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Zusammenfassung

Untersuchung zur Bedeutung der Expression von Vimen tin im invasiven
Mammakarzinom

Brunsing, Oliver

Die vorliegende Studie untersucht die Bedeutung von Vimentin im invasiven Mamma-
karzinom. Es wurden im Rahmen dieser Arbeit 366 Mammabiopsien mit invasiven
Tumorkomponenten auf die Expression von Vimentin und die Expression von 15 weiteren
Markern untersucht. Fast alle Vimentin-positiven Falle (19/21) waren invasiv duktale
Mammakarzinome vom Grad 3. Die Expression von Vimentin konnte bei diesen Proben
aber nicht nur im invasiven Anteil des Karzinoms nachgewiesen werden, sondern auch in

der enthaltenen in-situ-Komponente.

Material und Methode: Fir Vimentin und die weiteren 15 Marker wurde eine immun-
histochemische Untersuchung an 366 Gewebeproben invasiver Mammakarzinome mittels
der Tissue-Microarray-Technik durchgefiihrt, um Korrelationen zwischen Vimentin und den
15 weiteren Markern sowie dem Tumorgrad herzustellen. Die Expression der Marker wurde
hierfir mit immunhistochemischen Methoden dargestellt und lichtmikroskopisch

ausgewertet.

Signifikante Ergebnisse: Die Expression von Vimentin korrelierte signifikant mit dem
Tumorgrad sowie mit der Expression von SMA, p53, EGFR, CK 5, CD10 und Mib-1. Die
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass eine Vimentin-Expression in einem invasiven
Mammakarzinom nicht allein mit einer epithelialen-mesenchymalen Transition oder einer
myoepithelialen Histogenese erklart werden kann. Es muss daher angenommen werden,
dass noch ein weiterer Entstehungsweg dieser Vimentin-positiven Mammakarzinome
existiert. Denkbar ware hier die alternative Theorie, dass Vimentin-exprimierende
Brusttumore aus Progenitorzellen mit bilinearem Differenzierungspotential entstehen

kdnnten.

Tag der miundlichen Prifung: 18.02.2009
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1 Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Atiologie und Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Neoplasie der Frau. Statistisch
gesehen erkrankt jede 8. Frau an einem bdsartigen Tumor der Mamma, die
Rate der Neuerkrankungen liegt bei ca. 46000 Frauen pro Jahr allein fur
Deutschland, weltweit sind es ca. 500000. In Deutschland sterben jahrlich
17000-18000 Frauen an den Folgen eines bésartigen Mammatumors [7]. Bei
Frauen im Alter von 35-54 Jahren ist das Mammakarzinom sogar die haufigste
Todesursache [39].

Durch die Forschungsarbeit auf dem Gebiet der Tumorepidemiologie konnten
einige atiologische und pathogenetische Risikofaktoren fur die Entwicklung
eines Mammakarzinoms herausgestellt werden. So ist ein bis zu 2-fach
erhohtes Risiko bei Frauen mit postmenopausaler Adipositas oder einer friihen
Menarche (vor dem 12. Lebensjahr) zu erkennen. Um das 2 bis 4-fache erhoht
sich das Risiko einer malignen Neoplasie der Mamma, wenn bereits Verwandte
ersten Grades (z.B. Mutter oder Schwester) an einem Mammakarzinom
erkrankt sind oder bei Zustand nach einem bereits erfolgreich behandelten
Mammakarzinom [46].

Auch hormonelle Einflisse kénnen das Risiko einer Krebserkrankung der
Mamma erhdhen (Nulliparitat, spate Erstparitat, kurze Stillperiode) [46].

Trotz des erhohten Risikos bei positiver verwandtschaftlicher Anamnese treten
die meisten Mammakarzinome als nicht-genetisch gebundene so genannte
.Sporadische Mammakarzinome* auf (90-95%). Die Entstehung eines
Mammakarzinoms kann auf hormonelle oder genetische Einflisse
zuruickgefuhrt werden. So ist bekannt, dass sowohl Ostrogene als auch
Gestagene eine entscheidende Rolle bei der Tumorentstehung einnehmen.
Genetische Einflisse sind bedingt durch den ,Ausfall® so genannter

.rumorsuppressorgene”. So konnte zum  Beispiel bei familiarer




Karzinomanamnese das mutierte BRCA-1-Gen (,breast cancer susceptibility
gene 1%) ausschlie3lich bei Frauen mit autosomal-dominant vererbten Mamma-
und Ovarialkarzinomen gefunden werden [36,49,79]. Ebenso ist eine Mutation
des p53-Gens fur ein stark erhohtes Risiko, an Mammakarzinomen zu
erkranken, verantwortlich (77% aller Frauen mit dieser Mutation erkranken
zwischen dem 22. und 45. Lebensjahr) [50].

1.1.2 Kilinik

Die Mehrzahl der Mammakarzinome entstammt dem duktalen Epithel und nur
ein Kkleiner Anteil entspringt aus dem Terrain der Drisenlappchen. Das
Symptomenspektrum besteht aus lokalen und generalisierten Kennzeichen. Als
haufigstes Symptom und in der allgemeinen Bevilkerung als wichtigstes
Anzeichen fur Brustkrebs bekannt ist der so genannte ,Knoten“ in der Brust. Mit
75% ist dieser schmerzlose, derbe Knoten auch das Leitsymptom des
Mammakarzinoms. Weitere lokale Hinweise auf ein Mammakarzinom sind
Einziehungen der Mamille, eine sezernierende Mamille oder ein lokales Odem.
Auch nicht lokal auf die Brust begrenzte Veranderungen koénnen auf ein
Mammakarzinom hinweisen, wie z.B. angeschwollene Achsellymphknoten oder
Metastasierungen, bevorzugt in Lunge (60%), Leber (50%) und Gehirn (15-
30%) [63].

Das so genannte intraduktale Karzinom und das Carcinoma lobulare in situ sind
zwei prdinvase Formen des Mammakarzinoms, die sich nicht Gber die
Basalmembran hinaus ausbreiten. Das Carcinoma lobulare in situ geht nur in
25 % der Falle in ein invasives Wachstum Uber, jedoch sollte das duktale
Carcinoma in situ wie ein manifester Tumor betrachtet und behandelt werden,
da hier ein hohes Risiko zu invasivem Wachstum besteht [46].

Die Mehrzahl der entstehenden infiltrierenden Mammakarzinome sind duktale
Karzinome, welche sich aus dem Epithel der Gangsysteme entwickeln (80 %).
Zu 10 bis 15 % entstehen lobulare Karzinome, die aus den Drisenlappchen




stammen. Sehr selten entstehen differenzierte Varianten wie etwa papillare,
medullare oder schleimbildende Karzinome.

Interessant ist auch das Verteilungsmuster der entstehenden Karzinome. So
entstehen 50-60% der Mammakarzinome im oberen aufReren Quadranten, ca.
15% im oberen inneren Quadranten, 10-15% in den beiden unteren Quadranten
der Mamma und 15-20% im zentralen Bereich um die Mamille [46].

1.1.3 Stadieneinteilung

Die Einteilung der Mammakarzinome erfolgt nach der TNM-Klassifikation der
UICC (Union internationale contre le cancer). Diese TNM-Klassifikation ist eine
Kurzschrift zur Beschreibung und Ausdehnung eines bestimmten malignen
Tumors. Sie erfolgt zunachst pratherapeutisch und ist somit wichtig fur die
Abschatzung und Wahl der angemessenen Therapie. Die so genannte pTNM-
Klassifikation erfolgt posttherapeutisch und soll zur Prognoseabschatzung und
zur Auswertung von Behandlungsergebnissen fihren. In die pTNM-Beurteilung
flieRen somit auch postoperative histologische Erkenntnisse mit ein.

Neben der TNM-Klassifizierung spielen aber auch das histologische Grading,
der Tumortyp und der Steroidrezeptorstatus eine entscheidende Rolle fur die
Prognose.

In der TNM-Klassifikation steht der Buchstabe T fir die TumorgroRe, der
Buchstabe N fur den Lymphknotenbefall und der Buchstabe M fir Metasta-

sierung.

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ (intraduktal oder lobulér)
T1 Tumor max. Durchmesser <2 cm

a) <0,5cm
b) >0,5bis1cm
c) >1,0bis2,0cm




T2
T3
T4

NXx
NO

N1

N2a

N2b

N3a

N3b

N3c

Mx
MO
M1

Tumor max. Durchmesser > 2,0 bis 5,0 cm

Tumor max. Durchmesser > 5,0 cm

Tumor jeder GréRe mit direkter Ausdehnung auf die Brustwand und Haut
a) Mit Ausdehnung auf die Brustwand

b) Mit Odem, Hautulzerationen oder Satellitenmetastasen der Haut

¢) T4a und T4b zusammen

d) Entzindliches Karzinom

Keine LK-Beurteilung méglich

Keine regionaren LK-Metastasen

Metastasen in beweglichen axillaren LK

pN1mi) Nur Mikrometastasen (> 0,2mm < 2 mm)

pNla) axillare Metastasen in 1-3 LK

pN1b) Metastasen in LK entlang der A. mammaria interna, klinisch
nicht erkennbar

pN1c) pN1mi/pNla und pN1lb gemeinsam

Metastasen in fixierten axillaren Lymphknoten
pN2a) axillare Metastasen in 4-9 Lymphknoten
Metastasen in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna, klinisch

erkennbar

infraklavikulare Lymphknotenmetastasen

pN3a) > 10 axillare LK-Metastasen oder infraklavikulare LK-
Metastasen

Axillare LK-Metastasen und LK-Metastasen entlang der A. mammaria

interna, klinisch erkennbar

pN3b) > 3 axillare LK-Metastasen und LK-Metastasen entlang der A.
mammaria interna, klinisch nicht sichtbar

pN3c) supraklavikulare LK-Metastasen

Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Tab. 1: Stadieneinteilung des Mammakarzinoms gemaf der UICC mit Hilfe der TNM-

Klassifikation




1.1.4 Prognoseparameter

Von besonderer Bedeutung bei der Prognoseabschatzung sind nicht nur die
drei TNM-GroRen TumorgroRe, Lymphknotenbefall und Fernmetastasierung,
sondern auch Parameter wie Menopausenstatus, histologisches Grading und
der Steroidrezeptorstatus. Somit kann man in der Therapie des
Mammakarzinoms individuell den Prognosefaktor fir den Patienten bestimmen

und eine zielgerichtete, individuelle Therapie des Tumors durchfihren.

1.1.4.1 Tumorgrol3e

Dieser Faktor ist fur die Prognose des Mammakarzinoms von grolder
Bedeutung, da mit zunehmender TumorgroRe auch die Uberlebenswahr-
scheinlichkeit abnimmt. Die Bestimmung der TumorgrofRe erfolgt am frischen
Schnittpraparat oder am eingefarbten Paraffinschnitt. Bei mehreren simultan
vorliegenden Tumoren flie3t immer der Tumor in die Prognose mit ein, der die
grofdte Ausdehnung erreicht hat (hochste pT-Kategorie). Tumorauslaufer von
unscharf begrenzten Tumoren werden mit in die GrofRenbestimmung
einbezogen.

Auch der Befall regionarer Lymphknoten korreliert mit der Grof3e des
vorliegenden Tumors. Bei ca. 20% der Patienten mit Frihkarzinomen ist mit
dem Befall eines Lymphknotens zu rechnen, ab einer Tumorgréf3e bis 1 cm mit
ca. 27% Lymphknotenbefall und bei einem Durchmesser des Priméartumors
oberhalb von 2 cm bei ca. 80% der Patienten mit axillaren Lymphknoten-

metastasen [29].

1.1.4.2 Lymphknotenbefall

Je nach Lokalisation des vorliegenden Tumors erfolgt die lymphogene
Ausbreitung der Metastasen in unterschiedliche Lymphknotenregionen.

Entwickelt sich der Tumor im oberen aufReren Quadranten der Mamma, so




erfolgt in der Regel eine Metastasierung in die axillaren Lymphknoten. Medial
gelegene Karzinome breiten sich hingegen haufiger in der Tiefe durch die
Thoraxwand hindurch aus und metastasieren eher in retrosternale und
supraklavikulare Lymphknoten. Zur exakten histopathologischen Bewertung
und Lokalisation der Lymphknoten sind die axillaren und intrapektoralen
Lymphknoten in drei Level eingeteilt:

- Level 1: lateral des M. pectoralis minor
- Level 2: zw. lateralem und medialem Rand des M.
pectoralis minor

- Level 3: medial des M. pectoralis minor

Die 5-Jahres-Uberlebenszeit korreliert folglich auch mit dem Befall der
unterschiedlichen Level. So ist bei nicht Vorliegen einer Lymphknoten-
metastase die 5-Jahres-Uberlebenszeit mit ca. 96% recht hoch. Sind jedoch
Level 1 und Level 2 befallen, so sinkt die 5-Jahres-Uberlebenszeit auf
durchschnittlich 50%, bei zusatzlichem Befall des Levels 3 betragt sie
durchschnittlich nur noch ca. 30% [72].

1.1.4.3 Fernmetastasierung

Die Metastasierung wird unterschieden in den lymphogenen (s.0.) und den
hamatogenen Weg. Hierbei stellt die hdmatogene Aussaat den prognostisch
wichtigsten Faktor dar, wobei vornehmlich das Skelettsystem (ca. 70%), die
Leber (ca. 60%), die Pleura/Lunge (ca. 50%), das Gehirn (15-30%) und die
Ovarien (ca. 20%) befallen sind [16].

Die hamatogene Fernmetastasierung ist in der Regel mit der GrofRe des
Priméartumors und dessen Malignitatsgrad sowie mit der lymphogenen
Ausbreitung korreliert. Trotzdem geht man davon aus, dass bereits ca. 65-70%
aller Mammakarzinome zum  Zeitpunkt ihrer Entdeckung okkulte
Mikrometastasen ausgesat haben [4]. So kann ein bereits als geheilt geltendes,
nodal-negatives Mammakarzinom noch 5-6 Jahre nach der Therapie zu




Fernmetastasierung fuihren. Hieraus wird ersichtlich, dass die Metastasierung
entscheidenden Einfluss auf den Prognosefaktor hat und eine frihe
Tumorerfassung eminent wichtig ist. Denn je Kkleiner der Primarius und je
geringer die Mitosezahl, desto geringer sind lymphogene und hamatogene

Ausbreitung und desto besser ist die Prognose [63].

1.1.4.4 Histo- und zytomorphologisches Grading

Fur Mammakarzinome gilt ein dreistufiges Grading zur Beurteilung des
Malignitatsgrades, eingefuhrt von Bloom und Richardson [11]. Folgende

Merkmale dienen zur Beurteilung:

- Tubulusbildung
- Kernpleomorphie
- Mitoserate

Diese drei Kriterien liefern in ihrer unterschiedlichen Auspragungsform den

Grundstein zur so genannten Scoreermittiung, wie in folgender Tabelle

ersichtlich:

Merkmale Kriterien Scorewerte

1. Tubulusbildung >75%
10-75%
<10%

2. Kernpleomorphie gering
mittelgradig
stark

3. Mitoserate 0-1/HPF
1-2/HPF
>2/HPF

W N P WDN P WODN PP

Tab. 2: Kriterien des Gradings flir das Mammakarzinom




Anhand dieses Punktsystems (Scoresumme) werden die Tumoren in drei
Gruppen eingeteilt:

Scoresumme Malignitatsgrad Gruppe Definition

3,45 gering G1 gut differenziert

6,7 mafig G2 mafig differenziert
8,9 hoch G3 schlecht differenziert

Tab. 3: Graduierung und Definition der Scoresummen

Das Grading ergibt Ubereinstimmend enge Korrelationen zwischen dem
Differenzierungsgrad des Karzinoms, der Frequenz von Rezidiven, dem
Nodalstatus und der Mortalitat [5,24,26]. Prognostisch gesehen kann
festgehalten werden, dass nodal positive G3-Karzinome im Vergleich zu nodal
negativen G1l1-Karzinomen mit einer 9-fach erhdhten Mortalitdt einhergehen
[41]. Die 5-Jahres-Uberlebensraten nach Chemotherapie sind pra- und
postmenopausal bei G1-Tumoren 73%, bei G2-Tumoren 61%, bei G3-Tumoren
46% [26].

1.1.4.5 Hormonrezeptorstatus

Der Hormonrezeptorstatus zahlt zu den wichtigsten unabhéangigen Parametern
fur die Prognose des Mammakarzinoms und stellt zugleich ein
Selektionskriterium fur die Planung einer adjuvanten endokrinen Therapie dar.
Ostrogene aus der Zirkulation und andere Steroidhormone (z.B. Progesteron)
koénnen in die Zelle eindringen und am Ostrogenrezeptor binden. Dieser
Komplex stimuliert die nukledre DNA zur Synthese von Proteinen und zu
Wachstum und Proliferation der Zelle [29].

Der wichtigste Aspekt der Hormonrezeptorbestimmung liegt in der
Therapiewahl, da Steroidrezeptor-positive Tumoren wesentlich besser auf eine
hormonelle Therapie ansprechen.




Ebenso ist eine verlangerte Uberlebenszeit (sowohl bei nodal positiven als auch
bei nodal negativen Karzinomen) bei Vorliegen eines positiven
Ostrogenrezeptors zu verzeichnen [80]. Die Prognose kann noch weiter
verbessert werden, wenn zuséatzlich auch der Progesteronrezeptorstatus positiv
ist [34].

1.1.5 Diagnostik

Der Grof3teil der Mammakarzinome wird durch Ertasten eines so genannten
.Knotens" in der Brust der Patientin meist durch die Patientin selbst festgestellt.
Auch die Routineuntersuchung beim Gynakologen beinhaltet primar die
Inspektion und Palpation der Mamma. Liegt ein verdachtiger oder unklarer
Befund vor, so kann als aussagekraftigste, nicht invasive, apparative
diagnostische Methode eine Mammographie durchgefuhrt werden. Mit relativ
hoher Treffsicherheit kdnnen hierdurch bestehende Tumoren entdeckt werden,
auch wenn es sich um Kklinisch okkulte Tumoren handelt. Als Anzeichen einer
Neoplasie in der Mamma werden im mammographischen Bild alle
Verschattungen gewertet, welche mit Mikrokalzifikationen und
.pbesenreil3erartigen Krebsfulichen* einhergehen. Weitere Anzeichen sind
inhomogene Dichte und Diskrepanz zwischen rontgenologisch bestimmter und
getasteter Tumorgrof3e [46].

Aber auch weitere Verfahren kdonnen zur Diagnostik des Mammakarzinoms
angewandt werden. Hierbei sind die Sonographie und die Galaktographie zu
nennen. Alle hier erwahnten Verfahren dienen jedoch ,nur® zur Diagnostik eines
vorliegenden Karzinoms, nicht jedoch zur genauen Differenzierung. Eine
genaue Bestimmung und Differenzierung des vorliegenden Karzinoms und
somit eine endgiltige Diagnose ist nur durch die histologische Untersuchung

des Tumormaterials moglich.




1.1.6 Therapie

In der Therapie des Mammakarzinoms gibt es unterschiedliche Ansétze und
Wege, den Tumor zu behandeln. Bei der Wahl der Therapieform spielen
unterschiedliche Parameter eine Rolle: das Alter der Patienten, der
Hormonrezeptorstatus des Karzinoms, die KarzinomgrofRe und das vorliegen
eventueller Begleiterkrankungen sowie alle weitere oben erwédhnte
Prognosefaktoren.
Mdogliche Therapieformen sind: 1.) die chirurgische Therapie

2.) die Strahlentherapie

3.) die Chemotherapie

4.) die Hormontherapie

Je nach vorliegendem Fall werden die unterschiedlichen Therapieformen gezielt

eingesetzt und gegebenenfalls auch kombiniert.
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2 Pathologie des Mammakarzinoms

Die genauen Grundlagen der Entstehung eines Mammakarzinoms sind auch
heute noch nicht erforscht. Jedoch sind in der Vergangenheit mehrere
unterschiedliche Entstehungstheorien publiziert worden, welche alle auf eine
genetische Veranderung innerhalb des Brustepithels hindeuten. Immer groRere
Bedeutung kommt derzeit der ,Stammzellen-Theorie® zu, die von der
Entwicklung eines Mammakarzinoms aus der Fehlregulation in der Proliferation

der Mamma-Progenitorzellen ausgeht.

2.1 Unterschiedliche Entstehungstheorien des Mamm  akarzinoms

Die meisten Theorien zur Entstehung des Mammakarzinoms orientieren sich an
der Hypothese zur Entstehung des colorektalen Karzinoms [33]. Ahnlich der
Entstehung des colorektalen Karzinoms wird angenommen, dass die
schrittweise Ansammlung von verschiedenen genetischen Verédnderungen in
der Entwicklung des Mammakarzinoms eine entscheidende Rolle spielt. In
vielen unterschiedlichen Studien konnte nachgewiesen werden, dass Onkogene
und Tumor-Suppressor-Gene einen entscheidenden Anteil an der Genese
eines Mammakarzinoms haben [8,56].

Durch den Einfluss von Onkogenen, den Ausfall von Tumor-Suppressor-Genen
und den Einfluss von erblichen und exogenen Faktoren oder (wahrscheinlicher)
einem Zusammenspiel aller dieser Faktoren kommt es in der normalen
Brustzelle zu klonalem Wachstum. Ausgehend von diesem veranderten
Wachstumsmuster kommt es im weiteren Verlauf zur Ausbildung eines In-situ-
Karzinoms (DCIS, LCIS), welches in ein invasives Karzinom Ubergehen kann.
Sowohl das duktale Carcinoma in situ als auch das lobulare Carcinoma in situ
werden als Prakanzerosen angesehen und erhéhen das Risiko einer invasiven
Tumorentwicklung um das 8 bis 10 (DCIS) oder das 10 bis 11-fache (LCIS)
[74]. Ebenso erhoht das Vorliegen einer normalen duktalen Hyperplasie das

Erkrankungsrisiko um das 2-fache sowie das Vorliegen einer atypischen
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duktalen Hyperplasie um das 4 bis 5-fache [74]. Es ist erwiesen, dass diese
Lvorlauferlasionen® einen grof3en Einfluss auf die Entwicklung und Ausbildung
eines Mammatumors haben. In vielen Fallen kann auch das gemeinsame
Vorliegen einer Préakanzerose zusammen mit einem bereits bestehenden
invasiven malignen Karzinom beobachtet werden. Allerdings gibt es auch viele
Falle, in denen invasive Tumoren diagnostiziert wurden, ohne geringste
Hinweise auf zuvor bestehende benigne Verdnderungen im Mammagewebe
nachweisen zu koénnen [31]. Somit stellt sich die Frage der mdglichen
Entstehungswege eines Mammakarzinoms. Hieraus ergeben  sich
unterschiedliche Ansatzpunkte und denkbare Modelle einer Tumorentstehung
[39]:

a) Die konsequent lineare Entwicklung des invasiven Mammakarzinoms: Aus
dem vorliegenden Brustepithel entwickelt sich eine duktale oder atypische
Hyperplasie durch genetische Fehlregulation. Weitere Faktoren flihren zur
Entstehung eines duktalen Carcinomas in situ innerhalb der Hyperplasie,

welches sich weiter zu einer invasiven Karzinomkomponente entwickelt.

b) Ein weiterer moglicher Entwicklungsweg ware die direkte Entstehung des
DCIS aus dem vormals gesunden Brustgewebe ohne vorhergehende
Hyperplasie. Auch hier entwickelt sich aus dem DCIS im weiteren Verlauf

der Erkrankung das invasive Karzinom.

c) Maoglich ist hingegen auch, das alle drei Formen, sowohl die Hyperplasie als
auch das DCIS und der invasive Tumor, direkt und unabhangig voneinander
aus dem Brustgewebe entstehen. Denkbar ist in diesem Fall die

Tumorentstehung aus Progenitorzellen.
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2.2 Die duktale Hyperplasie (UDH)

Das erste Anzeichen fir eine intraduktale Veranderung des Brustgewebes ist in
der Regel die Hyperplasie. Diese benigne Veranderung der Brust wird
charakterisiert durch eine ungeordnete Proliferation ungleich grof3er polygonaler
bis spindelférmiger Zellen mit Ausbildung von schlitzférmigen Hohlraumen oder
dinnen epithelialen Brucken. Die euchromatischen Kerne variieren in Grol3e,
Form und Lagerung. Bei paralleler Lagerung der Kerne entsteht der Eindruck
eines Stromens und Fliel3ens der Zellen [32].

Viele Untersuchungen zur Genetik und Molekularbiologie der Hyperplasie der
Mamma liegen nicht vor. In einigen Féllen sind bei der duktalen Hyperplasie
ahnliche Veranderungen wie im DCIS und invasiven Karzinomen herausgestellt
worden [57]. Immunhistologisch konnten Zytokeratine und unterschiedliche
Auspragungsgrade des Ostrogenrezeptors nachgewiesen werden [12]. Ein
Hinweis auf eine mdgliche spatere Umwandlung der duktalen Hyperplasie in ein

invasives Karzinom kénnte der Verlust der TGF-32-Expression sein [38].

2.3 Die atypische duktale Hyperplasie (ADH)

Die Histologie der atypischen duktalen Hyperplasie ist gekennzeichnet durch
eine Proliferation monomorph atypischer Zellen und ein cribiformes oder solides
Wachstum. Es kommt zu einem partiellen oder vollstandigen Befall einzelner
Géange und Lappchen. Als partieller Befall einzelner Gange und Lappchen wird
ein mehrreihiges, monomorphes Epithel mit Brickenbildung, Trabekeln oder
starren Mikropapillen gewertet. Diese klonale neoplastische Epithelproliferation
gilt als Risikofaktor im Sinne einer prakanzertsen Kondition. Es wird heute
allgemein angenommen, dass eine atypische duktale Hyperplasie das Risiko,

an einem Mammakarzinom zu erkranken, um das 4 bis 5-fache erhoht [74].
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2.4 Das duktale Carcinoma in situ (DCIS)

Definiert wird das duktale Karzinoma in situ als eine Proliferation von Zellen mit
Tumoranteilen in den parenchymalen Strukturen der Mamma, ohne invasives
Wachstum Uber die Basalmembran hinaus [58]. Das DCIS hat folglich noch kein
invasives Wachstum aufzuweisen, erhoht aber die Gefahr der Entstehung eines
invasiven Mammakarzinoms um das 8 bis 10-fache.

Das DCIS zeigt im Gegensatz zur atypischen Hyperplasie eher diskohasive
Verbande und Einzelzellen. Bei der atypischen Hyperplasie sind gutartige
Zellelemente beigemischt und die Verbande kdnnen irregulare oder schlitzartige
Lumina enthalten. Jedoch ist die histologische Unterscheidung zwischen DCIS

und ADH eines der Hauptprobleme in der Pathologie der Brust [66].

2.5 Charakteristik und Nachweis von Progenitorzelle n

Obwohl schon langere Zeit nur wenige Zweifel an der Existenz von
Progenitorzellen im Mammagewebe bestehen, ist es doch nach wie vor schwer,
die Charakteristika dieser Zellen zu definieren. Allgemein bekannt ist, dass das
Brustgewebe aus luminal glandularen und basal myoepithelialen Zellen besteht.
Der Grof3teil dieser myoepithelialen Zellen ist charakterisiert durch die
Zytokeratine 5 und 14 sowie durch glatt muskulares Aktin (SMA), wo hingegen
die glandularen Zellen eher durch die Zytokeratine 8, 18 und 19 und die
Rezeptoren fiir Ostrogen bzw. Progesteron charakterisiert sind.

Auch die ruhende Mamma ist einer standigen zyklischen Veranderung wahrend
des Menstruationszyklus unterlegen, so dass standig verloren gegangene
Zellen ersetzt werden miussen, um die Integritdt des Gewebes zu bewahren.
Diese verloren gegangenen Zellen kénnen nun entweder durch Mitose bereits
ausdifferenzierter Zellen ersetzt werden oder aber durch eine de-novo
Neubildung aus Progenitorzellen hervorgehen. Transplantationsstudien von
Williams und Daniel haben bereits 1983 gezeigt, dass einzelne Mammazellen

der Maus, welche in ein gereinigtes Fettgewebe transplantiert werden, sich zu
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einer kompletten Drise entwickeln. Diese wissenschaftlichen Ergebnisse
deuten klar auf ein Vorhandensein von multipotenten Progenitorzellen hin [83].
In weiteren Versuchen konnten Bocker et al. 1992 mit neuen Technologien zum
gleichzeitigen Nachweis mehrerer Antigene CK 5/14 produzierende Zellen als
Progenitorzellen identifizieren [14]. Mit Hilfe von speziellen monoklonalen
Antikérpern gegen CK 5, CK 8/18 und SMA konnten einige dieser Zellen
extrahiert werden und mit anderem Zellmaterial wie ADH, DCIS und invasiven
Karzinomen verglichen werden. Mit diesen Ergebnissen konnte nachgewiesen
werden, dass es sich bei den basalen CK 5-Zellen um so genannte
Progenitorzellen handelt, die sowohl fir die glandulare als auch fur die
myoepitheliale Zelllinie stehen. Bocker et al. konnten somit nachweisen, dass
die Progenitorzellen sich in Zellen der glanduldren Linie (CK 8/18, CK 5)
entwickeln kdnnen, aber auch in Zellen der myoepithelialen Linie (CK 5, SMA),
welche sich schlussendlich zu ausdifferenzierten Zellen entwickeln (CK 8/18
oder SMA) [13,14,83].

Es konnen folglich 5 unterschiedliche phenotypische Zelluntergruppen in der

Mamma unterschieden werden:

Progenitorzellen: CK 5

intermediare glandulare Zellen : CK 5 und CK 8/18
intermediare myoepitheliale Zellen : CK 5 und SMA
glandulare Zellen : CK 8/18

myoepitheliale Zellen : SMA

ok~ 0N BE

Die CK 5-positiven Progenitorzellen wurden in der luminalen Schicht des
Brustepithels gefunden, hingegen bestand der grof3te Anteil der luminalen
Zellen aus Zellen vom intermedidren Typ (CK 5, CK 8/18). Nur ein geringer
Anteil der Zellen in der ruhenden Brustdrise waren ausdifferenzierte glanduléare
Zellen. In basalen Bereichen des Brustepitheliums der ruhenden Brust wurde
nur eine extrem geringe Anzahl an Progenitorzellen angetroffen. Hier

Uberwogen ebenfalls die intermediaren Zellen (SMA, CK 5) in Entwicklung zu
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myoepithelialen Endzellen (SMA), wobei die Anzahl der myoepithelialen Zellen
in unterschiedlichen Lobuli stark differierte [14].
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3 Uberblick tiber die in der Studie angewandten

Tumormarker

Die in den Versuchen angewandten Marker sind Standard-Marker der
immunhistochemischen Untersuchungen in der Mammapathologie. Da auch in
vielen anderen Versuchen in der Mammapathologie diese Marker verwendet
werden, ergibt sich eine gute Vergleichbarkeit mit anderen bereits
durchgefuhrten Studien. Im Folgenden werden die einzelnen angewandten
Marker naher charakterisiert:

3.1 Vimentin

Vimentin ist ein Typ 3-Intermediarfilament aus der Gruppe der Desmine und
damit ein Element des Zytoskeletts. Die Molekilmasse humanen Vimentins
betragt 52689 Dalton. Es kommt im Zytoplasma (teilweise auch im Nucleolus)
aller Zellen mesenchymalen Ursprungs vor (z.B. glatte Muskelzellen,
Endothelzellen, Fibroblasten).

Die genaue Funktion von Vimentin ist nicht bekannt. In der Pathologie wird

Vimentin als genereller Marker fur Weichgewebstumoren verwendet.

3.2 Zytokeratine

Auch die Zytokeratine (Ck) gehdren zur Gruppe der Intermediarfilamente und
sind Bestandteil des Zytoskeletts. Die Zytokeratine lassen sich allerdings in
zwei Untergruppen unterteilen, wobei man die sauren Zytokeratine (Ck 9-20)
dem Typ | zuteilt und die neutralen/basischen Zytokeratine (Ck 1-8) dem Typ I
[53,54,62]. Neben der Typ | und Typ lI-Einteilung gibt es noch eine weitere
Einteilung entsprechend der hauptsachlichen Ck-Gewebsverteilung und dem

Differenzierungsgrad:
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a) die niedrigermolekularen zylinderepitheltypischen Ck: hierzu gehéren die Typ
| Ck 18-20 und die Typ Il Ck 7 und 8

b) die hthermolekularen plattenepitheltypischen Ck: hierzu gehéren die Typ |
Ck 9-17 und die Typ Il Ck 1-6

Die gesunde, ruhende weibliche Brustdriise ist strukturiert durch ein komplexes
Ck-Muster, welches aus zylinder- und plattenepitheltypischen Ck aufgebaut ist.
Das zylinderepitheltypische Ck kommt selektiv in den luminalen Epithelzellen
vor (auBer Ck 20), das plattenepitheltypische Ck vor allem in den
Myoepithelzellen. Invasive Karzinome der Mamma exprimieren uberwiegend
die zylinderepitheltypischen Ck 7, 8, 18 und 19, invasiv duktale Karzinome mit
hoherem Malignitatsgrad exprimieren fokal auch noch die plattenepithel-
typischen Ck 4, 14 und 17 [53]. Bei benigner oder maligner Epithelzellalteration
bleiben die Ck meist stabil und konnen so als histogenetische Marker
diagnostische Hinweise auf Art, Ausgang und Subtypisierung eines epithelialen
Karzinoms geben [53,54,62].

3.3 Ostrogenrezeptor (ER) und Progesteronrezeptor ( PR)

Ostrogene entstammen der Klasse der Steroide und sind die wichtigsten
weiblichen Geschlechtshormone. Bildungsorte sind Ovarien und zu einem
geringen Teil auch die Nebennierenrinde. Wahrend der Schwangerschaft
werden die Ostrogene auch in der Plazenta gebildet. Die Konzentration der
Ostrogene andert sich erheblich im Laufe des weiblichen Zyklus, gesteuert
durch die von der Hypophyse produzierten Gonadotropine (FSH und LH). Auch
in der weiblichen Brustdriise befinden sich Ostrogenrezeptoren.

Progesteron, auch Gelbkdrperhormon genannt, ist ein weiteres weibliches
Geschlechtshormon mit Rezeptoren in der weiblichen Brustdriise. Produziert
wird Progesteron in der zweiten Hélfte des Menstruationszyklus im Corpus

luteum und in hohen Mengen wahrend der Schwangerschaft in der Plazenta.
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Durch Ausschuttung von LH aus der Hypophyse wird die Progesteronsynthese
angeregt [46].

Die Rezeptoren fir Ostrogen und Progesteron sind im Zellkern zu finden und
sind zustéandig fur die Regulation von Genen, die Einfluss auf das Zellwachstum
haben. Hierbei kann man die einzelnen Rezeptoren noch in Subtypen
unterteilen, die bei dem Ostrogenrezeptor aus den Typen ER-alpha und ER-
beta bestehen, welche beide durch die Bindung von Ostrogen aktiviert werden.
Bei einem Grof3teil der Mammakarzinome wird ER exprimiert, sie sind somit
ostrogenrezeptorpositiv. Ostrogenrezeptor-positive Karzinome sprechen in der
Regel auf Hormontherapie an und sind mit einer guten Prognose verbunden
[80].

Der Progesteronrezeptor besteht aus den Subtypen PRA und PRB, welche
durch Progesteron aktiviert werden. Zumeist wird im tumords veranderten
Gewebe PRB uberexprimiert. PRB ist somit ein guter Tumormarker und steht,
ahnlich wie ein positiver Ostrogenrezeptorstatus, fur ein gutes Ansprechen auf

eine Hormontherapie.

3.4 c-erbB2 (HER2/neu)

Das Onkoprotein c-erbB2 stellt einen transmembranaren Wachstums-
faktorrezeptor dar und gehdrt somit zu der Familie der epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR). Etwa 25-30% der invasiven Mamma-
karzinome weisen eine Uberexpression von c-erbB2 auf. Funktionell gibt c-
erbB2 Signale an die Tumorzelle, welche diese zu weiterer Proliferation

stimuliert.

Die routineméafige klinische Untersuchung und Bestimmung des c-erbB2-Status
ist fur die Patienten von grof3er Wichtigkeit, da ein positiver c-erbB2-Status nicht
nur auf ein schlechte Differenzierung und somit schlechte Prognose des

Karzinoms hinweist, sondern auch eine spezielle Therapie mit einem
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humanisiertem Antikorper (Trastuzumab), der gegen den extrazellularen Teil
des c-erbB2-Rezeptor gerichtet ist, durchgefuhrt werden kann.

3.5 p53 und p63

Das Tumorsupressorgen p53 wurde 1979 entdeckt und verdankt seinen Namen
seinem Gewicht von 53 kDa auf einem SDS-PAGE Gel. Das dazugehdrige Gen
(TP53-Tumorsuppressor-Gen) liegt auf dem Chromosom 17p. Der humane
Tumorsuppressor p53 reguliert als Transkriptionsfaktor nach DNA-Schéadigung
die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus, an der Induktion
der Apoptose oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind. Mutationen des p53 —
Gens sind bei 20-40% aller Mammakarzinome zu finden und finden schon friih
im Prozess der Karzinogenese statt. Durch die Mutationen des Gens kommt es
zu Zellzyklusfehlregulationen. Somit korrelieren sie mit einem schlechteren

histologischen Grading und einem aggressiveren Krankheitsverlauf.

Das p63-Gen ist ein Homolog des p53-Gens. Es wird stark in den Basalzellen
epithelialer Verbande exprimiert. Es spielt eine wichtige Rolle in Entwicklung
und Differenzierung der Zelle. Wie p53 kann auch p63 die Apoptose auslésen,
die genauen Regulationswege dieser durch p63 vermittelten Apoptose sind

aber bisher weitgehend unbekannt [82].

3.6 Mib-1

Mib-1 ist ein monoklonaler Antikorper, der an das im Zellkern befindliche
nukleare Protein Ki-67 bindet. Da Ki-67 ein Uber die Zeit gesehen instabiler
Faktor bei Patienten mit Mammakarzinom ist und bei Formalinfixierung zerstort
wird, nutzt man den Antikorper Mib-1, der an Ki-67 bindet und durch die
Formalinfixierung nicht zerstort wird. Wichtig ist Ki-67 zur Auskunft tber die

Zellproliferationsrate, welche Uber den prozentualen Anteil des im Zellkern
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befindlichen Ki-67's bestimmt wird. Im fixierten Gewebe kann die

Proliferationsrate dann durch die Bestimmung von Mib-1 ermittelt werden.

3.7 CD10

CD10 oder auch Neprilysin (weiteres Synonym: CALLA = Common acute
lymphoblastic leukemia-associated) ist ein Enzym des menschlichen Kérpers,
welches Uberwiegend in Lunge und Niere vorkommt, aber auch in den meisten
anderen Kdrperregionen angetroffen wird. Neprilysin ist eine Zink(ll)-abhangige
membrangebundene Endopeptidase, die an verschiedenen Prozessen von
Signalpeptiden beteiligt ist. Diese Endopeptidase ist nicht nur an der
Entstehung von Tumoren beteiligt (u.a. das Mammakarzinom), sondern auch an
der Entstehung von Bluthochdruck und insbesondere Alzheimer.

3.8 SMA

Die Abkirzung SMA steht fiur glatt muskulares Aktin. Aktin, eines der beiden
wesentlichen zytoskelettalen Proteine, ist zusammen mit Myosin an Bewegung,
Sekretion, Zytoplasmazirkulation, Phagozytose und Zytokinese beteiligt. Anti-
Alpha-Glattmuskel-Aktin bindet sich an glatte Muskelzellen und myoepitheliale
Zellen.

Der Antikorper farbt nicht gestreiften Muskel wie Skelettmuskel und
Herzmuskel, Endothel, Bindegewebe, Epithel oder Nerven. Der Antikdrper kann
verwendet werden, um Tumoren der glatten Muskulatur zu identifizieren. Er
farbt Leiomyome und Leiomyosarkome, jedoch nicht Karzinome, Melanome,

Lymphome oder Sarkome der nicht-glatten Muskulatur.
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3.9 EGFR

Der EGF-Rezeptor ist ein so genannter Transmembranrezeptor. Er kommt in
nahezu allen Geweben vor. An den EGFR binden als Liganden der Epidermal
Groth Factor (EGF) und der Transforming Groth Factor (TGFa). Uber die
Bindung dieser Liganden werden Signale in der Zelle freigesetzt, die zu
Zellwachstum fuhren und die Apoptose verhindern.

Der EGF-Rezeptor wird in Tumorzellen hochreguliert und/oder in mutierter
Form angetroffen, so dass Tumorzellen unkontrolliert wachsen und sich
vermehren. Ein Ansatz neuartiger Krebstherapien ist, die onkogenen Signale
von EGFR zu blockieren und somit eine Verlangsamung bzw. einen Stopp des

Wachstums von Tumorzellen herbeizufihren.
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4 Fragestellung der Arbeit

Die Expression von Intermediarfilamenten in der menschlichen Brust ist mit
einer Vielzahl von Aspekten in der fetalen Brustentwicklung, pubertaren
zellularen Differenzierung und einer eventuellen tumordsen Veranderung
verbunden. Vimentin kommt in der gesunden, adulten Mamma hauptsachlich in
myoepithelialen Zellen vor, wohingegen niedermolekulare Zytokeratine
Uberwiegend in den glanduléren Strukturen der adulten Mamma zu finden sind.
Kennzeichen der grof3en Mehrheit der invasiven Mammakarzinome ist die
Expression von mindestens einem niedermolekularen Zytokeratin, so dass die
meisten Karzinome der Brust einen glandulédren Ursprung zu haben scheinen.
Interessanterweise kann jedoch bei einer kleinen Anzahl von invasiven
Mammakarzinomen neben den niedermolekularen Zytokeratinen auch das
Intermediarfilament Vimentin im Karzinom nachgewiesen werden.

Die Histogenese dieser Tumoren und auch die klinische Signifikanz dieser

Vimentin-Expression ist bisher ungeklart [43,60].

Um einen tieferen Einblick in die Pathogenese der Vimentin-positiven
Mammakarzinome zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Serie von
366 invasiven Mammakarzinomen untersucht. 144 dieser Falle wurden vorher
durch die Comparative Genomic Hybridisation (CGH) charakterisiert. Anhand
von Tissue Microarrays (TMA’s), die auf Vimentin und 15 weitere Marker
immunhistochemisch untersucht wurden, wurde die Bedeutung des Vimentins

in der Pathogenese des invasiven Mammakarzinomen naher beleuchtet.
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5 Material und Methode

5.1 Untersuchung der Expression von Vimentin und 15 weiteren Markern
im Gewebe invasiver Mammakarzinome anhand von Tissu e

Microarrays

5.1.1 Das Prinzip der Tissue Microarray (TMA) Metho de

J. Kononen et al. entwickelten 1998 die Methode der Tissue Microarrays [47].
Bei dieser Technologie werden aus einem so genannten Spenderblock
(="Donorblock®), in dem die Primartumoren in Paraffin eingebettet vorliegen,
kleine Gewebestanzen im Durchmesser von 0,6 bis 3,0 mm entnommen und in
einen Empfangerblock eingepflanzt. Diese entnommenen Gewebeareale
werden in dem Empfangerblock in eine standardisierte Anordnung tberfuhrt.

Somit kdnnen auf einen einzigen TMA-Block bis zu 1000 Gewebeproben von
Primartumoren uberfuhrt und durch die standardisierte Anordnung sehr schnell
den Donorgeweben wieder zugeordnet werden. Es ist hierdurch eine Methode
entstanden, die wesentlich kostengunstiger und zeitsparender ist als die alte
~Sausage“-Block Methode, welche erstmals 1986 von Battifora et al.
beschrieben wurde [6]. Es kdnnen mit der TMA-Technologie in nur einem
Arbeitsgang an bis zu 1000 Gewebeproben von Tumoren in situ Analysen
durchgefuhrt werden, wie z.B. mittels Polymerasekettenreaktion, RNA in situ
Hybridisation, Immunhistochemie oder Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH). Ein weiterer unschétzbarer Vorteil der TMA-Methode ist die sehr
gewebeschonende Vorgehensweise, da aus dem Donorblock ja nur kleinste
Stanzen fur eine immunhistochemische Untersuchung gentigen und somit aus
einem Spenderblock viele Proben gewonnen werden kdnnen. Somit kann aus
nur kleinsten Tumormengen dennoch ausreichend Untersuchungsmaterial
gewonnen werden. Mdoglich macht dies vor allem die Entwicklung einer
speziellen Stanzmaschine der Firma Beecher Instruments (Silver Spring, MD,
USA) und des National Institute of Health, USA. Mit Hilfe dieses Stanzgerates

ist es moglich, genormte zylindrische Biopsien mit sehr kleinem Durchmesser
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von bis zu 0,6 mm aus dem Spenderblock zu entnehmen und unter zu
Hilfenahme eines Rasters kontrolliert in den Empfangerblock zu Ubertragen.
Selbst dieser winzige Durchmesser reicht aus, um in einem statistisch grof3en
Kollektiv die morphologischen Gegebenheiten des Gewebes beurteilen zu
konnen [40]. Zuséatzlich bleibt, bei nicht all zu vielen Stanzen aus dem
Spenderblock, dessen Interpretierbarkeit beziglich der morphologischen und
molekularen Analyse erhalten.

Durch die Tissue-Microarray-Technik ist es nun méglich, die Verifizierung und
Lokalisierung spezieller Zielstrukturen (Proteine, DNA, RNA, mRNA) in situ,
also am Wirkort in Gewebe und Zellen, mit Hilfe der Immunhistochemie und

weiteren Untersuchungsverfahren (z.B. FISH) zu untersuchen.

5.1.2 Die Herstellung der TMA’s

Die Donorblécke, welche die verwendeten Gewebeproben enthalten, wurden
zuvor in 4%-igem Formaldehyd fixiert und anschlielend nach standardisierten
Protokollen in Paraffin eingebettet. Anschlieend wurden aus diesen
Donorblocken zwei TMA's erstellt. Der erste TMA enthielt 144 Falle von
invasiven Mammakarzinomen aus dem Archiv des Pathologischen Institutes
Munster und wurde mittels CGH charakterisiert, der zweite TMA war ein
prognostischer Gewebearray far weitere immunhistochemische
Untersuchungen.

Insgesamt 366 in Paraffin eingebettete Tumoren wurden fiir die Herstellung der
Tissue Mikroarrays verwandt. Es befanden sich darunter Tumoren aller Stages
und Differenzierungsgrade, welche nach gangigen Protokollen in folgende
Grade eingeteilt wurden: G1 (n=70), G2 (n=163) und G3 (n=131). Es waren
unter den untersuchten invasiven Karzinomen keine adenomyoepithelialen
Tumoren und keine Tumoren mit myoepithelialen Komponenten wie adenoid-

zystische Karzinome.
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Zu Anfang musste eine Auswahl geeigneter Tumoren fur die Erstellung eines
Untersuchungskollektivs getroffen werden. Ausgewahlt wurden Tumorproben
aus dem Archiv des Gerhard-Domagk-Institutes fur Pathologie in Munster
anhand der Journal-Nummer der Befundbdgen. Fir die Untersuchung
geeignete Tumorareale wurden durch Anfertigung von 3 pm dicken
Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitten lichtmikroskopisch ermittelt (Prof. Horst
Birger). Durch Markierung der geeigneten Areale mit einem farbigen Stift
dienten diese Schnitte als Schablone fir die Entnahme der Gewebestanzen aus
dem jeweilig zugehoérigen Donorbléckchen.

Von jedem dieser Donorblocke wurde eine Gewebestanzung angefertigt.
Hierbei betrug der Durchmesser der Stanze 0,6 mm und der Abstand der
Biopsien im Empfangerblock 1,0 mm. Hergestellt wurden die Gewebestanzen
unter Zuhilfenahme eines TMA-Stanzgerates der Firma Beecher Instruments,
Microarray Technologie, Maryland, USA.

Um die Gewebeproben auf dem Array leicht wieder zu finden, wurden die
Proben auf den Empfangerblécken in Quadranten mit jeweils einhundert
Biopsien eingeteilt. Jeder Quadrant enthalt eine horizontale Achse (x-Achse)
und eine vertikale Achse (y-Achse). Die vertikale Achse ist aufgeteilt in zehn
Reihen, welche mit den Buchstaben A-J gekennzeichnet sind. Die horizontale
Achse hingegen besteht aus zehn Spalten mit der Nummerierung 1-10. Die
einzelnen Quadranten auf jedem Gewebearray sind mit romischen Ziffern in
aufsteigender Reihenfolge je nach Anzahl der angelegten Quadranten
nummeriert. Die Kennzeichnung der einzelnen Empfangerblécke wurde aus
einer Kombination von rémischen und arabischen Zahlen erstellt (1.1 = CGH-
Array, 1.2 = prognostischer Array).

Auf dem ersten TMA-Block wurden 144 Gewebeproben in zwei Quadranten
eingeteilt, auf dem zweiten Block 366 Proben in 4 Quadranten (s. Abbildung 1
und 2).

Mit Hilfe dieser Anordnung konnte somit jede Gewebeprobe auf dem Array

anhand der vorhandenen Koordinaten leicht wieder gefunden werden.
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Abb. 1: Anordnung der 144 Gewebeproben auf dem CGH-Array 1.1
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5.1.3 Immunhistochemische Analyse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden immunhistochemische Untersuchungen an
Schnitten von 3 pm Dicke durchgefuihrt. Zur Lokalisation der gesuchten
Antigene in den Karzinomen bedient sich die Immunhistochemie der Antigen-
Antikorper-Reaktion. Durch die Zugabe spezifischer Antikdrper zu den
vorbehandelten Schnittprdparaten und eine anschlielende Farbung dieser
Antigen-Antikoérper-Bindungen kénnen Epitope gesuchter Antigene préazise
lokalisiert werden.

Fur die Farbung der Schnitte in dieser Arbeit wurde die LSAB-Methode
(Labelled-Strept-Avidin-Biotin-Methode) angewandt. Diese Methode basiert auf
der Reaktion von Streptavidin mit Biotin und markiert somit die Zielantigene
nach Zugabe von Chromogen Red in einem kontrastreichen rot, so dass sie
nach Gegenfarbung lichtmikroskopisch ausgewertet werden kénnen.

Eine Ubersicht Uber die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper, deren

Vorbehandlung und Verdinnung gibt die Tabelle 4:

Antikorper Hersteller Klon Vorbehandlung | Verdinnung
ER Novacostra 6FI | 10" Autoklav 1:30
PR Novacostra 16 10" Autoklav 1:200
Ki-67 DAKO Mib-1 10"Mikrowelle |1:40
P53 DAKO 10"Mikrowelle |1:500
c-erbB2 DAKO 10"Mikrowelle |1:400
EGFR Novacostra 10"Mikrowelle |1:100
CK5 DAKO D5/16B4 10" Autoklav 1:80
CK 8/18 Dianova 10"Autoklav 1:40
CK1 Novacostra 34/B4 30" Steamer 1:150
CK 10 DAKO DE-K10 30" Steamer 1:400
CK 14 Dianova LLO02 30" Steamer 1:50
CK 19 Quartett KS19.1 30 Steamer 1:80
Vimentin Ventana V9 30" Steamer 1:1000
SMA DAKO Al4 30" Steamer 1:4000
CD10 Novacostra 56C6 30" Steamer 1:40
P63 Oncogene 10" Autoklav 1:100

Tab. 4: Verwendete Antikorper, Hersteller, Klon, Vorbehandlungsart und Zeit in Minuten,

Verdiinnungen
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5.1.3.1 Angewandte Reagenzien

- DAKO REAL™ Biotinylated Secondary Antibodies (AB2) (LSAB 5005)
Biotinylierte Ziege-Anti-Maus- und Ziege-Anti-Kaninchen-Immunglobuline in

gepufferter Losung mit stabilisierendem Protein und Natriumazid.

- DAKO REAL™ Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP) (LSAB 5005)
An alkalische Phosphatase konjugiertes Streptavidin. In gepufferter Losung mit

stabilisierendem Protein und Konservierungsmitteln.

- DAKO REAL™ AP Substrate Buffer (LSAB 5005)

Gepufferte Losung mit Konservierungsmittel.

- DAKO REAL™ Chromogen Red 1/2/3 (LSAB 5005)
Alle jeweils 28-fach konzentriert.

- DAKO REAL™ Levamisole (LSAB 5005)

501-fach gepufferte Levamisole-L6sung.

- DAKO Cytomation Wash Buffer (S3006)
Eine 20-fach konzentrierte Tris-Pufferlosung mit 0,05% TWEEN 20. Fir den
Gebrauch wurden 500 ml der Pufferlésung mit 9,5 Liter deionisiertem Wasser

verdunnt.

5.1.3.2 Reagenzvorbereitung der Substrat-Arbeitslos  ung (CHROM)

Die Substrat-Arbeitslésung wird angesetzt durch grindliches Mischen von 25
Teilen DAKO REAL™ AP Substrate Buffer mit jeweils einem Teil des DAKO
REAL™ Chromogen Red 1/2/3, und zwar genau in der Reihenfolge 1-2-3 und
grundlichem Vermischen nach der jeweiligen Zugabe des Chromogens. Das
erforderliche Chromogen-Ldosungsvolumen richtet sich nach der Anzahl der

Objekttrager und der Groéf3e der anzufarbenden Schnitte.
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Zu einer falsch positiven Anfarbung kann es kommen, wenn sich in dem
anzufarbenden Gewebe endogene alkalische Phosphatase befindet. Um diese
falsch positive Anfarbung zu verhindern muss bei Vorhandensein von
endogener alkalischer Phosphatase nach Zugabe des DAKO REAL™
Chromogen Red 2 ein Tropfen DAKO REAL™ Levamisole pro 10 ml DAKO
REAL™ AP Substrate Buffer hinzu gegeben und griindlich vermischt werden.
Erst dann kann DAKO REAL™ Chromogen Red 3 der Ldésung hinzugefiigt
werden.

Die genaue Zusammensetzung der erforderlichen Komponenten wird nach der
DAKO-Tabelle ,Chromogen Ansatz bei der AP-Methode ChemMate K 5005*

berechnet.

5.1.3.3 Vorbereitung der Zitratlésung

Um als Stammlésung eine 0,1 M Zitronenséaure zu gewinnen, wurden 10,5 g
Zitronensauremonohydrat (CgHsO7 x H,0) auf 500 ml Aqua dest. aufgefullt
(Stammlésung A). Als Stammldsung B wurde eine 0,1 M Natriumcitrat-Lésung
hergestellt. Hierzu wurden 29,41 g Natriumcitrat-Dihydrat (CeHsNazO7; x 2H,0)
auf 1000 ml Aqua dest. aufgefillt.

18 ml der Stammlésung A wurden nun mit 82 ml der Stammlésung B vermischt
und mit 2000 ml Aqua dest. aufgefillt, um die notwendigen 10 mM Zitratpuffer

zu erreichen. Anschliel3end wurde der pH-Wert auf 6,0 eingestellt.

5.2 Immunhistochemisches Farbeprotokoll

Die aus dem gekuhlten TMA-Block gewonnenen Schnitte (erstellt mit einem
Rotationsmikrotom mit der Seriennummer 6288, Typ-Nr. HM 360) wurden in
warmem Wasser gespreitet und hatten eine Dicke von 3 pm. Sofort im
Anschluss wurden sie auf einen beschichteten Objekttrager (,Superfrost plus®,

Menzel) aufgezogen. Anschlieiend wurden die Schnitte bei einer Temperatur
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von 56° C uber Nacht im Trockenschrank getrocknet, um ein gutes Haften der
Schnitte auf dem Objekttrager zu gewahrleisten.

Die Entparaffinierung der Schnitte wurde in folgenden Schritten durchgefihrt:

1. Abkihlung der Schnitte auf Raumtemperatur
2. 2 x 10 Minuten in Xylol entparaffinieren

3. 2 x 5 Minuten in 99%igem Alkohol inkubieren
4.1 x 5 Minuten in 96%igem Alkohol inkubieren
5. 1 x 5 Minuten in 80%igem Alkohol inkubieren
6. 1 x 5 Minuten in 70%igem Alkohol inkubieren

7. Zweimalige Spulung der Schnitte mit Aqua dest. zur Rehydratisierung

Es folgte eine Vorbehandlung der Schnitte mittels Hitze, um eine eventuelle
Demaskierung der Antigene durch die Paraffineinbettung und die Formalin-
fixierung zu entfernen. Hierbei wurden die Schnittpraparate in mit 10 mM
Zitratpuffer geflllte Kivetten gegeben, welche dann in einem Steamer
(Dampfgarer der Firma Braun) 30 Minuten lang auf 100° C erhitzt und danach
mit kaltem Leitungswasser abgekuhlt wurden.

Die Farbung der Schnitte erfolgte mit der Labelled-Strept-Avidin-Biotin-Methode
(LSAB) im DAKO Autostainer-Gerat (Code S 3400). Die LSAB-Methode basiert
auf der Bindung von Biotin mit Avidin. Biotin bindet hierbei an den mit dem
Antigen verbundenen Antikorper. An diesen Komplex bindet wiederum das mit
alkalischer Phosphatase markierte Streptavidin, welches durch die Zugabe von
Chromogen Red zu einer Rotfarbung des Komplexes fuhrt.

Die LSAB-Methode ist folglich ein dreistufiges Verfahren. In einem ersten
Schritt wurden die Schnitte mit dem optimal verdinnten primaren Antikorper (s.
Tab.4) inkubiert. Der zweite Schritt beinhaltete die Inkubation mit DAKO
REAL™ Biotinylated Secondary Antibodies (AB2) und der dritte die Inkubation
mit DAKO REAL™ Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP). AnschlieRend
erfolgte die Visualisierung dieses Komplexes durch Zugabe der Substrat-
Arbeitsldsung mit dem in dieser Lsung befindlichen Chromogen Red-Anteil.
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Der DAKO-Autostainer wurde im ersten Schritt auf die Anzahl der zu
untersuchenden Objekttrager und die Reagenzien mit Inkubationszeiten in den
Protokollvorlagen programmiert. Bevor die Schnitte im Autostainer mit den
verduinnten priméaren Antikérpern inkubiert wurden, wurden sie fur 5 Minuten mit
DAKO Cytomation Wash Buffer angefeuchtet. Es folgte die Positionierung der
Objekttrager nach dem programmierten Objekttrageranordnungsplan in dem
Autostainer und die Inkubation mit den jeweiligen Primé&rantikérpern fir 25
Minuten.

Die Inkubation mit Biotin-Antikorper erfolgte nach Spulung der Schnitte mit
Waschpuffer in einem zweiten Schritt fur 20 Minuten. Ebenso wurden die
Schnitte in einem dritten Schritt fir 20 Minuten inkubiert, nachdem das mit
alkalischer Phosphatase markierte Streptavidin hinzu gegeben wurde.

Nach grundlicher Spulung mit Waschpuffer erfolgte die Farbung des Komplexes
durch Zugabe der Enzym-Substrat-Chromogen-Losung und zweimalige Inku-
bation im Autostainer fir 8 Minuten. Die Kerngegenfarbung erfolgte mit
Hamatoxylin-Eosin fir 3 Minuten und Blauvorgang unter flieBendem Wasser fur
5 Minuten. Die abschlieRende Konservierung der Schnitte umfasste folgende
Schritte:

- Spulung mit Aqua dest.

- Entwasserung der Schnitte mit der aufsteigenden Alkoholreihe (1 x 70%, 1 X
80%, 1 x 96%, 1 x 99%)

- Spulung mit Xylol

- und anschliel3ende direkte Eindeckung der Schnitte aus dem Xylol heraus mit
Vitro-Clud™ (Fa.: R. Langenbrinck, Teningen, Deutschland).

- Abdecken des Gewebes mit einem Deckglas zum Schutz vor aufl3eren

Einflussen und anschlieRender Trocknung bei Raumtemperatur.
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5.3 Lichtmikroskopische Analyse

Es wurden fir die lichtmikroskopische Auswertung nur membranstandige
Reaktionen mit in die Auswertung genommen. Die Auswertung erfolgte semi-
quantitativ nach den Bewertungskriterien von Korsching (Korsching et al.,
2002). Die semi-quantitative Auswertung der Kandidatenmarker erfolgte
unabhangig durch Prof. Dr. H. Blrger, Facharzt fir Pathologie des Gerhardt-
Domagk-Instituts fur Pathologie der Universitatsklinik Mudnster und Dr. J.
Packeisen, Facharzt fur Pathologie des Instituts fur Pathologie des Klinikums
Osnabruck.

Die Expression von ER und PR wurde binér gewertet (positiv. mindestens 10%
des Zellkerns positiv). Ebenso binar gewertet wurde die Expression von CK 1,
CK 5/6, CK 8/18, CK 10, CK 14, CK 19, SMA, EGFR, CD10, p63 (jede
Zellkern-Reaktion ist positiv) und Vimentin .

Die Bewertung von Ki-67 (MIB-1) erfolgte nach folgendem Schema:
- 0 = Farbungen in unter 2% der Zellkerne

- 1 = Farbung in 2-10% der Zellkerne

- 2 = Farbung in 11-25% der Zellkerne

- 3 = Farbung in mehr als 25% der Zellkerne

Ahnlich wurde die Bewertung von p53 und c-erbB2 (DAKO Score)
vorgenommen:

- 0 = Keine Farbung

- 1 =1-25% der Zellkerne sind angefarbt

- 2 = 26-50% der Zellkerne sind angefarbt

- 3 = mehr als 50% der Zellkerne sind angefarbt
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5.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter zu Hilfenahme des
elektronischen Statistikprogramms SPSS fur Windows, Release 12.0, der Firma
SPSS Inc. Die statistischen Zusammenhénge der Daten sind mittels der
Korrelationsanalyse nach Pearson untersucht worden. P-Werte <0.05 wurden

als signifikant angenommen.
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6 Ergebnisse

In einem ersten statistischen Auswertungsschritt wurden die gesamten Falle auf
ihre Auswertungsmoglichkeit hin Gberprift. Insgesamt waren 272 der 366
Tumoren auswertbar fir die Expression von Vimentin. Die restlichen 94 Falle
konnten nicht im Hinblick auf die Expression von Vimentin ausgewertet werden,
da entweder kein Tumor in den tieferen Anteilen der TMA-Spots zu erkennen
war oder durch die immunhistologische Aufbereitung der Falle der Tumor-Spot
verloren ging. Von den auswertbaren 272 Fallen waren 21 (= 7,7%) Vimentin-
positiv (Tab.13).

6.1 Haufigkeit der Expression der untersuchten Mark  er

6.1.1 Progesteron
PR
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Giltig 0 218 59,6 66,1 66,1

1 112 30,6 33,9 100,0

Gesamt | 330 90,2 100,0
Fehlend System 36 9,8
Gesamt 366 100,0

Tab. 5: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von Progesteron

33,9% der auswertbaren Falle zeigten eine positive Reaktion auf die Expression
von Progesteron an, bei folglich 112 der 330 auswertbaren Proben waren mehr
als 10% des Zellkerns angefarbt.

Nicht auswertbar im Hinblick auf die Gesamtfélle waren 36 Proben, was einem

Prozentsatz von 9,8% entspricht.
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6.1.2 Ostrogen
ER
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Gultig 0 176 48,1 53,2 53,2

1 155 42,3 46,8 100,0

Gesamt | 331 90,4 100,0
Fehlend System 35 9,6
Gesamt 366 100,0

Tab. 6: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von Ostrogen

Tabelle 6 zeigt die absolute und relative Haufigkeit der Expression von
Ostrogen. Insgesamt lagen 331 auswertbare Falle vor, was einem Prozentsatz
von 90,4% entspricht. Hiervon waren 46,8% der Falle positiv auf Ostrogen.

9,6% der Gesamtfalle konnten nicht ausgewertet werden.

6.1.3 CK1
CK1
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Giltig 0 244 66,7 90,0 90,0
1 27 7,4 10,0 100,0
Gesamt 271 74,0 100,0
Fehlend  System 95 26,0
Gesamt 366 100,0

Tab. 7: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK 1

Von 366 Gesamtfallen waren 271 Falle (74,0%) auf die Expression von CK 1
untersuchbar. Hierbei zeigte sich, dass in 10,0% der Falle (27 von 271
auswertbaren Proben reagierten positiv auf CK 1) eine Expression von CK 1

nachweisbar war. Nicht auswertbar waren 95 Falle (26,0%).
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6.1.4 CK5/6

CK 5/6
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Giltig 0 278 76,0 90,6 90,6

1 29 7,9 9,4 100,0

Gesamt 307 83,9 100,0
Fehlend System 59 16,1
Gesamt 366 100,0

Tab.8: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK 5/6

In 9,4% der auswertbaren Falle war eine Expression von CK 5/6 nachweisbar.
Als positiv wurde jede nachweisbare Zellkernreaktion gewertet. Die Gesamtzahl
an auswertbaren Fallen lag bei 307 (83,9%), nicht verwertbar waren 59 Falle
(16.1%)).

6.1.5 CK®8/18
CK 8/18
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Gultig 0 120 32,8 42,4 42,4
1 163 44,5 57,6 100,0
Gesamt | 283 77,3 100,0
Fehlend System 83 22,7
Gesamt 366 100,0

Tab.9: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK 8/18

Tabelle 9 zeigt die absolute und relative Haufigkeit der Expression von CK 8/18.
Insgesamt lagen 283 auswertbare Falle vor, was einem Prozentsatz von 77,3%
entspricht. Hiervon waren 57,6% der Falle positiv auf CK 8/18. 22,7% der

Gesamtfalle konnten nicht ausgewertet werden (83 Falle).
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6.1.6 CK10

Ck 10
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Giltig 0 258 70,5 92,1 92,1

1 22 6,0 7,9 100,0

Gesamt 280 76,5 100,0
Fehlend System 86 23,5
Gesamt 366 100,0

Tab.10: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK 10

7,9% der untersuchten auswertbaren Falle zeigten eine positive Reaktion auf
die Expression von CK 10 an, bei folglich 22 der 280 auswertbaren Proben
reagierte der Zellkern positiv.

Nicht auswertbar im Hinblick auf die Gesamtfélle waren 86 Proben, was einem

Prozentsatz von 23,5% entspricht.

6.1.7 CK19
CK 19
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Gltig 0 19 5,2 6,7 6,7
1 263 71,9 93,3 100,0
Gesamt | 282 77,0 100,0
Fehlend System 84 23,0
Gesamt 366 100,0

Tab.11: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK 19

Von 366 Gesamtfallen waren 282 Falle (77,0%) auf die Expression von CK 19
untersuchbar. Hierbei zeigte sich, dass in 93,3% der Falle (263 von 282
auswertbaren Proben reagierten positiv auf CK 19) eine Expression von CK 19

nachweisbar war. Nicht auswertbar waren 84 Falle (23,0%).
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6.1.8 CK14

CK 14
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Giltig 0 259 70,8 87,8 87,8

1 36 9,8 12,2 100,0

Gesamt 295 80,6 100,0
Fehlend System 71 19,4
Gesamt 366 100,0

Tab.12: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK 14

In 9,8% der auswertbaren Félle war eine Expression von CK 14 nachweisbar.
Als positiv wurde jede nachweisbare Zellkernreaktion gewertet. Die Gesamtzahl
an auswertbaren Fallen lag bei 295 (80,6%), nicht auswertbar waren 71 Falle
(19,4%).

6.1.9 Vimentin

Vimentin
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Gultig 0 251 68,6 92,3 92,3

1 21 5,7 7,7 100,0

Gesamt | 272 74,3 100,0
Fehlend System 94 25,7
Gesamt 366 100,0

Tab.13: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von Vimentin

Tabelle 13 zeigt die absolute und relative Haufigkeit der Expression von
Vimentin. Insgesamt lagen 272 auswertbare Félle vor, was einem Prozentsatz
von 74,3% entspricht. Hiervon waren 7,7% der auswertbaren Falle positiv fur

Vimentin. 25,7% der Gesamtfalle konnten nicht ausgewertet werden (94 Félle).
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6.1.10 SMA

SMA
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Gltig 0 305 83,3 98,7 98,7

1 4 1,1 1,3 100,0

Gesamt 309 84,4 100,0
Fehlend System 57 15,6
Gesamt 366 100,0

Tab.14: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von SMA

1,3% der untersuchten auswertbaren Falle zeigten eine Reaktion auf die
Expression von SMA an. Nicht auswertbar im Hinblick auf die Gesamtfélle

waren 57 Proben, was einem Prozentsatz von 15,6% entspricht.

6.1.11 EGFR
EGFR
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Guiltig 0 256 69,9 88,3 88,3

1 34 9,3 11,7 100,0

Gesamt 290 79,2 100,0
Fehlend System 76 20,8
Gesamt 366 100,0

Tab.15: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von EGFR

Von 366 Gesamtfallen waren 290 Félle (79,2%) auf die Expression von EGFR
untersuchbar. Hierbei zeigte sich, dass in 9,3% der Falle (34 von 290
auswertbaren Proben reagierten positiv auf EGFR) eine Expression von EGFR

nachweisbar war. Nicht auswertbar waren 76 Falle (20,8%)
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6.1.12 p63

p63
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Giltig 0 300 82,0 97,1 97,1

1 9 2,5 2,9 100,0

Gesamt 309 84,4 100,0
Fehlend System 57 15,6
Gesamt 366 100,0

Tab.16: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von p63

Als positiv wurde jede nachweisbare Zellkernreaktion gewertet. In 2,5% der
auswertbaren Falle war eine Expression von p63 nachweisbar. Die Gesamtzahl

an auswertbaren Féllen lag bei 309 (84,4%), nicht auswertbar waren 57 Falle

(15,6%).

6.1.13 CD10
CD10
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Gultig 0 330 90,2 98,5 98,5

1 5 1,4 15 100,0

Gesamt 335 91,5 100,0
Fehlend System 31 8,5
Gesamt 366 100,0

Tab.17: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CD10

Insgesamt lagen 335 auswertbare Falle vor, was einem Prozentsatz von 91,5%
entspricht. Hiervon waren 1,4% der auswertbaren Falle positiv auf CD10. 8,5%

der Gesamtfalle konnten nicht ausgewertet werden (31 Falle).
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6.1.14 p53

p53
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Guiltig 0 227 62,0 72,5 72,5

1 33 9,0 10,5 83,1

2 14 3,8 45 87,5

3 39 10,7 12,5 100,0

Gesamt | 313 85,5 100,0
Fehlend System 53 14,5
Gesamt 366 100,0

Tab.18: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von p53

Insgesamt konnten 313 Falle (85,5%) auf die Expression von p53 untersucht
werden. Eine positive Reaktion (s. auch S. 34) ergab sich in 27,5% (IHC-Score
= 1+2+3) der Biopsien. Bei 12,5% der auswertbaren Falle umfasste die
Farbung mehr als 50% der Zellen (IHC-Score = 3). Bei 15% der auswertbaren
Biopsien waren weniger als 50% der Zellen angefarbt (IHC-Score = 1 und 2).

Nicht auswertbar waren 53 Proben (14,5%).

6.1.15 Ki-67 (Mib-1)

Mib-1
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Gultig 0 117 32,0 36,3 36,3

1 103 28,1 32,0 68,3

2 82 22,4 25,5 93,8

3 20 55 6,2 100,0

Gesamt | 322 88,0 100,0
Fehlend System 44 12,0
Gesamt 366 100,0

Tab.19: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von Mib-1

In 63,7% (IHC-Score = 1+2+3) der auswertbaren Félle war eine Expression von

Mib-1 nachweisbar. Die Farbung umfasste bei 6,2% aller Tumoren mehr als
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25% (IHC-Score = 3). 57,5% der auswertbaren Proben zeigten eine Farbung in
weniger als 25% der Tumorzellen (IHC-Score = 1 und 2).
Nicht auswertbar waren 44 der insgesamt 366 Falle, was einem prozentualen

Anteil von 12,0% entspricht.

6.1.16 c-erbB2

c-erbB2
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente

Giiltig 0 191 52,2 63,5 63,5

1 64 17,5 21,3 84,7

2 22 6,0 7,3 92,0

3 24 6,6 8,0 100,0

Gesamt 301 82,2 100,0
Fehlend System 65 17,8
Gesamt 366 100,0

Tab.20: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von c-erbB2

Insgesamt konnten 301 auswertbare Falle (82,2%) auf die Expression von c-
erbB2 untersucht werden. Eine positive Reaktion ergab sich in 36,6% der
auswertbaren Biopsien (IHC-Score = 1+2+3). Bei 8,0% der Biopsien umfasste
die Farbung mehr als 50% der Zellen (IHC-Score = 3). Bei 28,6% der Biopsien
waren weniger als 50% der Zellen angefarbt (IHC-Score = 1 und 2). Nicht

auswertbar waren 65 Proben (17,8%).
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6.2 Coexpression von Vimentin mit anderen untersuch ten Tumormakern

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber die Coexpression zwischen
Vimentin und den weiteren untersuchten Tumormakern. Tabelle 21 gibt hierbei
einen Uberblick Gber die auswertbaren und nicht auswertbaren verarbeiteten
Falle in Bezug zu Vimentin. Um die 4-fach bewerteten Tumormaker mit in diese
Statistik einflie3en lassen zu kénnen, wurden sie fur die statistische Auswertung
in ein bindres System umgewandelt. Die Werte 0 und 1 wurden zu O
zusammengefasst (keine oder nur sehr geringe Reaktion), die Werte 2 und 3 zu
1 (positive Reaktion auf den Marker). Dies betraf die Tumormarker Mib-1, p53
und c-erbB2.

In dieser Kreuzauswertung der angewandten Tumormarker mit Vimentin ist
sehr gut erkennbar, dass ein hoher Prozentsatz an auswertbaren Féallen bei

allen untersuchten Markern vorhanden ist.

Verarbeitete Falle

Falle

Auswertbar Nicht auswertbar Gesamt

N Prozent N Prozent N Prozent
PR * Vimentin 261 71,3% 105 28,7% 366 100,0%
ER * Vimentin 263 71,9% 103 28,1% 366 100,0%
CK 1 * Vimentin 252 68,9% 114 31,1% 366 100,0%
CK 5/6 * Vimentin | 241 65,8% 125 34,2% 366 100,0%
CK 8/18 * Vimentin | 247 67,5% 119 32,5% 366 100,0%
Ck 10 * Vimentin 251 68,6% 115 31,4% 366 100,0%
CK 19 * Vimentin 255 69,7% 111 30,3% 366 100,0%
CK 14 * Vimentin 257 70,2% 109 29,8% 366 100,0%
SMA * Vimentin 253 69,1% 113 30,9% 366 100,0%
EGFR * Vimentin 243 66,4% 123 33,6% 366 100,0%
p63 * Vimentin 253 69,1% 113 30,9% 366 100,0%
p53 * Vimentin 247 67,5% 119 32,5% 366 100,0%
Mib-1 * Vimentin 258 70,5% 108 29,5% 366 100,0%
CD10 * Vimentin 255 69,7% 111 30,3% 366 100,0%
c-erbB2 * Vimentin | 242 66,1% 124 33,9% 366 100,0%

Tab.21: Verarbeitete Falle mit auswertbaren Prozentzahlen und nicht auswertbaren Fallen in

Bezug zu Vimentin

45



6.2.1

PR * Vimentin Coexpression

Coexpression von Vimentin und Progesteron

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
PR 148 18 166
93 2 95
Gesamt 241 20 261

Tab.22: Coexpression von Vimentin und Progesteron

Positiv sowohl auf Vimentin als auch auf Progesteron waren 2 von 20
untersuchten Vimentin-positiven Tumoren. Insgesamt 93 Biopsien waren

Vimentin-negativ, dafir aber Progesteron-positiv.

6.2.2 Coexpression von Vimentin und Ostrogen

ER * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
ER 115 19 134
127 2 129
Gesamt 242 21 263

Tab.23: Coexpression von Vimentin und Ostrogen

Von 21 Vimentin-positiven Tumoren konnte in 2 dieser 21 Tumoren auch die
Coexpression von Ostrogen nachgewiesen werden. 127 Tumoren waren

Ostrogen-positiv, aber Vimentin negativ.
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6.2.3 Coexpression von Vimentin und CK 1

CK 1 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
CK1 0 207 20 227
1 25 0 25
Gesamt 232 20 252

Tab.24: Coexpression von Vimentin und CK 1

In keinem der untersuchten Falle konnte eine Coexpression von Vimentin und
CK 1 festgestellt werden. Insgesamt wurden in 232 Vimentin-negativen Féllen

25 CK 1-positive Biopsien gefunden.

6.2.4 Coexpression von Vimentin und CK 5/6

CK 5/6 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
CK 5/6 0 207 12 219
1 15 7 22
Gesamt 222 19 241

Tab.25: Coexpression von Vimentin und CK 5/6

Bei der Auswertung der Coexpression von Vimentin mit CK 5/6 zeigte sich,
dass in 7 Vimentin-positiven Fallen auch CK 5/6 nachgewiesen werden konnte.
In 15 Fallen konnte CK 5/6 auch in Vimentin-negativen Tumoren dargestellt

werden.
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6.2.5 Coexpression von Vimentin und CK 8/18

CK 8/18 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
CK8/18 0 86 15 101
1 140 6 146
Gesamt 226 21 247

Tab.26: Coexpression von Vimentin und CK 8/18

In 6 Fallen fanden sich sowohl Vimentin- als auch CK 8/18-positive Tumoren.
Bei 226 Vimentin-negativen Tumoren konnte in 140 Fallen ein CK 8/18-positiver

Nachweis erbracht werden.

6.2.6 Coexpression von Vimentin und CK 10

Ck 10 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
Ck 10 0 213 17 230
1 19 2 21
Gesamt 232 19 251

Tab.27: Coexpression von Vimentin und CK 10

Von 19 Vimentin-positiven Tumoren konnte in 2 dieser 19 Tumoren auch die
Coexpression von CK 10 nachgewiesen werden. 19 Tumoren waren CK 10-

positiv, aber Vimentin negativ.
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6.2.7 Coexpression von Vimentin und CK 19
CK 19 * Vimentin Coexpression
Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
CK 19 0 12 4 16
1 224 15 239
Gesamt 236 19 255

Tab.28: Coexpression von Vimentin und CK 19

Bei der Auswertung der Coexpression von Vimentin mit CK 19 zeigte sich, dass
in 15 Vimentin-positiven Fallen auch CK 19 nachgewiesen werden konnte. In
224 Fallen konnte CK 19 auch in Vimentin-negativen Tumoren dargestellt

werden.

6.2.8 Coexpression von Vimentin und CK 14

CK 14 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
CK 14 0 206 17 223
1 31 3 34
Gesamt 237 20 257

Tab.29: Coexpression von Vimentin und CK 14

Positiv sowoh! auf Vimentin als auch auf CK 14 waren 3 von 20 untersuchten

Vimentin-positiven Tumoren. Insgesamt 31 Biopsien waren Vimentin-negativ,

dafur aber CK 14-positiv.
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6.2.9 Coexpression von Vimentin und SMA
SMA * Vimentin Coexpression
Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
SMA 0 233 17 250
1 0 3 3
Gesamt 233 20 253

Tab.30: Coexpression von Vimentin und SMA

In 3 Fallen fanden sich sowohl Vimentin- als auch SMA-positive Tumoren. Bei
233 Vimentin-negativen Tumoren konnte auch kein SMA-positiver Nachweis

erbracht werden.

6.2.10 Coexpression von Vimentin und EGFR

EGFR * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
EGFR 0 200 13 213
1 24 6 30
Gesamt 224 19 243

Tab.31: Coexpression von Vimentin und EGFR

Von 19 Vimentin-positiven Tumoren konnte in 6 dieser 19 Tumoren auch die

Coexpression von EGFR nachgewiesen werden. 24 Tumoren waren EGFR-

positiv, aber Vimentin negativ.
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6.2.11 Coexpression von Vimentin und p63

p63 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
p63 227 19 246
6 1 7
Gesamt 233 20 253

Tab.32: Coexpression von Vimentin und p63

Bei der Auswertung der Coexpression von Vimentin mit p63 zeigte sich, dass in
einem Vimentin-positiven Fall auch p63 nachgewiesen werden konnte. In 6

Fallen konnte p63 auch in Vimentin-negativen Tumoren dargestellt werden.

6.2.12 Coexpression von Vimentin und p53

p53 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
p5S3 0 189 12 201
1 38 8 46
Gesamt 227 20 247

Tab.33: Coexpression von Vimentin und p53

Tabelle 33 zeigt die Coexpression von Vimentin mit p53. Positiv sowohl auf
Vimentin als auch auf p53 waren 8 von 20 untersuchten Vimentin-positiven
Tumoren. Insgesamt 38 Biopsien waren Vimentin-negativ, dafir aber p53-

positiv.

51



6.2.13 Coexpression von Vimentin und Mib-1

Mib-1 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
Mib-1 0 160 9 169
1 78 11 89
Gesamt 238 20 258

Tab.34: Coexpression von Vimentin und Mib-1

In 11 Féllen fanden sich sowohl Vimentin- als auch Mib-1-positive Tumoren. Bei
78 Vimentin-negativen Tumoren konnte ein Mib-1-positiver Nachweis erbracht

werden.

6.2.14 Coexpression von Vimentin und CD10

CD10 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
CD10 0 235 17 252
1 1 2 3
Gesamt 236 19 255

Tab.35: Coexpression von Vimentin und CD10

Bei der Auswertung der Coexpression von Vimentin mit CD10 zeigte sich, dass
in 2 Vimentin-positiven Fallen auch CD10 nachgewiesen werden konnte. In
einem Fall konnte CD10 auch in Vimentin-negativen Tumoren dargestellt

werden.
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6.2.15 Coexpression von Vimentin und c-erbB2

c-erbB2 * Vimentin Coexpression

Anzahl
Vimentin
0 1 Gesamt
c-erbB2 0 180 18 198
1 43 1 44
Gesamt 223 19 242

Tab.36: Coexpression von Vimentin und c-erbB2

Von 19 Vimentin-positiven Tumoren konnte in einem dieser 19 Tumoren auch
die Coexpression von c-erbB2 nachgewiesen werden. 43 Tumoren waren c-

erbB2-positiv, aber Vimentin negativ.
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6.3 Kaorrelationen

Auch die Korrelationen der untersuchten Marker zu Vimentin wurden mit dem
statistischen Programm SPSS fir Windows, Release 12.0, der Firma SPSS Inc.
durchgefuhrt. Hierbei konnte aufgezeigt werden, dass die Vimentin-Expression
nicht nur positiv mit dem Tumorgrad korreliert (p < 0,01), sondern auch mit der
Expression von SMA (p < 0,0001), p53 (p < 0,05), EGFR (p <0,01), CK5/6 (p <
0,01), CD10 (p < 0,01) und Mib-1 (p < 0,05). Eine negative Korrelation konnte
fur die Expression von CK 8/18 (p < 0,0001), Ostrogen (p < 0,001), PR (p <
0,05) und CK 19 (p < 0,01) gezeigt werden. Die Coexpression von p63 und
Vimentin konnte in nur einem Fall dargestellt werden (s. Tabelle 32).

Alle anderen untersuchten Marker (CK 14, CK 1, CK 10, p63, c-erbB2) zeigten
keine signifikante Korrelation zu Vimentin (s. auch Tabelle 37).

Binar gewertete Vimentin Vimentin Anzahl N der
Marker Korrelation nach 2-seitige ausgewerteten
Pearson Signifikanz Falle

SMA 0,374" 0,0001 253

CD10 0,246~ 0,01 255

CK 5/6 0,281" 0,01 241

CK 14 0,015 0,809 257

CK1 -0,097™ 0,123 252

CK 10 0,022 0,725 251

CK 8/18 -0,189" 0,003 247

CK 19 -0,173 0,006 255

ER -0,233 0,001 263

PR -0,158 0,05 261

P63 0,040 0,528 253

EGFR 0,170" 0,008 243

Marker mit einer
4-fach-Wertung

Mib-1 0,125 0,045 258
c-erbB2 -o,ogg*** 0,129 242
p53 0,163 0,013 247

Tab. 37: Korrelationen nach Pearson

" Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant
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" Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant

™ Die Korrelation ist nicht signifikant

' Es liegt eine negative Korrelation vor

6.4 Zytogenetische Ergebnisse

Vimentin-positive Félle zeigten im Durchschnitt wesentlich mehr zytogenetische
Alterationen verglichen mit Vimentin-negativen Fallen: 13,0 bei Vimentin-
positiven Fallen entgegen 7,8 bei Vimentin-negativen Féllen; p < 0,05. Alle
zytogenetischen Alterationen wurden in wesentliche hdherer Anzahl in
Vimentin-positiven Fallen angetroffen. Eine Ausnhahme bildete jedoch der
Verlust von Chromosom 16q. Hier konnte ein signifikant hoherer Verlust des
Chromosoms 16q in Vimentin-negativen Fallen festgestellt werden als in
Vimentin positiven Fallen (55% in Vimentin-negativen Fallen entgegen 14% in

Vimentin-positiven Féllen; p < 0,05).
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Abb. 3: Beispiele von Vimentin-Expression beim invasiven Mammakarzinom. Homogene
Anfarbung von fast allen Tumorzellen in der invasiven Tumorkomponente (x40). Das Grad 3
invasive duktale Karzinom zeigt eine starke, membrangebundene Uberexpression von
Vimentin, EGFR und p 53.
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a)

b)

f)

Duktale Carcinoma in Situ-Komponente des gleichen Tumors. Der Grof3teil der
intraduktalen Tumorzellen zeigt eine Reaktion fur Vimentin-Expression und CD10 (x40).
Beispiel fur ein duktales Carcinoma in Situ mit homogener Expression von Vimentin
(x20).

Beispiel fur ein invasives duktales Grad 2-Karzinom mit homogener Expression von
Vimentin (x20).

Gering-mittelgradiges duktales Carcinoma in Situ bei demselben Patienten. Man
erkennt die komplette Anfarbung von allen intraduktalen Zellen fir Vimentin (x20).
Invasives Grad 3-Karzinom mit starker, gleichmafiger Expression von Vimentin und
EGFR (x40).

Grad 3-Karzinom mit zentraler Nekrose (x10), starke Expression von EGFR und p53 in

allen Tumorzellen (x40).

57



7 Diskussion

Das invasive Mammakarzinom ist auch heute noch eine der haufigsten
toédlichen Erkrankungen bei der Frau. Aus diesem Grund ist es besonders
wichtig, eine schnelle Diagnose der malignen Erkrankung zu stellen und auf
Grundlage dieser ein suffizientes Therapiekonzept zu erarbeiten. Die heutigen
Methoden bei der Diagnostik des Mammakarzinoms erstrecken sich auf die
klinische Inspektion (z.B. Palpation), bildgebende Verfahren (z.B. Sonographie,
Mammographie, Galaktographie, Magnetresonanztomographie, Positronen-
emissionstomographie und Knochenszintigramm) und pathohistologische
Untersuchungen von aus Probeexzisionen gewonnenen Tumorproben. Durch
all diese Verfahren kann in der Regel jedoch meistens nur eine Aussage Uber
Art und eventuell GroR3e des Tumors gemacht werden, allerdings kaum Uber die
Prognose, Aggressivitat oder Progression des untersuchten Tumors. Ziel der
Forschung auf Ebene der Molekularbiologie und der Immunhistopathologie ist
es somit seit vielen Jahren, zu eben diesen oben angefuhrten Faktoren eine
prazisere Aussage machen zu kdénnen. Trotz erheblicher Fortschritte auf diesen
Gebieten und mittlerweile zur Standarddiagnostik gehdrenden immun-
histologischen Untersuchungen wie die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus
fur Ostrogen und Progesteron oder die Bestimmung des Her2/neu-Rezeptors,
um nur einige wichtige Verfahren zu nennen, bleiben weiterhin viele Fragen zu
den Themen Progression, Aggressivitat und Prognose unbeantwortet. Auch die
mittlerweile immer mehr erforschte Bandbreite an unterschiedlichen Tumorarten
beim Mammakarzinom (die WHO unterscheidet mittlerweile 22 invasive
Tumorformen und 3 nicht-invasive Tumorformen beim Mammakarzinom) gibt
keine genaue Mdoglichkeit zur Bestimmung der Progression und Aggressivitat
einzelner Tumoren, da sich viele Tumoren entgegen bisher festgestellter
biologischer Ablaufe entwickeln und immer neue Untergruppen der bereits
bekannten Tumorarten erforscht werden.

Auch die Entstehungswege vieler Mammakarzinome sind bis zum heutigen
Tage noch unerforscht. Als ein wichtiger Ansatzpunkt einer zukinftigen

frihzeitigen Diagnose und somit rechtzeitigen suffizienten Therapie eines
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Karzinoms ist somit das Verstandnis und die Erforschung der Tumorentstehung
zu sehen.

So stellt sich auch bei der Entstehung Vimentin-positiver invasiver
Mammakarzinome die Frage nach der Herkunft und Entwicklung dieser
Vimentin-exprimierenden Karzinome. Einige Autoren beschreiben die
Entwicklung der Expression von Vimentin in invasiven Mammakarzinomen als
das Ergebnis einer epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) im Endstadium
eines immer undifferenzierter werdenden Tumors, andere Autoren sehen aber
auch eine mdogliche direkte Herkunft der Vimentin-Expression aus einer
myoepithelialen Histogenese des Karzinoms [65]. Aber auch die Mdglichkeit
einer Entstehung dieser Karzinomform aus Progenitorzellen sollte nicht aul3er
Acht gelassen werden.

Um die Herkunft des Vimentins in invasiven Mammakarzinomen genauer zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit aus 366 ausgewahlten
Mammabiopsien aus dem Archiv des Gerhard-Domagk-Institutes fiir Pathologie
der Universitat Minster ein Tissue Microarray angelegt. In diesen TMA’s kann
jedoch immer nur ein winzig kleiner Ausschnitt aus den betreffenden Tumoren
untersucht werden (s. auch Kapitel 5: Material und Methode). Da aber viele
Tumore eine heterogene Morphologie aufweisen stellt sich die Frage, ob die
Validitdt des Verfahrens als ausreichend betrachtet werden kann, oder gar ein
Spotdurchmesser von 0,6 mm als zu klein anzusehen ist [17,42]?

In der Literatur findet man zahlreiche Aussagen und Untersuchungen zu diesem
Thema.

Die Forschungen von Moch et al., welche konventionelle Gewebeanalysen des
Mammakarzinoms mit aus diesen Geweben gewonnenen Microarrayanalysen
verglichen, konnten nachweisen, dass die auf Microarray-Basis gewonnenen
Ergebnisse sich nicht signifikant von den konventionell gewonnenen
Ergebnissen unterscheiden [44,52].

Schraml et al. zeigten in ihren Untersuchungen in einer Multitumor-Microarray-
Studie, dass man 92% der bekannten Gen-Verdnderungen nachweisen kann,
wenn man pro Tumorart mindestens 25 Félle untersucht [67].
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Auch Skacel et al. beschéftigten sich mit der Validitdt von TMA’s. Sie
untersuchten die Expression von ER, PR (IHC) und die Her-2/neu Amplifikation
(FISH) im Mammakarzinom mittels der Microarraytechnik und auf
konventionelle Art und Weise. Die Ergebnisse bezilglich des ER- und PR-
Status und der Her-2/neu-Amplifikation deckten sich zu 100 %. Beim Vergleich
der Prozentsatze an ER- und PR-positiven Zellen wichen die am TMA
gewonnenen Werte in 90% der Proben nur um 10-20 % von den an den
groBen Gewebeproben gewonnenen Werten ab [68]. Ahnliche Ergebnisse
zeigten weitere Studien zur Validitat von TMA's, welche sich ebenfalls mit der
Untersuchung von ER, PR und HER-2/neu Onkoproteinen beschéftigten. Die
Konkordanz lag zwischen 90-95 % [20,37,77].

Auch Kononen et al. kamen mit ihren Untersuchungen von Her-2/neu-, c-myc-,
cyclin-D1- und 17g23-Amplifikationshaufigkeiten in Brusttumoren mittels TMA
zu den gleichen Ergebnissen wie die bisherige Literatur [47].

Ebenso konnten Sallinen et al. mit ihren Ergebnissen zur Haufigkeit von p53 in
Gliomen mittels TMA-Analyse und herkdmmlicher Analyse keinen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Untersuchungsformen finden [64].

Selbiges Ergebnis zeigten auch Mucci et al. mit ihren Untersuchungen von
Prostatatumoren mittels TMA und anhand grof3er Gewebeproben. Es fanden
sich 100% Ubereinstimmung zwischen beiden Verfahren [56].

Durch den Gewebedurchmesser und das Arraydesign kommt es natirlich zu
Beeinflussungen der Validitdt von Tissue Microarrays. Dies gilt insbesondere
bei der Erfassung von sehr heterogenem Tumorgewebe. Um eine
reprasentative Erfassung des Gewebes zu gewahrleisten kénnen zwei
Strategien verfolgt werden: zum einen kann durch eine Vergrél3erung des
Biopsiendurchmessers versucht werden, die Représentativitdt zu erhdhen.
Andererseits kann aber auch die Anzahl der Biopsien aus einem Gewebeblock
erhoht werden, um so ein aussagekréftiges Ergebnis zu erhalten.

So versuchten Bubendorf et al. in ihren Forschungen mit einem
Biopsiedurchmesser von 3 mm zu beginnen [18]. Skacel et al. [68] reduzierten
in ihren Studien den Durchmesser der Biopsien auf 1,5 mm und verglichen

diese Biopsien mit einem zweiten TMA-Versuch, bei dem der Spotdurchmesser

60



nur noch 0,6 mm betrug. In der gesamten Studie wurden 25 Mammakarzinome
auf die Expression von ER und PR sowie auf die Amplifikation von Her-2/neu
untersucht. Skacel et al. erhielten bei dieser Versuchsanordnung folgende
Ergebnisse: Bei den 50 grol3en Cores (1,5 mm) lag die Verwertungsquote bei
100 %. Von den 75 kleinen Cores (Durchmesser 0,6 mm) gingen hingegen zwei
beim Schneiden und vier beim Stanzen verloren. Die Verfugbarkeit lag somit
bei 91%. Lediglich bei einem Fall gingen jedoch alle 3 Cores verloren, so dass
von den restlichen Fallen immer noch 2 Cores erhalten werden konnten. Die
Verwertungsquote lag somit bei den kleinen Cores bei 96% [68].

Bei der Auswertung der beiden unterschiedlichen TMA’s konnten Skacel et al.
dann im Ergebnis eine 100%ige Ubereinstimmung der Befunde aufzeigen.
Sowohl die Expression von ER und PR als auch die Amplifikation von Her-
2/neu stimmten im Ergebnis auf beiden TMA’s Uberein. Somit konnte gezeigt
werden, dass ein Biopsiedurchmesser von 0,6 mm adaquat die Expression und
Amplifikation der untersuchten Marker widerspiegelt. Jedoch ist die Gefahr
eines Coreverlustes etwas hoher bei Biopsien mit kleinem Durchmesser als bei
Biopsien mit grof3erem Durchmesser [68].

Im Allgemeinen herrscht heutzutage die Meinung vor, dass der Einsatz von
Tissue Microarrays sehr gut dazu geeignet ist, insbesondere grof3e Stiickzahlen
von Gewebe auf das Vorhandensein von Markern zu untersuchen. Sind
einzelne Marker nach diesem Screening als bedeutsam herauszustellen, kann
man diese mit der konventionellen Analyse weiter untersuchen [18,44,52,68].

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte hat sich herausgestellt, dass die
Brustkrebsentwicklung Uber multiple Entwicklungswege vonstatten geht. Die
Entwicklung eines invasiven Mammakarzinoms mit seinen vorherrschend
exprimierten Markern und Alterationen zeigt, dass die Entstehung dieses
Tumors nur auf multiplen Wegen geschehen kann und nicht mit einer uniquen
Vorgangerlasion fur alle invasiven Mammakarzinome erklart werden kann
[19,81]. So sollten auch Vimentin-positive Karzinome als eine eigenstandige,
unabhangige Mammakarzinom-Untergruppe angesehen werden, da die
Verteilung des Chromosom 16qg-Verlustes in Vimentin-positiven Fallen (16q
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Verluste in 14% der Falle) eine Entwicklung dieser Karzinome aus Vimentin-
negativen Fallen (16q Verluste in 55% der Falle) nicht unterstitzt.

Die Coexpression von Vimentin mit CD10, SMA und CK 5 kénnte auf eine
direkte Entstehung aus myoepithelialem Gewebe hinweisen. Rachel Kesse-Adu
et al. untersuchten 77 ER-negative und 40 ER-positive Falle auf die Expression
von SMA, CD10 und S100, welche Marker fur nicht-Ostrogen-exprimierende
myoepitheliale Zellen sind. 29% (22/77) der ER-negativen Tumoren reagierten
auf die untersuchten Marker, jedoch nur eines der ER-positiven Karzinome
(1/40 = 2,5%). Dieser signifikante Unterschied (p < 0.01) zeigt auf, dass
maoglicherweise eine kleine Gruppe an Brusttumoren existiert, welche direkt aus
myoepithelialem Gewebe entstehen kdnnten [45].

Jedoch wirft die komplette Abwesenheit von p63 innerhalb unserer
untersuchten Vimentin-positiven Falle einige Zweifel an der direkten
myoepithelialen Entstehung dieser Karzinome auf. Des Weiteren wurde in
einigen Studien und Vero6ffentlichungen bestatigt, dass weniger als 1% der
Mammakarzinome eine direkte Entstehung aus myoepithelialem bzw.
adenomyoepithelialem Gewebe aufweisen [9,75]. Vimentin-positive, duktal-
invasive Mammakarzinome konnten hingegen sowohl in anderen Versuchen als
auch in unserer Studie in einem wesentlich hoheren Prozentsatz nachgewiesen
werden. So fanden sowohl Thomas et al., welche in ihren Forschungen
Vimentin- und Keratin-exprimierende Mammakarzinome auf ihre Aggressivitat
und Metastasierungsgeschwindigkeit hin untersuchten, als auch Dandachi et al.
in ihren Studien einen deutlich hoheren Prozentsatz an Vimentin-
exprimierenden Mammatumoren [25,76].

Auch das komplette Fehlen einer Verbindung zwischen Kklassischen
myoepithelialen Tumoren und Vimentin-positiven Brustkarzinomen sowohl in
der wissenschaftlichen Literatur als auch in der vorliegenden Studie scheint
einen Ursprung dieser Karzinome aus myoepithelialem Gewebe zu wiederlegen
[73]. Im Hinblick auf die hohe Proliferationsrate der Vimentin-positiven
Mammakarzinome waren diese Tumoren die undifferenziertesten der
myoepithelialen Differenzierungslinie. Auch das Vorhandsein einer derart hohen

Proliferationsrate - von sich ansonsten unter physiologischen Gegebenheiten
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kaum teilenden myoepithelialen Zelle — in den Vimentin-positiven Tumoren
kann ohne das Vorhandensein einer Prakursor-Lasion kaum erklart werden.

Ein weiterer Erklarungsversuch der Herkunft von Vimentin in invasiven
Mammakarzinomen ist die komplette Entdifferenzierung der Karzinome im
Endstadium ihrer Entwicklung, die sogenannte epitheliale-mesenchymale
Transition (EMT). Sie geht einher mit einem hohen Invasionspotential und einer
erhohten Chemoresistenz der betreffenden Karzinome [69,70].

Der hohe Tumorgrad der Vimentin-positiven Mammakarzinome in dieser Studie
scheint diese Annahme zunachst auch zu bestatigen. Aber aus einigen
Grinden kann die Entstehung von Vimentin-Expression in diesen Tumoren
durch epithelial-mesenchymale Transition ausgeschlossen werden, auch wenn
dies ein wichtiger Aspekt in der zellbiologischen Forschung ist [7].

EMT wird als Endstadium der Entwicklung von Mammakarzinomen
angenommen und fuhrt zu einer kompletten Entdifferenzierung des invasiven
Mammakarzinoms. Ein moglicher Herkunftsort des Vimentins wéare somit die
Umwandlung von epithelialem Gewebe in mesenchymales Gewebe im
entdifferenzierten Anteil dieser Tumoren. In der wissenschaftlichen Literatur ist
die EMT wie bereits erwahnt einstimmig als das Endstadium einer tumordsen
Differenzierung anzunehmen. Allerdings lasst sich in der vorliegenden Studie
Vimentin bereits in den den invasiven Tumorkomponenten angrenzenden in-
Situ-Anteilen nachweisen, in einem Fall sogar in einem geringgradigen duktalen
Carcinoma in situ (s. auch Abb. 3c). Vimentin-Expression wird also auch in
Tumorgewebe gefunden, welches noch nicht in das Stadium der epithelialen-
mesenchymalen Transition eingetreten ist.

Auch eine morphologisch offensichtliche mesenchymale Komponente, wie sie
bei entdifferenzierten Mammakarzinomen im Stadium der EMT zu finden ist [61]
und somit ein Hinweis auf eine epithelial-mesenchymale Transition sein konnte,
konnte in der vorliegenden Tumorserie nicht festgestellt werden.

Die Frage nach der Herkunft der Vimentin-Expression im invasiven
Mammakarzinom kann also mit den beiden oben genannten und diskutierten
Entstehungstheorien nicht eindeutig aufgeklart werden. In diesem

Zusammenhang scheint es wichtig zu erwdhnen, das Vimentin-positive
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Karzinome  scheinbar ein  sehr  &hnliches immunhistochemisches
Expressionsmuster haben wie die in der wissenschaftlichen Literatur
beschriebenen CK 5-positiven und BRCALl-mutierten Mammakarzinome
[35,48,71,78]. Anscheinend haben die in der wissenschaftlichen Literatur
beschriebenen physiologischen Progenitorzellen des normalen Brustgewebes
[10,51] signifikante immunhistochemische Analogien zu diesen seltenen CK
5/6- und Vimentin-positiven Tumoren. So beschreiben Bocker et al. in ihren
Versuchen die Charakteristik dieser Progenitorzellen. Mit der Doppel-
Immunofluoreszenz-Technik konnten sie nachweisen, dass es CK 5-positive
Zellen im adulten Brustgewebe gibt. Weiterhin konnte in diesen Versuchen
nachgewiesen werden, dass diese Zellen das Potential aufweisen, sich
entweder in glandulare Zellen zu entwickeln (CK 8/18-positiv) oder aber eine
Entwicklung hin zu myoepithelialem Gewebe durchmachen (SMA-positiv) [15].
Unterstutzt werden diese Erkenntnisse noch durch Forschungen an Zellkulturen
und immunhistochemische Untersuchungen an Mausen und Humanpréparaten,
welche das bilineare Differenzierungspotential von CK 5-positiven und CK 8/18-
positiven bzw. negativen Zellgruppen nachweisen [21,27,28,30]. Aber die
Assoziation zwischen CK 5-positiven Zellen und der Progenitorzell-Theorie
wurde auch kritisch hinterfragt [21].

Ein  weiterer potentieller Progenitorzell-Phanotyp ist mdglicherweise
nachgewiesen durch die gemeinsame Expression von Vimentin und CD10 in
subluminalem, glandularem Brustgewebe mit einem mutmalllichen
Differenzierungspotential hin zu myoepithelialen Zellen [22,59].

Zusatzlich wurde in Arbeiten von Dontu et al., Deugnier et al. und Di Renzo et
al. die obligate EGFR-Abhangigkeit der Progenitorzellen beschrieben
[27,28,30]. Diese EGFR-Abh&ngigkeit konnte mit der positiven Korrelation in
der vorliegenden Studie zwischen Vimentin und EGFR nachgewiesen werden
(p < 0,01; s. Tabelle 37). Auch in der wissenschaftlichen Literatur finden sich
Arbeiten, die diese Ergebnisse stitzen. So beschreiben Coleman et al.
sogenannte ,Cap Cells” in der Brust der Maus und Alvi et al. die gleichen ,Cap
Cells* in ,Neben-Populationen” der menschlichen Brustdriise [3,23], welche in
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beiden Fallen sowohl EGFR als auch Vimentin exprimieren und somit als
Progenitor-Zell-Kompartiment gelten konnten.

7.1 Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann angefuhrt werden, dass sich die Expression von
Vimentin im invasiven Mammakarzinom nicht allein durch eine myoepitheliale
Histogenese oder eine epitheliale-mesenchymale Transition erklaren lasst.
Nach Ergebnissen der vorliegenden Studie kdnnte die Vimentin-Expression im
invasiven Mammakarzinom auch aus Brust-Progenitor-Zellen hervorgehen,
welche ein bilineares Differenzierungspotential (sowohl glandularer als auch
myoepithelialer Differenzierungsweg) haben. Um diese Hypothese zu stiitzen
missen in der Zukunft weitere Forschungen zum Thema Vimentin und
Progenitorzellen durchgefuhrt werden, insbesondere um die direkte Entstehung
von malignen Entartungen aus Progenitorzellen zu evaluieren. Die Erforschung
dieser direkten Entstehungswege der malignen Entartung in der Brustdrise des
Menschen kdnnten somit dazu beitragen, eine frihere Erkennung von Tumoren
zu gewahrleisten um somit eine frihzeitigere und damit auch erfolgreichere

Therapie einleiten zu kénnen.
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11 Anhang

11.1 Abbildungsverzeichnis

Abb.1: Anordnung der 144 Gewebeproben auf dem CGH-Array 1.1

Abb.2: Anordnung der 366 Gewebeproben auf dem Prognose-Array 1.2

Abb. 3: Beispiele von Vimentin-Expression beim invasiven Mammakarzinom.

Homogene Anfarbung von fast allen Tumorzellen in der invasiven

Tumorkomponente (x40). Das Grad 3 invasive duktale Karzinom zeigt eine

starke, membrangebundene Uberexpression von Vimentin, EGFR und p 53.

a)

b)

f)

Duktale Carcinoma in Situ-Komponente des gleichen Tumors. Der
Grol3teil der intraduktalen Tumorzellen zeigt eine Reaktion fur Vimentin-
Expression und CD10 (x40).

Beispiel fur ein duktales Carcinoma in Situ mit homogener Expression
von Vimentin (x20).

Beispiel fur ein invasives duktales Grad 2-Karzinom mit homogener
Expression von Vimentin (x20).

Gering-mittelgradiges duktales Carcinoma in Situ bei demselben
Patienten. Man erkennt die komplette Anfarbung von allen intraduktalen
Zellen fur Vimentin (x20).

Invasives Grad 3-Karzinom mit starker, gleichmafliger Expression von
Vimentin und EGFR (x40).

Grad 3-Karzinom mit zentraler Nekrose (x10), starke Expression von
EGFR und p53 in allen Tumorzellen (x40).




11.2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Stadieneinteilung des Mammakarzinoms gemaf der WHO mit Hilfe
der TNM-Klassifikation

Tabelle 2: Kriterien des Gradings fur das Mammakarzinom

Tabelle 3: Graduierung und Definition der Scoresummen

Tabelle 4: Verwendete Antikoérper, Hersteller, Klon, Vorbehandlungsart und
Zeit in Minuten, Verdinnungen

Tabelle 5: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von Progesteron

Tabelle 6: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von Ostrogen

Tabelle 7: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK1

Tabelle 8: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK5/6

Tabelle 9: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK8/18

Tabelle 10: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK10

Tabelle 11: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK19

Tabelle 12: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CK14

Tabelle 13: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von Vimentin

Tabelle 14: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von SMA

Tabelle 15: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von EGFR

Tabelle 16: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von p63

Tabelle 17: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von CD10

Tabelle 18: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von p53

Tabelle 19: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von Mib1l

Tabelle 20: Absolute und relative Haufigkeiten der Expression von c-erbB2

Tabelle 21: Verarbeitete Falle mit auswertbaren Prozentzahlen und nicht

auswertbaren Fallen in Bezug zu Vimentin

Tabelle 22: Coexpression von Vimentin und Progesteron

Tabelle 23: Coexpression von Vimentin und Ostrogen

Tabelle 24: Coexpression von Vimentin und CK1

Tabelle 25: Coexpression von Vimentin und CK5/6

Tabelle 26: Coexpression von Vimentin und CK8/18

Tabelle 27: Coexpression von Vimentin und CK10




Tabelle 28: Coexpression von Vimentin und CK19
Tabelle 29: Coexpression von Vimentin und CK14
Tabelle 30: Coexpression von Vimentin und SMA
Tabelle 31: Coexpression von Vimentin und EGFR
Tabelle 32: Coexpression von Vimentin und p63
Tabelle 33: Coexpression von Vimentin und p53
Tabelle 34: Coexpression von Vimentin und Mib1l
Tabelle 35: Coexpression von Vimentin und CD10
Tabelle 36: Coexpression von Vimentin und c-erbB2
Tabelle 37: Korrelationen nach Pearson

11.3  Abkirzungen

ADH Atypical Ductal Hyperplasia

ALH Atypical Lobular Hyperplasia

bidest. bidestillata

BRCA Breast Cancer Susceptibility Gene
cDNA copy Deoxyribonucleic Acid

CGH Comparative Genomic Hybridisation
CK Zytokeratin

DCIS Ductal Carcinoma In Situ

dest. destillata

DNA Desoxy Ribonuclein Acid

dt. deutsch

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
EMT epithelial-mesenchymale Transition
ER Ostrogene Receptor

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung
FSH Follikelstimulierendes Hormon

HE Hamatoxilin-Eosin

Her-2/neu Human epidermal growth factor receptor, type 2

HPF High power field




IHC
LCIS
LH
LK
LOH
LSAB
Lsg.
MRNA
PR
RNA
SMA
sog.
RR
TGF
TMA
TNM
TSG
UDH
uUICC
z.B.

Immunohistochemistry

Lobular Carcinoma In Situ
Luteinisierendes Hormon
Lymphknoten

Loss Of Heterozygosity

Labeled Streptavidin-Biotin
LOosung

messenger Ribonucleic Acid
Progesteron Receptor

Ribo Nuclein Acid

Smooth Muscle Actin
sogenannte/r/s

Releative Risk (Odd’s Ratio)
Transforming Growth Factor
Tissue Microarray

Tumorsize Nodus Metastasis
Tumorsuppressorgene

Ductal Hyperplasia of Usual Type
Union Internationale Contre le Cancer

zum Beispiel




