und die Zelldifferenzie-

rung gebraucht werden [70].
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Im normalen Mammagewebe iiberwiegen jedoch durch eine physiologische Zellkontrol-

le die Ostrogenrezeptor-negativen Zellen [160].

1.2.1 Ostrogen und sein Rezeptor

Ostrogen ist ein hoch potentes Mammamitogen, dessen Messung einen hohen Stellen-
wert in der Behandlung des Mammakarzinoms eingenommen hat. In Mammakarzinom-
zellen fordert Ostrogen das Zellwachstum [14] und stimuliert dadurch das Tumorwach-
stum [74]. Drei Griinde sprechen fiir diese Annahme: Erstens bestitigen
epidemiologische Daten den fordernden Einfluss des Ostrogens auf das Mammakarzi-
nom [54]. So hat die Ovarektomie im Hinblick auf die Mammakarzinomentwicklung
einen protektiven Charakter, wihrend eine Didthylstilbostrolgabe zu einer erhdhten
Mammakarzinomfrequenz fiihrt [74]. Zweitens wurde an Zellkulturen der wachstums-
stimulierende Effekt des Ostrogens und der wachstumshemmende Effekt des Antidstro-
gens beobachtet [54]. Und drittens begiinstigt die Ostrogenexposition bei Miusen und
Ratten nach tierexperimentellen Daten die Mammatumorentwicklung [58, 163]. Des
weiteren spielt das Zusammenwirken von Ostrogen und Progesteron beim Tumorwach-
stum eine entscheidende Rolle [102, 164]. Im Tierversuch fiihrt Ostrogen unter Gesta-
geneinflu} zu intensiverem Tumorwachstum als Ostrogen allein [74]. Diese Tatsache
stiitzt die Ostrogen+Gestagen-Hypothese [73]. Weiter hat man festgestellt, daB die Os-
trogenkonzentration im Tumorgewebe in der Primenopause dem Plasmadstrogenspiegel
entspricht [135], wihrend der Ostrogengehalt in der Postmenopause im Tumor 5 -
20mal hoher liegt als im Plasma oder in anderen Geweben [137]. Er ist unter anderem
abhingig vom ER-Gehalt [52]. Doch ist er auch bei ER-negativen Tumoren mehrfach
hoher als im Plasma [137]. Zudem liegt der Ostrogengehalt im peritumoralen Fettgewe-
be signifikant hoher als im iibrigen Fettgewebe der tumortragenden Mamma [52]. Eine
lokale Ostrogenbiosynthese im Tumor bzw. im peritumoralem Gewebe ist deshalb bei
postmenopausalen Patientinnen anzunehmen und auch in vitro nachgewiesen worden
[101]. AbschlieBend ist jedoch zu sagen, da3 die natiirlichen Sexualhormone allgemein
und das Ostrogen im besonderen sicher nicht als Karzinogene anzusehen sind; sie haben

jedoch Promotorfunktion. Eine pridformierte ruhende Karzinomzelle kann z.B. durch
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Ostrogen zum Wachstum gebracht werden. Vom Ostrogen ist bekannt, daB es prineo-
plastische Lisionen in malignes Wachstum iiberfiihren kann [74, 164].

Der Ostrogenrezeptor ist ein 65 kDa Ostrogenbindendes Protein, der bei 70% der
Mammakarzinome vorkommt. Er spielt eine wichtige Rolle bei der Initiation und der
Tumorproliferation des Mammakarzinoms [54, 55, 66, 75, 104, 159]. Von ihm hingt
das Ansprechen des Tumors auf hormonelle Malnahmen entscheidend ab. Fehlt er, so
betrdgt die Ansprechrate allenfalls 10% [99]. Ist zusitzlich der Progesteronrezeptor
nachweisbar, so liegt die Rate des Ansprechens auf die Hormontherapie bei 80% [108].
Der Ostrogenrezeptor spielt bei der Wachstumsregulation der Mammakarzinomzelle
eine zentrale Rolle. Nach einer Hormonexposition verhalten sich Mammakarzinomzel-
len anders als Normalzellen. Im Unterschied zu normalen Brustdriisenzellen, die einen
niedrigen ER-Gehalt haben, zeigen Karzinomzellen hiufig eine Up-Regulation der Os-
trogenrezeptoren und damit meist eine gesteigerte Sensitivitit gegeniiber dem Ostrogen
[73]. Zudem werden die ER-positiven Karzinome mit zunehmendem Alter hiufiger; d.h.
in der Menopause steigt der Anteil ER-positiver Mammakarzinome, auch die ER-
Konzentration steigt an [109]. Die Hormonempfindlichkeit der Tumorzellen fiir Ostro-
gen héngt von der Zahl ihrer ER ab [109]. Im Zuge der Krankheitsprogression nehmen
die Hormonrezeptoren ab, oder es kann auch zu einer Struktur- und Funktionséinderung
der Rezeptoren kommen [33, 76]. Damit nimmt die Hormonempfindlichkeit der Tumor-
zellen ab; gleichzeitig nimmt ihr Malignitédtsgrad zu. Diese Entwicklung erfolgt in meh-
reren Stufen [74, 76]. Das Tumorwachstum ist zundchst hormonabhingig; der Tumor
wichst also nur unter HormoneinfluB3. In der nichsten Entwicklungsstufe ist der Tumor
nur noch hormonempfindlich, d.h. das Tumorwachstum ist durch hormonelle MafB3nah-
men noch manipulierbar. In der letzten Stufe kommt es zu einem hormonunabhingigem
Wachstum. Der stufenweise Prozefl mit Abnahme der Hormonempfindlichkeit geht mit
einer zunehmenden Entdifferenzierung der Karzinomzelle und einer erhohten Wach-
stumsgeschwindigkeit einher [74, 76]. Wihrend bei Ostrogenabhingigem Tumorwach-
stum die Wachstumsfaktoren iiber die Genaktivierung durch den Ostrogen-ER-Komplex
gesteuert werden, ist bei hormonrezeptornegativen Tumoren diese Kopplung gestort.
Die parakrin bzw. autokrin auf die Zelle einwirkenden Wachstumsfaktoren sind Ostro-
genunabhingig. Auffillig ist, da} das c-erb-2-Onkogen bei rezeptornegativen Tumoren

verstirkt exprimiert wird. Es kodiert anscheinend ein einem EGF-Rezeptor dhnliches
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Tyrosinkinaseprotein [33]. Der EGF kann in einer gemischten Zellpopulation von ER-
negativen Zellen parakrin auf die ER-positiven Zellen iibertragen werden, und diese
konnen zum Wachstum stimuliert werden; dabei konnen sie der Tamoxifenkontrolle
entzogen werden [82]. Moglicherweise 148t sich so die Tamoxifenresistenz bei ER-
positiven Tumoren mit einer gemischten Zellpopulation erkldren [130]. Die Verminde-
rung der Hormonrezeptoren im Laufe der Tumorprogression erfolgt individuell sehr
unterschiedlich. Es kommt vor, dal zunichst nur ein Hormonrezeptor nicht mehr nach-
weisbar ist, entweder der Progesteronrezeptor (PR) oder der ER. Diese Verinderungen
fiihren zu einer verminderten HormonbeeinfluBbarkeit des Mammakarzinoms [105,
109].

Bei negativem PR und gleichzeitig positivem ER wird ein Postrezeptordefekt ange-
nommen, der dazu fiihrt, daB der PR entweder nicht mehr oder aber in verinderter
Struktur gebildet wird und sich so mit den iiblichen Methoden nicht mehr nachweisen
laBt. Umgekehrt hat sich gezeigt, dal bei Tumoren mit negativem ER und positivem PR
die hormonbindende Domine des ER defekt ist. Diese Variante des ER, die dem iibli-
chen Nachweis entgeht, ist jedoch noch zur Transkription und Induktion des Ostrogen-
abhingigen PR fihig [33, 76, 164]. Nun sind schon zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
die Hormonrezeptoren beim Mammakarzinom in sehr unterschiedlicher Dichte ausge-
priagt. Wie in Tab. 1 zu sehen ist, iiberwiegen die Fille mit doppelt positivem Rezeptor
etwas iiber die Patientinnen mit doppelt negativem Rezeptor. Die Patientinnen, die nur

einen positiven Rezeptor aufweisen, sind in der Minderheit.

Hormonrezeptorstatus Tumorresponsrate %
ER+, PR+ 43
ER-, PR+ 7
ER+, PR— 12
ER-, PR- 38

Tabelle 1: Hormonrezeptorstatus im Primérkarzinom bei 508 Patientinnen [105]

Der Prozentgehalt des ER-positiven Karzinomgewebes ist bei Primédrtumoren in der

Postmenopause (79%) deutlich hoher als in der Pramenopause (62%). Bei Rezidiven ist
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dieser Unterschied weniger ausgeprigt. Das gemeinsame Vorkommen beider Rezepto-
ren ist in beiden Altersgruppen gleich; bei Rezidiven seltener als bei Primidrtumoren
[167]. In der Primenopause werden deutlich mehr rezeptornegative oder -arme Tumoren
gefunden, was mit zahlreichen Angaben in der Literatur iibereinstimmt und wahrschein-
lich auf die Besetzung der Rezeptoren durch den hohen endogenen Ostrogenspiegel
zuriickzufiihren ist. Nun lassen sich folgende Beobachtungen betreffend der Rezeptor-
verteilung machen: ER-positive Tumoren sind hoher differenziert. Thr histologisches
Grading ist deshalb niedriger, die Elastose und die lymphoplasmazytoide Reaktion sind
gering ausgeprigt, euploide Kerne dominieren [44], die Proliferationsaktivitit ist gering
[40, 148]. Dagegen sind ER-negative Tumoren gekennzeichnet durch hohes Grading,

Kernanaplasie, Aneuploidie und hohe Proliferationsaktivitét [99].

1.2.2 Progesteron und sein Rezeptor

Die Progesteronrezeptoren werden im Gegensatz zu den Ostrogenrezeptoren hiufiger
bei jiingeren Frauen gefunden. Es besteht bei ihnen keine Korrelation zum Menopausen-
status [28]. Das gemeinsame Vorkommen beider Rezeptoren ist in beiden Altersgruppen
gleich; bei Rezidiven seltener als bei Primdrkarzinomen [167]. Progesteron fiihrt im
normalen Mammagewebe vorwiegend zu einer Differenzierung und Entwicklung der
lobulédren und alveoldren Strukturen [111]. Im Mammakarzinom hingegen ist der Me-
chanismus der Progesteronwirkung bis heute nicht ganz klar [56]. Auf zelluldrer Ebene
ist die Progesteronwirkung widerspriichlich. Wachstumshemmende und -férdernde
Effekte werden gleichermallen beschrieben [63]. In Tierversuchen konnte bei DMBA-
induzierten Tumoren bei Ratten gezeigt werden, daf} niedrig dosiertes Medroxyprogeste-
ronacetat (MPA) (1mg/kg) das Tumorwachstum steigert, wihrend eine hohere Dosis
(100 mg/kg) das Wachstum hemmt [32]. Das heif3t, da} sich Riickbildungen von Mam-
makarzinomtumoren, die im Tierversuch und auch klinisch beobachtet wurden, auf
bestimmte pharmakologischen Gestagendosen beziehen [61, 68, 73]. Diese wachstums-
hemmende Wirkung geht jedoch nicht direkt iiber den ER, obwohl bekannterweise
rezeptorpositive Karzinome besser auf synthetische Gestagene ansprechen als rezeptor-

negative. So zeigen in vitro ER-negative Zellen, die gegen Tamoxifen resistent sind,



Einleitung

eine Wachstumshemmung bei Zusatz eines synthetischen Progesterons [63]. Intrazellu-
lar induziert Progesteron auch Enzyme, z.B. 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase. Dieses
Enzym Kkatalysiert die Konversion des Ostradiols zu den weniger potenten Ostrogend-
stronen. Dies konnte ein zusitzlicher Hemmechanismus des Progesterons sein [118,
164]. Progesteron besitzt aulerdem eine systemische Wirkung iiber die Hypophyse. In
der Postmenopause kommt es zur Suppression von ACTH, Cortisol, FSH, LH, Dehy-
droepiandrosteron (DHEA) und Ostradiol. Dies L:iBt vermuten, daB die Behandlung mit
Progesteron in vivo, moglicherweise dhnlich wie bei der Aminoglutethimidtherapie,
einer chemischen Adrenalektomie entspricht [56]. Fiir diese These spricht auch, daf} das
Tumorgeschehen nach Therapie mit Aminoglutethimid durch Progesteronabkdmmling

kaum mehr zu beeinflussen ist [4, 164].

Hormonrezeptor Pramenopause Postmenopause
ER (%) 64 79
ER (fmol/mg) 8 46
PR (%) 58 53
PR (fmol/mg) 8 6

Tabelle 2: Zunahme der Ostrogenrezeptoren nach Eintritt der Menopause [27]

1.2.3 Androgen und sein Rezeptor

Uber die Sensitivitit der Mammatumoren gegeniiber Androgen und das Vorkommen
und den prognostischen Wert des Androgenrezeptors ist bis heute noch nicht viel be-
kannt. Pharmakologische Dosen des Androgens bewirken eine Regression bei Mamma-
karzinomen von Miusen, die durch 7.12-dimethylbenza-anthracene induziert wurden
[156], wihrend bei physiologischen Konzentrationen von Androgen eine Wachstums-
stimulation beobachtet wurde [150]. In dieser Zellinie scheint der wachstumsstimulie-
rende Effekt von hohen Dosen von Ostradiol durch den Androgenrezeptor vermittelt zu
sein [93]. Ein direkter wachstumshemmender Effekt des Androgens auf das hormonab-
hingige menschliche Mammakarzinom wurde ebenfalls nachgewiesen [122], wihrend

der wachstumsstimulierende Effekt in Gewebekulturen beobachtet wurde, bei denen
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Konzentrationen oberhalb der physiologischen Norm gebraucht wurden [90]. In klini-
schen Versuchen [48] wurde bei dem Gebrauch von synthetischen Androgenen eine
objektive Remission bei ungefihr 25% der Patientinnen mit fortgeschrittenen Brust-
krebs erzielt. Hinweise auf das Ansprechen einer Androgentherapie sollte durch den
Androgenrezeptor bzw. durch das Vorhandensein eines anerkannten Produkts des An-
drogenstoffwechsels sein. Ein groes Problem liegt aber in der Thermolabilitit des Re-
zeptors, wodurch dessen Nachweis erschwert ist. Nun hat man herausgefunden, daf} die
Stabilitidt des Androgenrezeptors sich durch ,,molybdate ions* erhoht [51]. Mit Hilfe
dieser neuen sensitiveren MeBmethode hat sich gezeigt, dal bei 80% der Mammakarzi-
nomen Androgenrezeptoren vorkommen. Danach sind AR noch in den Tumoren vor-
handen, in denen OR und PR Expression nicht mehr nachweisbar sind [85]. In metasta-
tischem Gewebe sind AR mit der doppelten Frequenz wie PR vorhanden und einer von
vier dieser Tumoren exprimiert den AR als alleinigen Hormonrezeptor [85]. Das unter-
stiitzt die Theorie, daf} einige der niitzlichen Effekte der hoch dosierten Progestin Be-
handlung bei fortgeschrittenem Mammakarzinom durch den AR vermittelt werden. Das
Wissen um den AR-Status in Tumoren konnte so bei der Selektion einer optimalen

endokrinen Therapie bei rezidivierenden Tumoren von Hilfe sein [85].

1.2.4 Ansitze der Hormontherapie

Die endokrinen Therapieansidtze beim Mammakarzinom lassen sich nach der Therapie-
art einteilen: Man unterscheidet die ablative Hormontherapie von der additiven, der
kompetitiven und der inhibitiven Hormontherapie.

Die ablative Hormontherapie beinhaltet die Ausschaltung der Hormone, die das Tu-
morwachstum stimulieren, d.h. vor allem die Ostrogene. Eine Moglichkeit dabei ist die
Ovarektomie, die operativ oder durch Bestrahlung (Radiomenolyse) erfolgen kann. Die
Anwendung der Aromatasehemmer ist eine weitere Moglichkeit. Sie entspricht einer
,chemischen Adrenalektomie und ist der Hypophysektomie gleichwertig. Aromatase-
hemmer fiihren zu einer Reduktion der extragonadalen Ostrogen- bzw. Ostradiolbil-
dung. Damit steht dem 6strogenempfindlichen bzw. -abhidngigen Mammakarzinom das

wachstumsfordernde Hormon nicht mehr zu Verfiigung, und es kommt zur Wachstums-
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hemmung bzw. Riickbildung des Tumors. Die Ostrogenbildung kann hauptséichlich in
der Postmenopause durch Aromatasehemmer beeinfluft werden, wihrend dagegen der
Versuch, in der Primenopause die Ostrogensynthese im Ovar durch Aromatasehemmer
zu vermindern, zu einem Anstieg der ovariellen Ostrogenproduktion iiber Stimulation
der Hypophyse fiihrt [139]. Bei manchen Aromatasehemmern (wie z.B. Aminoglutethi-
mide) ist eine begleitende Therapie mit physiologischen Konzentrationen von Hydro-
kortison notwendig, um einer adrenalen Insuffizienz und einem reflektorischem Anstieg
von ACTH zuvorzukommen [136]. Es gibt funktionell zwei Arten der Aromatasehem-
mer: Zum einen die Suizidinhibitoren, die in Konkurrenz zum Substrat Androstendion
treten, indem sie sich an die aktive Seite der Aromatase fixieren und das Enzym irrever-
sibel ausschalten. Zum anderen gibt es die kompetitiv wirksamen Inhibitoren, die sich
reversibel an das Enzym binden. Nur in Gegenwart des Inhibitors besteht dann die En-
zymhemmung [137]. Es konnte schlielich gezeigt werden, daf} eine Korrelation zwi-
schen dem Gehalt der Aromatase im Tumor und seinem klinischen Ansprechen auf
Aromatasehemmer besteht. 11 von 18 Patientinnen mit nachgewiesener Aromataseakti-
vitdt zeigten auf Aromatasehemmergabe eine Regression: Dies war bei keiner von 15
Patientinnen mit fehlender Aromataseaktivitidt der Fall [100]. Bei den Aminoglutethimi-
den als Aromatasehemmer betrigt die Ansprechrate 2-50%, abhingig vom ER Status
und der Patientencharakteristik. 15 von 20 % der Patientinnen, die nicht mehr auf eine
Tamoxifentherapie reagieren, sprechen noch auf eine Aminoglutethimidtherapie an.
Eine weitere Moglichkeit der ablativen Therapie stellen die Adrenalektomie und die
Hypophysektomie dar. Sie sind heute wegen der damit erforderlichen lebenslidnglichen
Hormonsubstitution und wegen der hohen Morbiditédt der Operation obsolet. Das Mittel
der Wahl sind derzeit die GnRH-Agonisten. Sie binden an spezifischen GnRH-
Rezeptoren an der Hypophyse mit einer um den Faktor 20-150 stirkeren Bindungsaffini-
tat an [80] und fiihren zu einer Rezeptor-Desensitivierung (Down-Regulation) [72].
Dadurch wird die LH- und FSH-Synthese blockiert und damit die Steroidbiosynthese
gehemmt. Beide Plasmaspiegel bleiben dann iiber Jahre auf tiefem Niveau [80]. Durch
Suppression der Hypophyse kommt es zu einer hypogonadotropinen Ovarialinsuffi-
zienz. Klinisch wird dadurch ein Zustand wie nach Ovarektomie simuliert. Durch die
Anovulation ist der Progesteronspiegel tief; der Ostrogengehalt im Plasma gleicht dem

eines Zustandes nach Kastration. Bei zu niedriger Dosis von GnRH-Agonisten kann es
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jedoch wieder zu einem Ostrogenanstieg kommen [80]. Es gibt allerdings auch Hinwei-
se fiir eine direkte antiproliferative Wirkung an der Mammakarzinomzelle, die ebenfalls
GnRH-Rezeptoren aufweist [72] [14]. So kann z.B. eine Wachstumsstimulation, die
durch Ostrogen oder Prolaktin hervorgerufen wurde, durch GnRH-Analoga verhindert
werden. Auch die Induktion des Ostradiol induzierten PR unterbleibt [56]. Durch die
selektive GnRH-Wirkung werden die Androstendion- und Cortisolspiegel im Plasma
nicht vermindert. Das Prolaktin steigt kurzfristig an, um wieder auf den iiblichen Basis-
spiegel abzusinken. Der physiologische Nachtanstieg verschwindet [80, 164].

Bei der additiven Hormontherapie gibt man Hormone in einer hohen, pharmakologi-
schen Konzentration. Von den friiher verabreichten Ostrogenen, Androgenen, Gestage-
nen und Kortikosteroiden besitzen heute nur noch die Gestagene Medroxyprogesterona-
zetat (MPA) und Megestrolazetat eine Bedeutung als second-line Hormontherapie nach
Versagen von Tamoxifen. Die Wirkung der hoch dosierten Gestagene wird vermutlich
iiber eine Bindung an den Progesteronrezeptor und iiber negative feed-back-
Mechanismen (LH-RH-Hemmung) erreicht [41, 113, 162] [14]. Wichtig dabei ist die
richtige Dosis des Progesterons, denn wie bereits erwihnt, konnte bei DMBA-
induzierten Tumoren an Tieren gezeigt werden, daf} niedrig dosiertes MPA (1mg/kg)
das Tumorwachstum steigert, wihrend eine hohere Dosis (100mg/kg) das Wachstum
hemmt [32].

Bei der kompetitiven Hormontherapie antagonisieren Substanzen an den endogenen
Hormonrezeptoren (kompetitiver, reversibler, dosis-abhingiger Antagonismus). Die
wichtigste Substanz aus dieser Gruppe ist das Antidstrogen Tamoxifen, dessen Wir-
kungsmechanismus nicht nur durch Bindung am ER, sondern auch durch Bindung an
einen eigenen ,,Antiostrogen-Rezeptor* und durch Hemmung der als Bestandteil einiger
second-messenger Systeme funktionierenden Proteinkinase C vermittelt wird [89, 90,
107]. Tamoxifen fiihrt dabei zu einer Verminderung der RNA und DNA-Synthese. Es
kommt dabei zur Verlangsamung der Zellproliferation. Der Zellzyklus wird in der G1-
Phase bzw. in der G1/S-Interphase blockiert [70, 131]. Die Halbwertszeit von Tamoxi-
fen und seinen aktiven Metaboliten betrdgt nach Erreichen des Sittigungsgrads sieben
Tage [69], wesentlich linger als die Halbwertszeit des Ostrogen-OR-Komplex betrigt
[115]. Tamoxifen ist nun letztlich Mittel der Wahl in der adjuvanten Therapie bei pri-

und postmenopausalen Patientinnen mit ER/PR-positiven Tumoren und fiihrt zu lédnge-
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ren rezidivfreien Zeiten und einer lingeren Uberlebensrate [1, 65]. Insgesamt liegt die
Ansprechrate des Tamoxifens bei metastasierendem, ER-positivem Mammakarzinom
bei + 50% [61, 62, 108]. Die Ansprechrate korreliert dabei streng mit der ER-
Expression im primidren Mammakarzinom [9, 23, 91, 97, 108, 114, 128, 132, 161, 165]
und nimmt mit wachsender ER-Konzentration [9, 23, 91, 98, 108, 165] oder ER-
Expression [9, 16] zu. Die Ansprechrate ist ebenfalls in solchen Tumoren hoher, in
denen der ER funktionell tétig ist, wie man indirekt an der PR-Expression erkennen
kann [21, 31, 108]. Leider ist aber die Dauer der Ansprechbarkeit auf Tamoxifen meist
aufgrund einer sich entwickelnden Tamoxifenresistenz im Tumorgewebe begrenzt. Der
entsprechende Mechanismus, der zur Tamoxifenresistenz fiihrt, ist bis heute noch nicht
ganz geklart [38]. Beobachtet wurde aber, dafl das c-erb-2-Onkogen bei rezeptornegati-
ven Tumoren verstirkt exprimiert wird. Dieses Onkogen kodiert anscheinend ein einem
EGF-Rezeptor dhnliches Tyrosinkinaseprotein [33]. Der EGF kann in einer gemischten
Zellpopulation von ER-negativen Zellen parakrin auf die ER-positiven Zellen iibertra-
gen werden, und diese konnen zum Wachstum stimuliert werden; dabei kdnnen sie der
Tamoxifenkontrolle entzogen werden [82]. Dies wire ein Ansatz, die Tamoxifenresi-
stenz bei ER-positiven Tumoren zu erkliren [130]. OR-negative Tumoren ohne EGF-
Expression wiirden damit eine erhohte Ansprechrate auf endokrine Therapie aufweisen
[129]. Neue Studien haben des weiteren gezeigt, dal tamoxifenresistente Tumoren gele-
gentlich noch ansprechbar sind auf neu entwickelte reine Antidstrogene [37, 39, 64]
oder daf} sie noch mit verschiedenen hormonalen Zusammensetzungen fiir eine kurze
Zeit behandelt werden konnen [110]. So berichten verschiedene Studien [83, 159], daf3
eine kombinierte Therapie von Androgen und Antidstrogenen Vorteile gegeniiber der
alleinigen Antidstrogen Behandlung zeigt [84]. Eine weitere Moglichkeit der kompetiti-
ven Hormontherapie bietet das Antigestagen RU 486 (Mifepristone). Es hat antitumora-
le Effekte, die durch Antagonisierung des Progesterons am PR hervorgerufen werden.
Allerdings liegen noch keine ausreichenden klinischen Erfahrungen vor [60]. Die Toxi-
zitdt von Mifepristone ist allerdings erheblich [56][14].

Die inhibitive Hormontherapie wird durch Hemmung von Enzymen (Aromatase,
Hydroxylase) erreicht, die an der Biosynthese von Hormonen beteiligt sind. Durch die
Inhibition der Aromatase wird die Umwandlung des Androstendions in Ostron gehemmt

und die Plasmakonzentration des Ostrogens entspricht dem Zustand nach Adrenalekto-



Einleitung

mie (Aromatasehemmer = chem. Adrenalektomie) [14]. Die Aromatasehemmer werden
vor allem als second-line Hormontherapie bei postmenopausalen Patientinnen und als
Metastasentherapie (v.a. Knochenmetastasen) angewandt. Durch die Inhibition von
Hydroxylasen wird die Bildung von Cortisol und 18-OH-Corticosteroiden verhindert, so
daB} ein Addison-Syndrom entstehen kann [138]. Zusammenfassend kann man sagen,
daf} bei einem unausgewihlten Kollektiv von Patientinnen mit metastasiertem Mamma-
karzinom ungefidhr ein Drittel aller Frauen auf eine hormonelle Therapie anspricht.
Werden Hormonrezeptoren und andere Risikofaktoren zusitzlich beriicksichtigt, so
steigen die Erfolgsquoten auf ein Halb bis zwei Drittel des Patientenguts an [164]. Die
Wahl der hormonellen Maflnahmen wird nach dem Menopausenstatus, der Risikogrup-
pe, dem Metastasierungstyp und dem Allgemeinzustand der Patientin ausgerichtet. Bei
einem Ansprechen auf eine erste hormonelle Malnahme sind weitere hormonelle The-
rapieversuche im Rezidivfalle gerechtfertigt, da bis zu einem Drittel der Patientinnen
noch einmal ansprechen. Bei Patientinnen, die auf die erste hormonelle Manahme nicht
ansprechen, liegt die Erfolgsquote bei einem zweiten hormonellen Therapieversuch
unter 10% [56, 99]. Bei Patientinnen mit negativem Rezeptorstatus ist der Therapieer-
folg auf hormonelle MaBnahmen bei 10% oder weniger anzusetzen. Als Erfolgsparame-
ter dienen klinische Befunde und bildgebende Verfahren. Auch positive Tumormarker
(CA 15-3, CEA) sind zur Therapiekontrolle geeignet. Da die Nebenwirkungen der hor-
monellen MaBnahmen in der Regel gering sind, ist die Ausschépfung der hormonellen

Moglichkeiten in dazu geeigneten Féllen immer sinnvoll [164].

1.2.5 Prognostische und pridiktive Aussagen anhand der Hormonrezeptoren

Die Prognose des primdren Mammakarzinoms kann von Patientin zu Patientin sehr stark
variieren. Einige Patientinnen werden nur durch lokale Therapie geheilt oder einige
iberleben viele Jahre, selbst nach Metastasenentwicklung. Ein kleiner Prozentsatz von
Patientinnen iiberlebt sogar mehr als zehn Jahre, ohne irgendeine Therapie in Anspruch
zu nehmen [18]. Bei anderen Frauen folgt die Krankheit dagegen einem aggressiven,
schnell progressivem Verlauf, der sich als sehr hartnédckig gegeniiber den Behandlungs-

methoden erweisen kann [42]. Insgesamt sterben 40-50% der am Mammakarzinom
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erkrankten Frauen [6]. Bei Patientinnen mit ER-und/oder PR-positiven Tumoren, die
nach ihrer initialen Operation nicht mehr behandelt wurden, zeigt sich ein signifikant
lingeres rezidivfreies Intervall und eine lingere Uberlebensrate als bei Patientinnen mit
Rezeptor-negativen Tumoren, auch wenn die Stirke der Verbesserung relativ gering ist
[20, 43, 109, 147]. ER-negative und EGFR-positive Tumoren hingegen stellen einen
Marker fiir hormonell nicht ansprechbare Tumoren dar [129]. Interaktionen mit anderen
Faktoren haben ebenfalls einen Einfluf auf die prognostische Rolle der beiden Rezepto-
ren. Vorausgegangene Berichte haben zum einen gezeigt, daB die Hormonrezeptoren
eine stirkere prognostische Rolle bei Patientinnen mit Lymphknotenbefall spielen [2,
96, 102], zum anderen, da} sie besser als Kurzzeitprognosefaktor zu gebrauchen sind
[10, 81, 154]. Die Rolle der Hormonrezeptoren wurde schlieBlich in Relation zum Me-
nopausenstatus gesetzt, allerdings wurde kein Konsenz gefunden, ob ihr Effekt stirker
in pri- [92, 102] oder in postmenopausalen Zustinden der Frauen war [92, 121]. Das
konnte aus verschiedenen Definitionen des menopausalen Status resultieren und wiirde
nahelegen, daB der OR- und PR-Status bei mittelalten Patientinnen separat untersucht
werden sollte. Einige Berichte haben sich auf den Effekt des OR- und PR-Status in
Relation zum Alter der Patientinnen konzentriert. Shek et al [141] zeigte, da3 der OR-
Status bei Patientinnen unter 45 Jahren einen schwachen prognostischen Effekt hat,
wohingegen sich der grofte prognostische Effekt bei Frauen zwischen 45 und 54 Jahren
zeigte. SchlieBlich ist der OR-, PR- und der AR-Status fiir die Vorhersage der Fiinf-
Jahres-Uberlebensrate fiir Patientinnen mit 60 Jahren oder jiinger wichtiger als fiir Pati-
entinnen iiber 60 Jahre [30]. Durch die Bestimmung der Hormonrezeptoren 14t sich
also heute mittlerweile die Ansprechrate auf eine endokrine Therapie abschétzen. Sind
in dem Tumorgewebe Ostrogenrezeptoren und Progesteronrezeptoren zu finden, liegt
die Ansprechrate der endokrinen Therapie bei 77 %. Ist nur der Ostrogenrezeptor positiv
und der Progesteronrezeptor negativ, liegt die Ansprechrate bei 27 %, wobei experimen-
telle Untersuchungen darauf hinwiesen, daB solche ,,falsch-positiven* Ostrogenrezepto-
ren von gespleiBten Varianten des Ostrogenrezeptors herrithren konnen, die transliert
werden, aber funktionell inaktiv sind [46]. Ostrogenrezeptor-negative und Progesteron-
rezeptor-positive Mammakarzinome haben wiederum eine signifikant hohere Ansprech-
rate auf eine hormonelle Therapie als Ostrogenrezeptor-negative und Progesteronrezep-

tor-negative Tumoren. Neue Untersuchungsergebnisse weisen aber darauf hin, daf}
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einige dieser ,falsch-negativen” Ostrogenrezeptorwerte aus zusitzlichen, also Splei-
Bingvarianten des Rezeptors resultieren konnen, denen die hormonbindende Domiéne
fehlt. Dadurch konnen sie nicht durch immunhistochemische Untersuchungsmethoden
entdeckt werden, konnen aber dennoch transliert werden und noch eine funktionelle
Restaktivitit besitzen [46].

Wie in vergleichenden immunhistochemischen Studien festgestellt wurde, sind einige
dieser Diskrepanzen aber auch auf Fehler in der biochemischen Methode, z.B. bei Ver-
diinnungseffekten von stromareichen Tumoren zu finden [87, 88]. Leider ist bis heute
noch kein methodischer Konsenz zur Beurteilung der OR, PR und AR durch die Im-
munhistochemie gefunden worden. Bis es dazu kommt, muf} sich jedes Labor, das die-
ses Verfahren anwendet, selbst iiberpriifen oder Verfahren von anderen Labors verwen-

den, die sich selbst iiberpriift haben [6].

Phenotyp Inzidenz Ansprechrate
ER+/PR+ 58% 77%
ER-+/PR- 23% 27%
ER-/PR+ 4% 46%
ER-/PR- 15% 11%

Tabelle 3 : Vorhersagewert des ER und PR Phinotyps bei Patientinnen mit fortgeschrittenem
metastasiertem Mammakarzinom, die eine endokrine Therapie bekommen [6, 97]

Insgesamt gesehen wird die Mortalitdtsrate des Mammakarzioms durch zytotoxische
und durch hormonelle Therapie wahrscheinlich um ca. 30% bzw. 20% gesenkt [1, 6].
Zusammenfassend kann man sagen, dass beide Rezeptoren, der Ostrogen- und der Pro-
gesteronrezeptor, prognostische Indikatoren sind, jedoch durch keinen von beiden eine

strenge Vorhersage gemacht werden kann [6].

1.3 Bestimmungsmethoden der Hormonrezeptoren

Die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus ist heute ein wichtiger Eckstein sowohl fiir

die Behandlung als auch fiir die Prognose der Mammakarzinompatienten.
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1.3.1 DCCA (dextran-coated charcoal assay)

Biochemische Demonstrationen, wie durch die dextran-coated charcoal assay (DCCA),
sind seit mehr als zehn Jahren technisch und klinisch anerkannte Verfahren zur Be-
stimmung des Hormonrezeptorstatus. Und in der Tat griindet sich das meiste unseres
Wissens tiber Hormonrezeptoren im Mammakarzinom auf Studien, die diese Methoden
angewandt haben. Sie wurden daher zu Recht zu den ,,golden standards bei der Be-
stimmung der ER und PR-Gehilter ernannt [5]. Allerdings weist die biochemische Be-
stimmungsmethode auch einige Nachteile auf. So erfordert diese Technik relativ grofle
Gewebeproben von ungefihr 300 mg, was fiir sehr kleine Tumoren, wie sie hdufig durch
Mammakarzinomscreening entdeckt werden, ein Problem ist. Der anschlieBende Trans-
port des Gewebes muf} im tiefgefrorenem Zustand erfolgen, um den Verlust der Bin-
dungsaktivitit zu verhindern. Fiir groflere Distanzen zum néchsten Labor kann das mit
erheblichen Schwierigkeiten verbunden sein [13, 116]. Im Labor wird dann durch das
DCC-Verfahren die Steroidbindungskapazitit eines Gewebshomogenats bestimmt, mit
fehlender Diskriminierung zwischen neoplastischem und nichtneoplastischem Gewebe.
Das birgt u.a. die Gefahr falsch positiver Ergebnisse in sich und stellt mit Sicherheit den
groBten Nachteil der DCC-Methose dar [155]. Um die Analyse des Gewebes zu vervoll-
stindigen, werden im Labor oft einige Tage benétigt [123], und die Anzahl der Proben,
die gleichzeitig untersucht werden kann, ist dabei begrenzt [13]. Insgesamt erfordert der
Rezeptornachweis nach der DCC-Methode ein gut ausgeriistetes biochemisches Labor,
das auch fiir den Umgang mit radioaktivem Material ausgerichtet ist, fordert einen rela-
tiv hohen Material- und Personalaufwand und ist daher mit groen Kosten verbunden
[25, 34]. Der Vorteil der DCC-Methode liegt jedoch in ihrer hohen MeBgenauigkeit
[155].

1.3.2 EIA (enzyme immunoassay) und ICA (immunocytochemical assay)

Durch die durch King und Greene 1984 [77] und spiter durch Greene und Press 1987
[47] moglich gewordene Herstellung monoklonaler Antikorper gegen den OR bzw. den
PR konnte eine immunoenzymatische Methode (EIA) entwickelt werden, die auf einer

direkten Bestimmung der Steroidrezeptormolekiile basiert. Diese Immunoenzymatische
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Methode verlangt allerdings, genauso wie die biochemischen Methoden, die Homogeni-
sation der Gewebeschnitte. Mit diesem Verlust der Zellintegritit ist es dann ebenfalls
unmdoglich, den Grad der Heterogenitit der Rezeptorverteilung innerhalb des Tumors
festzusetzen. Dann hat man herausgefunden, daf} eine direkte Demonstration der ER und
PR in Gewebeschnitten von Karzinomgewebe mit einer immunhistochemischen Metho-
de (ICA) moglich ist, die dieselben monoklonalen Antikorper benutzt (ER-ICA und PR-
ICA) [25, 67, 78, 112, 120]. Zahlreiche Autoren haben mittlerweile eine gute Korrelati-
on zwischen der EIA [71, 86, 106, 166] oder ICA [8, 17, 50, 78, 116, 119, 133, 153]
und der biochemischen Methode (DCC) anhand des Mammakarzinoms herausgefunden.
Die Ubereinstimmung der Ergebnisse der EIA mit der DCC-Methode sind ausgezeich-
net fiir Schnitte mit Steroidrezeptorwerten von mehr als 10 fmol/mg protein [158, 166].
Die Ubereinstimmung der Ergebnisse der ER-ICA mit der DCC-Methode liegt durch-
schnittlich bei 86% [15, 29, 50, 53, 94, 119, 145, 157] und die der PR-ICA mit der
DCC-Methode bei durchschnittlich 82% [50, 53, 95, 157]. Eine gute Beziehung wurde
ebenfalls zwischen den Ergebnissen der EIA und der ICA beziiglich des ER festgestellt
[35, 50, 57]. Allerdings verliert sich diese Korrelation, wenn die Schnitte ER-Werte von
kleiner 15 fmol/mg protein enthalten [35]. Zwischen der PR-EIA und PR-ICA Methode
wurde ebenfalls eine gute Korrelation gefunden [35, 50], die sich allerdings bei Tumo-
ren mit einem PR-Gehalt vom kleiner 30 fmol/mg protein verliert [35]. Der Vorteil der
immunhistochemischen Methode liegt in der méglichen exakten zelluldren Zuordnung
der Befunde bei allerdings nur semiquantitativer Abschitzung der Reaktion. Insgesamt
hat sich die Immunhistochemie als duflerst vielseitige und verldBliche Methode in der
diagnostischen Pathologie etabliert. Sie ist eine sensitive, spezifische und eine kosten-
sparende Methode. Der hohe Standard der verwendeten Antikorper sowie die Verwen-
dung ausgesuchter Antikdrperpanels zum positiven Nachweis und negativen Ausschluf3
gesuchter Antigene (Erstellung sogenannter Antikorper-Profile) gewihrleistet eine brei-
te Anwendbarkeit. Stark zunehmende Bedeutung fiir die Therapie gewinnt der immun-
histochemische Nachweis von Prognose- und Proliferationsmarkern, wie z.B. die Be-
stimmung der Hormonrezeptoren beim Mammakarzinom [140]. Mochte man nun
immunhistochemische Reaktionen quantifizieren, miissen sowohl die Farbungsintensitit
als auch die Proportion (der Anteil der ER-positiven Zellen) beriicksichtigt werden

[155]. Als Nachteil der Immunhistochemie ist die gewisse Subjektivitit bei der semi-
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quantitativen Auswertung zu erwdhnen, auch wenn bereits zahlreiche verschiedene
Auswertmoglichkeiten beschrieben wurden. Eine objektive Auswertungsmoglichkeit
stellt die Anwendung der computergestiitzten ,,Image Analyse* dar [79, 126, 127]. Zu-
dem miissen noch standardisierte Techniken zur Qualitidtssicherung eingefiihrt werden,
um wie bei anderen medizinischen Untersuchungen die Sicherheit und Wertigkeit der

Methode zu gewihrleisten [140].

1.3.3 Antikorper

Einer der ersten verfiigbaren Antikorper des ER war der Antikdrper H222 von den Ab-
bott Laboratories, der fiir den Gebrauch an Gefrierschnitten verwendbar war. Fiir den
Gebrauch an routinefixiertem Material war er allerdings nur bedingt geeignet [45]. In
den letzten 10 Jahren wurden daher grole Anstrengungen unternommen, Untersuchun-
gen auch an fixiertem Gewebe durchfiihren zu konnen. Modifikationen der Fixation und
der Fixiermittel [36, 117, 124, 143, 149, 152], zusammen mit verschiedenen Methoden
der enzymatischen Vorverdauung [7, 22, 26, 29, 59, 145, 146, 151], wurden beschrie-
ben, um Rezeptorantigenitit in Formalin fixiertem und in Paraffin eingebetteten Routi-
negewebe des Mammakarzinomsgewebes zuriick zu erlangen [12]. Mit der Einfiihrung
von Antikorpern wie ER ID5 [3], die auch an fixierten, in Paraffin eingebetteten Schnit-
ten anwendbar sind, hat sich die Situation sehr verdndert. Nun konnten die Rezeptorbe-
stimmungen als Teil der histopathologischen Routineuntersuchungen angewandt wer-
den [13], und auch die Moglichkeit retrospektiver Studien war gegeben. Parallel zu der
Entwicklung der ER-Antikorper wurden auch PR-Antikorper entwickelt. Im Gegensatz
zum ER konnte der originale PR-Antikérper KD 68 [125], von den Abbott Laboratories
hergestellt, von vorneherein gut an Formalin fixiertem und Paraffin eingebetteten Ge-
webe wie an Gefrierschnitten angewandt werden [99]. Andere PR-Antikorper wie z.B.
NCL PGR sind mittlerweile entwickelt worden, die genauso gute Ergebnisse an fixier-

tem Material geben [103] und zudem weniger teuer sind [13].
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1.3.4 Demaskierung der Antigene

Ein Teil dieses Erfolges, dal manche Antikdrper nun auch an Formalin fixiertem und
Paraffin eingebettetem Gewebe anzuwenden waren, ist der Einfiihrung der Mikrowel-
lenvorbehandlung zu verdanken. Es galt zwar in der Immunhistochemie lange als eine
Todsiinde, das zu untersuchende Gewebe hoheren Temperaturen auszusetzen, aber in
den letzten Jahren wurden insbesondere durch die Einfiihrung der Mikrowellenvorbe-
handlung an routineméBig eingebetteten Materialien [24, 142] diese Dogmen widerlegt.
Die Mikrowellenvorbehandlung fiihrt zur Demaskierung der durch die Formalinfixie-
rung verdeckten Antigene. Hierdurch fanden einige Antikorper, die bisher ausschlieB3-
lich am Gefriermaterial eingesetzt werden konnten, auch eine Anwendung am Paraffin-
material. Dariiber hinaus konnte mit dieser Methode eine Sensitivititssteigerung
problematischer Antikorper (z.B. Antikorper gegen Ostrogenrezeptoren) erreicht werden
[12, 134]. 1991 publizierten Shin et al. [144] die Methode der hydratisierten Autoklavie-
rung als effektive Vorbehandlung bei der immunhistochemischen Darstellung des TAU-
Antigens im Gehirn. Bankfalvi et al. [12] zeigten in einer systematischen Analyse einer
Reihe von Antikorpern, dal eine modifizierte Autoklavierung, die sog. feuchte Au-
toklavierung, wobei statt destilliertem Wasser Citratpuffer (0,1 M; pH 6,0) angewendet
wird, fiir die Immunhistochemie eine einfache und &duferst verldBliche Methode zur
Antigendemaskieung darstellt [12]. Das Autoklavieren der Gewebe als Vorbehandlung
der immunbhistologischen Firbung ergab fiir die meisten der untersuchten Antikorper
eine deutliche Sensitivititssteigerung; ebenso konnte die Anwendbarkeit von einigen
bisher nur auf Gefriermaterial einsetzbaren Antikorpen auf Paraffinmaterial gezeigt
werden [12]. Vor allem was die tigliche Anwendung betrifft, besitzt das Autoklavieren
einige entscheidende Vorteile gegeniiber der Mikrowellenvorbehandlung. Je nach Grof3e
des Autoklaven konnen bis zu mehrere hundert Schnittprdparate gleichzeitig vorbehan-
delt werden; ein Wiederauffiillen der Kiivetten mit Pufferlosung - bei der Mikrowellen-
vorbehandlung nach jedem Zyklus notwendig - entfillt. Die feuchte Autoklavierung
fiihrt letztlich zu einer gleichmifigen Vorbehandlung aller Schnittpriparate. Neben
einer guten Erhaltung der Morphologie kommt auch das Abschwimmen der Schnitte
von den Objekttrigern nur sehr selten vor. Die Antikérper kdonnen bis in 5- bis 10fach

hoheren Verdiinnungen als iiblich angegeben verwendet werden. Einige der bisher nur
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am Gefrierschnitt einsetzbaren Antikorper konnen nach Autoklavenvorbehandlung auch

am Paraffinschnitt genutzt werden [12].

1.4 Zielsetzung meiner Dissertation

Ziel dieser Studie ist

1.

die Darstellung der Anwendbarkeit der Autoklaven-Vorbehandlung in der normalen
immunhistochemischen Routinediagnostik bzgl. der Ostrogen-, Progesteron- und der
Androgenrezeptordarstellung beim Mammakarzinom und

die Darstellung klinisch-pathologischer Korrelationen sowie die Darstellung des
prognostischen Werts des immunhistochemisch ermittelten Ostrogen-, Progesteron-

und Androgenrezeptorstatus bei Mammakarzinompatientinnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Untersuchungsmaterial

Untersucht wurden invasive Mammakarzinome von 138 Patientinnen. Die routinemifig
Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Tumoren entstammten dem Archiv des
Gerhard-Domagk-Instituts fiir Pathologie der Westfilischen Wilhelms-Universitdt Miin-
ster. Zu den einzelnen Fillen lagen neben Angaben zum Gesamtiiberleben und zum
rezidivfreien Uberleben klinische Parameter vor, wie das Alter der Patientinnen bei
Erstdiagnose, der Menopausalstatus, die Art des operativen Eingriffs und die Informa-
tionen, ob eine adjuvante Chemotherapie, eine adjuvante Strahlentherapie oder eine
Antiostrogentherapie durchgefiihrt wurde oder nicht. An pathologischen Parametern
lagen die jeweiligen Tumortypen, der histologische Grad, das TNM-Stadium (T-, N-,
und M-Wert einzeln) und das UICC-Gruppenstadium vor. Zudem war der jeweils bio-

chemisch gemessene Hormonrezeptorstatus fiir Ostrogen und Progesteron bekannt.

2.1.2 Verwendete Reagenzien

Die verwendeten Reagenzien stammten von folgenden Firmen:

— HCL, NaOH: Bernd Kraft GmbH

— Alkalische-Phosphatase-konjugiertes Streptavidin (,, Label*): Firma Biogenex

— Tris(-hydroxymethyl)amino-methan (TRIS): Firma Biomol

— Diethylether, N,N-Dimethylformamid, Kaisers Glycerin-Gelantine, Natriumazid,
Natriumchlorid, tri-Natriumzitrat-Dihydrat, Zitronensduremonohydrat: Firma
Merck

— Bovinserum (inaktiviert), Humanserum (inaktiviert), Fast Red (4-Chloro-2-
methylbenzenediazonium-Salz; Hemi(Zinkchlorid)-Salz), Levamisol (Levamisol-

hydrochlorid), Lysin (einprozentige wissrige Poly-L-Lysin-Losung), Naphthol-
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AS-MX-biphosphat, RPMI-1640, 2%ige Silanlosung (3-Aminopropyltriethoxy-
silan), TRIS-HCL: Firma Sigma
— Ethanol (vergillt): Auf's Blatt Alexander Kisker GmbH

Die Antikorper wurden von folgenden Firmen bezogen:

Antikorper Verdiinnung Poly-/ monoklonal Hersteller
Anti-Ostrogen- 1:50 monoklonal DIANOVA
Rezeptor

Anti-Progesteron- 1:400 Polyklonal (rabbit) DAKO

Rezeptor

Anti-Androgen- 1:300 Monoklonal (mouse anti | BIOGENEX MONO
Rezeptor human)

Tabelle 4: Primérantikorper

2.2 Methode

2.2.1 Immunhistochemische Firbungen

2.2.1.1 Vorbereitung der Firbungen

1. Beschichtung der Objekttriger

Um ein Abschwimmen der Gewebeschnitte vom Objekttriger zu verhindern, wurden
die Objekttriger mit Silan und Lysin beschichtet. Dazu wurden sie zunichst entfettet,
gespiilt und getrocknet. AnschlieBend wurden sie in einer 2%igen Silanldsung (in Aqua
dest) mehrere Stunden lang inkubiert. Nach erneutem Spiilen und Trocknen wurde je ein
Tropfen Lysin so lange auf den Objekttrigern verrieben, bis sich kein fliissiges Lysin

mehr auf der Oberflidche befand.
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2. Vorbereitung der Antikorperlosungen

Herstellung der RPMI-Losung: 0,5 g Natriumazid wurden in einem Gemisch aus
50 ml RPMI-1640, 450 ml Aqua bidestillata und 50 ml Bovinserum (inaktiviert) ge-
16st. Mit NaOH bzw. HCI erfolgte anschlieBend die Einstellung eines pH von 7.4
bis 7,6.

Verdiinnung der Antikorper: Die primiren Antikorper wurden mit RPMI-Losung
verdiinnt. Die Verdiinnung fiir den Anti-Ostrogen-AK betrug 1:50, fiir den Anti-
Progesteron-AK 1:400 und fiir den Anti-Androgen-AK 1:300. Der sekundére Anti-
korper (RAM) wurde in RPMI-Losung und Humanserum (ein Teil inaktiviertes
Humanserum + 7 Teile RPMI-Losung) 1:30 verdiinnt, der APAAP-Komplex in
RPMI-Losung 1:50.

Herstellung des Citratpuffers: Der Citratpuffer wurde aus zwei Stammldsungen
hergestellt. Fiir Stammlosung A wurden 10,5 g Zitronensduremonohydrat, fiir
Stammlosung B 14,7 g Natriumcitrat-Dihydrat in Aqua dest. gelost. Die Losungen
wurden jeweils auf 500 ml aufgefiillt. Zur Herstellung der Gebrauchslosung wurden
15 ml Stammlésung A und 85 ml Stammlosung B gemischt. Anschlieend wurde
ein pH von 6,0 eingestellt. Die Losung wurde auf 1000 ml aufgefiillt, und der pH
wurde gegebenenfalls korrigiert.

Herstellung des TRIS-Spiilpuffers: Zunichst erfolgte die Herstellung einer Stamm-
16sung, aus der durch 1:10 Verdiinnung mit Aqua dest. die Gebrauchslosung ge-
wonnen wurde. Fiir die Stammlésung wurden 9,0 g TRIS, 68,5 g Tris-HCI und 87,8
g NaCl in einem Liter Aqua dest. gelost, anschlieBend wurde ein pH von 7,4 bis 7,6
eingestellt.

Herstellung des TRIS-Entwicklungspuffers: 17,4 g NaCl, 3,0 g TRIS-HCL und 9,8
g TRIS wurden auf 2000 ml mit Aqua dest. aufgefiillt. AnschlieBend wurde ein pH
von 8,2 eingestellt.

Herstellung der Fast-Red-Losung: Eine Losung von 0,012 g Levamisol in 49 ml
TRIS-Entwicklungspuffer, deren pH auf 8,2 eingestellt worden war, wurde mit einer
Losung von 0,01 g Naphthol-AS-MX-biphosphat in 1,0 ml N,N-Dimethylformamid
und mit 0,05 g Fast Red gemischt. Die entstandene Losung wurde durch zwei Filter

filtriert.
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2.2.1.2 Durchfiihrung der Fiarbungen

Die Ostrogen-, Progesteron- und Androgenrezeptor-Immunhistochemie wurde nach der
APAAP-Methode durchgefiihrt.

Die 2 um dicken Gewebeschnitte wurden auf silanisierten und durch Poly-L-Lysin-
beschichtete Objekttriger aufgezogen und fiir 2 mal 10 Minuten in Xylol entparaffiniert.
Nach der Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe wurden die Objekttriger in
Plastikkiivetten mit Citratpuffer gestellt. Die Kiivetten wurden verschlossen und in
Alufolie gehiillt. Das Autoklavieren erfolgte bei 120° C in einem Gossner-
Laborautoklaven (GLA-40-2) je nach Antikorper 5 oder 10 Minuten. Nach dem Auto-
klavieren wurden die Schnittpriparate fiir ca. 30 Minuten auf Raumtemperatur abge-
kiihlt und anschlieBend kurz in Aqua dest. und im TRIS-Spiilpuffer gespiilt. Nun erfolg-
te die Beschichtung mit dem Primérantikorper und eine 16-stiindige Inkubation bei 4°
C. Die Priparate wurden dann erneut in TRIS-Spiilpuffer gespiilt und im Anschluff mit
dem sekundiren Antikorper Rabbit Anti-Mouse in RPMI+HuSe iiberschichtet und 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (bzw. beim polyklonalen Progesteron Priméran-
tikorper zunéchst fiir 30 Minuten der Antikdrper Mouse Anti-Rabbit in einer Verdiin-
nung von 1:125 in RPMI aufgetragen, bevor der Antikdrper Rabbit Anti-Mouse aufpi-
pettiert wurde). Nach nochmaligem Spiilen in TRIS-Spiilpuffer erfolgte die
Beschichtung mit dem APAAP-Komplex; die Inkubationszeit betrug auch hier 30 Minu-
ten. Wiederum wurde gespiilt und im néchsten Schritt die Enzymreaktion mit einer
frisch angesetzten Fast-Red-Losung bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten entwickelt.
Nach Spiilen in Leitungswasser, Kerngegenfirbung mit Himatoxylin und fiinfminiiti-
gem Blduen in Leitungswasser wurden die Schnitte in frisches Aqua dest. iiberfiihrt und
mit Kayser's Glycerin eingedeckt.

Bei jedem immunhistochemischem Férbeverfahren wurden entweder positive oder ne-
gative Kontrollen durchgefiihrt. Bei Negativ-Kontrollen wurden die Primirantikorper
weggelassen, bei Positiv-Kontrollen wurden Schnitte mit bereits nachgewiesenem posi-

tivem Rezeptorstatus dem immunhistochemischen Firbeverfahren mit unterzogen.
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2.2.2 Auswertung

2.2.2.1 Auswertung der Priparate

Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte semiquantitativ, wobei sowohl die Fir-
bungsintensitét als auch die Anzahl positiver Zellen im Gewebe in die Begutachtung mit
eingingen. Die Zuordnung in die Kategorien ,,stark®, ,,mittelstark®, ,,schwach®, ,,verein-

zelt* und ,,negativ* erfolgte nach den in Tabelle 5 angegebenen Kriterien.

Kategorie

stark starke Anfiarbung von > 50% aller Zellen

mittelstark fokale (< 50 % aller Zellen) dunkle Anfdarbung oder méBige Anfir-
bung in > 50 % aller Zellen

schwach fokale (< 50 % aller Zellen) moderate Anfdarbung oder blasse Anfér-
bung in einem beliebigen Anteil von Zellen

vereinzelt dunkle Anfdrbung weit verbreiteter Zellen

negativ keine der oben genannten Kriterien

Tabelle 5: Beschreibung der Bewertungskategorien
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Abb. 1:  Ostrogenrezeptor-Immunhistochemie am invasiv lobuliren Mammakarzinom. Die
ER-Immunoreaktivitit zeigt sich als Rotfidrbung der Zellkerne. Die Kerne ohne ER-
Immunoreaktivitit stellen sich aufgrund der Gegenfiarbung blau dar.

Abb.2:  Ostrogenrezeptor-Immunhistochemie am invasiv duktalen Mammakarzinom. Die
ER-Immunoreaktivitit zeigt sich als Rotfidrbung der Zellkerne. Die Kerne ohne ER-
Immunoreaktivitit stellen sich aufgrund der Gegenfiarbung blau dar.
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Abb. 3:  Progesteronrezeptor-Immunhistochemie. Die PR-Immunoreaktivitit zeigt sich als
Rotfirbung der Zellkerne. Die Kerne ohne PR-Immunoreaktivitit stellen sich auf-
grund der Gegenfirbung blau dar.

Abb. 4:  Androgenrezeptor-Immunhistochemie. Die AR-Immunoreaktivitit zeigt sich als
Rotfirbung der Zellkerne. Die Kerne ohne AR-Immunoreaktivitit stellen sich auf-
grund der Gegenfirbung blau dar.
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2.2.2.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem SPSS (Statistical Package for Social
Science) Statistikprogramm. Fiir den Vergleich der einzelnen Hormonrezeptor-
Parameter untereinander und der einzelnen Hormonrezeptor-Parameter mit verschiede-
nen klinisch-pathologischen Parametern wurde eine bivariate Korrelationsanalyse mit
Bestimmung der Spearman Korrelationskoeffizienten durchgefiihrt. Um signifikante
Korrelationen zwischen einzelnen Variablen zu iiberpriifen, wurde der Chi-Quadrat-Test
angewandt, wobei ein p-Wert unter 0,05 als statistisch signifikant angesehen wurde.

Zudem wurde das kumulative Patienteniiberleben nach Kaplan-Meier bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientinnenkollektiv

Untersucht wurde das Mammakarzinomgewebe von 138 Patientinnen im Alter zwischen

32 und 78 Jahren. Das Durchschnittsalter betrug 53,1 Jahre (Abb. 5).

Altershaufigkeit

60

50 1
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prozentualer
Anteil

30 1

20

~

10

<45 >45<60 >60

Alter in Jahren

Abb. 5:  Altersverteilung

Von den 138 Patientinnen befanden sich 39 im prdmenopausalen Stadium, 86 im

postmenopausalen und 4 Patientinnen im peripausalen Stadium (Abb. 6).
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Menopausenstatus

70 1

60

50 4
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Anteil 30 4
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pramenopausal postmenopausal perimenopausal

10 -1

Abb. 6:  Menopausenstatus

20 Patientinnen hatten ein invasiv lobulidres Karzinom, 90 ein invasiv duktales und 10

Frauen ein Mischkarzinom aus beiden Komponenten (Abb. 7).

Histologischer Typ des Mammakarzinoms

70

60 7

50 7

prozentualer 40 1
Anteil

30
20-/
10 -

invasiv lobulares invasiv duktales Mischkarzinom
Karzinom Karzinom

Abb.7:  Haufigkeit der verschiedenen histologischen Typen des Mammakarzinoms
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Bei der Klassifikation nach dem pathologischem TNM-System ergaben sich folgende

Einteilungen:
PT pN pM
pT1 30 pNO 60 pMoO 28
pT2 66 pN1 14 pM1 5
pT3 18 pN2 55
pT4 19
PTx 5 pNx 9 pMx 105

Tabelle 6: Verteilung der TNM—Stadien

pT (Primartumor)
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Abb. 8:  Verteilung der pT-Stadien
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pN (regionére LK)
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Abb.9:  Verteilung der pN-Stadien

pM (Fernmetastasen)
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Abb. 10: Verteilung der pM-Stadien
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Nach dem giingigen histopathologischen Grading (nach Elston und Ellis) befanden sich

8 der untersuchten Patientinnen in G1, 64 in G2, 48 in G3 (Abb. 11).

prozentualer
Anteil

Verteilung des Malignitatsgrades
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Abb. 11: Verteilung des Malignititsgrades

Von den Kklinischen Stadien des Patientinnenkollektivs ergaben sich folgende

Verteilungen:

Stadium:
I A 11B IITA I11B v unbekannt
22 36 16 38 16 5 5

Tabelle 7: Verteilung der verschiedenen Stadien
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Stage (klinische Stadien)

prozentualer
Anteil

| A 1B A B I\

Abb. 12: Verteilung der Stadien

Von den biochemisch untersuchten Mammakarzinomen waren insgesamt 59 Ostrogen-
rezeptor positiv, 73 Ostrogenrezeptor negativ und 7 mit unbekanntem Steroid-Rezeptor-

status. Der Progesteronrezeptor war in 46 Fillen positiv, in 33 negativ und in 60 der

Fille unbekannt (Abb. 13/14).

Ostrogenrezeptorgehalt (biochemisch)

prozentualer
Anteil

positiv negativ
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Progesterongehalt (biochemisch)
prozentualer
Anteil
positiv negativ

Abb. 13 und Abb. 14: Verteilung des biochemisch gemessenen Ostrogen- und Progesteronre-
zeptorgehaltes

Nach unserer immunhistochemischen Fiarbemethode wurde die Rezeptorendichte der

13

Hormonrezeptoren in ,,negativ, vereinzelt, schwach, mittel und stark* eingeteilt. Es
ergaben sich folgende Ergebnisse:

23% der Patientinnen waren Ostrogenrezeptor negativ, 48 % Ostrogenrezeptor positiv.
36% der Patientinnen waren Progesteronrezeptor negativ und 35% waren positiv. An-
drogenrezeptor negativ waren 39% der Patientinnen, Androgenrezeptor positiv 35 % der

Patientinnen (s. Tab. 8).

Ostrogen Progesteron Androgen
Negativ 23 33 39
Vereinzelt 0 3 0
Schwach 22 13 31
Mittel 17 12 3
Stark 9 10 1

Tabelle 8: Prozentuale Hiufigkeitsverteilung der Expression von den immunhistochemisch

untersuchten Hormonrezeptoren Ostrogen, Progesteron und Androgen
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Ostrogenrezeptoren (IH)

prozentualer
Anteil

negativ 0 vereinzelt 1 schwach 2 mittel 3 stark 4

Abb. 15: Hiufigkeitsverteilung der Expression von Ostrogenrezeptoren

Progesteronrezeptor (IH)

prozentualer
Anteil

negativ 0 vereinzelt 1 schwach 2 mittel 3 stark 4

Abb. 16: Hiufigkeitsverteilung der Expression von Progesteronrezeptoren
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Androgenrezeptor (IH)

40 -

35 1

30 1
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prozentualer

2 -
Anteil 0

151

10 1

negativ 0 vereinzelt 1 schwach 2 mittel 3 stark 4
Abb. 17: Haufigkeitsverteilung der Expression von Androgenrezeptoren
Parameter No % Parameter No %
ER biochem.
Alter positiv 59 43
<45 25 18  negativ 73 53
>45<60 72 52
>60 42 30 PR biochem.
positiv 46 33
Geschlecht negativ 33 24
weiblich 138 100
Ostrogenrezeptorendichte (IH)
Menopausaler Stauts negativ 32 23
pramenop. 39 28  vereinzelt 0 0
postmenop. 86 62  schwach 30 22
perimenopausal 4 3 mittel 24 17
stark 13 9
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Parameter No Yo Parameter No Yo
Art des Mammakarzinoms Progesteronrezeptordichte (IH)
inv.duktal 90 65  negativ 45 33
Beides 10 7 vereinzelt 4 3
schwach 18 13
pT (Priméirtumor) mittel 17 12
pTl 30 22 stark 14 10
pT2 66 48
pT3 18 13 Androgenrezeptordichte (IH)
pT4 19 14 negativ 54 39
vereinzelt 0 0
PN (regionire LK) schwach 43 31
pNO 60 44 mittel 4 3
pN1 14 10 stark 1 0,7
pN2 55 40
pM (Fernmetastasen)
pMO 28 20
pM1 5 4  postoperative Bestrahlung
nein 36 26
Grading ja 102 74
Gl 8 6
G2 64 46  Adjuvante Chemotherapie
G3 48 35  nein 75 54
ja 64 46
Klin. Stadien
I 22 16 Hormontherapie
oA 36 26  ja 15 11
1IB 16 12
A 38 28
111B 16 12
v 5 4

IH=immunhistochemisch

Tabelle 9: Ubersicht klinisch-pathologischer Daten
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3.2 Vergleich der Expression von den immunhistochemisch untersuchten Hor-

monrezeptoren mit klinisch—pathologischen Parametern

3.2.1 Korrelationsanalyse

Als erstes wurden die einzelnen Hormonrezeptor-Parameter untereinander und mit ver-

schiedenen klinisch-pathologischen Parametern auf ihre Korrelation iiberpriift. Wie man

aus Tab. 10 entnehmen kann, korrelierten mit dem Ostrogenrezeptor der Progesteron-

und Androgenrezeptor, das pathologische Grading, die Gesamt-Uberlebenszeit und die

rezidivfreie Uberlebenszeit. Mit dem Progesteron- und Androgenrezeptor hingegen

korrelierten jeweils nur die anderen hier aufgefiihrten Rezeptoren.

Parameter Ostrogen Progesteron Androgen
Progesteron 0,495 - 0,885

p = 0,000 *** p = 0,000 ***
Ostrogen - 0,495 0,250

p = 0,000 ** p=0,013*

Androgen 0,250 0,885 -

p=0,013* p = 0,000 ***
T -0,158 -0,023 -0,046

p=0,125 p=0,789 p=0,595
N -0,087 0,006 0,018

p =0,403 p=0,945 p=0,841
M 0,140 0,306 0,305

p=0,514 p =0,083 p =0,084
Path.Grading -0,449 -0,035 0,920

p = 0,000 *** p =0,706 p=0,316
Ges. Uberleben 0,317 0,120 0,058

p =0,001** p=0,159 p =0,498
Rezidivfreies Uber-| 0,288 0,076 0,045
leben p = 0,004 ** p=0,375 p=0,601

Tabelle 10: Korrelation der Hormonrezeptor-Parameter mit verschiedenen klinisch- patholo-

gische
sk

Ak
*

n Parametern.
hoch signifikant
stark signifikant
signifikant
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3.2.2 Vergleichsanalyse (Chi-Quadrat-Test)

Anschlieend wurden die Zusammenhédnge zwischen den Hormonrezeptoren unterein-
ander und den Hormonrezeptoren mit klinisch-pathologischen Parametern mit Hilfe des
Chi-Quadrat-Tests untersucht.

Wie man Tab. 11 entnehmen kann, bestehen deutliche Zusammenhénge zwischen dem
Ostrogen- und dem Progesteron- und Androgenrezeptor mit den biochemisch gemesse-

nen Ostrogen- und Progesterongesamtgehalt und dem pathologischem Grading.

Ostrogenrezeptor (IH)

Parameter X Freiheitsgrad P

Progesteronrezeptor (IH) 66,4 15 0,000
Androgenrezeptor (IH) 28,2 12 0,005
Ostrogen (biochem.) 449 6 0,000
Progesteron (biochem.) 13,5 6 0,036
T 10,7 9 0,299
N 6,8 6 0,339
M 1,3 3 0,727
Stage 16,5 18 0,560
pathol. Grading 31,6 6 0,000
Menopausenstatus 12,9 9 0,168

Tabelle 11: Zusammenfassende Darstellung der Chi-Quadrat-Teste von Ostrogenrezeptordich-
te mit anderen Hormonrezeptoren und klinisch-pathologischen Parametern
IH = immunhistochemisch
biochem. = biochemisch
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Wie aus Tab. 12 ersichtlich wird, besteht lediglich ein Zusammenhang zwischen der
Progesteron- und der Ostrogen- und Androgenrezeptordichte, sowie dem biochemisch

gemessenem Ostrogen- und Progesterongesamtgehalt und dem pathologischem Grading.

Progesteronrezeptor (IH)

Parameter X Freiheitsgrad P

Ostrogenrezeptor (IH) 66,4 15 0,000
Androgenrezeptor (IH) 150,7 20 0,000
Ostrogen (biochem.) 25.5 10 0,004
Progesteron (biochem.) 19,2 10 0,037
T 16,6 15 0,343
N 11,7 15 0,699
M 8,1 5 0,150
Stage 26,7 30 0,637
pathol. Grading 27,2 10 0,002
Menopausenstatus 14,6 15 0,481

Tabelle 12: Zusammenfassende Darstellung der Chi-Quadrat-Teste von Progesteronrezeptor-
dichten mit anderen Hormonrezeptordichten und klinisch-pathologischen Parame-
tern.

IH = immunhistochemisch
biochem. = biochemisch
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In Tab. 13 lassen sich lediglich Zusammenhénge zwischen der Rezeptordichte von An-

drogen und Progesteron und Ostrogen und dem Stadium (Stage) erkennen.

Androgenrezeptor (IH)

Parameter X Freiheitsgrad P

Progesteronrezeptor (IH) 150,7 20 0,000
Ostro genrezeptor (IH) 28,2 12 0,005
Ostrogen (biochem.) 5.4 8 0,716
Progesteron (biochem.) 10,7 8 0,221
T 10,7 9 0,294
N 4,6 9 0,871
M 4,9 2 0,85
Stage 47,2 24 0,003
pathol. Grading 8.3 8 0,402
Menopausenstatus 13,7 12 0,320

Tabelle 13: Zusammenfassende Darstellung der Chi-Quadrat-Teste von Androgenrezeptordich-

ten mit anderen Hormonrezeptordichten und klinisch-pathologischen Parametern
IH = immunhistochemisch

biochem. = biochemisch

3.3 Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse

Anhand der Kaplan-Meier-Analyse untersuchten wir zum einen die prognostische Rele-
vanz der Hormonrezeptoren und zum anderen die Frage, inwieweit sich die Hormonre-

zeptoren mit ihren unterschiedlichen Anféarbeintensititen prognostisch unterschieden.

Wir untersuchten dabei die Gesamtiiberlebenszeit und die rezidivfreie Uberlebenszeit.
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3.3.1 Gesamtiiberlebenszeit
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Abb. 18: Gesamtiiberlebenszeit der von uns untersuchten Patientinnen

Uberlebensfunktionen Ostrogen

positiv

-
- = iR e o
B o e e

negativ

Kum. Uberleben

0 20 40 60 80 100 120

Gesamtiiberlebenszeit (Monate)

Abb. 19: Kaplan-Meier-Analyse ,,Prognostischer Wert der Ostrogenrezeptoren® anhand der
Gesamtiiberlebenszeit
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Abb. 20: Kaplan-Meier-Analyse ,,Prognostischer Wert der Progesteronrezeptoren anhand der
Gesamtiiberlebenszeit
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Abb. 21: Kaplan-Meier-Analyse ,,Prognostischer Wert der Androgenrezeptoren® anhand der

Gesamtiiberlebenszeit
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3.3.2 Rezidivfreie Uberlebenszeit
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Abb. 22: Rezidivfreie Uberlebenszeit der von uns untersuchten Patientinnen
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Abb. 23: Kaplan-Meier-Analyse ,,Prognostischer Wert der Ostrogenrezeptoren* anhand der
rezidivfreien Uberlebenszeit



Ergebnisse

Uberlebensfunktionen Progesteron
1,1 ‘
10
o
81 : |
- - positiv :i
_g ’7‘1! L —++~+o—rv: !:
[7] el o L REEE Rl o s R R |
=
0]
Q
i) ,6 )
. negativ '
g |
20 0 20 40 60 80 100 120
rez.freies Uberleben (Monate)

Abb. 24: Kaplan-Meier-Analyse ,,Prognostischer Wert der Progesteronrezeptoren anhand der
rezidivfreien Uberlebenszeit
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Abb. 25: Kaplan-Meier-Analyse ,,Prognostischer Wert der Androgenrezeptoren® anhand der
rezidivfreien Uberlebenszeit
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4 Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

Die Bestimmung der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren in Mammakarzinomen ist
ein wichtiger Faktor zum einen fiir die Entscheidung der weiteren Behandlung und zum
anderen fiir die Prognose der Patienten. Biochemische Methoden, wie die dextran-
coated charcoal assay (DCCA), sind seit mehr als zehn Jahren technisch und klinisch
anerkannte Verfahren zur Bestimmung des Hormonrezeptorstatus. Und in der Tat griin-
det sich das meiste unseres Wissens iiber Hormonrezeptoren im Mammakarzinom auf
Studien, die diese Methoden angewendet haben. Sie wurden daher zu Recht zu den
,.golden standards* bei der Bestimmung der Ostrogen- und Progesteronrezeptorgehilter
ernannt [5]. Durch die durch King und Greene 1984 [77] und spéiter durch Greene und
Press 1987 [47] moglich gewordene Herstellung monoklonaler Antikdrper des Ostro-
gen- bzw. des Progesteronrezeptors konnte eine immunenzymatische Methode (EIA)
entwickelt werden, die auf einer direkten Aufdeckung der Steroidrezeptormolekiile
basiert. Diese Immunenzymatische Methode verlangte allerdings, genauso wie die bio-
chemischen Methoden, die Homogenisation der Gewebe. Mit dem Verlust der Zellinte-
gritit war es dann ebenfalls unméglich, den Grad der Heterogenitit der Rezeptorvertei-
lung innerhalb des Tumors festzusetzen. SchlieBlich wurde die immunhistochemische
Methode (ICA) entwickelt, die eine direkte Aufdeckung der Ostrogen- und Progesteron-
rezeptoren in Gewebeschnitten von Karzinomgewebe unter Benutzung derselben mo-
noklonalen Antikorper ermoglichte (ER-ICA und PR-ICA) [67, 78, 112, 119, 120].
Autoren zahlreicher Studien wiesen gute Korrelationen zwischen der EIA [86, 71, 106,
166] oder ICA [8, 17, 50, 78, 116, 119, 133, 153] und der biochemischen Methode
(DCC) in Mammakarziomen nach.

Mittlerweile hat sich die Immunhistochemie als duBerst vielseitige und verldaBliche Me-
thode in der diagnostischen Pathologie etabliert. Der Einfithrung der Mikrowellenvor-
behandlung war schlieBlich ein Teil des Erfolges zu verdanken, da3 manche Antikorper
nun auch an Formalin fixiertem und Paraffin eingebettetem Gewebe anzuwenden waren

[142]. Bei problematischen Antikorpern (z.B. Antikorper gegen Ostrogenrezeptoren)
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konnte damit eine Sensitivititssteigerung erreicht werden [12, 134]. Parallel dazu wurde
von Bankfalvi und Mitarbeitern am Gerhard-Domagk-Institut fiir Pathologie in Miinster
die Methode der hydratisierten Autoklavierung von Shin et al. [144] modifiziert [11].
Die neue Methode, die sogenannte feuchte Autoklavierung, bei der statt destillierten
Wasser Citratpuffer angewendet wird, konnte bisher in der Antigendemaskierung mit
vielversprechendem Erfolg eingesetzt werden. Gegeniiber anderen Methoden, wie z.B.
der auf den gleichen Mechanismen beruhenden Mikrowellenvorbehandlung, weist diese
Methode eine Reihe von entscheidenden Vorteilen auf, vor allem was die tdgliche An-
wendung betrifft. Je nach GroBe des Autoklaven konnen bis zu mehrere hundert
Schnittpriparate gleichzeitig vorbehandelt werden. Ein Wiederauffiillen der Kiivetten
mit Pufferlosung — was bei der Mikrowellenvorbehandlung nach jedem Zyklus notwen-
dig ist — entfillt. Die feuchte Autoklavierung fiihrt letztlich zu einer gleichméfigen
Vorbehandlung aller Schnittpriparate. Neben einer guten Erhaltung der Morphologie
kommt auch das Abschwimmen der Schnitte von den Objekttrigern nur sehr selten vor.
Insgesamt ist der Vorgang einfach zu handhaben und wenig zeitaufwendig, im Gegen-
satz zur Mikrowellenvorbehandlung, die die Notwendigkeit der Beobachtung beinhaltet,
um Schiden oder Austrocknung zu verhindern. Die bisherigen Untersuchungen haben
gezeigt, dal manche Antikorper in 5-10fach hoherer Verdiinnung als iiblich angegeben
verwendet werden konnen. Zudem konnten einige der bisher nur am Gefriermaterial
erfolgreich anwendbaren Antikorper nach feuchter Autoklavierung auch am Paraffin-
schnitt eingesetzt werden [12].

Die von uns verwendete Methode des feuchten Autoklavierens zur Antigendemaskie-
rung muf somit als zuverlissige, sicher reproduzierbare, einfach zu handhabende und
auch fiir den Routinebetrieb geeignete Form der Gewebevorbehandlung angesehen wer-
den, die eine standardisierte Anwendung immunhistochemischer Farbungen am paraf-
fineingebetteten Material erlaubt. Mittlerweile ist die feuchte Autoklavierung eine Stan-
dard Vorbehandlungsmethode in der Routine-Immunhistochemie am Gerhard-Domagk-

Institut fiir Pathologie geworden.
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4.2 Klinisch-pathologische Aspekte

In der vorliegenden Arbeit haben wir die Anwendbarkeit des feuchten Autoklavierens in
der normalen immunhistochemischen Routinediagnostik beziiglich der Darstellung der

Hormonrezeptoren von Ostrogen, Progesteron und Androgen untersucht.

In der statistischen Analyse zeigten sich eindeutige Zusammenhinge in der Expression
der Hormonrezeptoren. Die Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren korre-
lierten signifikant miteinander (p=0,000). Da die Progesteronrezeptorsynthese in der
Literatur als Ostrogenabhingig beschrieben wird [33, 70, 76, 164], bestitigt dieses Er-
gebnis die bisherigen Literaturangaben. Signifikante Korrelationen bestanden auch zwi-
schen Androgen- und Ostrogenrezeptoren (p=0,013) und Androgen- und Progesteronre-
zeptoren (p=0,000). Jedoch bezogen sich die Korrelationen vor allem auf die schwache
oder fehlende Expression der Rezeptoren. Bei negativem Ostrogenrezeptorstatus war
meistens auch der Androgenrezeptor negativ.

Nun ist vom Androgenrezeptor bis heute noch nicht viel bekannt. Ein groes Problem
stellt bei der Detektion des Rezeptors seine Thermolabilitit dar. Nachgewiesen wurde,
daf} die Stabilitdt des Androgenrezeptors sich durch ,,Molibdat Ionen* erhoht [85]. Mit
Hilfe dieser sensitiveren Methode hat sich gezeigt, da3 bei 80% der Mammakarzinom-
patienten Androgenrezeptoren vorkommen. Dementsprechend sind Androgenrezeptoren
auch in den Tumoren vorhanden, in denen Ostrogen- und Progesteronrezeptorexpression
nicht nachweisbar sind [85]. Eine mogliche Ursache fiir die Korrelationen, die sich fast
ausschlieBlich auf die schwach exprimierten Rezeptoren beziehen, konnte in dieser
Thermolabilitit liegen, da wir eine iibliche immunhistochemische Féarbung nach Au-
toklaven-Hitzevorbehandlung durchgefiihrt haben.

Es zeigte sich in unserer Studie eine inverse Korrelation zwischen der Ostrogen- und
Progesteronrezeptorexpression und dem pathologischen Grading (Tab. 11 und Tab.
12/13). Bekannt ist, da im Zuge der Krankheitsprogression die Hormonrezeptoren
abnehmen bzw. daf} es auch zu einer Struktur- und Funktionsdnderung der Rezeptoren
kommt [33,76]. Der stufenweise Prozell mit Abnahme der Hormonempfindlichkeit geht
mit einer zunehmenden Entdifferenzierung der Karzinomzelle und einer erhohten

Wachstumsgeschwindigkeit einher [44, 74, 76, 99]. Unser Ergebnis der inversen Korre-
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lation zwischen dem Ostrogen- und Progesteronrezeptoren und dem pathologischen
Grading bestitigt damit die aktuellen Literaturangaben.

Des weiteren haben wir eine signifikante Korrelation zwischen der Ostrogenrezeptorex-
pression und der Gesamt- und rezidivfreien Uberlebenszeit festgestellt (p=0,001;
p=0,004). Zahlreiche Studien haben gezeigt, daB Patientinnen mit Ostrogen- bzw. Pro-
gesteronrezeptor-positiven Tumoren, die nach ihrer initialen Operation nicht mehr be-
handelt wurden, ein signifikant lingeres rezidivfreies Intervall und eine lingere Uberle-
bensrate als Patientinnen mit Rezeptor-negativen Tumoren haben, auch wenn die Stérke
der Verbesserung relativ gering ist [20, 43, 109, 147]. Schlul3folgernd kann man sagen,
daB zwar beide Rezeptoren, sowohl der Ostrogen- als auch der Progesteronrezeptor
signifikant mit dem Uberlebensintervall korrelieren, jedoch durch keinen von beiden
eine strenge Vorhersage gemacht werden kann. Beide Rezeptoren gelten als schwache
prognostische Indikatoren [6]. Die von uns erhobene statistische Analyse der Gesamt-
iiberlebenszeit und der rezidivfreien Gesamtiiberlebenszeit in Abhingigkeit von Ostro-
gen- und Progesteronrezeptorgehalt bestitigt diesen Sachverhalt. Vor allem der Ver-
gleich zwischen stark und negativ angefdarbten Mammakarzinomschnitten verdeutlicht
diese Aussagen. Patientinnen mit mittelstark angefirbten Ostrogenrezeptoren in den
Karzinomzellen weisen in den ersten 50 Monaten eine ldngere Gesamt- und rezidivfreie
Uberlebenszeit auf als Patientinnen mit schwach angefirbten Karzinomzellen Danach
geht dieser Vorteil verloren. Das gleiche gilt bei mittelstarker Progesteronrezeptorex-
pression. Bei der Uberlebensanalyse mit Bezug auf die Androgenrezeptoren kann man
zumindest einen Trend feststellen (Abb. 21/25). Patientinnen mit negativem Androgen-
rezeptorstatus sterben frither als Patientinnen mit positivem Androgenrezeptorstatus.
Die Patientinnen, deren Rezeptorstatus bei allen drei Hormonrezeptoren als ,,vereinzelt*
beschrieben wurden, konnen aufgrund der geringen Anzahl nicht in die Wertung mit
einbezogen werden.

Von entscheidender Bedeutung fiir unsere Studie war schlielich noch der Vergleich des
von uns immunhistochemisch bestimmten Ostrogenrezeptorgehaltes und des bioche-
misch bestimmten Ostrogenrezeptorgehaltes der Mammakarzinome. 23 der bioche-
misch als negativ gewerteten Schnitte ergaben immunhistochemisch mit der Autokla-
venvorbehandlung positive Ergebnisse: 17 Schnitte wurden schwach und 6 mittelstark
angefarbt. Umgekehrt wiesen nur 2 immunhistochemisch als negativ gewertete Schnitte

ein positives biochemisches Ergebnis auf. Die Ubereinstimmung des positiven Ostro-
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genrezeptorstatus im Vergleich beider Methoden lag bei 95%, die des negativen Ostro-
genrezeptorstatus bei 56%. Insgesamt lag die Ubereinstimmung des Ostrogenrezeptor-
status bei 74%. Dies weist auf eine groflere Sensitivitdt und Spezifitit der immunhisto-
chemischen Methode hin. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse der Ostrogenrezeptor-
immunocytochemical assay (ICA) mit der DCC-Methode (dextran-coated charcoal as-
say) wurde bereits durch viele Studien untersucht. Diese lag durchschnittlich bei 86%
[15, 29, 50, 53, 94, 119, 145, 157], was durch unsere Ergebnisse ebenso untermauert
wurde. Bei der statistischen Analyse des von uns bestimmten Progesteronrezeptorgehal-
tes und des biochemisch bestimmten Progesteronrezeptorgehaltes hielten sich die im-
munhistochemisch und biochemisch negativen gemessenen Ergebnisse die Waage

(12/11). Hier 148t sich keine eindeutig groere Sensitivitidt oder Spezifitit festlegen.

4.3 SchluBfolgerungen

Zusammenfassend konnen folgende Aussagen getroffen werden:

1. Mit der Methode des feuchten Autoklavierens ist eine spezifische und sensitive
immunhistochemische Bestimmung der Ostrogen-, Progesteron- und Androgenre-
zeptoren an routineméBig Paraffin eingebettetem Gewebe moglich.

2. Mit den statistischen Analysen des von uns bestimmten Ostrogenrezeptorgehaltes
und des biochemisch bestimmten Ostrogenrezeptorgehaltes der Mammakarzinome
konnte eine groBere Sensitivitit und Spezifitidt der immunhistochemischen Methode
gezeigt werden.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf ein hohes Potential der feuchten Autoklavie-

rung zur Antigendemaskierung fiir die immunhistochemische Demonstration von Ostro-

gen-, Progesteron- und Androgenrezeptoren in formalinfixierten und paraffin-
eingebettetem Mammakarzinomgewebe hin. Diese Methode ist zuverléssig, sicher re-
produzierbar, einfach zu handhaben und auch fiir den Routinebetrieb eine geeignete

Form der Gewebevorbehandlung. Zudem ist die Sensitivitit und Spezifitit der immun-

histochemischen Steroidrezeptor-Bestimmung der der biochemischen Detektion weit

iiberlegen. Daher ist die Anwendung der Immunhistochemie fiir den diagnostischen

Zweck wissenschaftlich begriindet.
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5 Zusammenfassung

Der immunhistochemische Nachweis von Hormonrezeptoren hat schon seit ldngerer
Zeit an Bedeutung fiir die Therapie und die Prognose der am Mammakarzinom erkrank-
ten Frauen gewonnen. 1991 publizierten Shin et al. [144] die Methode der hydratisierten
Autoklavierung als effektive Vorbehandlung bei der immunhistochemischen Darstel-
lung des TAU-Antigens im Gehirn. Bankfalvi et al. [11] zeigten in einer systematischen
Analyse einer Reihe von Antikorpern, daf}3 eine modifizierte Autoklavierung, die sog.
feuchte Autoklavierung, fiir die Immunhistochemie eine einfache und duBerst verlafBli-

che Methode zur Antigendemaskierung darstellt [12].

Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen die Uberpriifung der Anwendbarkeit der
feuchten Autoklaven-Vorbehandlung in der immunhistochemischen Routinediagnostik
beziiglich der Ostrogen-, Progesteron- und der Androgenrezeptordarstellung beim
Mammakarzinom.

Zum anderen sollten die klinisch-pathologischen Korrelationen und der prognostische
Wert der immunhistochemisch bestimmten Ostrogen-, Progesteron- und Androgenre-

zeptoren bei Mammakarzinompatientinnen untersucht werden.

Dazu wurde routineméBig Formalin fixiertes und Paraffin eingebettetes Gewebe von
138 Mammakarzinomen nach Autoklavenvorbehandlung immunhistochemisch geférbt

und ausgewertet.

Folgende Aussagen konnten getroffen werden:

1. Es konnte eine groBere Sensitivitit und Spezifitidt der immunhistochemischen Me-
thode im Gegensatz zur herkdmmlichen biochemischen Bestimmungsmethode des

Ostrogenrezeptor-gehaltes gezeigt werden.

2. Es konnten direkte Korrelationen in der Expression der Hormonrezeptoren unter-
einander und eine inverse Korrrelation zwischen der Ostrogen- und Progesteronre-

zeptorexpression und dem pathologischen Grading nachgewiesen werden.
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3. Unsere univariate Uberlebensanalyse der Gesamtiiberlebenszeit und der rezidivfrei-
en Gesamtiiberlebenszeit in Abhédngigkeit vom positiven oder negativen Hormonre-
zeptorstatus bestiitigt Ostrogen-, Progersteron-, und Androgenrezeptoren als pro-

gnostische Indikatoren [6].

4. Alle unsere Ergebnisse stehen weitestgehend in Einklang mit dem aktuellen Stand

in der Literatur.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf ein hohes Potential der feuchten Autoklavie-
rung zur Antigendemaskierung fiir die immunhistochemische Demonstration von Ostro-
gen-, Progesteron- und Androgenrezeptoren in Formalin fixierten und Paraffin eingebet-
tetem Mammakarzinomgewebe hin. Diese Methode ist zuverlédssig, sicher
reproduzierbar, einfach zu handhaben und auch fiir den Routinebetrieb eine geeignete
Form der Gewebevorbehandlung. Mittlerweile ist sie als Standardmethode der Antigen-
demaskierung in der Routine-Immunhistochemie am Gerhard-Domagk-Institut fiir Pa-

thologie eingefiihrt worden.
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