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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1. Epidemiologie

Brustkrebs ist in der Bundesrepublik Deutschland und weltweit die haufigste
Krebserkrankung bei Frauen. In der BRD erkranken pro Jahr etwa 55.000 Frauen
neu an Brustkrebs. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 62 Jahren und somit sind
die Dbetroffenen Frauen 7 Jahre junger, als das mittlere Alter bei
Malignomerkrankungen erwarten lasst. Die Inzidenz steigt seit 1970 stetig an,
scheint jedoch seit 1997 wieder riicklaufig zu sein. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
aller Mammakarzinome betragt 79% (Krebs In Deutschland 2006). Laut
Todesursachenstatistik des statistischen Bundesamtes verstarben in der
Bundesrepublik Deutschland im Jahr 2003 17.173 Frauen an Brustkrebs. Brustkrebs
ist die haufigste Ursache flr Krebssterbefalle bei Frauen (Robert Koch Institut 2005),

wobei eine Fernmetastasierung die Haupttodesursache ist.

1.2. Das metastasierte Mammakarzinom: Krankheitsverlauf und
Prognosefaktoren

Der Prozel3 der Metastasierung (und damit das Schicksal der Erkrankung) vollzieht
sich bereits vor der Primartherapie des Tumors. Liegen Metastasen vor, ist mit einer
dauerhaften Heilung nicht mehr zu rechnen, denn ab jetzt ist von einer
disseminierten Multiorganerkrankung auszugehen, in der lokale
TherapiemalRnahmen allenfalls zur Linderung einer akuten Symptomatik eingesetzt
werden konnen. Nur eine systemische Therapie kann nun effektiv sein (Kaufmann et
al. 2007). Der Krankheitsverlauf ist dabei auf3erordentlich heterogen. Die berichteten
Uberlebensraten liegen im Bereich von wenigen Wochen bis zu mehreren Jahren
(Cha et al. 1999) nach dem Auftreten der ersten Metastasen, wobei die mittlere
Uberlebensdauer 18 bis 24 Monate betragt (Lick 2006). Das Mammakarzinom
metastasiert lymphogen in die regionalen Lymphknoten, und hdmatogen vor allem in
das Skelett (44-71%), die Lunge (49-77%), die Leber (46-65%), die Pleura (23-
65%) und das Gehirn (6-22%) (Bassler 1997).

Als Kklinische Faktoren, welche mit einem erhdhten Risiko fur eine Kkirzere
Uberlebenswahrscheinlichkeit einhergehen, gelten das Patientenalter von alter als 50
Jahren (Clark et al. 1987; Chang et al. 2003), der Allgemeinzustand der Patientin

(Luck 2006), ein kurzes krankheitsfreies Intervall von weniger als 24 Monate (Clark et
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1. Einleitung

al. 1987; Chang et al. 2003; Vogel et al. 1992), auRerdem multiple sowie viszerale
Metastasen (Jimeno et al. 2004; Chang et al 2003). Auch biologische Eigenschaften
des Primartumors konnen zur Abschatzung der Prognose herangezogen werden.
Bei groRen sowie schlecht differenzierten Primartumoren (Jimeno et al. 2004)
werden kiirzere Uberlebenszeiten nach eingetretener Fernmetastasierung
beschrieben.  Metastasen in den regionalen Lymphknoten  (positiver
Lymphknotenstatus) bei der Primartherapie sind auch nach systemischer
Metastasierung ein Indikator fur eine schlechtere Prognose (Clark et al 1987;
Koenders et al. 1992). Negativer Ostrogenrezeptorstatus (Vogel et al.1992;
Koenders et al. 1992) und Progesteronrezeptorstatus (Chang et al. 2003) weisen auf
einen ungunstigeren Krankheitsverlauf hin  und sind Pradiktoren fir die
Unwirksamkeit einer endokrinen Therapie (Paone et al. 1981).

Die Uberexpression des Protoonkogens HER-2/neu (HER-2/neu positiv) ist beim
Mammakarzinom in friihen Tumorstadien mit Uberleben und Prognose assoziiert
(Paik et al. 1990; Andrulis et al. 1998). Der prognostische Wert in der metastasierten
Situation hangt davon ab, ob die Patientinnen eine Therapie mit monoklonalen
Antikbrpern gegen die extrazellulare Doméane des HER-2/neu Rezeptors
(Trastuzumab) erhalten. Ist dies nicht der Fall, hat die Uberexpression des
Protoonkogens HER-2/neu keinen unabhéngigen prognostischen Wert (Niskanen et
al. 1997). Die Gabe von Trastuzumab in der palliativen Situation verbessert die
Prognose der Patientinnen mit Uberexpression allerdings derart (Slamon et al. 2001),
dass HER-2/neu -Positivitat heutzutage als prognostisch gunstiger Faktor zu werten
ist (Ferretti et al. 2007).

Die Prognoseabschatzung kann dafur verwendet werden, um den Betroffenen
Informationen Uber den wahrscheinlichen Ausgang ihrer Erkrankung zu geben. Fir
die behandelnden Arzte dienen Prognosefaktoren als Anhaltspunkte, um
therapeutische Entscheidungen risikoadaptiert zu treffen (Heinemann et al. 2005).
So ist bei mittlerem und hohem Risikoprofil (negativer Hormonrezeptorstatus, kurzes
metastasenfreies Intervall, rasche Tumorprogression und symptomatische
Erkrankung), neben chirurgischen und strahlentherapeutischen MalRRnahmen vor
allem die Gabe einer zytotoxischen Chemotherapie indiziert. Allerdings sind die
Moglichkeiten die Wirksamkeit einer zytotoxischen Chemotherapie vorherzusagen
begrenzt. Darum sind Untersuchungen von groRem Interesse, welche

Mammatumoren vom basalen / myoepithelialem Phanotyp eine besondere
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1. Einleitung

Chemosensitivitat (Rodriguez-Pinilla et al. 2006; Rouzier et al. 2005; Hannemann et
al. 2006; Diallo Danebrock et al. 2007) oder Chemoresistenz (Banerjee et al. 2006) in
der adjuvanten oder neoadjuvanten Situation zusprechen. Basales oder
myoepitheliales Immunprofil kénnte ein nitzlicher pradiktiver Faktor in der palliativen
Situation sein, dies ist aber bisher in der Literatur nicht belegt. Zwei Untersuchungen
zeigen zwar eine kiirzeres Uberleben nach erster Metastase bei Tumoren mit
basalem Immunprofil (Fulford et al. 2007; Luck et al. 2008), doch ist in diesen
Veroffentlichungen nicht ersichtlich, welche der Patientinnen eine palliative

Zytostatikatherapie erhalten hatten.

1.3. Mikroskopische Anatomie und Immunhistochemie der Brustdrise

Der Drusenkorper der Mamma besteht aus epithelialen Drisenstrukturen, welche
von einer Basalmembran umgeben und in Binde- und Fettgewebe eingebettet sind.
Schatzungsweise 20 DriUsenlappen minden mit eigenem Ausflihrungsgang an der
Mamille. Ein Drisenlappen wiederum teilt sich in ein ausgedehntes Gangsystem mit
Drisenldppchen am proximalen Ende auf. (Thor et al. 2004) Diese proximale
terminale duktulolobuléare Einheit (TDLU) ist eine dynamische Struktur, in der sich
unter Hormoneinfluss nicht nur in der Schwangerschaft, sondern auch wahrend dem
Menstruationszyklus deutliche Umbauvorgange abspielen (Thor et al. 2004). In
oberflachlicher Lage der Génge, dem Iluminalen Epithel, lassen sich
immunhistochemisch zylinderepitheltypische Zytokeratine (CK8, CK18, CK19),
Hormonrezeptoren sowie fokal myoepitheliale/ basale Zytokeratine (CK5, CK14)
nachweisen (Bassler 1997). Zwischen Drisenepithel und Basalmembran befindet
sich eine flache Schicht spindelférmiger oder kubischer myoepithelialer Zellen,
welche die luminalen Zellen korbartig umgibt und einzelnen luminalen Zellen den
Kontakt mit der Basalmembran gestatten. Immunhistochemisch sind die
myoepithelialen Zellen positiv fir die basalen Zytokeratine CK5, CK14 und CK17
sowie flra -SMA, p63, CD10, Calponin, S-100 und andere. Auf3erdem sind sie
negativ fur die luminalen Zytokeratine CK8, CK18 und CK19 sowie fur Ostrogen -
und Progesteronrezeptor (Rakha et al. 2006). Luminales sowie myoepitheliales
Kompartiment differenzieren sich mutmalilich aus einer gemeinsamen Stammzelle,
welche sich raumlich entweder im luminalen Kompartiment aufhalt (Pechoux et al.
1999) oder in der basalen/ parabasalen wie in der luminalen Zelllage nachzuweisen
ist (Bankfalvi et al. 2004). Bdcker et al. (2002, 2003) und Birnbaum et al. (2004)
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1. Einleitung

postulieren eine CK5/6(+) CK8/18(-) a-SMA(-) Zelle als potentielle Stammzelle, Clark
et al. (2004) sehen die CK8/18 Negativitat als einen durch Formalinfixierung
verursachten Artefakt. In vitro Studien weisen darauf hin, dass die vermutete
Stammzelle neben Oberflichenmerkmalen wie CD44" und CD22 ~ unter anderem
die Zytokeratine 5,6 und 14 exprimiert (Stingl et al. 2006; Villadsen et al. 2007), die
meisten Autoren stimmen in der Tatsache Uberein dass die Progenitorzelle CK5
positiv und CK8/18 negativ ist (Polyak et al. 2007).

Darstellung basaler / myoepithelialer Inmunreaktivitat in einem extralobularen

terminalen Duktus
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Abbildung 1 : Immunhistochemische Farbung eines extralobuldren terminalen
Duktus der Brustdrise in aufeinander folgenden Schnittstufen. 400 fache
VergroRerung. Links oben CK5/6 Immunreaktivitat in luminalen und myoepithelialen
Zellen. Rechts oben CK14 Immunreaktivitdt in der &auf3eren, myoepithelialen
Zelllage. Links unten a-SMA Immunreaktivitat in der aufRern, myoepithelialen
Zelllage, auBerdem an kleinen BlutgefalRen. Rechts unten p63 Immunreaktivitat in

der auf3eren, myoepithelialen Zelllage.




1. Einleitung

1.4. Basale / myoepitheliale Differenzierung von Mammakarzinomen als
Prognosefaktor

Die prognostische Bedeutung einer basalen / myoepithelialen Differenzierung von
Mammakarzinomen ist seit 20 Jahren Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten.
Bis jetzt gibt es kein Ubereinkommen uber eine einheitliche Terminologie. ,Basal’,
.basal-like®, ,basaloid“, ,basal phenotype” ,myoepithelial“ werden als Bezeichnungen
in der Literatur genannt und weisen eine Gemeinsamkeit auf: die Tumoren zeichnen
sich durch die Expression basaler Zytokeratine aus. Der Terminus ,basal* impliziert
zwar eine Histopathogenese von den basalen bzw. myoepithelialen Zellen der ductuli
lactiferi und tubuloalveoli, doch sind die basalen Zytokeratine in der Brustdrise
keineswegs spezifisch fur die basalen Zellen (Otterbach et al. 2000). Der Begriff
basales Zytokeratin geht auf die Arbeiten von Moll et al. zurlick, der bestimmte
hochmolekulare Zytokeratine in den basalen Zellen mehrschichtiger Epithelien, vor
allem Plattenepithelien beschrieb (Moll et al. 1983). Dabei handelt es sich unter
anderem um die Zytokeratine CK 5, CK6, CK14 und CK17, deren Expression in der
Brustdriise nur in einem Teil der basalen bzw. myoepithelialen Zellen stattfindet und
auch nicht auf diese beschrankt ist (Gusterson et al. 2005). Mit myoepithelialen
Mammakarzinomen werden von Rakha et al. (2006) Mammakarzinome bezeichnet
die sich, unabhéngig von der histopathologischen Klassifikation, durch die
Expression von fir myoepitheliale Zellen spezifischen Marker auszeichnen. Zur
Detektion myoepithelialer Zellen der Mamma eignen sich unter anderem a-SMA,
Myosin, Calponin, CD10 und p63, wobei p63 die hdochste Sensitivitdt und Spezifitat
fur myoepitheliale Zellen besitzt (Moriya et al. 2006).

Die ersten Hinweise auf die prognostische Bedeutung basaler Zytokeratine
stammen aus dem Jahr 1987 (Dairkee 1987). Die Untersucher berichten davon, dass
bei primaren Mammakarzinomen, in denen immunhistochemisch basale Zytokeratine
dargestellt werden konnen, ofter Rekurrenz und Tod auftreten. 1998 veréffentlichen
Malzahn et al. eine Arbeit Uber den Zusammenhang zwischen der Expression der
Zytokeratine 4,14 und/oder 17 und dem krankheitsfreien Uberleben (DFS) und
Gesamtiberleben (OAS). In der Gruppe der nodalpositiven Karzinome weisen diese
Tumoren ein signifikant kirzeres DFS auf.

Durch Genexpressionsanalysen unter Verwendung von cDNA-Microarrays wurde

eine molekulare Klassifikation der Mammakarzinome etabliert, mit welcher
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1. Einleitung

Vorhersagen tiber die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Erkrankten getroffen werden
konnen (Perou et al. 2000; Sorlie et al. 2001). Unterschieden werden darin zwei
luminale Typen (A und B), ein HER-2/neu uberexprimierender Typ, ein basaler
Subtyp und Tumoren die ein &hnliches Profil wie normale Brustzellen aufweisen.
Untersucht wurden die Tumoren von Patientinnen mit lokal fortgeschrittenem
Brustkrebs (T3 oder T4 oder N2) die eine neoadjuvante Chemotherapie mit
Doxorubicin erhalten hatten. Der HER-2/neu Uberexprimierende und der basale
Subtyp zeigen sich dabei als Subgruppen mit der schlechtesten Prognose. Tumoren
vom basalen Subtyp zeigen Expression der RNA fir die Zytokeratine 5 und 17,
wobei diese Expression nicht spezifisch fir den basalen Subtyp ist, sondern auch bei
anderen Subtypen beoabachtet wird. Alle Patientinnen mit Tumoren vom basalen
Subtyp verstarben innerhalb von vier Jahren. Die Ergebnisse weiterer Arbeiten
unterstitzen die prognostisch unginstigen Eigenschaften des basalen Subtyps der
Genexpressionsprofile  (Sotiriou et al. 2003; Calca et al. 2007). Einen
immunhistochemischen  Surrogatmarker fur den basalen  Subtyp der
Genexpressionsprofile beschreibt Nielsen (Nielsen et al. 2004). Er findet die beste
Sensitivitat (100%) und Spezifitat (76%) fir den basalen Subtyp, wenn die Tumoren
positiv fir CK5/6 und / oder EGFR (HER1) und negativ fir ER sowie HER2 sind. Der
basale Subtyp zeigt dabei signifikant kiirzeres Uberleben nur in der Gruppe der
nodalpositiven Patientinnen auf. Van de Rijn et al. (2002) untersuchte priméare
Mammakarzinome mit monoklonalen Antikérpern gegen CK5/6 und 17, wobei sich
basale Zytokeratine als unabhéngige Prognosefaktoren in der Gruppe der
nodalnegativen Tumoren darstellen. Jones et al. (2004) untersuchten invasiv duktale
Karzinome (nicht n&her spezifiziert) von histologischem Grad 3 mit Anti-CK14 und
mittels komparativer genomischer Hybridisierung (CGH) und bestatigt dabei CK14
nicht als Prognosefaktor, erkennt aber mittels CGH innerhalb der CK14 positiven
Tumoren eine Untergruppe mit unginstiger Uberlebenswahrscheinlichkeit, was die
Vermutung nahe legt, dass es sich bei den Mammakarzinomen vom basalen Subtyp
um eine prognostisch heterogene Gruppe handelt. Potemski (Potemski et al. 2006)
benitzte CK5/6 und/ oder CK17 als Marker fur die basale Differenzierung und
kommt zum Schluss, dass die schlechte Prognose der basalen Mammakarzinome
von negativem Hormonrezeptorstatus und der Expression von Cyclin E abhangig ist.
Ahnlich hat bei Jumppanen et al. (2007) der basale Subtyp (CK5/6/14) bei

Ostrogenrezeptor negativen Tumoren keine Beziehung zum Patienteniiberleben. In
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1. Einleitung

einer koreanischen Studie (Kim et. al. 2006) kann die schlechte Prognose des
basalen Subtyps nicht bestatigt werden, Karzinome mit Expression von CK5 oder 14
und fehlender Expression von HR und HER-2/neu unterscheiden sich in den
Uberlebensraten nicht von anderen Tumoren, auRer den HER-2/neu
uberexprimierenden Karzinomen, welche in dieser Studie das kiirzeste Uberleben
aufweisen. In der Untersuchung mit der bisher grof3ten Fallzahl (Rakha et al. 2006)
wird zwischen Tumoren mit Gberwiegend negativer (basal characteristics, basaloid)
und Uberwiegend positiver (dominant basal) Zytokeratinexpression (CK5/6 und /oder
CK14) unterschieden. Basale Karzinome insgesamt gelten als unabhangiger
Prognosefaktor fur verkirztes OAS und DFS, wobei sich dominanter und basaloider
Phanotyp nicht voneinander unterscheiden. Rakha untersucht auch das Uberleben
bei Tumoren mit myoepithelialem Immunprofil (a-SMA und / oder p63 positiv), diese
zeigen in der univariaten aber nicht in der multivariaten Analyse ein kirzeres OAS.
Laakso et al. (2006) untersuchten Hochrisikopatientinnen £¥8LK oder 25LK + ER
neg.) nach adjuvanter Chemotherapie. Zwischen CK5/6/14-positiven und negativen
Fallen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich des DFS. Wurde wie
bei Rakha die Quantitat der Zytokeratinexpression bericksichtigt (basal vs.
basoluminal) haben basoluminale Tumoren (5-69% positiv) ein signifikant kirzeres
DFS im Vergleich mit basalen Tumoren (70-100% positiv). Tischkowitz (Tischkowitz
et al. 2007) untersucht das Gesamtuberleben von CK5/6 und / oder EGFR positiven
Mammakarzinomen und beobachtet ein signifikant kirzeres OAS bei diesen
Tumoren. Der Effekt auf das OAS zeigt sich 10 Jahre nach Erstdiagnose noch
deutlicher als nach nur drei Jahren. Fulford et al. (2007) kénnen keinen Unterschied
im Gesamtuberleben zwischen CK14 positiven und CK14 negativen duktalen
Karzinomen (nicht néher spezifiziert) von histologischem Grad 3 entdecken, das
Langzeitiberleben ist fur CK14 positive Tumoren sogar gunstiger. Allerdings
beschreiben Fulford et al. in der univariaten Analyse CK14 positive Tumoren mit
signifikant kirzerem Uberleben ab erster Fernmetastase verglichen mit CK 14
negativen Tumoren. Dieser Befund wird durch die Ergebnisse der Arbeit von Luck et
al. (2008) unterstitzt. Darin zeigt sich der basale Phanotyp (CK5/6 und / oder 14
positiv) in der multivariaten Analyse unter Bertcksichtigung des Gradings, des
Ostrogenrezeptorstatus, des Metastasenortes und der Zeitdauer des
metastasenfreien Intervalls als unabhangiger Prognosefaktor fur kiirzeres Uberleben

in der metastasierten Situation.
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Ob der basale Subtyp nun einen unabhangigen Prognosefaktor darstellt, gilt als noch
nicht abschlieRend geklart. Uber die prognostische Bedeutung des basalen Subtyps
bei palliativ chemotherapierten Patientinnen existieren bis Anfang 2008 keine

Veroffentlichungen.



2. Zielsetzung und Fragestellung

2. Zielsetzung und Fragestellung

Es soll die Haufigkeit basaler (CK5/6 und CK14) und myoepithelialer ( -SMA und
p63) Immunreaktivitdt der Primartumoren von Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom bestimmt werden. Zur Verfigung steht dafiir ein grosses Kollektiv
palliativ chemotherapierter Patientinnen.  Anhand von Literaturdaten werden
Untergruppen (Phanotypen) gebildet. Es soll die Frage beantwortet werden ob eine
Korrelation zwischen diesen Phéanotypen und bekannten Prognosefaktoren fir die
Uberlebenszeit nach erster Metastase des Mammakarzinoms besteht. Erlaubt es die
Ermittlung basaler oder myoepithelialer Immunreaktivitdt prognostische Aussagen
uber die Uberlebenszeit nach erster Metastase zu treffen? Besteht ein additiver
Informationsgewinn zu bereits bekannten Prognosefaktoren oder lasst sich die,
anhand von Literaturdaten vermutete, unguinstige Prognose des basalen und
myoepithelialen Phanotyps durch den Einfluss bereits bekannter Einflussfaktoren
(Hormonrezeptorstatus, Typing, Grading, Tumorgréf3e, Lympknotenstatus, HER-

2/neu — Status, Patientenalter und Dauer des metasasenfreien Intervalls) erklaren?



3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Patientenkollektiv

Zwischen Januar 1991 und Juni 2005 erhielten 478 Patientinnen an der Klinik fur
Frauenheilkunde und Geburtshilfe der LMU Minchen Gro3hadern eine systemische
Chemotherapie zur palliativen Behandlung des metastasierten Mammakarzinoms.
Um in die vorliegende Studie aufgenommen zu werden mussten folgende
Bedingungen erflillt sein:

1.) Material des Primartumors war im Pathologischen Institut der LMU Muinchen
archiviert. Dies war der Fall, wenn die Primartherapie des Mammakarzinoms
ebenfalls an der Frauenklinik Grofl3hadern stattgefunden hatte.

2.) Die Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme noch nicht mit
zytostatischer Chemotherapie behandelt worden.

3.) Die Tumoren waren histologisch nicht als Tumoren der Mamma mit
myoepithelialer Differenzierung oder Teildifferenzierung wie  Myoepitheliome,
pleomorphe Adenome, adenoid-zystische Karzinome, low grade adenosquamése
Karzinome und Adenomyoepitheliome klassifiziert worden.

4.) Die Patientinnen erhielten nach Diagnose des metatasierten Mammakarzinoms
keine Chemotherapie zur Behandlung eines Zweitmalignoms.

Die Gewebeproben entstammten Biopsien, Tumorenukleationen und Mastektomien
der Jahre 1987 bis 2004. Falle vor 1987 konnten nicht untersucht werden, da die
Gewebeblocke nicht mehr archiviert waren. Von 244 Féllen stand Material fur die
immunhistochemischen Untersuchungen zur Verfugung. Das Material war primar
formalinfixiert und in Paraffin eingebettet (n=225), oder fur die
Schnellschnittuntersuchung primar schockgefroren und anschlieRend formalinfixiert
und in Paraffin eingebettet (n=19) worden. Gewebeproben bis 1992 waren in 10%
neutral gepufferter Formalinlésung fixiert worden, ab 1993 in 4% neutral gepufferter
Formalinlésung.

Von 14 Patientinnen waren Gewebeproben von beiden Tumoren bei bilateralem,
synchronem Mammakarzinom vorhanden, in diesen Féllen wurden beide Tumoren
untersucht. Der Tumor mit der héchsten UICC Kategorie ging in die Auswertung ein.
Die klinisch-pathologischen Daten (Klassifikation, Grading, Tumordurchmesser, pT-
Kategorie, Nodalstatus) der Tumoren bei Erstdiagnose entstammten den
Befundberichten des pathologischen Instituts. Histologische Klassifikation und TN

Klassifikation nach WHO, (in Tavassoli et al. 2003). Die histopathologische
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3. Material und Methoden

Klassifikation der Tumoren war bei allen Fallen bekannt. Fur acht Falle, in denen kein
Tumorgrading erfasst war, wurde dieses nach den Kriterien des Gradings von
Elston u. Ellis (Elston C W, Ellis I O 1991) nachtraglich bestimmt. Der
Tumordurchmesser war in 74 Fallen nicht dokumentiert, das pT Stadium war 14 mal
unbekannt und mit pTX angegeben und 20 mal mit pT4 ohne weitere Unterteilung. In
29 Fallen war der Nodalstatus (axillare Lymphknoten) zur Zeit der Erstdiagnose
unbekannt. Bei 175 von 182 nodalpositiven Fallen war die Anzahl der befallenen
Lymphknoten erfasst.

Von der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Ludwig Maximilians
Universitdt Minchen Standort GroBhadern stammten Angaben zu Geburtsdatum,
Datum der Erstdiagnose des Mammakarzinoms (Datum des ersten
histopathologischen Befundes der Diagnose Mammakarzinom), Datum der ersten
Metastase (Datum der ersten klinischen oder radiologischen Evidenz der
Fernmetastasierung), Datum der letzten Datenerhebung und Todesdatum. Davon
wurden das Alter der Patientinnen bei Erstdiagnose und erster Metastase, die Dauer
des metastasenfreien Intervalls und die Uberlebenszeit nach Auftreten der ersten
Metastase  berechnet.  Weiterhin  waren  Angaben zu  kontralateralen
Mammakarzinomen  (synchrone und  metachrone), Lokalrezidiven und
Zweitmalignomen vorhanden.

Die Angaben zum HER-2/neu Status stammten aus einem institutsinternen Register.
In 139 Fallen war der HER-2/neu Status mittels Floureszenz-in situ-Hybridisierung
und 104 mal immunhistochemisch bestimmt worden. Positiver HER-2/neu Status war
dabei definiert als schwache oder hohe Amplifikation des HER-2/neu Gens oder als
ein Score 3+ im immunhistochemischen Hercep Test ® (starke Anfarbung der
kompletten Zellmembran in mehr als 10% der Tumorzellen) gemaf den Kriterien von
Pauletti et al. (2001).
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3.2. Immunhistochemische Untersuchung

Alle Falle wurden immunhistochemisch nach Standardmethoden (Boenisch 2003) auf
glattmuskulares Aktin @ -SMA), Zytokeratin 5/6 (CK5/6), Zytokeratin 14 (CK14) und
p63 untersucht.

Der Status von Ostrogenrezeptor-a (ER) und des Progesteronrezeptor-a (PR) wurde
immunhistochemisch ermittelt, dabei wurden 209-mal aktuell angefertigte Schnitte
und 45-mal Archivschnitte beurteilt.

Zur Qualitatskontrolle dienten fur die Untersuchung vom -SMA, CK5/6, CK14 und
p63 interne Positivkontrollen in den epithelialen Zellen von Milchgangen und
Driusenlappchen, fir die Untersuchung von ER und PR interne Positivkontrollen und
externe Positivkontrollen in Gestalt von ER bzw. PR positiven Mammakarzinomen.
Negativkontrollen, bei denen das gesamte Farbeprotokoll ohne spezifischen
Primarantikérper durchgefihrt worden ware, lagen nicht vor.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden von den Paraffinbldcken mit
dem Schlittenmikrotom (Jung HN40 Fa.Leica) ca. 2um dicke Schnitte angefertigt und
auf mit Sialin beschichtete Objekttrager aufgezogen. Die Demaskierung der durch
die Formalinfixierung verlorengegangenen Immunreaktivitat (pretreatment) wurde im
Mikrowellenherd bei 600 W vorgenommen. Die eigentliche immunhistochemische
Farbung erledigte vollautomatisch der i6000TM Autostainer der Fa.Biogenex. Die
Anfertigung der immunhistochemischen Schnitte wurde von den technischen
Assistentinnen des immunhistochemischen Labors des pathologischen Instituts der
LMU Minchen Standort Innenstadt durchgefihrt. Tabelle 1 zeigt eine
Zusammenfassung der verwendeten Methoden. Die Laborprotokolle sowie eine
Auflistung der verwendeten Materialien finden sich im Anhang (11.1.)
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Tabelle 1: Verwendete Antikorper und immunhistochemische Methoden

Verwendeter Inkubationszeit des | Verdinnung des | Vorbehandlung Briickenantikorper
Priméarantikdrper Priméarantikorpers Priméarantikdrpers (Preatreatment)

a-Smooth muscle actin | 60 min | 1:200 keines LSAB
(a-SMA) Raumtemperatur

Anti human muscle actin

Fa.Dako (Klon HHF35)

Monoklonal 1IgG1

Zytokeratin 14 (CK14) 60 min | 1:150 30 min Mikrowelle in Polymerkonjugat-
Anti Cytokeratin 14 | Raumtemperatur TRS 6 methode
Fa.Serotec (Klon LL02)

Monoklonal Maus 1gG3

Zytokeratin 5/6 (CK5/6) 60 min | 1:150 30 min Mikrowelle in | APAAP
Anti  Cytokeratin  5&6 | Raumtemperatur Protex Il

Fa.Zymed (Klon D5/16B4)

Monoklonal Maus 1gG1

p63 60 min | 1:120 30 min Mikrowelle nTRS 6 | LSAB
Anti p63 Fa.Biocare (Klon | Raumtemperatur

BC4A4)

Monoklonal Maus 1gG2a

Ostrogenrezeptor-a (ER) | 60 min | 1:80 30 min Mikrowelle in TUF LSAB
Anti  Ostrogenrezeptor-a | Raumtemperatur

Fa.Novocastra (Klon

6F11)

Monoklonal Maus 1gG1

Progesteronrezeptor-a 60 min | 1:100 30 min Mikrowelle in TUF LSAB
(PR) Raumtemperatur

Anti Progesteronrezeptor-

a Fa.Novocastra (Klon

1A6)

Monoklonal Maus 1gG1

TRS 6 = target retrieval solution Fa. Dako Citratpuffer ph 6 # S2369

Protex Il = Pro Tags Il Antigen-Enhancer Fa. Biocyc TRIS/HCI Puffer ph 9,5
#401602192
TUF= target unmasking fluid Fa. PanPath # ZOOR.0000

Polymerkonjugat =Polymerkonjugat Methode Envision

Sekundarantikorper,

Dextranmolekil # K4001

APAAP = Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase Methode , APAAP-
und APAAP-Real Immunkomplex Fa. Dako # K50000
LSAB = Labelled Strept-Avidin-Biotin Methode ; LSAB Link und LSAB Komplex

REAL Link

Fa.Dako # K0674

horseradish
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3. Material und Methoden

3.3. Auswertung und Auswertungskriterien

Die  Auswertung der immunhistochemisch  gefarbten Schnitte erfolgte
lichtmikroskopisch am Laborlux 12 (Firma Leica).

Zum Nachweis ob die Antikdrperbindung erfolgreich war (Positivkontrolle), erfolgte
die Begutachtung der internen Kontrolle in Gestalt der myoepithelialen Zellen
miterfasster ductuli lactiferi und tubuloalveoli.

Die Tumorzellen im Pr&aparat wurden systematisch auf Farbereaktionen untersucht,
der Bereich intensivster Farbereaktion in der UbersichtsvergroRerung aufgesucht
und bei 400 facher VergroBerung der Anteil an Tumorzellen mit positiver
Farbereaktion semiquantitativ abgeschatzt.

Die Auswertung von SMA, CK5/6, CK14 und p63 erfolgte semiquantitativ in 10er
Schritten. Als positiv galt fir SMA, CK5/6 und CK14 zytoplasmatische, fur p63, ER
und PR nukledre Farbereaktion in mindestens zehn Prozent der Tumorzellen,

unabhangig von der Farbeintensitét

3.4. Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mittels SPSS Software Version 15.0 dokumentiert und
ausgewertet. Um Verblindung zu erreichen wurden die Uberlebensdaten erst nach
kompletter Auswertung hinzugefugt. Mittelwerte wurden mit dem t-Test verglichen.
Korrelationen zwischen Variablen wurden mit Kreuztabellen, das Signifikanzniveau
mit dem Chi2-Test ermittelt. Zur univariaten Analyse zensierter Uberlebensdaten
diente das Kaplan-Meier (1958) Verfahren, der Gruppenvergleich geschah mit dem
Log Rang Test. Die multivariate Ereignisdatenanalyse wurde mit der Methode von
Cox (1972) durchgefuhrt. Als statistisch signifikant wurde jeweils p< 0,05 gewertet.
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4. Ergebnisse

4.Ergebnisse

4.1. Reprasentativitat der Stichprobe

Um zu Uberprifen ob die Auswahl der untersuchten Falle als reprasentativ fur die
Gruppe aller zwischen 1991 und 2004 mit Chemotherapie behandelten Patientinnen
gelten konnte, wurden die TNM Kategorien der Gesamtgruppe und der Gruppe der
Patientinnen von denen Material des Primartumors vor chemotherapeutischer
Behandlung zur Verfiigung stand verglichen. Der Vergleich beschrankte sich auf die
TNM Kategorien. Fur die histopathologische Klassifikation und das Grading waren in
der Gesamtgruppe die Daten zu unvollstdndig. Auffallig ist der vergleichsweise hohe
Anteil der primar metastasierten, der lokal weit fortgeschrittenen, der Nodal positiven
Falle und der Erkrankungen mit extensivem Lymphknotenbefall (N3) in der

Untersuchungsgruppe. Chi2-Test fur pT, pN+, N3 und M1 jeweils p<0,05.

Tabelle: TNM Klassifikation im Vergleich zwischen allen Patientinnen die zwischen 1991 und
2004 eine Chemotherapie erhalten hatten und der Stichprobe von Patientinnen deren
Primartumor ab 1987 im pathologischen Institut untersucht worden waren, und die so in die
Studie aufgenommen werden konnten

Gesamtgruppe n=478 Untersuchungsgruppe n=244

pTX (pT unbekannt)

n=35 (7,4%)

n=14 (5,7%)

pTO n=2 (0,4%) n=0

pTis n=2 (0,4%) n=0

pT1 n=115 (24,3%) n=42 (17,2%)

davon pTla n=15 (3,2%) n=2 (0,8%)
pTlb n=17 (3,6%) n=6 (2,5%)
pTlc n=83 (17,4%) n=34 (13,9%)

pT2 n=201 (42,4%) n=99 (40,6%)

pT3 n=44 (9,3%) n=32 (13,1%)

pT4 n=79 (16,7%) n=57 (23,4%)

davon pT4a n=6 (1,3%) n=1 (0,4%)
pT4b n=27 (5,6%) n=20 (8,2%)
pT4c n=9 (1,9%) n=9 (3,7%)
pT4d n=8 (1,7%) n=7 (2,9%)
pT4 n=29 (6,1%) n=20 (8,2%)

(unklassifiziert)

Nodalpositiv (axillare LK)

n=316 (66,1%)

n=182 (74,6%)

davon >10LK

n=91 (22,4%)

n=64 (30,5%)

LK Status unbekannt

n=52 (10,9%)

n=29 (11,9%)

primar metastasiert (M1)

n= 130 (27,2%)

n=101 (41,4%)
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4.2. Charakteristika des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv bestand aus 243 Frauen und einem Mann (Patientinnen
genannt). Das mittlere Alter bei Erstdiagnose der Brustkrebserkrankung lag bei 53,5
Jahren, Spannweite 25,1 - 80,4 Jahre.

4.3. Pathomorphologie der Primartumoren

Die Karzinome traten 113 mal (46,3%) links, 104 mal (42,6%) rechts und 26 mal
(10,7%) beidseits (synchron) auf. Einmal war die Seite unbekannt (0,4%). Die
histologische Klassifikation ergab 220 (90,2%) invasiv duktale Karzinome NOS (not
otherwise specified), 21 invasiv lobulare Karzinome (8,6%), 2 invasiv duktal und
lobulédr gemischte Karzinome (0,8%) und ein gemischt duktal-muzinéses Karzinom
(0,4%). Die Tumorgrof3e lag zwischen 0,1 cm und 23 cm (Mittelwert 4,3 cm), nach
pT Stadium gruppiert waren das 42 mal pT1 (17,2%), 99 mal pT2 (40,6%), 32 mal
pT3 (13,1%) und 57 mal pT4 (23,4%). 14 mal (5,7%) konnte das pT Stadium nicht
bestimmt werden. Die Tumorerkrankung hatte sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
182 mal (74,6%) auf die regionalen Lymphknoten ausgedehnt (Nodal positiv), 33 mal
(13,5%) waren die regionalen Lymphknoten nicht betroffen (Nodal negativ) und 29
mal (11,9%) war der Lymphknotenstatus unbekannt geblieben. Innerhalb der priméar
metastasierten Erkrankungen waren 97,3% der Falle Nodal positiv und innerhalb der
Falle mit Metastasen nach krankheitsfreien Intervall 78,0%). Von den 182 Nodal
positiven Fallen war die Anzahl der betroffenen Lymphknoten in 175 Fallen bekannt
und lag 58 mal (33,2%) zwischen 1 und 3, 53 mal 30,3%) zwischen 4 und 9, sowie
64 mal (36,6%) uber 10. 101 mal (41,4%) waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
bereits Fernmetastasen aufgetreten. Das histologische Grading war 3 mal (1,2%)
Grad 1, 104 mal (42,2%) Grad 2 und 137 mal (56,1%) Grad 3. Die Angaben zum
HER-2/neu Status stammten aus einem institutsinternen Register und waren
immunhistochemisch sowie mittels Floureszenz-in situ Hybridisierung ermittelt
worden. In einem Fall war der HER-2/neu Status mangels Material nicht mehr zu
ermitteln gewesen. 64 Falle (26,2%) waren als HER-2/neu positiv klassifiziert

worden.
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4.4. Krankheitsverlauf

Der Krankheitsverlauf konnte bei 220 Patientinnen bis zum Tod verfolgt werden. 9
Patientinnen schieden vor dem Ende der Beobachtungszeit aus, waren also ,lost to
follow up“. Die Dauer der Beobachtungszeit lag zwischen 5 Tagen und 151,9
Monaten. Am Ende der Beobachtungszeit (letzte Datenerhebung 1.7.2007) lebten
noch 15 Patientinnen. Die mediane Uberlebenszeit fiir die Gesamtgruppe betrug
23,8 Monate (20,3-27,3 95% Konfidenzintervall).

Das metastasenfreie Intervall nach der Erstdiagnose wéahrte 23 mal (9,4%) weniger
12 Monate, 64 mal (26,2%) 12 bis 36 Monate, 33 mal (13,5%) 36 bis 60 Monaten
und 23 mal (9,4%) mehr als 60 Monate. 101 Patientinnen (41,4%) hatten bereits bei
der Erstdiagnose Fernmetastasen. Das mittlere Alter bei der ersten Fernmetastase
betrug 55,3 Jahre (27,7 -81,4 Jahre).

4.5. Metachrone kontralaterale Mammakarzinome, Lokalrezidive und
Zweitmalignome

Bei 20 Patientinnen (4,2%) entstand im Zeitverlauf ein zweiter Primartumor in der
kontralateralen Brust (metachrones Mammakarzinom, Abstand zur Erstdiagnose der
kontralaterale Brust mehr als 2 Monate). 7 davon (35,0%) traten vor der ersten
Fernmetastase, 3 (15,0%) synchron mit der Fernmetastase und 13 (50,0%) nach der
ersten Fernmetastase auf. Lokalrezidive waren 61 mal (12,8%) beobachtet worden.
Diese traten 18 mal (29,5%) vor der ersten Fernmetastase, 23 mal (37,7%) synchron
mit der Fernmetastase und 20 mal (32,8%) nach der ersten Fernmetastase auf.
Frihere Malignome waren bei 9 Patientinnen (3,7%) bekannt, im Verlauf traten 7 mal
(2,9%) Zweitkarzinome auf.
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4.6. Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung

4.6.1. Ergebnisse der immunhistochemische Untersuchung der
Mammakarzinome mit Anti- Zytokeratin 5/6

Die Auswertung der Untersuchung mit Anti-CK5/6 war in 100% der Falle mdglich. Die
Positivkontrolle zeigte sich regelméRig als zytoplasmatische Farbereaktion in den
myoepithelialen, aber nicht selten auch in den luminalen Zellen von ductuli lactiferi
und tubuloalveoli. Das Ausmass der Farbung war oft heterogen, negative und
positive Areale wechselten einander ab. 244 Primartumoren gingen in die
Auswertung ein. Die Tabelle zeigt (vom Intensitatsgrad unabhéngig) den
semiquantitativ. geschétzten Anteil von Tumorzellen mit zytoplasmatischer
Farbereaktion fur CK5/6:

Tabelle 3: Prozentuale Anteile der CK5/6 positiven Tumorzellen, absolute und

relative Anzahl der untersuchten Mammakarzinome

positive Farbereaktion flr

CK5/6 in Anzahl der Falle

Prozent der Tumorzellen

keine Farbereaktion 149 (61,1%)

Weniger 10% der | 26 (10,7%) negativ 175 (71,8%)
Tumorzellen

10% der Tumorzellen 7 (2,9%)

20% der Tumorzellen 10 (4,1%) Uberwiegend negativ

30% der Tumorzellen 9 (3,7%) 36 (14,8%)

40% der Tumorzellen 1 (0,4%) positive Félle
50% der Tumorzellen 9 (3,7%)

60% der Tumorzellen 1 (0,4%) 69 (28,3%)
70% der Tumorzellen 2  (0,8%) Uberwiegend positiv

80% der Tumorzellen 10  (4,1%) 33 (13,5%)

90% der Tumorzellen 0 (0%)

100% der Tumorzellen 20 (8,2%)

244 (100%)
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Als positiv gewertet wurde, wenn mindestens 10% der Tumorzellen in einem
Gesichtsfeld bei 400facher Vergrof3erung eine positive Farbereaktion aufwiesen.
Dabei ergab sich fir CK 5/6 eine Rate von 69/244 (28,3%) positiver Gewebeproben.
Es wiesen 36/69 (52,2%) der Proben eine uUberwiegend negative (10%-50%) und
33/69 (47,8%) der Proben eine Uberwiegend positive (60-100%) Farbereaktion auf.

Bildbeispiele fur die immunhistochemische Farbung mit Anti-CK5/6
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Abbildung 2/ Fall141 links: 50 fache VergréfRerung, rechts: 400 fache VergréRerung, 30% der
Tumorzellen mit positiver Farbereaktion (rot) fir CK5/6 (iberwiegend negative Farbereaktion)

positive ( 80%) Farbereaktion (rot) der Tumorzellen fir CK5/6
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4.6.2. Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der
Mammakarzinome mit Anti- Zytokeratin 14

Bei der Auswertung der Untersuchung mit Anti-CK14 wurde gelegentlich eine tber
das ganze Praparat verteilte diffuse Farbereaktion beobachtet, die als unspezifisch
interpretiert wurde. Die Positivkontrolle zeigte sich regelmallig als zytoplasmatische
Farbereaktion in den myoepithelialen, aber nicht selten auch in den luminalen Zellen
von ductuli lactiferi und tubuloalveoli. Das Ausmald der Farbung war oft heterogen,
negative und positive Areale wechseln einander ab. 244 Primartumoren gingen in die
Auswertung ein. Die Tabelle zeigt (vom Intensitatsgrad unabhéngig) den
semiquantitativ. geschétzten Anteil von Tumorzellen mit zytoplasmatischer
Farbereaktion fur CK14:

Tabelle 4: Prozentuale Anteile der CK14 positiven Tumorzellen, absolute und
relative Anzahl der untersuchten Mammakarzinome

positive  Farbereaktion

fur CK14 in Anzahl der Félle

Prozent der Tumorzellen

keine Farbereaktion 213 (87,3%)

Weniger 10% der | 12 (4,9%) negativ. 225 (92,2%)
Tumorzellen

10% der Tumorzellen 1 (0,4%)

20% der Tumorzellen 3 (1,2%) Uberwiegend negativ

30% der Tumorzellen 3 (1,2%) 9 (3,7%)

40% der Tumorzellen 0 (0%)

50% der Tumorzellen 2 (0,8%) positive Félle
60% der Tumorzellen 0 (0%) 19 (7,8%)
70% der Tumorzellen 1 (0,4%) Uberwiegend positiv

80% der Tumorzellen 1 (0,4%) 10 (4,1%)

90% der Tumorzellen 0 (0%)

100% der Tumorzellen 8 (3,3%)

Gesamt 244 (100%)
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Als positiv gewertet wurde wenn mindestens 10% der Tumorzellen in einem
Gesichtsfeld bei 400facher Vergrof3erung eine positive Farbereaktion aufwiesen.
Dabei ergab sich fur CK14 eine Rate von 19/244 (7,8%) positiver Gewebeproben. Es
wiesen 9/19 (47,4%) der Proben eine Uberwiegend negative (10%-50%) und 10/19
(52,6%) eine Uberwiegend positive (60%-100%) Farbereaktion auf.

Bildbeispiele fur die immunhistochemische Farbereaktion mit Anti-CK14

Abbildung 4/ Fall 257, links: 50 fache VergréRerung, rechts: 400 fache Vergrof3erung, 30% der
Tumorzellen mit positiver Farbereaktion (braun) fiir CK14 (liberwiegend negative Farbereaktion)

Abblldung 5 Fall 278, links:50 fache VergroBerung, rechts:400 fache Vergroéf3erung, positive
Farbereaktion (braun) fir CK14 im tberwiegenden (100%) Anteil der Tumorzellen
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4.6.3. Ergebnisse der immunhistochemische Untersuchung der
Mammakarzinome mit Anti-a-smooth muscle actin (a-SMA)

Bei der Auswertung der Untersuchung mit Anti-a-SMA wurde oft ein eine positive
Reaktion in Zellkernen von Stroma und Tumor beobachtet. Die (erwartete)
zytosolische Reaktivitat stromaler Myofibroblasten wurde bei der Auswertung als
storend empfunden. Die Positivkontrolle zeigte sich regelmaliig als zytoplasmatische
Farbereaktion in den myoepithelialen Zellen von ductuli lactiferi und tubuloalveoli.
244 Primartumoren gingen in die Auswertung ein. Die Tabelle zeigt (vom
Intensitatsgrad unabhangig) den semiquantitativ geschéatzten Anteil von Tumorzellen

mit zytoplasmatischer Farbereaktion fir a-SMA:

Tabelle 5: Prozentuale Anteile der a-SMA positiven Tumorzellen, absolute und
relative Anzahl der untersuchten Mammakarzinome

positive Farbereaktion fir | Anzahl der Félle mit

SMAin positiver Farbereaktion

0% 227 (93,0%)

Weniger 10% der 6 (2,5%) 233 (95,5%)

Tumorzellen

10% der Tumorzellen 4 (1,6%)

20% der Tumorzellen 2 (0,8%) Uberwiegend negativ

30% der Tumorzellen 1 (0,4%) 9 (3,7%)

40% der Tumorzellen 0 (0%)

50% der Tumorzellen 2 (0,8%) positive Falle
60% der Tumorzellen 0 (0%) 11 (4,5%)
70% der Tumorzellen 0 (0%) Uberwiegend positiv

80% der Tumorzellen 1 (0,4%) 2 (0,8%)

90% der Tumorzellen 0 (0%)

100% der Tumorzellen 1 (0,4%)

Gesamt 244 (100%)
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Als positiv gewertet wurde wenn mindestens 10% der Tumorzellen in einem
Gesichtsfeld bei 400facher Vergrof3erung eine positive Farbereaktion aufwiesen.
Dabei ergab sich fura -SMA eine Rate von 11/244 (4,5%) positiver Gewebeproben.
Es wiesen 9/11 (81,8%) der Proben eine liberwiegend negative (10%-50%) und 2/11
(18,2%) eine Uberwiegend positive (60%-100%) Farbereaktion auf.

Bildbeispiele fur die imunhistochemische Farbung fur a-SMA
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Abbildung 6/ Fall 101, links: 100 fache VergroRerung, rechts: 400 fache VergroRerung 30% der
Tumorzellen mit positiver Farbereaktion (braun) fur a-SMA (Uberwiegend negative Farbereaktion)

5 % 3 g ; Py : o
Abbildung 7/ Fall 230, links:100 fache VergroRRerung, rechts 400 fache VergréRerung, Gberwiegend
positive (80%) Farbereaktion (braun) fir a-SMA
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4. Ergebnisse

4.6.4. Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der
Mammakarzinome mit Anti-p63

Die Positivkontrolle zeigte sich regelm&Rig als nukleare Féarbereaktion in den
myoepithelialen Zellen von ductuli lactiferi und tubuloalveoli. 244 Primé&rtumoren
gingen in die Auswertung ein. Bei der Untersuchung mit Anti-p63 war die nukleére
Reaktion in Tumorzellen sparlich und fleckférmig Uber das Préparat verteilt.
Gelegentlich wurde eine schwache zytoplasmatische Farbereaktion in Tumorzellen
beobachtet. Die Tabelle zeigt (vom Intensitatsgrad unabh&ngig) den semiquantitativ

geschatzten Anteil von Tumorzellen mit nuklearer Farbereaktion fur p63:

Tabelle 6: Prozentuale Anteile der p63 positiven Tumorzellen, absolute und
relative Anzahl der untersuchten Mammakarzinome

positive Farbereaktion in p63 positive Tumore

Prozent der Tumorzellen

0% 226 (92,6%)

Weniger 10% der der | 8 (3,3%) negativ. 234 (95,9%)
Tumorzellen

10% der Tumorzellen 5 (2,05%)

20% der Tumorzellen 5 (2,05%) Uberwiegend negativ

30% der Tumorzellen 0 (0%) 10 (4,1%)

40% der Tumorzellen 0 (0%)

50% der Tumorzellen 0 (0%) positive Félle
60% der Tumorzellen 0 (0%) 10 (4,1%)
70% der Tumorzellen 0 (0%) Uberwiegend positiv

80% der Tumorzellen 0 (0%) 0

90% der Tumorzellen 0 (0%)

100% der Tumorzellen 0 (0%)

Gesamt 244 (100%)
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4. Ergebnisse

Als positiv gewertet wurde wenn mindestens 10% der Tumorzellen in einem
Gesichtsfeld bei 400facher VergrofRerung eine positive Féarbereaktion aufwiesen
Dabei ergab sich fur p63 eine Rate von 10/244 (4,1%) positiver Gewebeproben.
Dabei wiesen die Proben eine Uberwiegend negative (10%-50%) und keine

Uberwiegend positive (60%-100%) Farbereaktionen auf.

s,

bt T

Abbildung 8/ Fall 105, links: 100 fache VergroBerung, rechts 400 fache VergréRerung, 10% der
Tumorzellkerne mit positiver Farbereaktion (braun) fur p63 (iberwiegend negative Farbereaktion)
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4. Ergebnisse

4.6.5 Beziehungen zwischen CK5/6, CK14, a-SMA und p63

77/244 Gewebeproben (31,5%) waren fur CK5/6, CK14, p63 oder SMA positiv,

in 27 von diesen 77 Fallen (35,1%) lagen die Marker kombiniert vor und in 50/77
Fallen (64,9%) wiesen die Gewebeproben die Farbereaktion fur nur einen Marker
auf.

Statistisch signifikante Assoziationen zwischen den Markern fanden sich nach
Tabelle 7 zwischen CK5/6 und CK14, fur CK5/6 und p63 sowie fur CK14 und SMA.
Die myoepithelialen Marker a-SMA und p63 kamen nur einmal zusammen vor. CK14

war bis auf einen Fall immer mit CK5/6 verknupft.

Tabelle 7 :

relative Haufigkeiten und p-Werte des Chi2-Tests

Zusammenhange der IHC Marker untereinander, absolute und

Positivitat der

Tumorzellen fir

CK 5/6 >10%

CK14 >10%

SMA >10%

P63 >10%

CK 5/6 >10% : n=69

18/69 (26,1%)

6/69 (8,7%)

7/69 (10,1%)

p=0,000 p=0,056 p=0,006
CK14 >10%: n=19 | 18/19 (94,7%) 4/19 (21,1%) | 1/19 (5,3%)
p=0,006 p=0,006 p=0,0563
SMA >10% : n=11 6/11 (54,5%) 4/11 (36,4%) 1/11 (9,1%)
p=0,056 p=0,006 p=0,375
P63>10% : n=10 7110 (70%) 1/10 (10%) 1/10 (10%)
p=0,006 p=0,0563 p=0,375
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4. Ergebnisse

Bei Karzinomen mit tGberwiegendem (>50% der Tumorzellen) CK5/6 positiven Anteil
war auch der CK14 positive Anteil dominierend. Bei
Uberwiegend negativen (10-50% der Tumorzellen) Féarbereaktion fur CK5/6 lag auch

die Farbereaktion fur CK14 haufiger im Bereich zwischen 10%-50% der Tumorzellen.

Tabelle 8: Anteil von CK14 positiven Fallen an 69 CK5/6 positiven Tumoren; p-

Wert des Chi2-Tests p=0,003

Anteil der Tumorzellen
mit positiver
Farbereaktion

CK14 in 10%-
50% n=9

CK14 in >50%
n=10

Karzinomen mit einer

Anteil von CK14
graphisch

[ neg

m
CK5/6 in 10% - 50% ; | 6/36 (16,7%) 0/36 (0%) %
n= 36

[ neg

CK5/6 in> 50%; n=33

3/33 (9,1%)

9/33 (27,3%)
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4. Ergebnisse

4.7. Bildung von Subgruppen durch verschiedene Kombinationen der Marker

fur basale /myoepitheliale Differenzierung

Zur Korrelation mit den klinischen und pathologischen Parametern wurden die
Ergebnisse  der immunhistochemischen  Untersuchung zu 4  Gruppen

zusammengefasst:

1. basaloider Phanotyp
(nicht zu Verwechseln mit basaloider Differenzierung der
Tumorzellen im histologischen Sinne)
wenn CK5/6 und / oder CK14 in >10% und < 50%
(36 Falle; 14,8%)

2. dominant basaler Phanotyp
wenn CK5/6 und / oder CK14 in >50%
(34 Falle; 13,9%)

3. myoepithelialer Phanotyp
wenn a-SMA und / oder p63 in > 10%
(20 Falle; 8,2%)

4. CK5/6 &14 doppelt positiver Phanotyp
bei Koxpression von CK5/6 und CK14
(18 Falle; 7,4%)
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4. Ergebnisse

Dominant basaler und basaloider Phéanotyp schlossen sich gegenseitig aus, bildeten
aber Schnittmengen mit dem myoepithelialen und dem CK5/6 &14 doppelt positiven
Phanotyp. Der myoepitheliale Phanotyp war Schnittmenge mit allen anderen
Phanotypen. Der CK5/6 &14 doppelt positive rekrutierte sich aus Teilmengen des
dominanten und basaloiden Phanotyps und bildete dabei eine Schnittmenge mit dem

myoepithelialen Phanotyp.

CK5/6 & 14 doppelt positiver Phénotyp: grau unterlegt, 18 Falle; alleine kein Fall

Dominanter
Phanotyp
34 Falle;
alleine 22Falle

Basaloider
Phéanotyp 36
Falle;

alleine 30 Falle

Myoepithelialer
Phénotyp 20
Féalle; alleine
7 Félle

Abbildung 10: Uberlappungsbereiche der immunhistochemisch definierten Phanotypen der 244
untersuchten Mammakarzinome
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4. Ergebnisse

7 von 20 (35,0%) Tumoren des myoepithelialen Phanotyps zeigten ausschlie3lich
eine Expression der myoepithelialen, nicht aber der basalen Marker. Dominant
basaler und CK5/6& 14 doppelt positiver Phanotyp hatten einen im Vergleich mit der
Gesamtgruppe signifikant erhéhten Anteil an myoepithelialen Fallen. (p=0,011 bzw.
0,009).

Tabelle 9: Anteil myoepithelialer Falle an den anderen Phanotypen und in der

Gesamtgruppe
Anteil p-Wert des chi2-Tests
myoepithelialer

Falle

basaloid n=6 (16,7%)
n=36

p=0,055

dominant basal | n=7 (20,6%)
n=34

p=0,011

Gesamtgruppe | n=20 (8,2%)
n=244

doppelt positiv | n=5 (27,8%) p=0,009
n=18
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4. Ergebnisse

4.8. Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse flir Hormonrezeptoren:
Ostrogenrezeptor-a und Progesteronrezeptor-a

Fir alle 244 Mammakarzinome konnte der Hormonrezeptorstatus (HR) anhand der
immunhistochemischen Untersuchung des Ostrogenrezeptors (ER) und des
Progesteronrezeptors (PR) erhoben werden. Als negativ wurde zytoplasmatische
und stromale Farbereaktion gewertet. Als fraglich hormonsensibel gelten Tumoren,
deren Tumorzellkerne eine positive Farbereaktion in 1%-10% der Tumorzellkerne
aufweisen, diese wurden als negativ gewertet. Als Hormonrezeptor positiv werden
solche Mammakarzinome bezeichnet die entweder Immunreaktivitat fur den
Ostrogenrezeptor und / oder den Progesteronrezeptor in mindestens 10% der

Tumorzellkerne aufwiesen.

Tabelle1l0: Hormonrezeptorpositive Gewebeproben

negativ positiv

ER und / oder PR = HR | n=104 (42,6%) | n=140 (57,4%)

ER n=119 (48,8%) | n=125 (51,2%)

PR

n=150 (61,5%)

n=94 (38,5%)

ER und PR synchron

n=165 (67,6%)

n=79 (32,4%)

ER ohne PR

n=198 (81,1%)

n=46 (18,9%)

PR ohne ER

n=229 (93,9%)

n=15 (6,1%)

ceceee
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4. Ergebnisse

4.9. Klinische Parameter und Pathomorphologie der Primartumoren in
Abhangigkeit von den Phanotypen

4.9.1. Alter der Patientinnen bei Fernmetastasierung nach Phanotypen

Bei Fernmetastasierung waren Patientinnen mit myoepithelialem Phanotyp im Mittel
55,3 Jahre (27,7 - 77,3), mit basaloidem Phanotypyp 56,9 Jahre (33,6 - 77,9), mit
dominant basalem Phanotypyp 53,3 Jahre (31,1 - 77,3) und mit CK5/6 &14 doppelt
positivem Phéanotyp 52,1 Jahre (33,6 - 71,8) Jahre alt. Die Mittelwerte der Gruppen
und der Gesamtgruppe unterschieden sich nicht signifikant voneinander. CK5/6 &14
doppelt positiver Phanotyp tritt seltener in der Altersgruppe junger 50 Jahre auf, die

Beziehung war statistisch nicht signifikant.

Tabelle 11: Anteil von Patientinnen é&lter als 50 Jahre zum Zeitpunkt der

Fernmetastase, absolute und relative Anteile sowie p-Wert des Chi2 -Tests

>50a p-Wert des Chi2 -Tests
dominanter Phanotyp | n=22 (64,7%) p=0,332
n=34
basaloider  Phanotyp | n=25 (69,4%) p=0,574
n=36
myepithelialer n=15 (75%) p=0,382
Phanotyp n=20
CK5/6 &l14 doppelt | n=10 (55,6 %) p=0,148
positiver Phanotyp
n=18
gesamt n=244 n=169 (69,3%)

4.9.2. Tumorlokalisation nach Phanotypen

Die Karzinome traten 113 mal (46,3%) links, 104 mal (42,6%) rechts und 26 mal
(10,6%) beidseits (synchron). Bei einem Tumor war die Seite unbekannt .Die
Tumorlokalisation zeigte bei basalen und myoepithelialen Phanotypen keine

signifikanten Unterschiede zur Gesamtgruppe (p>0,05).

-32-



4. Ergebnisse

4.9.3. Histopathologische Klassifikation nach Phanotypen

220 (90,2%) der untersuchten Tumoren waren als invasiv duktale Karzinome (IDC),

21 (8,6%) als invasiv lobulare Karzinome (ILC), 2 (0,8%) als gemischt invasiv duktale

und lobulare Karzinome und einer (0,4%) als muzinds-gemischt klassifiziert worden.

Bei dominant basalem, myoepithelialen und CK5/6 CK14 doppelt positiven Phanotyp

handelte es sich ausschlie3lich um IDC, beim dominanten Phanotyp war die

Beziehung signifikant. Ein

ansonsten bestand dieser Subtyp aus IDC.

ILC wurde dem basaloiden Phénotyp zugeordnet,

Tabelle 12: Zusammenhang zwischen histologischer Klassifikation und

Phéanotypen: absolute und relative Werte vom Phanotyp, p-Wert des Chi2-Tests

invasiv duktales

p-Wert des Chi2-Tests

) andere
Karzinom
dominanter Phanotyp n=34; (100%)
0 p=0,022
n=34
basaloider Phéanotyp n=35; (97,2%)
1 (0,4%) p=0,100
n=36
myoepithelialer
n=20; (100%)
Phénotyp 0 p=0,115
n=20
CK5/6+14 doppelt n=18; (100%)
0 p=0,144
n=18
Gesamtgruppe n=220; (90,2%
grupp ( ) 24 (9,8%)
n=244
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4. Ergebnisse

4.9.4. Tumorgr63e nach Phanotypen

Die Tumorgrofle wurde zu einem vereinfachten pT-Stadium nach WHO
zusammengefasst. T1a, T1b und T1lc wurden zu T1 und T4a, T4b, T4c und T4d zu
T4 zusammengefal3t. CK5/6&14 dopppelt positiver Phanotyp kam nicht bei T1
Tumoren vor. Aufgrund der niedrigen Erwartungswerte pro Zelle wurde der Chi2-

Tests nicht durchgefuhrt.

Tabelle 13: Zusammenhang von pT Stadium und Phanotypen, absolute und

relative Werte
pT1 pT2 pT3 pT4

Dominanter n=3; (8,8%) n=19; (55,9%) n=3; (8,8%) n=8; (23,5%)

Phé&notyp n=33

basaloider Phanotyp
n=33

n=4; (11,1%) n=15; (41,7%) n=7; (19,4%) n=7; (19,4%)

myoepithelialer

n=4; (20%) n=10; (20%) n=3; (15%) n=3; (15%)

Phénotyp
n=20

CK5/6+14
n=18

doppelt | n=0; (0%) n=10; (55,6%) n=2; (11,1%) n=6; (33,3%)

Gesamtgruppe
n=230

pT Stadien zusammengefasst, unbekanntes pT bei n=14; (5,7%)

n=42; (17,2%) n=99; (40,6%) n=32; (13,1%) n=57, (23,4%)

CK5/6 &14 doppelt positive Tumoren waren signifikant (p=0,023) seltener klein und
lokal begrenzt (pT1) im Vergleich mit der Gesamtgruppe.

Tabellel4: Zusammenhang zwischen pT1- Stadium und Phanotypen, absolute

und relative Werte und p-Wert des Chi2-Tests

pT1 2pT2 p-Wert des Chi2-Tests
Dominanter Phanotyp n=33 n=3; (9,1%) n=30; (90,9%) p=0,105
basaloider Ph&notyp n=33 n=4; (12,1%) n=33; (87,9%) p=0,234
myoepithelialer Phanotyp n=20 n=4; (20%) n=16; (80%) p=0,515
CK5/6+14 doppelt n=18 n=0; (0%) n=18; (100%) p=0,023
Gesamtgruppe n=230 n=42; (17,2%) n=99; (40,6%)
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4. Ergebnisse

4.9.5. Nodalstatus nach Phanotypen
Keiner der Phanotypen zeigte zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eine von der
Gesamtgruppe signifikant abweichende Assoziation zur Tumorausbreitung in die

axillaren Lymphknoten.

Tabelle 15: Lymphknotenstatus bei Erstdiagnose, unbekannt in n=29, absolute
und relative Haufigkeiten und p-Wert des Chi2-Tests

Lymphknotenstatus Lymphknotenstatus p-Wert des Chiz-
negativ positiv Tests
dominanter Phénotyp | n=7 n=24
p=0,172
n=31 (22,6%) (77,4%)
basaloider Phéanotyp n=4 n=27
p=0,463
n=31 (12,9%) (87,1%)
myoepithelialer
yoep n=3 n=16
Phénotyp p=0,610
(15,8%) (84,2%)
n=19
CK5/6+14 doppelt n=2 n=15
p=0,584
n=17 (11,8%) (88,2%)
Gesamtgruppe n=33 n=182
n=215 (15,3%) (84,7%)

Fir 175 der 182 Falle, bei denen der Lymphknotenstatus positiv war, lagen Angaben
zur Anzahl der betroffenen Lymphknoten, zusammengefasst in drei Gruppen (1-3
Lymphknoten, 4-9 Lymphknoten, 10 und mehr Lymphknoten) vor. Auch hier konnte
keine signifikante Beziehung zu einem der Phanotypen gefunden werden.

Tabelle 16: Anzahl betroffener Lymphknoten in drei Gruppen, Beziehung zu

Phéanotypen, absolute und relative Haufigkeiten und p-Wert des Chi2-Tests

1-3 Lymphknoten 4-9 Lymphknoten 10 und mehr p-Wert des Chi?-Tests
Lymphknoten

Dominanter Phé&notyp | n=7 n=7 n=7 p=0,932
n=21 (33,3%) (33,3%) (33,3%)
basaloider Phanotyp | n=10 n=9 n=7 p=0,541
n=26 (38,5%) (34,6%) (26,9%)
myoepithelialer n=4 n=3 n=7 nicht
Phanotyp (28,6%) (21,4%) (50%) durchgefiihrt
n=14
CK5/6+14 doppelt | n=6 n=2 n=6 nicht
n=14 (42,9%) (14,3%) (42,9%) durchgefihrt
Gesamtgruppe n=58 n=53 n=64
n=244 (33,1%) (30,3%) (36,6%)
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4.9.6. Histopathologisches Tumorgrading nach Phanotypen

Dominant basaler, CK5/6 &14 doppelt positiver, myoepithelialer und basaloider
Phanotyp waren stark mit hohem histologischem Grading assoziert. Bei dominant
basalem und CK5/6 &14 positiven Phanotyp war das gehaufte Auftreten von Grad 3
Tumoren statistisch signifikant (79,4% vs. 56,1%; p=0,002 und 88,9% vs 56,1%;
p=0,002).

Tabelle 17: Zusammenhang zwischen histologischem Grading und
Phéanotypen, absolute und relative Werte, Grade 1 (n=3) und Grade 2(n=104)
zusammengefasst, p-Wert des Chi2-Tests

Grad 1 oder 2 Grad 3 p-Wert des Chi2-Tests
Dominanter Phéanotyp | n=7 n=27 p=0,002
n=34 (20,6%) (79,4%)
basaloider Phéanotyp | n=12 n=24 p=0,115
n=36 (33,3%) (66,7%)
myoepithelialer n=5 n=15 p=0,060
Phénotyp (5,0%) (75,0%)
n=20
CK5/6+14 doppelt | n=2 n=16 p=0,002
n=18 (11,1%) (88,9%)
Gesamtgruppe n=107 n=137
n=244 (43,9%) (56,1%)
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4.9.7. Hormonrezeptorstatus nach Phanotypen

Die Phéanotypen waren uberwiegend Hormonrezeptor negativ, am starksten
ausgepragt bei dominant basalem und CK5/6 &14 doppelt positivem Phéanotyp
(p=0,000). Mit zunehmendem Anteil an basalen Zytokeratinen nahm der Anteil an

Hormonrezeptor positiven Féllen ab.

Tabelle 18: Zusammenhang zwischen Hormonrezeptorstatus und Phé&notypen,

absolute und relative Haufigkeiten und p-Wert des Chi2-Tests

Hormorezeptorstatus negativ Hormonrezeptorstatus positiv p-Wert des Chi2-Tests
Dominanter Phanotyp | n=32 n=2 p=0,000
n=34 (94,1%) (5,9%)
basaloider Phanotyp | n=27 n=9 p=0,000
n=36 (75,0%) (25%)
myoepithelialer n=15 n=5 p=0,002
Phénotyp (75,0%) (25,0%)
n=20
CK5/6+14 doppelt | n=16 n=2 p=0,000
n=18 (88,9%) (11,1%)
Gesamtgruppe n=104 n=140
n=244 (42,6%) (57,4%)

Mit steigendem Anteil der basalen Zytokeratine nahm die Anzahl der
Hormonrezeptor positiven Félle ab (25,0% vs. 5,9%; p=0,029). Bei den Fallen, die als
Zytokeratin negativ gewertet worden waren, (n=174) betrug der Anteil der

Hormonrezeptor positiven Tumoren 74,1%.

Zytokeratin negativ basaloider Phanotyp dominanter Phanotyp
. HR . HR . HR

negativ negativ negativ

= g(?siliv = g(?siliv = gg\)sitiv

74,1% 25,0% 5,9%
Abbildung 11: Anteil Hormonrezeptor positiver Falle in Abhangigkeit vom

Anteil der basalen Zytokeratine
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4.9.8. HER-2/neu Status nach Phanotypen

Basaloider und myoepithelialer Phanotyp waren héaufiger als in der Gesamtgruppe
HER-2/neu positiv, der Unterschied war statistisch nicht signifikant. CK5/6 &14

doppelt positiver Phanotyp war nur 2 mal HER-2/neu positiv, der Unterschied zur

Gesamtgruppe war statistisch nicht signifikant.

Tabelle 19: Anteil der HER-2/neu -positiven Falle an den Phé&notypen, absolute

und relative Werte und p-Wert des Chi2-Tests

Anteil HER-2/neu positiver
Falle (orange)

p-Wert des Chi2-Tests

dominanter Phanotyp

Gesamtgruppe
n=243

n=64 (26,2%)

n=33 n=8 (23,5%) @ p=0,851
basaloider Phanotyp
n=36 n=13 (36,1%) p=0,323
myoepithelialer Phanotyp n=20

n=7 (35%) @ p=0,626
CK5/6 &14 doppelt positiver Phanotyp
n=18 n=2 (11,1%) p=0,299

Zwischen dominant basalem und basaloidem Phanotyp war kein signifikanter

Unterschied bezlglich des Anteils HER-2/neu -positiver Falle zu finden (23,5% vs.

36,1%; p=0,188).
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4.9.10 Dauer des metastasenfreien Intervalls nach Ph&notypen

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose lagen in 101 Fallen Fernmetastasen vor. Die
metastasenfreien Zeiten wurden in zwei Intervallen zusammengefasst: weniger und
mehr als 24 Monate zwischen Primartherapie und erster Evidenz flr
Fernmetastasen. CK5/6 &14 doppelt positiver und basaloider Phanotyp waren ofter
mit einem Kkurzen Intervall von weniger als 24 Monaten assoziiert, der
Zusammenhang war statistisch nicht signifikant. Der CK5/6&14 doppelt positive
Phanotyp war seltener primér metastasiert, der Zusammenhang erreichte jedoch

keine statistische Signifikanz.

Tabelle 20: Dauer des metastasenfreien Intervalls nach Phanotypen, absolute

und relative Haufigkeiten und p-Wert des Chi2-Tests

primar metastasenfreies | metastasenfreies p-Wert des Chi2-Tests
metastasiert Intervall <24 | Intervall > 24
Monate Monate

Dominanter n=12 n=11 n=11 p=0,473
Phanotyp n=33 (35,3%) (32,4%) (32,4%)
basaloider Phénotyp | n=13 n=13 n=10 p=0,191
n=36 (36,1%) (36,1%) (27,8%)
myoepithelialer n=6 n=6 n=8 p=0,553
Phé&notyp n=20 (30%) (30%) (40%)
CK5/6+14  doppelt | n=4 n=8 n=6 p=0,081
n=18 (22,2%) (44,4%) (33,3%)
Gesamtgruppe n=101 n=59 n=84
n=244 (41,4%) (24,2%) (34,4%)
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4.10 Uberlebensanalyse

Das Uberleben nach erster Metastase betrug zwischen 5 Tagen und 151,1 Monaten
(Median 23,8 Monate; 95% Konfidenzintervall 20,3-27,3). Die 1 Jahres
Uberlebensrate betrug 71,7% (kein Fall lost to follow up).

4.10.1. Univariate Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier fir etablierte
Prognosefaktoren

Die Uberlebensverteilungen der {ber 50-Jahrigen (zum Zeitpunkt der ersten
Metastase) war nicht verschieden im Vergleich mit den unter 50-Jahrigen. Das
mediane Uberleben fir Uber 50 jahrige (n=169) betrug 23,6 Monate (95%
Konfidenzintervall 19,7-27,4) und fir unter 50-Jahrige (n=75) 24,6 Monate (95%
Konfidenzintervall 18,0-31,1), p=0,672.

c 1,04

()

o)

2 0,8

S

3

> 0,6 —1<50a
n |_I1>50a
() <50a-
; 0,44 T zensiert
© >50a-
S 0,2 T Zensient
&

S

X 0,0

I T T T T T |
0,00 24,00 48,00 72,00 96,00 120,00144,00

Uberleben ab erster
Metastase in Monaten

Abbildung 12: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit vom
Patientenalter bei erster Metastase

Aufgrund der geringen Fallzahl fir muzinése Karzinome (n=1) und invasiv
duktal/lobular gemischten Karzinome (n=2) wurde die Uberlebensanalyse in
Abhangigkeit von der histopathologischen Klassifikation nur fir invasiv duktale
(n=220) und invasiv lobulare Karzinome (n=21) durchgefiihrt. Das mediane
Uberleben fur invasiv duktale Karzinome betrug 22,7 Monate (19,4-25,9 95%
Konfidenzintervall) und fir invasiv lobulare Karzinome 33,1 Monate (18,0-48,1 95%
Konfidenzintervall). Der Log Rang Test auf Unterschiede der Uberlebenskurven war
nicht signifikant mit p=0,405.
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Abbildung 13: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit von der

histopathologischen Klassifikation

Patientinnen mit T1 Tumoren (n=42) Uberlebten im Median 20,7 Monate (16,5-24,8
95% Konfidenzintervall), mit T2 Tumoren (n=99) 27,9 Monate (21,4-34,3 95%
Konfidenzintervall), mit T3 Tumoren (n=32) 32,4 Monate (13,5-51,3 95%
Konfidenzintervall) und mit T4 Tumoren (n=57) 22,1 Monate (18,1-26,0 95%
Konfidenzintervall). Die Uberlebenskurven unterschieden sich nicht signifikant
voneinander (p=0,128).

1pT1
1pT2

pT3
L 1pT4

+ pT1-

zensiert
pT2-
+ zensiert
pT3-
zensiert
pT4-
zensiert

Kumulatives Uberleben

0,00 24,00 4800 72,00 96,00 120,00 144,00 -I—

Uberleben ab erster
Metastase in Monaten

Abbildung 14: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit von der
lokalen Tumorausbreitung (pT)
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Patientinnen mit Tumorbefall der axillaren Lymphknoten (n=182) hatten ein medianes
Uberleben von 23,1 Monaten (18,7-27,5 95% Konfidenzintervall) und Patientinnen
mit negativem Lymphknotenstatus (n=33) ein medianes Uberleben von 36,0 Monaten
(16,3-55,6 95% Konfidenzintervall). Der Log Rang Test auf Unterschiede der
Uberlebenskurven war signifikant (p=0,005).
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Abbildung 14: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit vom
axillaren Lymphknotenstatus

Gut (n=3) und maRig differenzierte (n=104) Mammakarzinome wurden zu einer
Gruppe zusammengefasst (n=107). Der Median der Uberlebenszeit betrug firr diese
Gruppe 25,6 Monate (18,2-33,9 95% Konfidenzintervall). Schlecht differenzierte,
Grad 3 Karzinome, (n=137) hatten eine kiirzere mediane Uberlebenszeit von 22,1
Monaten (17,9-26,3 95% Konfidenzintervall). Die Uberlebenskurven unterschieden

sich signifikant (p=0,034) im Log Rang Test.
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Abbildung15: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit vom

Tumorgrading
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Das mediane Uberleben nach erster Metastase bei Hormonrezeptor negativen
Primartumoren (n=104) betrug 17,5 Monate (10,0-25,0 95% Konfidenzintervall) und
bei Hormonrezeptor positiven Primartumoren (n=140) 27,6 Monate (23,0-32,2 95%
Konfidenzintervall). Der Log Rang Test auf Unterschiede der Uberlebenskurven war
signifikant (p=0,005).
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Abbildung 16: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit vom

Hormonrezeptorstatus

HER-2/neu - positive Félle hatten ein medianes OASM von 21,8 Monaten (18,9-24,6
95% Konfidenzintervall) und unterschieden sich nicht signifikant (p=0,414) von HER-
2/neu - negativen Fallen, welche ein medianes OASM von 25,3 Monaten (21,2-29,4

95% Konfidenzintervall) aufwiesen.
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Die Zeitdauer zwischen Primartherapie und dem Datum der ersten Evidenz einer
Fernmetastase wurde in drei Abschnitte eingeteilt. Es zeigte sich fir primar
metastasierte Falle (n=101) ein medianes Uberleben von 28,1 Monaten (23,0-33,2
95% Konfidenzintervall), fir ein Zeitintervall von kirzer als 24 Monaten ab
Priméartherapie (n=59) ein medianes Uberleben von 18,2 Monaten (8,3-28,0 95%
Konfidenzintervall) und fur ein Zeitintervall von langer als 24 Monate (n=84) ein
medianes Uberleben von 23,0 Monaten (18,2-27,8 95% Konfidenzintervall). Die
Unterschiede der Uberlebensverteilungen waren im Log Rang Test nicht signifikant
mit p=0,147.
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Abbildung18: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit von der

Zeitdauer des Krankheitsfreien Intervalls ab Priméartherapie

1.6.Uberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abh&angigkeit vom Startjahr der
palliativen Chemotherapie

Der Beginn der palliativen Chemotherapie lag im Zeitraum zwischen den Jahren
1991 und 2005. Bei der Einteilung dieses Zeitabschnitts in drei kalendarische
Intervalle zeigte sich ein kirzeres medianes OASM fir Patientinnen, deren palliative
Chemotherapie zwischen 1991 und 1995 begonnen hatte  verglichen mit
Patientinnen deren palliative Chemotherapie in den Zeitraumen zwischen 1996 und
1999 oder 2000 und 2005 begann. Der Unterschied der Uberlebenskurven war
signifikant im Log Rang Test (p=0,001).
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Tabelle 21: mediane Uberlebenszeiten in Abhangigkeit vom Startjahr der
palliativen Chemotherapie

Startjahr der palliativen Chemotherapie | Median der Uberlebenszeit / 95% Konfidenzintervall
1991-1995 n=70 16,4 Monate 10,4-21,8
1996-1999 n=95 23,8 Monate 19,5-28,1
2000-2005 n=79 30,7 Monate 27,1-34,3
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Abbildung 19: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit vom

Startjahr der palliativen Chemotherapie

Um die Auswirkungen von kontralateralen Karzinomen, Lokalrezidiven und
Zweitmalignomen auf die Prognose der Patientinnen nach der ersten Metastase zu
uberpriifen, wurde die Uberlebensanalyse im Vergleich zwischen einer Gruppe, in
welcher es sich bei dem Primartumor um die einzige Krebserkrankung gehandelt
hatte (n=139) und einer Gruppe in der kontralaterale Mammakarzinome,
Lokalrezidive und Zweitmalignome aufgetreten waren (n=105) durchgefuhrt. Der
Median der Uberlebenszeit fir die erste Gruppe betrug 24,7 Monate (21,0-28,5 95%
Konfidenzintervall) und fur die zweite Gruppe 21,7 Monate (17,1-26,5 95%
Konfidenzintervall). Der Log Rang Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilung war
nicht signifikant (p= 0,218).
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4.10.2. Univariate Uberlebensanalyse nach Kaplan Meier nach Phanotypen

Die Uberlebenskurven fir den basaloiden (n=36) und nicht-basaloiden Phanotyp
(n=208) unterschieden sich nicht signifikant (p=0,449). Das mediane Uberleben
betrug dabei 23,9 Monate (16,0-31,8 95% Konfidenzintervall) bzw. 23,6 Monate
(19,7-27,5 95% Konfidenzintervall).
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Abbildung 21: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit von

basaloidem und nicht-basaloiden Phé&notyp

Die mediane Uberlebenszeit nach Diagnose der ersten Metastase betrug bei
dominant basalem Phanotyp (n=34) 8,8 Monate (4,3-13,4 95% Konfidenzintervall)
und bei nicht- dominant basalem Phé&notyp n=(210) 26,3 Monate (22,5-30.0 95%
Konfidenzintervall). Der Log Rank Test auf Unterschiede der Uberlebenskurven war
signifikant mit p=0,018. Nach 2 Jahren, der medianen Uberlebenszeit der
Gesamtgruppe, lebten nur noch 20 % der Patientinnen mit dominant basalem
Phanotyp , diese 20 % uberlebten dann jedoch auffallend lang. Die Patientin mit dem
langsten beobachteten OASM (151 Monate) der gesamten Studie gehoérte dem

dominant basalen Phanotyp an.
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Abbildung 22: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit von

dominant basalem oder nicht dominant basalem Phanotyp

Der direkte Vergleich zwischen dominant basalem und basaloidem Phanotyp konnte

trotz der deutlichen Tendenz zu kirzerem OASM die Unterschiede

in den

Uberlebensverteilungen im Log Rang Test nicht als signifikant erkennen (p=0,172).
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Die mediane Uberlebenszeit nach Diagnose der ersten Metastase betrug bei CK5/6
&14 doppelt positiven Tumoren (n=18) 9,4 Monate (0,0-18,9 95% Konfidenzintervall)
und bei nicht-CK5/6 &14 doppelt positiven Primartumoren (n=226) 24,7 Monate
(21,3-28,2 95% Konfidenzintervall). Der Log Rang Test auf Unterschiede der
Uberlebenskurven war signifikant mit p=0,003.

1,04
c nicht-
8 0.8 doppelt
TR L1 doppelt
) nicht-
Q 6 -+ doppelt-
D zensiert
4 doppelt-
°>-’ + zensiert
.Z 0,47
o
o
S
€ 0,21
S
X

0,0

I I
0,00 24,00 48,00 72,00 96,00 120,00 144,00

Uberleben ab erster
Metastase in Monaten

Abbildung 24: Uberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit vom
CK5/6 &14 doppelt positiven Phanotyp
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Patientinnen mit Primartumoren vom myoepithelialen Phanotyp (n=20) hatten ein
medianes Uberleben nach dem Zeitpunkt der ersten Metastase von 13,9 Monaten
(4,9 -23,0; 95% Konfidenzintervall). Fur nicht-myoepitheliale Tumoren (n=144) betrug
das mediane Uberleben 24,4 Monate (20,8-28,0 95% Konfidenzintervall). Obwohl
das mediane Uberleben fiir myoepiteliale Tumoren doch deutlich kiirzer war,
erreichte der Log Rang Test auf Unterschiede der Uberlebenskurven keine
statistische Signifikanz (p=0,094).
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myoepithelialen und nicht-myoepithelialen Phéanotyp

-850 -



4. Ergebnisse

4.10.3 Multivariate Uberlebensanalyse mit der Cox Regressionsanalyse

Um die Einflussvariablen auf das OASM gleichzeitig untersuchen zu kénnen, wurde
eine Regressionsanalyse nach Cox durchgefihrt. Kategoriale Variablen waren:
histologische Klassifikation, TumorgrofRe nach pT-Stadium, Nodalstatus, Grading,
Hormonrezeptorstatus, HER-2/neu -Status, Patientenalter bei erster Metastase,
Zeitdauer des metastasenfreien Intervalls, Startjahr der palliativen Chemotherapie,
basaler Phéanotyp, basaloider Phanotyp, dominant basaler Phanotyp, myoepithelialer
Phéanotyp und CK5/6 &14 doppelt positiver Phanotyp. Von 244 Féllen wurden 212
Falle, abzlglich HER-2/neu -unbekannt (fehlendes Material), pTX und pNX
analysiert. Verwendet wurde die Methode LR Rulckwarts mit schrittweisem
Fallausschluss (Ausschluld bei p>0,1), die Tabelle zeigt die signifikanten Kategorien
an. Der Ausdruck der Gesamtanalyse findet sich im Anhang.

Tabelle 22: Ergebnisse der Cox Regressionsanalyse

Signifikanz | Exp(B) | 95% Konfidenzintervall
fur Exp(B)
Nodal positiv vs 0,000 2,756 | 1,747 — 4,349
Nodal negativ 1,0
HR-negativ vs 0,023 1,472 | 1,056 — 2,051
HR-positiv 1,0
CK5/6&14 doppelt positiv vs. | 0,032 1,830 | 1,055 -3,174
CK5/6&14 doppelt negativ 1,0
1991-1995 vs. 0,000 2,333 | 1,589 — 3,425
2000-2005 1,0
<24 Monate vs. 0,049 1,508 | 1,002 - 2,270
primar metastasiert 1,0
>24 Monate vs. 0,003 1,713 | 1,204 — 2,435
primar metastasiert 1,0

Basales Immunprofil per se sowie deren Unterteilung in Gruppen mit dominant
basaler oder basaloider Zytokeratinexpression hatte genauso wenig wie
myoepitheliales Immunprofil einen unabhéngigen Vorhersagewert in der
multivariaten Analyse. CK5/6 &14 doppelt positiver Phanotyp zeigte sich neben
positivem Nodalstatus, negativem Hormonrezeptorstatus, Startjahr der Rekrutierung
zur palliativen Chemotherapie zwischen 1991 und 1995 und dem Krankheitsfreien
Intervall als signifikanter Prognosefaktor fur kiirzeres OASM.
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5.Diskussion

Der Krankheitsverlauf des metastasierten Mammakarzinoms ist aul3erordentlich
heterogen (Cha et al. 1999). In dieser Situation bendétigt der behandelnde Arzt
Entscheidungshilfen die die Notwendigkeit und pradiktive Faktoren welche die
Wirksamkeit einer palliativen Chemotherapie anzeigen (Heinemann et al. 2005).
Uber die Ansprechraten der Tumoren vom sogenannten basalen Subtyp in der
palliativen Situation existieren bisher keine Veroffentlichungen.

Zur Untersuchung der Prognose von Tumoren der Brust mit basaler / myoepithelialer
Differenzierung werden bisher verschiedene Kombinationen von
immunhistochemischen Markern und molekularbiologischen Techniken angewendet.
Verwendet werden CK14 alleine (Fulford et al. 2006, Jones et al. 2004), CK4, CK14
und / oder 17 (Malzahn et al 1998), eine Mischung aus CK5/14 und p63 in einem
Untersuchungsgang (Laakso et al 2006; Jumppanen et al 2007), CK 5/6 und / oder
CK14 positiv (Rakha et al. 2006) oder CK5/6 und / oder CK17 positiv (Potemski et al.
2006; van de Rijn et al. 2002). Ebenso werden verschiedene Kombinationen
gleichzeitig verwendet und miteinander verglichen (Tischkowitz et al. 2007). Bei
Genexpressionsanalysen mit cDNA Microarrays wird die mRNA Expression von 476
Genen bestimmt und Uber eine Clusteranalyse 5 Subgruppen gebildet, von denen
der basale Subtyp ein Cluster mit starker Expression der RNA von CK5 und CK17
sowie fehlender Expression von HER-2/neu und ER (Sorlie et al. 2001) ist. Die
Expression der mRNA fur basale Zytokeratine ist dabei nicht spezifisch fir den
basalen Subtyp sondern wird auch bei anderen Subtypen gefunden. Diese Methode
wird von mehreren Arbeitsgruppen angewandt (Sotiriou et al. 2003, Rouzier et al.
2005). Mit der Kombination der immmunhistochemischen Marker HER-2/neu und
ER negativ und CK5/6 und / oder EGFR positiv ist es mdglich, den basalen Subtyp
der Genexpressionsanalyse mit 76% Sensitivitat und 100% Spezifitat zu erkennen
(Nielsen et al. 2004). Diese Definition des basalen Subtyps wird von weiteren
Arbeitsgruppen aufgegriffen (Rodriguez-Pinilla et al. 2006; Conforti et al. 2007) und
noch erweitert indem positive IHC fur CK5, CK14, EGFR und / oder c-kit mit
negativem ER und HER-2/neu den basalen Subtype definieren (Kim et al 2006). Der
basale Subtyp wird auch mit ,tripel negativ‘ gleichgesetzt (Carey et al. 2007). Mit
tripel negativ werden Mammakarzinome bezeichnet, die sich durch fehlende
Expression von HER-2/neu, ER und PR auszeichnen. Von drei Autoren werden

zusatzlich Untergruppen mit vorwiegend negativer oder uUberwiegend positiver
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Expression der basalen Zytokeratine unterschieden (Rakha et al. 2006; Laakso et al.
2006; Fulford et al. 2007). Die Abgrenzung eines myoepithelialen Immunprofils wird
durch den Nachweis von a-SMA und / oder p63 gefuihrt (Rakha et al.2006).

Fur die vorliegenden Untersuchung wurden immunhistochemische Methoden zur
Detektion von CK5/6, CK14, SMA und p63 verwendet. Eine Subgruppierung die sich
auf den negativen Ausfall einer immunhistochemischen Untersuchung beruft, wie das
Konzept des tripel negativen Subtyps, ist problematisch da auch technische Griinde
fur eine negative Farbereaktion urséchlich sein konnten (Rakha et al. 2007).
Immunhistochemische Untersuchungen sind vergleichsweise kostenginstig, die
Durchfuhrung automatisiert, die Auswertung ist schnell erlernbar und die
Fehlerquellen sind abgrenzbar. Bei den uns zur Verfigung stehenden
Gewebeproben handelt es sich um formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes
(PFPE) Archivmaterial. Die Verwendung von solchem Archivmaterial ist eine
bewahrte Methode zur retrospektiven Analyse groRBerer Fallzahlen mit
immunhistochemischen Methoden. Moderne Techniken des hitzeinduzierten antigen
retrieval ermoglichen die Wiedergewinnung der Immunreaktivitat vieler Antigene,
deren Bestimmung friher nur an Gefrierschnitten mdglich war (Shi et al.1997 ), die
Limitationen dieser Methode dirfen jedoch nicht auRer Acht gelassen werden. Clarke
et al. (2005) verweisen auf verminderte Immunreaktivitat fur CK8/18 an PFPE im
Vergleich mit Gefrierschnitten. Unterschiedliche préaanalytische Handhabung von
Gewebeproben (Dauer der Fixation, Mengenverhaltnis von Fixativ zu Gewebe) hat
Auswirkungen auf die Immunreaktivitat vieler Antigene, im klinischen Alltag ist eine
Standardisierung kaum madglich (Leong et al. 2004). Der Wechsel auf ein anderes
Fixativ im Jahr 1993 im Institut (gewechselt wurde von 10% zu 4% gepufferter
Formalinlésung) trug weiter dazu bei, dass die untersuchten Proben sich in ihrer
Immunreaktivitdt  unterscheiden koénnten, durch die verwendete interne
Positivkontrolle kann jedoch ein totaler Verlust der Immunreaktivitat ausgeschlossen
werden. Molekularbiologische Methoden sind fur retrospektive Analysen an
Archivmaterial nur eingeschrankt anwendbar, die Analyse von Genamplifikationen
mittels der Floureszenz-in situ- Hybridisierung (FISH) gehort in den Alltag eines
pathologischen Labors und ist auch an PFPE Material mdoglich.
Genexpressionsanalysen detektieren mRNA und setzen die Verfligbarkeit von

groRerer Mengen sofort nach der Probenentnahme tiefgefrorener Gewebeproben

-B53 -



5.Diskussion

voraus (Penland et al. 2007) und sind sehr kostenaufwéandig (Fadare et al. 2007). Die
Reliabilitat dieser Technik ist noch nicht abschlielRend geklart.

Fir diese Untersuchung wurden Falle mit vorwiegend negativer und Uberwiegend
positiver Farbereaktion zu Gruppen zusammengefasst, daftir wurde

der Anteil immunhistochemisch positiver Tumorzellen semiquantitativ geschatzt.
Dieses Auswertungskriterium beeinflusst das Untersuchungsergebnis gewiss
subjektiv (Walker 2006). Das zeigt sich zum Beispiel in der Auswertung von CK5/6,
in welcher die Kategorie 90% unbesetzt bleibt und die Kategorie 50% im Vergleich
mit den benachbarten Kategorien Uberzufallig haufiger ermittelt worden war. Im
Vergleich mit einer bildanalytischen Auswertung, wie sie Laakso et al. (2006) fir die
Quantifizierung von basalem Zytokeratin exprimierende Tumorzellen angewandt
hatten, wirkt die semiquantitative Auswirkung ungenauer. Da prdanalytische
Einflussfaktoren auf die Immunreaktivitdt nur sehr schwer zu kontrollieren sind
(Leong et al. 2004) besteht aber die Gefahr, dass durch ,zu genaue“ Auswertung

eine Exaktheit vorgetauscht wird, die nicht existiert.

Die prognostische Bedeutung des basalen und myoepithelialen Immunprofils des
metastasierten Mammakarzinoms wurde Anhand einer Gruppe von Patientinnen
untersucht, die eine palliative Chemotherapie erhalten hatten. Die Kohorte besteht
aus einem Teil (51,0%) aller Patientinnen, die an einer einzigen Klinik (Frauenklinik
GroBhadern der LMU Minchen) zwischen 1991 und 2005 eine palliative
Chemotherapie erhalten hatten und von denen Material des Primartumors im
Pathologischen Institut archiviert worden war. Signifikant mehr Patientinnen in dieser
Kohorte haben im Vergleich mit der Gesamtgruppe bei Erstdiagnose eine lokal weit
fortgeschrittene (pT3 oder pT4), Nodal positive oder primar metastasierte
Erkrankung. Eine Erklarung hierfir konnte sein, dass Patientinnen mit grol3en
Tumoren und Metastasen zur Erstbehandlung 6fter unmittelbar ein Krankenhaus der
Maximalversorgung (wie das Klinikum Grof3hadern) aufgesucht hatten. Das mediane
Gesamtiuberleben der untersuchten Falle nach erster Metastase (OASM) betragt
23,8 Monate. Daten des Tumorregisters Minchen ergeben fir die Jahre 1978 bis
2006 ein vergleichbares medianes OASM von 22 Monaten fur 6365 Patientinnen
(Tumorregister Miinchen 2007).

Die verwendeten Therapiestrategien sind aul3erordentlich heterogen. Neben

unterschiedlichsten systemischen Chemotherapien erhielten die Patientinnen
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endokrine Therapien, lokoregionare Chemotherapien, Immuntherapien,
Strahlentherapien, Metastasenchirurgie und supportive MalRnahmen. Darin liegt die
grodte Schwache dieser Studie, retrospektive Studien tragen die Gefahr eines
Behandlungs-Bias in sich. Die gravierendste therapeutische Innovation durfte die

seit 1996 beginnende Behandlung mit Trastuzumab sein.

Der Einfluss von bilateralen (synchronen und metachronen) Mammakarzinomen,
Lokalrezidiven und Zweitmalignomen auf den Erkrankungsverlauf und das OASM ist
schwer abzuschatzen, so dass die Frage auftritt ob diese Félle (n=105) Uberhaupt in
die Studie einbezogen werden sollen. Grundsatzlich entscheidend fir die Prognose
iIst das Tumorstadium, das heif3t die Gro3e des lokalen Befundes und das Ausmalf}
des Lymphknotenbefalls, unabhangig vom ein- oder beidseitigen Befall. So wird das
bilaterale Mammakarzinom so behandelt wie der prognostisch ungunstigste Tumor
der Patientin (Gabka et al. 2005). Das Lokalrezidiv gilt, solange die Erkrankung noch
nicht generalisiert ist, als heilbar. Tritt es jedoch nach adjuvanter Chemotherapie
sowie lokaler Strahlentherapie auf ist von einer aggressiven, therapieresistenten
Erkrankung auszugehen (Kaufmann et al. 2006). Therapiedaten sind uns jedoch
nicht bekannt. Weiterhin ist zu bedenken, dass auch das Lokalrezidiv metastatisches
Potential hat, und so mdglicherweise ein anderer Phanotyp wie der von uns
vermutete die Progression bewirkt. Nur der geringere Anteil der Falle mit
metachronen Mammakarzinomen und Lokalrezidiven (35,0% bzw. 29,5%) liegt
jedoch vor dem Zeitpunkt der Fernmetastasierung. Patientinnen mit offensichtlich
um die Todesursache konkurrierenden Zweitmalignomen sind primar nicht in die
Studie eingeschlossen. Es wurde eine Kaplan-Meier Analyse mit einer Gruppe aus
bilateralen Karzinomen, Lokalrezidiven und Zweitmalignomen durchgefihrt. Es zeigt
sich fir diese ein 3 Monate kirzeres medianes OASM (24,7 vs 21,7 Monate;
p=0,218). Die Uberlebensverteilungen unterscheiden sich nicht signifikant und es
erscheint gerechtfertigt diese Falle nicht auszuschliel3en.

Die Uberlebensverteilungen in drei verschiedenen kalendarischen Intervallen (1991 -
1995; 1996 -1999; 2000 - 2005) unterscheiden sich signifikant voneinander. Dabei
wird ein zunehmend lageres OASM beobachtet. Die Studienkohorte besteht aus
einer Teilmenge der vom Tumorregister Minchen erfassten Patientinnen, und so

stehen diese Ergebnisse im Kontrast zu den Daten des Tumorregisters Minchen,
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welche zwischen den kalendarischen Intervallen 1990-1994 und 1995-2000 keine
Verbesserung der Uberlebenszeiten feststellen (Schlesinger-Raab et al. 2005). Zur
genaueren Interpretation dieses Befundes wéren die Behandlungsdaten der von uns
untersuchten Gruppe notwendig, die uns jedoch nicht zur Verfigung stehen. Die
bedeutendsten Neuerungen der Therapiestrategien in dem beobachteten Zeitraum
seien in der Folge aufgeflhrt: erstens vermehrter Einsatz von Taxanen und
Taxanhaltigen Kombinationstherapien, zweitens die Einfihrung von Trastuzumab in
der Behandlung des HER-2/neu positiven Mammakarzinoms in Studien ab 1996 und
drittens die ab Mitte der neunziger Jahre einsetzende grof3ziigigere
Indikationsstellung zur Gabe von Bisphosphonaten bei ossaren Metastasen. Die
Literatur zeigt, dass Taxane in der Behandlung des metastasierten
Mammakarzinoms durchaus einen verlangernden EinfluR auf die Uberlebenszeit
haben konnen (Colozza et al. 2007). Die lebensverlangernde Wirkung von
Trastuzumab als Mono- und in Kombinationstherapie wird in zahlreichen Studien
belegt (Ferretti et al. 2007). Ein Einflul von Bisphosphonaten auf die
Uberlebenszeiten von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom und
Knochenmetastasen ware maglich, kann aber bisher nicht belegt werden (Pavlakis et
al. 2005). Weiterhin zu Diskussion steht die lebensverlangernde Wirkung der
Aromatasehemmer der 3. Generation Anastrozol, Letrozol und Exemestan im
Vergleich mit herkdmmlicher endokriner Therapie (Ltick 2006; Kaufmann et al. 2006).
Die Unterschiede zwischen der Entwicklung der Uberlebenszeiten aus der
vorliegenden Studie und den Daten des Tumorregister Miunchens kdnnen so

allerdings nicht erklart werden.

Es werden 28,2% der Falle als CK5/6 positiv, 7,8% als CK14 positiv, 4,5% als -
SMA positiv und 4,1% als p63 positiv klassifiziert. Der Vergleich mit Literaturdaten
ist nur bedingt moglich, da die Arbeiten anderer Autoren sich bezuglich verwendeter
Antikorper, Fixierung, Antigendemaskierung, Auswertungskriterien und den
Eigenschaften der untersuchten Gruppe unterscheiden. Die Raten liegen fur basale
Zytokeratine zwischen 4% (Dairkee et al. 1987) und 37% (Potemski et al. 2006), fur
p63 zwischen 0,8% (Rakha et al. 2006) und 20,1% (Matos et al 2005) und fura -SMA
zwischen 1,3% (Korsching et al. 2005) und 13,7% (Rakha et al. 2006). Trotzdem
konnen Ubereinstimmungen gesehen werden: In 4 Fallen tritt CK14 aind -SMA

gemeinsam auf, der Zusammenhang ist statistisch signifikant. Auch Tsuda et al.
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(1999) beschreiben eine enge Assoziation zwischen CK14 und a-SMA in Grade 3
invasiv duktalen Karzinomen. Ribeiro-Silva et al. (2005) finden eine enge Korrelation
zwischen der Expression von p63 und CK5/6 in invasiv duktalen Karzinomen, wie
auch in unserer Studie die Assoziation zwischen p63 und CK5/6 positiven Fallen
statistisch signifikant ist. Eine enge Korrelation zwischen CK5/6 und CK14 finden
auch Rakha et al. (2006), doch wahrend in Ihrer Studie der Anteil der ausschliel3lich
CK14 positiven Falle 18,8% betragt, ist in unserer Studie die Assoziation zwischen
CK14 und CK5/6 so eng, dass es nur einen einzigen Fall mit ausschlie3licher CK14

Expression, einer Rate von 1,4% entsprechend, gibt.

Es wurden drei Gruppen gebildet, die sich an die Untersuchung von Rakha et al.
(2006) anlehnen: basaloider Phanotyp mit 10%-50% der Tumorzellen positiv fur
CK5/6 und / oder CK14, dominant basaler Phanotyp mit mehr als 50% der
Tumorzellen positiv fur CK 5/6 und / oder CK14 und myoepithelialer Phanotyp mit
mindestens 10% der Tumorzellen positiv Giir -SMA und / oder p63. Die vierte
Gruppe besteht aus Fallen die gleichzeitig positiv fur CK5/6 und CK14 sind. Diese
wird doppelt positiver Phanotyp genannt. Die pathomorphologischen und
biologischen Eigenschaften einer solchen Subgruppe des Mammakarzinoms wurden

noch nie beschrieben.

Basale Zytokeratine exprimierende Mammakarzinome finden sich in der
vorliegenden Untersuchung in 28,7% der Falle, davon basaloider Phanotyp in 14,8%
und dominanter Phanotyp in 13,9%, doppelt positiver Phanotyp in 7,4% und
myoepithelialer Phanotyp in 8,2%.

Die im Vergleich héhere Rate von 28,7% der Falle mit basalem Immunprofil
gegenuber 18,6% bei Rakha et al. (2006) in einer Gruppe primarer operabler
Mammakarzinome kann unter vereinfachenden Voraussetzungen als Akkumulation
von basalen Fallen in die metastasierte Gruppe aufgrund des schlechteren OAS
und DFS gedeutet werden. Der geringere Anteil von myoepithelialen Fallen in der
metastasierten Gruppe (8,2%) im Vergleich mit Rakha (13,7%) kann durch die
weniger schlechte Prognose des myoepithelialen Phanotyps erklart werden. Basaler
und myoepithelialer Phanotyp bilden bei Rakha, wie in unserer Untersuchung, eine
Schnittmenge. Dabei liegt der Anteil der ausschlie3lich myoepitheliale Marker

exprimierenden Falle bei Rakha mit 64,7% deutlich hdher als bei uns mit 35%. Der
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dominant basale Phanotyp hat einen etwas héheren Anteil an myoepithelialen Fallen

als der basaloide Phanotyp, vergleichbar mit den Ergebnissen von Rakha.

Die Ermittlung des Hormonrezeptorstatus ermdglicht es abzuschatzen inwieweit die
Prognose der basalen / myoepithelialen Ph&notypen vom Hormonrezeptorstatus
abhangig ist. Nach den aktuellen Empfehlungen (Lebeau et al. 2005) gelten
Mammakarzinome als hormonsensibel, wenn mindestens 10% der Tumorzellkerne
eine immunhistochemische Farbereaktion (unabhangig von der Farbeintensitét)
gegenuber den Ostrogenrezeptor-a (ER) oder den Progesteronrezeptor-a (PR)
aufweisen, so dass in dieser Studie Mammakarzinome als Hormonrezeptor positiv
klassifiziert werden, falls die IHC entweder ER und / oder PR in mindestens 10% der
Tumorzellkerne aufwies. Mammakarzinome deren Primartumoren einen negativen
ER-Status zeigten, haben ein kirzeres OASM (Koenders et al. 1992). Auch
Mammakarzinome mit basalem Immunprofil sind Uberwiegend Hormonrezeptor (HR)
negativ (Rakha et al. 2006; Potemski et al. 2006) und es ist gezeigt worden, dass die
schlechte Prognose der Mammakarzinome vom basalen Subtyp vom negativen
Hormonrezeptorstatus abhangig ist (Potemski et al 2006; Jumppanen et al. 2007). In
unserer Studie sind 42,6% der Falle HR-negativ. Daten des Tumorregister Minchens
fur 6458 Patienten mit Metastasen nach krankheitsfreiem Intervall zeigen lediglich
einen Anteil von 26,7% Hormonrezeptor negativer Falle (Schlesinger-Raab et al.
2005). Dafur konnen verschiedene Grinde ausschlaggebend sein: Verlust der
Immunreaktivitdat durch Fixierung oder Archivierung ware denkbar, wobei aber
nachgewiesen ist dass noch 60 Jahre altes Archivmaterial die IHC Analyse von ER
und PR zulieR (Camp et al. 2001). Ursachlich kénnte auch die Verwendung einer
anderen Methodik sein (Immunhistochemie versus biochemischer Assay), oder die
Wahl des Grenzwerts, der hoher als der friher in Deutschland dbliche IRS
(immunreaktiven score) nach Remmele (Remmele et al. 1986) liegt. Die Auswahl
unserer Falle, Patientinnen mit fortgeschrittener Erkrankung bei denen eine
Chemotherapie indiziert ist, bedingt letztendlich auch eine Verschiebung zugunsten
der Hormonrezeptor negativen Falle. In einer Munchner Studie dber 571
Patientinnen mit Lokalrezidiven oder Fernmetastasen (Rack et al. 2003) betragt der
Anteil Hormonrezeptor negativer Falle vergleichbare 39,8%. SchlieRlich wird der

Anteil Hormonrezeptor negativer Falle auch durch das Uberwiegen invasiv duktaler

- 58 -



5.Diskussion

Karzinome an unserem Untersuchungsgut bestimmt, fir welche Bassler (1997)

Literaturwerte von 35% bis 45 % Anteile ER-negativer Falle angibt.

Uber Patientinnen mit Tumoren basalem/ myoepithelialen Immunprofils wird
berichtet, dass sie signifikant haufiger jinger sind, als diejenigen ohne basalem /
myoepithelialem Immunprofil (Ribeiro-Silva et al. 2005; Rakha et al. 2006). Andere
Untersucher fanden keine solche Assoziation (Kim et al. 2006; Yang et al. 2007). In
unserer Studie weisen die Altersmittelwerte der Patientinnen in den Untergruppen
zum Zeitpunkt der Metastasierung keine signifikanten Unterschiede zur
Gesamtgruppe auf.

In Gruppen unselektierter Mammakarzinome sind 68,4 % (Rakha et al. 2006) bis
86% (Kim et al. 2006) der Falle mit basalem / myoepithelialen Immunprofil
histologisch als invasiv duktale Karzinome NOS (not otherwise specified; IDC-NOS)
klassifiziert worden. In unserer Studie handelt es sich, von einem Fall eines lobularen
Karzinoms mit basaloidem Phéanotyp abgesehen, bei dominantem, basaloidem,
myoepithelialen und doppelt positiven Phanotyp ausschlie3lich um IDC-NOS.

Invasiv lobulare Karzinome (ILC) exprimieren in 5,4% CK5/6 und 7,4% CK14 (Abd
El-Rehim et al. 2004). Von 21 lobularen Karzinomen aus der vorliegenden Arbeit ist
eines vom basalen Phanotyp (4,8%).

Falle mit einer bekannten myoepithelialen (Teil-) Differenzierung sind im Vorfeld
ausgeschlossen worden. Dabei handelt es sich um Tumoren vom Speicheldrisentyp
der Mamma (Otterbach et al. 2006) wie Myoepitheliome, pleomorphe Adenome,
adenoid-zystische Karzinome, low grade adenosquamdse Karzinome und
Adenomyoepitheliome. Diese sind insgesamt selten bis sehr selten und haben eine,
im Vergleich mit duktalen und lobularen Karzinomen, besseren Prognose (Tavassoli
et al. 2003). Auch in tubuléaren (Rakha et al. 2006) und metaplastischen Karzinomen
(Reis-Filho et al. 2006) werden basale und myoepitheliale Marker exprimiert. Auch
diese weisen eine gute Prognose auf (Ellis et al. 1992; Tavassoli et al.2003).
Medullare Karzinome zeigen regelmalf3ig ein basales / myoepitheliales Immunprofil
(Milde et al 2006). Ihnen wird teils eine bessere und teils eine den invasiv duktalen
Karzinomen vergleichbare Prognose zugesprochen (Tavassoli et al. 2003).

In unserer Studie steht die Tumorausdehnung in keiner signifikanten Beziehung zu
einem der Phéanotypen, abgesehen vom doppelt positiven Phanotyp, welcher nicht

bei kleinen, begrenzten Tumoren auftritt. In der Literatur wird von einer Assoziation

-59 -



5.Diskussion

der basalen (Rakha et al. 2006) und der basoluminalen (Laakso et al 2006), nicht
aber der myoepithelialen Mammakarzinome mit gréfierem Tumordurchmesser
berichtet (Laakso et al 2006).

Die regionalen, axillaren Lymphknoten sind laut Literatur bei basalem Immunprofil
ofter (Laakso et al. 2006) oder seltener (Fulford et al. 2006; Jumppanen et al. 2007)
betroffen, bei myoepithelialem Immunprofil fand sich keine Assoziation zum
Lymphknotenstatus (Rakha 2006). In unserer Studie liegt der Anteil Nodal positiver
Falle insgesamt bei 84,7%, wobei 97,3% der primaren M1- Befunde und 78% der
primaren MO- Befunde Nodal positiv sind. Zum Vergleich: Bei Koenders et al. (1992)
waren 74% der 258 Falle (primar MO und M1) nodalpositiv. Die Daten des
Tumorregisters Minchen ergeben bei MO 67,4% und bei M1 88,7% Nodal positive
Falle (Schlesinger-Raab et al.2005). Die von uns untersuchten Phanotypen sind alle
Uberwiegend Nodal positiv und weisen darin keinen signifikanten Unterschied zur

Gesamtgruppe auf.

Basales und myoepitheliales Immunprofil ist laut Literatur mit schlechter
histologischer Differenzierung assoziert (Malzahn et al. 1998; Rakha et al 2006;
Laakso 2006). Eine statistisch signifikante Haufung von Grad 3 Karzinomen ergibt
sich bei uns nur bei dominant basalem (p=0,002) und doppelt positivem Phanotyp
(p=0,002), nicht bei basaloidem (p=0,115) und myoepithelialem Phanotyp (p=0,06).

Tumoren mit basalem und myoepithelialem Immunprofil weisen zumeist einen
negativen Hormonrezeptorstatus auf (Rakha et al. 2006; Fulford et al. 2007;
Jumppanen et al. 2007). Die von uns beschriebenen Ph&notypen sind tUberwiegend
Hormonrezeptor negativ, die niedrigste Rate an Hormonrezeptor positiven Fallen

liegt beim dominant basalen und doppelt positiven Phanotyp.

In der univariaten Kaplan-Meier-Analyse zeigt sich ein signifikant verkirztes OASM
fur Primartumoren mit positivem gegentber negativem Nodalstatus (23,1 vs. 36,0
Monate; p=0,005), mit schlechter Differenzierung gegeniiber maRiger und guter
Differenzierung (22,1 vs. 25,6 Monate; p=0,034) und mit negativem gegeniber
positivem Hormonrezeptorstatus (17,5 vs. 27,6 Monate; p=0,005). Fur die
Tumorausdehnung (nach pT-Stadium) wird eine Tendenz zu verkirztem OASM
beobachtet, die statistisch nicht signifikant war (p=0,128). Bei der Zeitdauer des

metastasenfreien Intervalls (primér metastasiert, weniger oder mehr als 24 Monate;
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p=0,147) dem Patientenalter bei erster Metastase (junger oder alter als 50 Jahre;
p=0,672) und der histopathologischen Klassifikation (lobular vs. duktal) zeigen sich
keine im Log Rang Test signifikanten Unterschiede in den Uberlebensverteilungen
(p=0,405).

In der Literatur werden positiver Nodalstatus (Clark et al. 1987; Koenders et al.
1992), schlechte Differenzierung des Primartumors (Jimeno et al. 2004) sowie
negativer Ostrogenrezeptorstatus (Vogel et al. 1992; Koenders et al. 1992;) und /
oder Progesteronrezeptorstatus (Chang et al. 2003) des Primartumors als
Risikofaktoren flr verkirztes OASM genannt. Ebenso wird in einigen Studien ein
metastasenfreies Intervall von < 24 Monaten zusammen mit kirzerem OASM
beobachtet (Clark et al. 1987; Vogel et al. 1992; Chang et al. 2003), wohingegen
andere Untersucher (Koenders et al. 1992) diesen Zusammenhang nicht bestatigen.
Die Auswirkung der Tumorgréf3e auf das OASM wird nicht oft untersucht, Jimeno et
al. (2004) beschreibt Primartumoren ab Stadium pT3 als prognostisch ungunstig.
Beziiglich des Patientenalters ist die Literatur uneinheitlich, dieses gilt als
Einflussfaktor fir kiirzeres OASM (Chang et al. 2003) oder auch nicht (Koenders et
al. 1992; Jimeno et al. 2004). Lobulare zeigen im Gegensatz zu duktalen
Karzinomen eine Praferenz zu Metastasen in Knochen, Gastrointestinaltrakt, Uterus
und Ovar (Borst et al. 1993; Doyle et al. 2005). Bei lobularen Karzinomen wird ein im
Vergleich mit duktalen Karzinomen verkirztes OASM beschrieben (Jimeno et al.
2004).

Der HER-2/neu -Status ist nicht von prognostischer Relevanz, dies spiegelt den
Ubergang von einem Faktor der eine ungiinstige Prognose anzeigt zu einem
pradiktiven Faktor fur das Ansprechen auf die lebensverlangernde Therapie mit
monoklonalen Antikérpern gegen das HER-2/neu Onkoprotein wieder (Ferretti et al.
2007, Yamauchi et al. 2001). Vergleichende Studien zur Analyse des HER-2/neu -
Status zeigen eine hohere Rate von HER-2/neu positiven Tumoren bei Anwendung
der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung im Vergleich mit der immunhistochemischen
Analyse (Pauletti et al. 2000). Bei ausschlie3licher Verwendung der Fluoreszenz-in
situ-Hybridisierung ware in der vorliegenden Arbeit vermutlich eine héhere Rate an
HER-2/neu positiven Fallen zu erwarten.

Die univariate Kaplan Meier Analyse zeigt ein verkirztes OASM fir den basalen
Phanotyp (Median 16,6 vs. 27,0 Monate; p=0,025), den dominant basalen (Median
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8,8 vs. 26,3 Monate; p=0,018) und den doppelt positiven Phanotyp (Median 9,4 vs.
24,7 Monate; p=0,003). Der myoepitheliale Phanotyp zeigt eine nicht signifikante
Tendenz zu verkirztem medianen OASM (Medianl13,9 vs. 24,4 Monate; p=0,094).
Der basaloide Phanotyp weist in der Uberlebensverteilung keinen Unterschied
(Median 23,9 vs. 23,6 Monate; p=0,449) zu den nicht basaloiden Fallen auf. Die
schlechte Prognose der Falle mit basalem Immunprofil wirkt so vor allem als durch
den Anteil der prognostisch schlechten Falle des dominant basalen Phanotyps
hervorgerufen. Im direkten Vergleich zwischen dominantem und basaloidem
Phanotyp zeigt der dominante im Vergleich zum basaloiden Phanotyp eine Tendenz
zu kirzerem OASM, allerdings ist der Log Rang Test nicht signifikant (p=0,172).

Die  multivariate  Uberlebensanalyse  unter  Beriicksichtigung  etablierter
Prognosefaktoren bestéatigt neben  positivem  Nodalstatus, negativem
Rezeptorstatus, dem metastasenfreien Intervall und dem Rekrutierungszeitpunkt fir
die Chemotherapie zwischen 1991 und1995 den CK5/6 &14 doppelt positiven
Phanotyp als negativen Prognosefaktor von statistischer Signifikanz.

Von besonderem Interesse sind die Unterschiede zwischen den Fallen mit
Uberwiegend negativer und (berwiegend positiver Expression der basalen
Zytokeratine. Unsere Befunde zeigen, dass dominant basale im Vergleich zu
basaloiden Fallen signifikant haufiger Hormonrezeptor negativ sind. Dieser Trend
findet sich auch in den Arbeiten von Rakha et al. (2006) und Laakso et al. (2006)
wieder. Die von Laakso et al. und Rakha et al. beschriebene Pradominanz der HER-
2/neu positiven Falle in der Gruppe mit Uberwiegend negativer Farbereaktion flr
basale Zytokeratine kann in unserer Untersuchung nicht bestétigt werden, basaloide
Falle weisen zwar einen Trend zu vermehrtem positivem HER-2/neu Status auf, der
allerdings nicht signifikant ist (p=0,113). Die von Fulford et al. (2007) und Laakso et
al. (2006) berichtete prognostisch schlechtere Tendenz fir die Mammakarzinome mit
Uberwiegend negativem basalen Immunprofil kann aus unseren Ergebnissen nicht
auf die palliative Situation Ubertragen werden, im Gegenteil sind es die
Mammakarzinome mit dominant basalem Immunprofil die hier die kirzeren
Uberlebensraten zeigen. Allerdings zeigt sich das dominant basale Immunprofil
aufgrund der weiten Spanne der Uberlebenszeiten als Prognosefaktor mit

eingeschrankter Vorhersagekraft.
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Das CK5/6 & 14 doppelt positive Immunprofil, welches bis auf einen Fall den CK14
positiven Fallen entspricht, zeigt sich als Indikator fir verkirztes OASM in der
univariaten und multivariaten Uberlebensanalyse. Dies bestatigt die Ergebnisse von
Fulford et al. (2007). Zytokeratine bilden Heterotetramere, jeweils zwei saure Typ |
Partner mit zwei basischen Typ Il Partnern (Moll et al. 1983). CK5 ist dabei der
bevorzugte Typ Il Partner von dem Typ | Zytokeratin CK14, aber auch von CK17
(Bocker et al. 2002). Dabei ist weniger eine spezifische Bindung zwischen den
Zytokeratinen ausschlaggebend fur die Paarbildung (auf3er natirlich der Paarbildung
zwischen basischen und sauren Zytokeratinen an und fur sich), sondern die
Tatsache dass die Zytokeratingene paarweise exprimiert werden (Hatzfeld et al.
1985). Die Rolle der Kombinationen von basalen Zytokeratinen (CK5/6/14/17)
beziglich der Biologie der Mammakarzinome, insbesondere des basalen Phanotyps
wird in der Fachliteratur bis jetzt nicht beschrieben, wirft aber unter Bezugnahme auf
die Ergebnisse unserer Arbeit interessante Perspektiven auf. So finden sich bei
Rakha et al. in 18,8% der CK5/6 und /oder CK14 positiven Falle Tumoren mit dem
Immunprofil CK5/6~ / CK14", in unserer Studie sind es nur 1,4%. Eine daraus
abzuleitende Hypothese ware eine gunstige Prognose der CK5/6- / CK14+
Tumoren, da sie nur selten in einem metastasierten Kollektiv erscheinen. Der basale
Phanotyp bildet eine biologisch sowie klinisch heterogene Gruppe. Auch die Technik
der komparativen genomischen Hybridisierung (CGH) zeigt, dass sich innerhalb der
CK14 positiven invasiv duktalen Gad 3 Karzinome Subgruppen mit unterschiedlichen
genetischen Alterationen befinden, die mit guter und schlechter Prognose
einhergehen (Jones et al. 2004).

In der vorliegenden Arbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass sich Mammakarzinome
mit basalem / myoepithelialen Immunprofil in Untergruppen aufteilen lassen, die sich
beziglich des Uberlebens nach palliativer Chemotherapie deutlich unterscheiden.
Diese Ergebnisse sprechen fur Chemoresistenz oder besonders aggressive
Tumorbiologie, vor allem fur den dominant basalen und den CK5/6 &14 doppelt
positiven Phanotyp. Die vermutete besondere Chemosensitivitat der basalen
Subtypen kann an unserem Kollektiv nicht bestétigt werden, zumindest hat sie, wenn
vorhanden, keinen EinfluR auf die Uberlebenszeit. Die Haufung von Hirnmetastasen
bei Tumoren mit metastasiertem basalen Phanotyp (Luck et al. 2008; Tsuda et al.
2000) verschlechtert die Mortalitat in diese Gruppe weiter (medianes Uberleben 5,5

Monate, Tham et al. 2006). Die Chemotherapie hat einen, wenn auch begrenzten,
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5.Diskussion

Einfluss auf den Krankheitsverlauf bei Hirnmetastasen. Diese werden falls méglich
chirurgisch saniert oder strahlentherapeutisch behandelt (Lutz et al. 2005). Da basale
Zytokeratine keine Pathogenitatsfaktoren im eigentlichen Sinne sind, ist die Suche
nach den molekularen Mechanismen, welche fir das aggressive Verhalten dieser
Tumoren verantwortlich sind und die gleichzeitig ein therapeutisches Ziel sein
konnten von grofRer Bedeutung. In der Studie von Rakha et al. (2006) sind 47,2% der
Tumoren positiv fir den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR). Positiver
EGFR ist mit kiirzerem DFS und OAS verbunden (Nielsen et al. 2004, Sainsbury et
al. 1987). Erste Phase Il Studien welche die Ansprechraten des metastasierten, tripel
negativen, Mammakarzinoms auf einen gegen EGFR gerichteten monoklonalen

Antikorper (Cetuximab®) evaluieren sollen laufen bereits (Reis-Filho & Tutt 2008).

-64 -



6.Zusammenfassung

6.Zusammenfassung

Es war das Ziel der vorliegenden Studie, die prognostische Bedeutung des basalen
und myoepthelialen Phanotyps des Mammakarzinoms nach Diagnose der ersten
Fernmetastase in einer Gruppe palliativ chemotherapierter Patientinen zu evaluieren.
Angaben in der Literatur gibt es hierzu bislang nicht.

Paraffin eingebettetes Material von 244 Primartumoren mit bekannter konsekutiver
metastasierter Erkrankung wurde immunhistochemisch auf CK5/6, CK14, a-SMA,
p63, ER und PR untersucht. Anhand von Literaturdaten wurden vier Untergruppen
gebildet: basaloider Phéanotyp (10-50% CK5/6+ und /oder CK14+) in 14,8%,
dominant basaler Phénotyp (>50% CK5/6 und /oder CK14) in 13,9%, CK5/6 &14
doppelt positiver Phanotyp in 7,4% und myoepithelialer Phanotyp (>10%a -SMA und
/oder p63) in 8,2% der Falle. Die Beobachtungszeit betragt zwischen 5 Tagen und
151,1 Monaten, am Ende der Beobachtungszeit leben noch 6,1% der Patientinnen,
90,2% sind verstorben und 3,7% lost to follow up. Die mediane Uberlebenszeit fur
die Gesamtgruppe betragt 23,8 Monate. In der univariaten Kaplan-Meier-Analyse
zeigen sich der dominant basale sowie der CK5/6 &14 doppelt positive Phénotyp als
signifikante Prognosefaktoren fiir kirzeres Uberleben nach erster Metastase
(mediane Uberlebenszeit 8,8 bzw. 9,4 Monate; p=0,018 bzw. 0,003), nicht jedoch der
basaloide und der myoepitheliale Phanotyp. In der multivariaten Uberlebensanalyse
nach Cox, unter Einbeziehung etablierter Prognosefaktoren (Patientenalter,
histopathologische Klassifikation, Tumorgrée, Nodalstatus, Tumorgrading, Dauer
des metastasenfreien Intervalls, Hormonrezeptorstatus, HER-2/neu Status, Startjahr
der Chemotherapie) ist der CK5/6 & 14 doppelt positive Phanotyp neben dem
negativen Hormonrezeptorstatus, dem positiven Nodalstatus, dem krankheitsfreien
Intervall und dem Startjahr der Chemotherapie zwischen 1991 und 1995 ein
signifikanter Risikofaktor (RR 1,830; p=0,032) fiir ein kiirzeres Uberleben nach erster
Metastase. Bei CK5/6 & 14 doppelt positiven Tumoren kénnte es sich um eine
Subgruppe des basalen Subtyps mit besonders ungiinstiger Prognose handeln. Es
ist von grof3em Interesse die zur aggressiven Tumorbiologie des dominant basalen
und des CK5/6 & 14 doppelt positiven Phanotyps filhrenden molekularen
Mechanismen naher zu untersuchen, denn ein Faktor welcher eine unginstige
Prognose anzeigt ohne Therapiealternativen aufzuweisen nitzt weder dem
behandelnden Arzt noch dem Patienten. Da gezielte Therapieformen, wie endokrine

Therapie oder Trastuzumab bei diesen meist HR sowie HER-2/neu negativen
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6.Zusammenfassung

Tumoren unwirksam sind und die Ergebnisse unserer Studie eine weitgehende
Chemoresistenz nahe legen, ist es nun vordringlich die Wirksamkeit neuer
Therapieformen, wie zum Beispiel monoklonale Antikdrper gegen EGFR

(Cetuximab) zu prufen.
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8.Verzeichnis der Abklrzungen

8.Verzeichnis der Abklrzungen

a-SMA....... a-smooth muscle actin

cDNA......... complementary Desoxyribonukleinsaure

CGH.......... comparative genomic hybridization

CKorrenn, Zytokeratin

c-kit........... c-kit Receptor, CD117

DFS........... disease free survival (krankheitsfreies Uberleben)

EGFR......... epithelialer Wachstumsfaktorrezeptor

ER............  Ostrogenrezeptor

HR............ Hormonrezeptor

IDC-NOS.... invasiv duktales Karzinom, nicht ndher spezifiziert

ILC............ invasiv lobulares Karzinom

LK.t Lymphknoten

LMU........... Ludwig Maximilians Universitat

MRNA......... messenger Ribonukleinsaure

OAS........... over all survival (Gesamtiberleben)

OASM......... over all survival after metastasis (Gesamtiberleben nach
Metastasieung)

PFPE......... primar formalinfixiert Paraffineingebettet

PR............ Progesteronrezeptor

RNA............ Ribonukleinsaure

SP.. Schnellschnitt Paraffineingebettet

WHO............ World Health Organization
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11.1 zu Material und Methoden

11.1.1. Laborprotokoll: Immunhistochemische Untersuchung fur CK14 mit der
Polymerkonjugatmethode

1.Schnitte entparaffinieren (30 min in Xylol 100%, rehydrieren in absteigender
Alkoholreihe 96% / 70% / aqua dest je 5min)

2.Vorbehandlung: 30 min in Mikrowelle bei 600 Watt in TRS 6 (target retrieval
solution Fa.Dako)

3.Inkubation in 7,5% Wasserstoffperoxid (H202)

4. 10 min flieRend wassern

5. 5 min Inkubation in Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems

6. 10 min Inkubation in Protein Blockierungs Reagenz (Fa Dako)

7. Schnitte abputzen ohne zu spiilen

8. 60 min Inkubation mit Prim&rantikbrper Mouse Anti Human Cytokeratin14 ( Klon
LLOO2 Fa.Serotec) bei Raumtemperatur, Verdinnung 1:150 (in antibody diluent Fa.
Dako)

9. zwei mal spilen mit Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems , 5 min stehen
lassen

10. 30 min Inkubation mit EnVision Fa Dako

11. zwei mal spulen mit Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems , 5 min stehen
lassen

12. 10 min Inkubation in Aminoethyl-Carbazol Substrat Ldsung(Fa. Zymed
Laboratories)

13. 10 min flieBend wéassern

14. Gegenfarbung mit Hamalaun (Fa. Vector)

15. 10 min flieBend wéassern

16. eindecken mit Kaisers Glyceringelatine (Fa. Merck)
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11.1.2. Laborprotokoll: Immunhistochemische Untersuchung auf a-SMA, p63,
OR und PR mit der LSAB (labeled streptavidin biotin) Methode

1.Schnitte entparaffinieren (30 min in Xylol 100%, rehydrieren in absteigender
Alkoholreihe 96% / 70% / aqua dest je 5min)

2.Vorbehandlung: 30 min in Mikrowelle bei 600 Watt in TRS 6 (target retrieval
solution Fa.Dako) fir p63, in TUF (target unmasking fluid Fa.PanPath) fur OR und
PR und keine Vorbehandlung fir a-SMA

3.Inkubation in 7,5% Wasserstoffperoxid (H202)

4. 10 min flieRend wassern

5. 5 min Inkubation in Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems

6. 10 min Inkubation in Protein Blockierungs Reagenz (Fa Dako)

7. Schnitte abputzen ohne zu spilen

8. 60 min Inkubation mit Primarantikdrper Anti-Human muscle actin (Klon HHF35 Fa.
Dako) Verdinnung 1:200, Anti-p63 (Klon BC4A4 Fa. Biocare Medical) Verdiinnung
1:120, Anti-Ostrogenrezeptor (Klon 6F11 Fa. Novocastra) Verdiinnung1:80 oder Anti-
Progesteronrezeptor (Klon 1A6 Fa. Novocastra) Verdinnung 1:100; alle Verdinnt in
antibody diluent Fa. Dako)

9. zwei mal spilen mit Wash Buffer ph7,2 Fa. Zytomed Systems , 5 min stehen
lassen

10. 30 min Inkubation mit LSAB-Link Fa Dako

11. zwei mal spulen mit Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems , 5 min stehen
lassen

12. 30 min Inkubation in LSAB Komplex Fa. Dako

13. zwei mal spulen mit Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems , 5 min stehen
lassen

12. 10 min Inkubation in Aminoethyl-Carbazol Substrat Losung (Fa. Zymed
Laboratories)

13. 10 min flieBend wéassern

14. Gegenfarbung mit Hamalaun (Fa. Vector)

15. 10 min flieBend wéssern

16. eindecken mit Kaisers Glyceringelatine (Fa. Merck
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11.1.3. Laborprotokoll: Immunhistochemische Untersuchung auf CK5/6 mit der
APAAP (alkalische Phosphatase anti alkalische Phosphatase) Methode
1.Schnitte entparaffinieren (30 min in Xylol 100%, rehydrieren in absteigender
Alkohlreihe 96% / 70% / aqua dest je 5min)

2.Vorbehandlung: 30 min in Mikrowelle bei 600 Watt in ProTaqus Il Antigen
Enhancer (Fa. quartett)

3. 5 min Inkubation in Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems

4. 60 min Inkubation mit Primarantikbrper Anti-Cytokeratin 5&6 (Klon D5/16B4 Fa.
Zymed Laboratories) Verdinnung 1:150 in antibody diluent Fa. Dako)

5. zwei mal spulen mit Wash Buffer ph7,2 Fa. Zytomed Systems , 5 min stehen
lassen

6. 30 min Inkubation in REAL-Link Fa Dako

7. zwei mal spilen mit Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems , 5 min stehen
lassen

8. 10 min Inkubation in REAL APAAP Immunkomplex Fa. Dako

9. zwei mal spilen mit Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems , 5 min stehen
lassen

10. 30 min Inkubation in REAL-Link Fa Dako

11. zwei mal spulen mit Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems , 5 min stehen
lassen

12. 10 min Inkubation in REAL APAAP Immunkomplex Fa. Dako

13. zwei mal spilen mit Wash Buffer ph7,2 Fa.Zytomed Systems

14. 10 min Inkubation in REAL Chromogen Fa.Dako. 10 min flie3end wassern

15. Gegenfarbung mit Hamalaun (Fa. Vector)

15. 10 min flieBend wéassern

16. eindecken mit Kaisers Glyceringelatine (Fa. Merck)
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11.1.4. Verwendete Reagenzien und Puffer:

TRS6 = target retrieval solution Fa. Dako Citratpuffer ph 6 # S2369

Protex Il = Pro Taqgs Il Antigen-Enhancer Fa. Biocyc TRIS/HCI Puffer ph 9,5
# 401602192

TUF=target unmasking fluid Fa. PanPat h # Z0OOR.0000

Polymerkonjugat =Polymerkonjugat Methode Envision ™

mit Anti Maus I1gG
Sekundarantikorper, horseradish peroxidase und Ruckgrat aus inertem
Dextranmolekil Fa. Dako # K4001

APAAP =Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase Methode , APAAP-
REAL Link , APAAP-REAL Immunkomplex und REAL Chromogen Lsg. Fa.
Dako # K50000

LSAB = Labelled StreptAvidin-Biotin Methode ; LSAB Link und LSAB Komplex
Fa.Dako # K0674

Zytomed Systems Wash Buffer ; Phosphatpuffer ph 7,2  Fa. Zytomed Systems #
ZUC020-2500

Antibody diluent = antibody diluent TRIS/HCI Puffer mit stabilisierenden Proteinen
und 0,015 mol/L Natriumazid Fa.Dako # S0809

AEC = Aminoethyl Carbazol Substratlésung fir horseradish bzw. Meerrettich
Peroxidase Fa. Zymed # 51102187

Protein Blockierungsreagenz Fa. Dako # X0909

Kaisers Glyceringelatine Fa. Merck # 109242

Hamalaun Fa. Vector Laboratories # H3401
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11.2. Anhang Cox Regressionsanalyse

Codierungen fur kategoriale Variablen(c,d,e,f,g,h,i,j,k,I,m,n,0,p)

Haufigkeit (1)(a) (2) (3)
Histologie(b) 1=inv. duk. Ca. 191 0 0 0
2=inv. lob. Ca. 18 1 0 0
3=inv. dukt. + lob 2 0 1 0
4=muzinds 0 0 1
pT(b) 1,00=pT1 38 0 0 0
2,00=pT2 94 1 0 0
3,00=pT3 32 0 1 0
4,00=pT4 48 0 0 1
LK_Stat(b) 1=negativ 32 0
2=positiv 180 1
HR_STAT(b) ,00=neg 89 1
1,00=pos 123 0
Basal(b) 1,00=basal 60 0
2,00=nonbasal 152 1
Myoepit(b) 1,00=myoepithelial 19 0
2,00=Nicht myoepithelial 193 1
ct_jah(b) 1=1991-1995 61 1
2=1996-1999 84 0
3=2000-2005 67 0
Grade_3(b) ,00=Grade 1 0 2 98 1
1,00=Grade 3 114 0
Doppelt_pos(b) 1,00=neg 196 0
2,00=pos 16 1
HER2_Stat(b) ,00=neg 157 0
1,00=pos 55 1
Dominant(b) ,00=nondombas 182 0
1,00=dombas 30 1
Basaloid(b) ,00=nicht basaloid 182 0
1,00=Basaloid 30 1
M_f_U(b) ,00=M1 74 0
1,00=<24 56 1
2,00=>24 82 0
ALtMet1Gr(b) 1,00 69 0
2,00 143 1

a Die Variable (0,1) wurde umkodiert. Die Koeffizienten stimmen daher nicht mit den Koeffizienten fiir die Indikatorkodierung
(0,1) Uberein.
b Kodierung fir Indikatorparameter
¢ Kategorie-Variable: Histologie (histologischer Typ (Ersttumor))
d Kategorie-Variable: pT (pT Stadien zusammengefal3t)
e Kategorie-Variable: LK_Stat (Nodalstatus)
f Kategorie-Variable: HR_STAT (ER oder PR pos)
g Kategorie-Variable: Basal (>10%CK56 or 14)
h Kategorie-Variable: Myoepit (>10%SMA or p63)
i Kategorie-Variable: ct_jah (Startjahr der pall. Chemotherapie)
j Kategorie-Variable: Grade_3 (Grade 3)
k Kategorie-Variable: Doppelt_pos (CK5/6 CK14 synchron positiv)
| Kategorie-Variable: HER2_Stat
m Kategorie-Variable: Dominant (dominant basal pattern)
n Kategorie-Variable: Basaloid (basaloid pattern)
o Kategorie-Variable: M_f_U
p Kategorie-Variable: ALtMet1Gr
Variablen in der Gleichung
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B SE Wald df Signifikanz Exp(B)
Schritt1  LK_Stat 1,007 240 17,568 1 ,000 2,737
HR_STAT 257 ,200 1,650 1 ,199 1,293
ct_jah 16,236 2 ,000
ct_jah(1) 824 213 14,968 1 ,000 2,279
ct_jah(2) ,199 ,187 1,139 1 ,286 1,220
Doppelt_pos 512 331 2,393 1 ,122 1,669
Grade_3 -,051 ,182 ,080 1 778 ,950
Histologie 2,021 3 ,568
Histologie(1) ,343 ,285 1,449 1 ,229 1,409
Histologie(2) -,555 755 540 1 ,462 574
Histologie(3) -,055 1,029 ,003 1 ,958 ,947
pT 4,585 3 ,205
pT(1) -,258 ,220 1,373 1 ,241 773
PT(2) -,491 ,285 2,960 1 ,085 ,612
PT(3) ,021 ,256 ,007 1 ,935 1,021
Basal ,083 252 ,109 1 742 1,086
Myoepit -,362 271 1,781 1 ,182 ,697
Dominant 413 311 1,767 1 ,184 1,511
Basaloid 0(a)
M_f_U 8,780 2 012
M_f_0(@1) 532 230 5,333 1 021 1,702
M_f_0() 522 193 7,310 1 ,007 1,686
ALtMet1Gr ,105 178 346 1 ,556 1,111
HER2_Stat 124 214 334 1 563 1,132
Schritt3  LK_Stat 1,011 240 17,807 1 ,000 2,747
HR_STAT ,270 ,194 1,945 1 ,163 1,310
ct_jah 16,188 2 ,000
ct_jah(1) ,822 213 14,940 1 ,000 2,274
ct_jah(2) ,205 ,186 1,215 1 ,270 1,227
Doppelt_pos 511 331 2,381 1 ,123 1,667
Histologie 1,967 3 579
Histologie(1) ,340 ,285 1,426 1 232 1,405
Histologie(2) -534 751 ,505 1 AT7 ,586
Histologie(3) -,026 1,025 ,001 1 ,979 974
pT 4,755 3 ,191
pT(1) -,254 ,220 1,335 1 ,248 776
PT(2) -,487 ,285 2,913 1 ,088 ,615
PT(3) ,037 ,249 ,023 1 ,881 1,038
Basal ,080 251 ,100 1 752 1,083
Myoepit -,354 ,270 1,724 1 ,189 ,702
Dominant 425 ,308 1,906 1 167 1,529
M_f_U 8,736 2 ,013
M_f_U(1) 531 ,230 5,335 1 ,021 1,701
M_f_U(2) 519 ,193 7,251 1 ,007 1,680
ALtMet1Gr ,097 176 ,303 1 582 1,102
HERZ2_Stat ,140 206 463 1 496 1,150
Schritt4  LK_Stat 1,007 1239 17,726 1 ,000 2,738
HR_STAT 257 ,190 1,838 1 175 1,293
ct_jah 16,157 2 ,000
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ct_jah(1) 818 212 14,900 1 ,000 2,267
ct_jah(2) ,202 ,185 1,191 1 275 1,224
Doppelt_pos 482 317 2,313 1 128 1,619
Histologie 1,991 3 574
Histologie(1) ,346 284 1,479 1 224 1,413
Histologie(2) -,520 749 ,482 1 ,488 ,594
Histologie(3) -,025 1,025 ,001 1 ,980 ,975
pT 4,914 3 ,178
PT(1) -,254 ,220 1,339 1 247 776
pT(2) -,489 ,285 2,941 1 ,086 613
PT(3) ,044 249 ,031 1 861 1,045
Myoepit -,349 ,269 1,688 1 ,194 ,705
Dominant 377 ,266 2,010 1 ,156 1,457
M_f_U 8,619 2 013
M_f_U(1) 526 230 5,237 1 ,022 1,692
M_f_0() 515 192 7,162 1 ,007 1,673
ALtMet1Gr ,094 176 284 1 594 1,098
HER2_Stat 131 204 413 1 520 1,140
Schritt5  LK_Stat 1,017 239 18,100 1 ,000 2,765
HR_STAT ,256 ,189 1,845 1 174 1,292
ct_jah 15,944 2 ,000
ct_jah(1) 811 212 14,685 1 ,000 2,250
ct_jah(2) ,202 ,186 1,179 1 ,278 1,224
Doppelt_pos 463 313 2,183 1 ,140 1,589
Histologie 2,127 3 546
Histologie(1) ,368 ,281 1,708 1 191 1,444
Histologie(2) -,480 746 415 1 519 619
Histologie(3) ,019 1,021 ,000 1 ,985 1,020
pT 5,415 3 144
pT(1) -,267 ,218 1,499 1 221 ,766
pT(2) -,520 ,280 3,452 1 ,063 ,595
PT(3) ,031 247 ,016 1 ,900 1,032
Myoepit -,361 ,268 1,817 1 ,178 ,697
Dominant ,387 263 2,161 1 142 1,472
M_f U 8,739 2 013
M_f_0(1) 510 228 5,025 1 ,025 1,666
M_f_U(2) 527 101 7,635 1 ,006 1,694
HER2_Stat ,158 ,198 ,637 1 425 1,171
Schritt6  LK_Stat 1,020 239 18,222 1 ,000 2,773
HR_STAT 237 ,185 1,635 1 201 1,267
ct_jah 15,031 2 ,001
ct_jah(1) 793 211 14,157 1 ,000 2,209
ct_jah(2) 236 184 1,645 1 ,200 1,266
Doppelt_pos 441 ;313 1,991 1 ,158 1,555
pT 4,225 3 ,238
pT(1) -,186 210 789 1 374 ,830
pT(2) -, 427 272 2,477 1 ,116 ,652
PT(3) 074 241 ,093 1 ,761 1,076
Myoepit -,335 267 1,570 1 ,210 ,716
Dominant ,388 263 2,182 1 ,140 1,474
M_f U 8,498 2 014
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M_f_U(1) 471 224 4,407 1 ,036 1,601
M_f_U(2) 527 ,189 7,780 1 ,005 1,694
HER2_Stat 133 ,194 467 1 494 1,142
Schritt 7 LK_Stat 1,043 ,238 19,243 1 ,000 2,837
HR_STAT 263 ,182 2,087 1 ,149 1,301
ct_jah 14,575 2 ,001
ct_jah(1) 766 ,207 13,692 1 ,000 2,152
ct_jah(2) 217 ,182 1,423 1 ,233 1,242
Doppelt_pos ,420 311 1,827 1 ,176 1,522
pT 4,006 3 ,261
pPT(1) -,166 ,207 ,639 1 424 847
pPT(2) -,409 ,270 2,295 1 ,130 ,664
PT(3) ,085 241 123 1 725 1,088
Myoepit -,366 ,263 1,943 1 ,163 ,693
Dominant 370 262 2,004 1 157 1,448
M_f U 8,879 2 ,012
M_f_0(@1) 503 219 5,275 1 022 1,654
M_f_U(2) 527 ,189 7,789 1 ,005 1,693
Schritt 8  LK_Stat 1,071 239 20,042 1 ,000 2,920
HR_STAT ,310 ,180 2,967 1 ,085 1,363
ct_jah 19,605 2 ,000
ct_jah(1) ,863 ,201 18,361 1 ,000 2,370
ct_jah(2) 244 181 1,828 1 ,176 1,277
Doppelt_pos ,404 ,305 1,751 1 ,186 1,498
Myoepit -,335 262 1,640 1 ,200 715
Dominant ,301 257 1,377 1 241 1,352
M_f_U 8,918 2 012
M_f_0(1) 416 210 3,923 1 ,048 1,516
M_f_U(2) 529 ,181 8,490 1 ,004 1,696
Schritt9  LK_Stat 1,016 233 19,014 1 ,000 2,762
HR_STAT 372 ,170 4,772 1 ,029 1,450
ct_jah 21,224 2 ,000
ct_jah(1) ,889 ,200 19,764 1 ,000 2,433
ct_jah(2) ,250 ,181 1,901 1 ,168 1,284
Doppelt_pos 516 ,289 3,189 1 074 1,676
Myoepit -,348 262 1,769 1 ,184 706
M_f_U 8,419 2 ,015
M_f_U(1) 392 210 3,492 1 ,062 1,480
M_f_U(2) 516 ,181 8,082 1 ,004 1,675
Schritt LK_Stat 1,014 233 18,993 1 ,000 2,756
10 HR_STAT ,386 ,169 5,205 1 ,023 1,472
ct_jah 20,061 2 ,000
ct_jah(1) 847 ,196 18,683 1 ,000 2,333
ct_jah(2) ,240 ,181 1,757 1 ,185 1,271
Doppelt_pos ,604 281 4,621 1 ,032 1,830
M_f_U 9,353 2 ,009
M_f_U(1) 411 209 3,872 1 ,049 1,508
M_f_0() 538 180 8,972 1 ,003 1,713

a Freiheitsgrad wegen konstanter oder linear abhéngiger Kovariaten reduziert
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