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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

Das Mammakarzinom ist der weltweit haufigste maligne Tumor der Frau und gilt in
den Industrielandern als die haufigste tumorassoziierte Todesursache der Frau.
Schatzungen der Global Cancer Statistics vermuten flir Brustkrebs im Jahr 2010 eine
Neuerkrankungsrate von 1,5 Millionen Fallen weltweit [1]. In Deutschland schatzt das
Robert-Koch-Institut fir das Jahr 2010 die Mammakarzinom-Neuerkrankungsrate auf
knappe 60 000 [2]. Die Inzidenz steigt bereits ab dem 20.Lebensjahr deutlich an und
erreicht den Héhepunkt zwischen dem 65. und 69.Lebensjahr [3]. Das Tumorregister
Minchen registrierte im Jahr 2004 sogar einen Brustkrebsfall einer 18-jahrigen
Patientin [4]. Das Lebenszeitrisiko fir eine Frau an Mammakarzinom zu erkranken
liegt in Deutschland bei ca. 9,2% [5]. Durch diese Epidemiologie haben das
Mammakarzinom und die Erforschung neuer diagnostischer und therapeutischer
Ansétze einen hohen Stellenwert in der Gynédkologie und Onkologie.

Die Therapieansatze zur Behandlung von Brustkrebs haben sich in den letzten
Jahren verandert und wurden zusehends spezifischer und auch individueller auf die
Erkrankung der Patientinnen abgestimmt. Entscheidend ist nach wie vor die
TNM (tumor-node-metastasis)-Klassifikation, da sie Uber die Prognose und weitere
Therapie einer Patientin maBgeblich bestimmt.

Nach den aktuellen Leitlinien aus dem Jahr 2008 [6] sollten folgende Kriterien bei der
mikroskopischen, pathologisch-anatomischen Dokumentation des operativ entfernten
Mammakarzinoms untersucht werden:

Grading, histologischer Subtyp, TumorgréBe, Multifokalitat/-zentrizitat,
Resektionsrandstatus, peritumorale LymphgefaBinvasion, TNM-Klassifikation,
Hormonrezeptorstatus und HER-2-Status.

Bezlglich der Mehrherdigkeit und der Unterscheidung von Multifokalitdt und
Multizentrizitat weisen die oben genannten Leitlinien darauf hin, dass es noch keine
einheitliche internationale Definition gibt. Sie sprechen sich aber flr folgende

Zuordnung aus:
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Multifokalitdt bezeichnet mindestens zwei voneinander getrennte maligne
Tumorherde in einem Quadranten, wahrend Multizentrizitdt als Auftreten von
mindestens zwei getrennten Herden in unterschiedlichen Quadranten definiert ist.
Aufgrund unterschiedlicher BrustgréBen ist eine strikte Einteilung der Herdigkeit nach
Quadranten jedoch ungenau. Faverly et al. [7] sprach sich bereits 1994 flr eine
genauere Einteilung aus. Das Auftreten von mindestens zwei getrennten malignen
Tumorherden beschrieb er als multifokal, wenn der Abstand zwischen den Herden
kleiner als 4cm war. Von Multizentrizitat sprach er, wenn der Abstand 4cm oder
gréBer war. In der aktuell verfigbaren Fachliteratur finden sich bezlglich des
Ubergangs von Multifokalitdt zu Multizentrizitat unterschiedliche Grenzen von 2cm
[8], 3cm [9] und 3-4cm [10] neben der immer noch bestehenden Einteilung nach
Quadranten [11]. Auch ist es bis dato nicht geklart, ob es sich bei multifokalen
Herden nicht auch um biologisch einen Tumor mit Satellitenherden handeln kénnte.
Nach dem National Cancer Institute gehen multifokale Karzinome aus einem
Ursprungstumor hervor, wohingegen multizentrische Mammakarzinome sich getrennt
voneinander entwickelt haben [12].

Karzinome werden seit mehr als 50 Jahren mittels der TNM-Klassifikation eingeteilt.
FlOr Brustkrebs schlagt die 2009 verabschiedete und aktuell gultige 7.Auflage [13]
keine Anderungen zur Angabe der TumorgréBe bei multiplen Mammakarzinomen vor
und halt sich damit an die vorherige, 2003 verabschiedete Auflage [14-15].

Beziglich mehrherdiger Karzinome wird in der gegenwartigen TNM-Klassifikation die
tatsachliche Tumorgr6Be und somit die gesamte Tumorlast nicht ausreichend
bertcksichtigt. Bei mehrherdigen Karzinomen wird derzeitig lediglich der Tumorherd
mit dem gréBten Durchmesser angegeben. In einer ausfihrlichen Dokumentation
sollte die Anzahl der Herde in Klammern hinter die TumorgréBe in der
TNM-Klassifikation mit angegeben werden [13, 16]. Die tatséchliche Tumorlast wird
auch hier nicht berlcksichtigt.

Es konnte in zuletzt verdffentlichten Studien gezeigt werden, dass die
TNM-Klassifikation bezlglich der Mehrherdigkeit und der aus der Stadieneinteilung
resultierenden Therapieentscheidung fir die betroffenen Patientinnen eine
Fehleinschatzung von Prognose und Therapieansatz darstellen kann.

So verglichen Studien ein- und mehrherdige Mammakarzinome beziiglich Uberleben
[17] und axillarer Lymphknotenbeteiligung [18-19] und stellten fest, dass unter
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Berucksichtigung der kumulativen Tumormasse von mehrherdigen Karzinomen keine
signifikanten Unterschiede zu gréBenidentischen unifokalen Karzinomen deutlich
wurden. Es traten jedoch Unterschiede auf, wenn bei mehrherdigen Karzinomen
lediglich der Tumorherd mit dem gr6Bten Durchmesser in die Bewertung einging. Die
Autoren wiesen auf die Gefahr hin, multifokale bzw. multizentrische
Mammakarzinome im Hinblick auf ihre Tumorlast zu unterschatzen. Neuere Daten
haben zudem mittels Matched-Pair-Analyse gezeigt, dass mehrherdige
Mammakarzinome im Vergleich zu einherdigen Mammakarzinomen bei identischem
TNM-Stadium ein geringeres Gesamtlberleben, haufiger Lokalrezidive und vermehrt
Fernmetastasen zeigen [20]. Die Prognose von mehrherdigen Karzinomen scheint
also im Vergleich zu einherdigen Karzinomen bei identischem TNM-Stadium
schlechter zu sein.

Ob sich einherdige und mehrherdige Tumoren aber auch in der Tumorbiologie
unterscheiden ist derzeit noch kaum erforscht. Aufgrund neuer wissenschaftlicher
Ergebnisse wird in der Literatur zunehmend eine unterschiedliche Tumorbiologie von
einherdigen, multifokalen und multizentrischen Mammakarzinomen diskutiert.

Mit der vorliegenden Studie wurden in einem retrospektiven Ansatz erstmals
Oberflachenmolekile bei unifokalen und multifokalen/multizentrischen
Mammakarzinomen vergleichend untersucht. Um Unterschiede in der Tumorbiologie
zu eruieren, untersuchten wir die Expression der Molekiile E-Cadherin, Beta-Catenin

und Mucin-1 in ein- und mehrherdigen Mammakarzinomen.

E-Cadherin ist ein transmembranes Glykoprotein und wird vor allem im Epithel
exprimiert, wo es den Interzelluldrraum Uberbriickt. Die extrazellulare N-terminale
Domane (Gbernimmt die Calcium-abhangige Zell-Adhéasionsfunktion, die
zytoplasmatische C-terminale Untereinheit interagiert unter anderem mit
Beta-Catenin [21]. E-Cadherin spielt bei der Ausdifferenzierung von Epithelzellen
insofern eine Rolle, als dass es zum einen die Zell-Zell-Adhasion und apiko-basale
Polaritat aufbaut, zum anderen als negativer Regulator des Wnt-Signalweges
fungiert [22].

Erflllt E-Cadherin die Aufgabe als Inhibitor des Wnt-Signalweges, wie es in
gesunden Zellen der Fall ist, ist Beta-Catenin an den Adhéarens junctions lokalisiert




Einleitung und Fragestellung

und stellt das Bindeglied zwischen E-Cadherin und a-Aktin her. Beta-Catenin ist also
fur eine funktionierende Zelladh&sion notwendig.

In Karzinomen epithelialer Herkunft, wie dem kolorektalen Karzinom und dem
Magenkarzinom [23], dem Pankreaskarzinom [23-24] oder auch dem
Mammakarzinom [21, 25], wird haufig eine reduzierte E-Cadherin-Expression
festgestellt, was mit einem aggressiven Tumorverhalten und schlechterer Prognose
einherzugehen scheint [21]. Invasive lobuldare Mammakarzinome zeigen sogar einen
kompletten E-Cadherin-Verlust. Sie metastasieren haufiger und friher in Wirbelsaule
und Becken und zeigen haufiger eine Meningealkarzinose [26]. Bei invasiv lobuléren
Karzinomen konnten Mutationen im CDH1-Gen [27-28], dem Gen, das E-Cadherin
kodiert, oder eine Herabregulation [29] dieses Gens gefunden werden. Die
Veranderungen des CDH1-Gens wurden bei invasiv duktalen Mammakarzinomen
nicht nachgewiesen [27] und scheinen eine maogliche, aber nicht die alleinige
Ursache flr den E-Cadherin-Verlust der invasiven lobuldren Karzinome und auch der
nicht-invasiven lobularen Karzinome (CLIS) zu sein.

Eine Minderung der E-Cadherin-Expression bietet die Basis fir Trennung und
Invasion von Tumorzellen und legt damit den Grundstein flr eine potentielle
Metastasenbildung [22]. Des Weiteren wird der Wnt-Signalweg geférdert, der
seinerseits die Akkumulation von Beta-Catenin im Zytoplasma anregt [30].
Beta-Catenin lokalisiert sich nun nicht mehr an Adhé&rens junctions, sondern im
Nukleus, wo es als Transkriptionsfaktor wirkt. Es wird vermutet, dass Mucin-1 als
Tragermolekl fir Beta-Catenin fungiert [31].

Mucin-1 findet sich im gesunden Organismus apikal als Transmembranmolekill an
sekretorischen Epithelzellen und kommt in Uberexprimierter Form bei Lungen-, [32],
Pankreas-, Ovarial- und Mammakarzinomen vor [32-33]. Seine C-terminale
Untereinheit bildet den transmembranen Teil des Molekils, wahrend die N-terminale
Untereinheit in den Extrazellularraum ragt [33]. Die N-terminale Domé&ne kann sich
auf noch ungeklarte Weise von der transmembranen Doméane I6sen und diese als
Rezeptor zurticklassen. Die zytoplasmatische Doméane von Mucin-1-C (Mucin-1-CD)
kann bei Verlust der Zellpolaritat mit Rezeptor-Tyrosin-Kinasen interagieren und so
auf Gentranskription wirken [32, 34-35].

Ein irreversibler Polaritatsverlust kommt gehauft bei Tumorzellen vor. Mucin-1 verteilt

sich dann von seiner urspringlichen apikalen Lokalisation Uber die gesamte Zelle.
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Diese Uberexpression von Mucin-1 ist verkniipft mit einer verminderten
Glykosylierung der Mucin-1-N-Tandem-repeats [32].

Mucin-1 scheint auf vielféltige Weise in die Zell-Zell-Interaktion und Genexpression
einzugreifen. Fur diese Arbeit ist seine bereits erwahnte Interaktion mit Beta-Catenin
von besonderer Wichtigkeit. So kann Mucin-1 die Cadherin-abhéngige Zell-Zell-
Adhédsion zum einen durch sterische Effekte, zum anderen durch Bindung an
Beta-Catenin blockieren [36]. Beta-Catenin stellt namlich sowohl fir E-Cadherin, als
auch fur Mucin-1 einen Interaktionspartner dar. Deshalb konkurrieren beide letzteren
Molekile um Beta-Catenin [34, 37]. Mucin-1-CD verhilft Beta-Catenin in den
Nukleus, wo Beta-Catenin als Transkriptionsfaktor im Wnt-Signalweg unter anderem
Zellproliferation und -differenzierung férdert [30, 32, 35].

Der Verlust der Beta-Catenin-E-Cadherin-Bindung gewahrleistet eine ineffektivere
Zelladhasion und somit eine unter anderem durch Mucin-1 verursachte Zerstdrung
der Adhdrens junctions. Des Weiteren ist eine Mucin-1-C-Uberexpression
moglicherweise mit einer Reduzierung der E-Cadherin-Expression vergesellschaftet

[32], was ebenso die Zelladhdsion mindern wirde.

1.2 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Studie war es, Unterschiede in der Expression genannter
Glykoproteine und somit in der Tumorbiologie zwischen ein- und mehrherdigen
Mammakarzinomen zu evaluieren. Die bereits erwadhnten und mehrfach
nachgewiesenen Unterschiede in der Prognose in Abhangigkeit von der Herdigkeit
kénnten hierbei eine entscheidende Rolle spielen.

Um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden in vorliegender Arbeit
Matching-Paare gebildet. Sie stimmten hinsichtlich TumorgréBe, Lymphknotenstatus
und Grading Uberein. Wir verglichen 23 einherdige mit 23 mehrherdigen
Mammakarzinompatientinnen aus den Jahren 2000-2002. Dazu untersuchten wir
weitere 34 unifokale und 32 multifokale/multizentrische Mammakarzinome aus den
gleichen Jahrgangen, die jedoch keinen Match-Kriterien unterworfen waren.

Die Paraffinschnitte der Patientinnen wurden immunhistochemisch auf die
Expression der Oberflichenmolekile E-Cadherin, Beta-Catenin und Mucin-1

untersucht.
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Des Weiteren verglichen wir drei unterschiedliche Mucin-1-Antikérper im Hinblick auf

ihre Aussagekraft bezlglich der Mucin-1-Expression.

10



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Pipetten Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland
Objekttrager Superfrost Ultra Plus® | Menzel GmbH & Co KG; Saarbriicken,

und Deckglaser Deutschland

Mikroskop Leitz Diaplan Leitz; Wetzlar, Deutschland

Brutschrank Heraeus; Hanau, Deutschland

Kamera KY-F55B JVC

Kochfeld Typ THL 2597 Rommelsbacher; Dinkelsbtihl, Deutschland
Schnellkochtopf vitafit® Fissler GmbH, Deutschland
Schlittenmikrotom Hn40 Reichert-dung; Leica; Wetzlar, Deutschland

Tabelle 2.1: verwendete Gerate

2.1.2 Reagenzien

FUr den Vorgang des Entparaffinierens der Paraffinschnitte wurde Xylol der Firma
J.T.Baker (Deventer, Niederlande) verwendet. Die Alkohole, sowie das wahrend des
immunhistochemischen Farbevorgangs verwendete saure Hamalaun (nach P.Mayer)
stammten aus der Apotheke Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat
MUnchen.

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurde 30%iges Wasserstoffperoxid der
Firma VWR International S.A.S (Briare, Frankreich) mit Methanol der Firma Merck
KGaA (Darmstadt, Deutschland) gemischt.

11
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Die Demaskierung durch Hitzevorbehandlung erfolgte mit Natrium-Citratpuffer
(pH=6,0), bestehend aus Lésung A [21,01g 0,1M Zitronenséaure (Firma: Merck KGaA;
Darmstadt, Deutschland) in einem Liter destilliertem Wasser] und Lésung B [29,41¢g
0,1M Natrium-Citrat (Firma: Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland) in einem Liter
destilliertem Wasser].

Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser der
Firma Noll Karl W. Wasserdestillation (Minchen, Deutschland) beziehungsweise mit
PBS(Phosphate-Borate-Saline)-Puffer (Dulbecco) der Firma Biochrom AG (Berlin,
Deutschland) gewaschen.

Als Detektionssysteme dienten Vectastain® ABC KIT fir Mouse-IlgG- und
Rabbit-IgG-Antikérper der Vector Laboratories Inc. (Burlingame, USA).

Flr die Substratfarbung bezogen wir DAB (3,3 Diaminobenzidin) und Chromogen
von Dako North America Inc. (Carpinteria, USA). Hier erhielten wir ebenso das
Dako-Verdinnungsmedium, das ausschlieBlich fir die Farbung von Mucin1 bendtigt
wurde.

Als  Negativkontrollseren wurden, je nach Herkunft des verwendeten
Primarantikdrpers, entweder Maus-isotypspezifische Kontrollreagenzien (X0931;
Klon Dak-GO1) der bereits oben erwahnten Firma Dako oder praimmunes
Kaninchenserum (HK408; Rabbit Super Sensitive™ Negative Control, 17ml) der
Firma BioGenex (BioGenex Laboratories; San Ramon, USA) benutzt.

Weiterhin wurde zum Eindecken der Paraffinschnitte Thermo Scientific Shandon
Consul-Mount der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA) verwendet.
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2.1.3 Antikorper

Die Paraffinschnitte jeder Patientin wurden gesondert mit folgenden Antikérpern

angefarbt:
Name Antikorper- Verdiinnung Firma Bestell
eigenschaften nummer
. . Monoklonaler
Anti-E-Cadherin; Maus-1gG1- 1:80 Calbiochem | 205601
Klon: HECD-1 -
Antikérper
Polyklonaler Diaanostic
Anti-Beta-Catenin | Kaninchen-1gG- 1:100 . 9 RP 80
o BioSystems
Antikbrper
Monoklonaler
Anti-Mucin1; _
Klon: PankoMab™ Mau_s-.!gG1- 1:550 Glycotope | MAB-P101
Antikérper

Tabelle 2.2: verwendete Antikérper

Die 46 Gewebeschnitte, die fir die Matched-Pair-Analyse verwendet wurden, wurden

zusatzlich mit folgenden Antikérpern angefarbt:

Name .Antlkorper- Verdinnung Firma Bestell
eigenschaften nummer
Monoklonaler
Anti-Mucin 1 )
Klon: VU-4-H5 Mau.s-.!gG1 - 1:600 Zymed 18-2298
Antikbrper
. Monoklonaler
Ant-GA 153 Maus-IgG1- 1:400 bako M3518
Klon: DF3 . Cytomation
Antikérper

Tabelle 2.3: verwendete Antikérper
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2.1.4 Patientinnen

2.1.4.1 Studiengruppe

Fir diese Studie wurde das archivierte Gewebe von 112 an Mammakarzinom
erkrankten Patientinnen ausgewéhlt, die in den Jahren 2000 bis 2002 in der
Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat, Campus Innenstadt, operativ
behandelt wurden. Auswahlkriterien waren das Vorhandensein einer invasiven
Tumorkomponente, sowie zunachst mehrherdige Mammakarzinome.

Grading (histopathologische = Tumordifferenzierung), histologischer  Subtyp,
TNM-Stadium, Herdigkeit, sowie Menopausenstatus und das Patientenalter zum
Operationszeitpunkt wurden aus den Unterlagen des Archivs und der internen
Mammakarzinomdatenbank (Prof. Dr. Genz; Version 3.1; Stand 09/2005)
entnommen. In einigen Patientenunterlagen fanden sich keine Informationen Uber
den histologischen Subtyp oder die histopathologische Tumordifferenzierung. Die
fehlenden Daten konnten grdBtenteils durch das Pathologische Institut der LMU
Minchen nachtraglich erhoben werden. Dies geschah an Gewebeschnitten der
entsprechenden Patientinnen, die mit Hamatoxylin und Eosin (HE-Farbung)
angefarbt waren. Des Weiteren waren bei einigen Patientinnen keine Angaben zum
Menopausenstatus vorhanden, welcher retrospektiv nicht mehr mit Sicherheit
auszumachen war. Auch das TNM-Stadium wies bei wenigen Patientinnen Licken
auf. Diese Patientinnen wurden auBerhalb der gematchten Gruppe im Rahmen des
Gesamtkollektivs ausgewertet.

Die Mammakarzinome wurden je nach ihrer Herdigkeit in die einherdige oder
mehrherdige Gruppe eingeteilt.

2.1.4.2 Matched-Pair-Gruppe

Matching-Kriterien waren TumorgréBe, Grading und Lymphknotenstatus.
Aus dem Kollektiv von insgesamt 112 Patientinnen konnten 46 Frauen gematcht
werden. Es wurden demnach zwei Gruppen mit jeweils 23 Paaren gebildet. Die eine
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Gruppe enthielt nur Patientinnen mit unifokalen Karzinomen, die andere Gruppe
schloss nur mehrherdige Mammakarzinome ein. Die mehrherdigen Karzinome
beinhalteten neben rein multifokalen Karzinomen ein rein multizentrisches Karzinom

und ein Karzinom multifokalen und multizentrischen Charakters.

Durch die Anwendung der Matched-Pair-Analyse wurde Strukturgleichheit
geschaffen. Diese Technik senkt die Wahrscheinlichkeit, dass wahrgenommene
Unterschiede aus der Disparitat des Patientenkollektivs resultieren und sie erhdht die
Wahrscheinlichkeit, dass wahrgenommene Unterschiede aus der Eigenschaft der
Herdigkeit resultieren.

2.1.4.3 Gesamtkollektiv

Das Kollektiv zahlte insgesamt 112 Karzinome, darunter 57 einherdige und 55
mehrherdige Karzinome.

Die Matched-Pairs waren Teil des Gesamtkollektivs.

Unter den mehrherdigen Karzinomen waren neben den rein multifokalen
Mammakarzinomen vier Karzinome rein multizentrisch und weitere vier gemischt

multizentrisch und multifokal.
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2.2 Das immunhistochemische Verfahren

2.2.1 Vorbereitung

2.2.1.1 Gewebefixierung

Das von den Patientinnen wahrend der Operation entnommene Gewebe wurde
sofort in 4%igem neutral gepufferten Formalin fixiert, um die flr den Autolyseprozess
verantwortlichen Enzyme =zu inaktivieren. Die Formalinfixierung erfolgte fir
24 Stunden. Das Fixationsmittel wurde anschlieBend mit Leitungswasser

herausgewaschen.

2.2.1.2 Vorgang des Einbettens

Durch eine aufsteigende Alkoholreihe wurde das Wasser aus dem Gewebe beseitigt.
Das Intermedium Xylol entfernte wiederum den Alkohol aus den Gewebestiicken und
das auf 60°C erhitzte Paraffin konnte eindringen. AnschlieBend wurde das Gewebe
in eine kleine GieBform gelegt und mit flissigem Paraffin (Ubergossen, so dass
Blocke entstanden, die nach Erkalten im Eisfach gekdhlt wurden.

Diese Blécke wurden im Archiv der Frauenklinik der LMU, Campus Innenstadt,

gelagert und flr diese Arbeit verwendet.

2.2.1.3 Schneiden am Mikrotom

Mit Hilfe des Schlittenmikrotoms wurden von den Paraffinblécken 2-3 um dinne
Gewebsschnitte auf speziell fir die Immunhistochemie beschichtete Objekttrager
(Punkt 2.1.1) aufgezogen und anschlieBend in einem Heraeus-Brutschrank bei 55°C

getrocknet.
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2.2.2 Die immunhistochemische Farbung

2.2.2.1 Nachweis von E-Cadherin

Zur Darstellung von E-Cadherin wurde der Klon HECD-1 der Firma Calbiochem als
E-Cadherin-Antikérper verwendet. Es handelt sich hierbei um einen monoklonalen
Maus-IgG1-Antikoérper. Er wurde mit einer Verdinnung von 1:80 in sterilem PBS
verdinnt.  Als  Detektionssystem diente  Vectastain® ABC KIT  fir
Maus-IgG-Antikérper der Vector Laboratories Inc.

Als Positiv- und Isotypkontrolle benutzten wir Haut, als Negativkontrolle
Lymphknoten. Fdr die Isotypkontrolle verwendeten wir den monoklonalen
Maus-Antikérper X0931 der Firma Dako (Klon DAK-GO1), der keine Haftung an
humanen Antigenen zeigt. Zur Herstellung gleicher Konzentrationsverhaltnisse zum
Primarantikdrper erfolgte die Verdiinnung mit sterilem PBS.

Das genaue Farbeprotokoll findet sich unter Punkt 2.2.2.4

2.2.2.2 Nachweis von Beta-Catenin

Zum Nachweis von Beta-Catenin wurde der Anti-Beta-Catenin Antikérper der Firma
DiagnosticBioSystems gewahlt. Es handelt sich dabei um einen polyklonalen
IgG-Kaninchen-Antikérper. Er wurde 1:100 in Blockierungsserum verdiinnt, das, wie
auch die anderen Komponenten des Detektionssystems, vom Vectastain® ABC KIT
fir Kaninchen-1gG-Antikérper enthommen wurde.

Flr Positiv- und Isotypkontrolle wurde Haut verwendet, flr die Negativkontrolle ein
Lymphknotenpraparat.  Als  Isotypkontrollreagenz ~ diente  Kaninchenserum
(HK408-7R; Rabbit Super Sensitive™ Negative Control, 17ml) der Firma BioGenex.
Es wurde gebrauchsfertig geliefert und daher nicht verdiinnt.

Das genaue Farbeprotokoll findet sich unter Punkt 2.2.2.4
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2.2.2.3 Nachweis von Mucin-1

Far die Darstellung von Mucin-1 wurden drei Antikdrper verwendet.

Alle Patientenschnitte wurden mit dem Anti-Mucin-1-Klon PankoMab der Firma
Glycotope angefarbt. Es handelt sich dabei um einen monoklonalen
Maus-IgG1-Antikérper. Bei einer Antikérperkonzentration von 1,39 mg/dl
(Lot.nr.: 186A) wurde der Primarantikérper 1:550 in Dako-Verdlinnungsmedium
verdinnt.

Als Detektionssystem diente Vectastain® ABC KIT fur Maus-IgG-Antikérper der
Vector Laboratories Inc.

FOr die Positiv- und Isotypkontrolle benutzten wir Ovarialkarzinomgewebe, als
Negativkontrolle Gehirn. Fir die Isotypkontrolle verwendeten wir den monoklonalen
Maus-Antikérper X0931 der Firma Dako (Klon DAK-GO1). Zur Herstellung gleicher
Konzentrationsverhaltnisse zum Primarantikérper erfolgte die Verdinnung mit Dako-

Verdlinnungsmedium.

Bei den 23 Matchingpaaren wurde die Mucin-1-Expression zusatzlich mit dem
Anti-Mucin-1-Klon VU-4-H5, einem monoklonalen Maus-IgG1-Antikérper der Firma
Zymed, dargestellt. Die Verdiinnung erfolgte 1:600 in Dako-Verdinnungsmedium. Es
kamen das gleiche Detektionssystem, sowie die gleichen Positiv-, Negativ- und
Isotypkontrollen wie bei der PankoMab-Farbung zur Anwendung. Das
Isotypkontrollreagenz wurde mit Dako-Vedinnungsmedium auf die identische

Konzentration des Primarantikdrpers verdinnt.

AuBerdem wurde zur Darstellung von Mucin-1 bei den 23 Wertepaaren der
CA 15-3-Antikérper (Klon: DF3) der Firma Dako North America Inc. verwendet, der
an das DF3-Antigen, ein Mucin-ahnliches Glykoprotein, bindet. Anti-CA 15-3 ist ein
monoklonaler Maus-IgG1-Antikérper. Er wurde 1:400 in Dako-Verdinnungsmedium
verdinnt. Als Detektionssystem diente ebenfalls Vectastain® ABC KIT far
Maus-IgG-Antikdrper der Vector Laboratories Inc.

Als Positiv- und Isotypkontrolle benutzten wir Nierengewebe, als Negativkontrolle
Gehirn. Das Istoypkontrollreagenz war mit dem bei der PankoMab-Anti-Mucin-1-

Farbung verwendeten Reagenz aquivalent und wurde mit
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Dako-Verdinnungsmedium auf die gleiche Konzentration des Primarantikbrpers

verdinnt.

Die genauen Farbeprotokolle finden sich unter Punkt 2.2.2.4

2.2.2.4 Das Farbeprotokoll

Vor Beginn der immunhistochemischen Farbung wurde das Paraffin durch Xylol aus
dem Gewebeschnitt herausgelést (15 Minuten) und dieses wiederum in einer
absteigenden Alkoholreihe (100%iger, 2x 96%iger, 2x 70%iger Alkohol) entfernt. Die
Schnitte wurden in 100%igem Ethanol dehydriert und anschlieBend in einem
Gemisch aus 3ml 30%igem Wasserstoffperoxid und 97ml Methanol zur Blockierung
der endogenen Peroxidase inkubiert (20 Minuten). Die absteigende Alkoholreihe
wurde zu Ende geflihrt und die Ethanolreste durch Reinigung in destilliertem Wasser
beseitigt.

AuBer bei der Mucin-1-Farbung durch den PankoMab-Antikérper wurde eine
hitzeinduzierte = Antigendemaskierung im Dampfkochtopf flir funf Minuten
vorgenommen. Die Objekttrager wurden dazu in eine kochende kalziumprazipitierte
Lésung aus Natrium-Citratpuffer (18ml Losung A, 82ml Lésung B, 900ml Aqua dest.;
Punkt 2.1.2) gestellt. Durch diese MaBnahme konnte der entsprechende Antikdrper
in der anschlieBenden Farbung auch Epitope wahrnehmen, die zuvor durch die
Aldehydvernetzung bei der Formalinfixation maskiert worden waren.

Daraufhin wurden die Schnitte in destilliertem Wasser kurz gereinigt und flr
2x2 Minuten in PBS gespuilt.

Es folgte das Auftragen des Blockierungsserums.

Dieses stammte aus dem jeweiligen Detektionssystem Vectastain®, das neben dem
Sekundarantikérper und dem ABC-System das Blockierserum und Anti-Maus-IgG
beziehungsweise Anti-Rabbit-IgG enthielt.

Flar das Blockierungsserum kamen drei Tropfen Blockierserum auf 10ml steriles
PBS. Durch die Verwendung dieses Serums wurde eine unspezifische Anfarbung
verhindert, da elekirostatische Ladungen im Gewebe geséattigt und eine
unspezifische Bindung von Immunglobulinen an Membran und Fettgewebe

unterbunden wurden.
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Zum Nachweis von CA 15-3 wurde das Blockierserum fir 30 Minuten auf den
Objekttragern belassen, danach nur abgeklopft und dann der Primarantikérper
(Anti-Ca 15-83) fir 17 Stunden aufgetragen. Der Antikdrper wurde bei 4°C im
Kuhlschrank Uber Nacht auf dem Gewebe belassen. Fur den Nachweis der anderen
Strukturen wurde das Blockierungsserum bereits nach 20 Minuten abgeschiittet und
der entsprechende Antikérper (Anti-E-Cadherin, Anti-Beta-Catenin, Anti-Mucin-1
Klon PankoMab, Anti-Mucin-1 Klon VU-4-H5) eine Stunde bei Raumtemperatur auf
den Objekttragern belassen.

Daraufhin wurden die Gewebeschnitte 2x2 Minuten in PBS gewaschen. Fir
30 Minuten konnte nun der Sekundarantikérper, auch biotinylierte Briicken- oder
Link-Antikdrper genannt, einwirken. Wie bereits erwahnt stammte er aus dem
jeweiligen Detektionssytem und entstand durch Mischung von drei Tropfen
Blockierserum, einem Tropfen Anti-Maus-IlgG (bzw. Anti-Rabbit-lgG bei der
Beta-Catenin-Farbung) und 10ml sterilem PBS. W&hrend der Einwirkzeit des
Sekundarantikérpers erkannte dieser das Fc-Fragment des Primarantikdrpers als
sein Antigen. Der Sekundarantikdrper war stets gegen das Tier gerichtet, aus dem
der Primarantikbrper stammte.

AnschlieBend erfolgte wieder ein Waschvorgang von 2x2 Minuten in PBS.

Die Objekitrager wurden nun fir 30 Minuten mit dem sogenannten Avidin-Biotin-
Komplex bedeckt.

Dem Effekt der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex-Methode) (Abbildung 2.1) liegt
die Affinitat von Avidin zu Biotin zugrunde. Als Alternative zum Avidin wurde in dieser
Arbeit das gentechnisch hergestellte Streptavidin benutzt, das aus dem Bakterium
~Streptomyces avidinii® gewonnen wird und spezifischer an Biotin bindet als das
nattrlich vorkommende Avidin. Streptavidin besitzt mehrere Bindungsstellen fir
Biotin. Die Produktion des AB-Komplexes ist darauf ausgelegt, dass biotinylierte
Peroxidase nicht alle Avidin-Bindungsstellen besetzt. Einige Bindungsstellen bleiben
frei. An diese binden die mit Biotin markierten  Brlckenantikérper
(Sekundarantikorper). Biotin, auch als wasserlésliches Vitamin H oder Vitamin B7
bekannt, stellt damit die Verbindung zwischen Brickenantikdrper und AB-Komplex
her. Flr unsere Versuche wurde Meerrettichperoxidase verwendet. [38]

Nach der Einwirkzeit des AB-Komplexes wurden die Schnitte erneut 2x2 Minuten in
PBS gereinigt. Es folgte die zweiminltige Farbung mit 3,3 Diaminobenzidin (DAB)
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und Chromogen. Dabei rief die Peroxidase mit dem Substratpuffer H>O, als
Katalysator und DAB ein braunes Farbprodukt hervor. DAB hat den Vorteil in
organischen Lésungsmitteln unléslich zu sein.

Im Anschluss wurden die Schnitte 2x2 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen
und dann mit saurem Hamalaun nach Mayer fir zwei Minuten gegengefarbt. Dies ist
ein basischer Farbstofflack in saurer Lésung. Der pH-Wert betrug 4,5. Dadurch
wurden die Kerne wegen ihrer negativen Ladung am starksten gefarbt. Das
Abwaschen der Saurereste, sowie das Blauen erfolgten unter Leitungswasser im
alkalischen Milieu far finf Minuten.

Daraufhin wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%iger,
96%iger und absoluter Alkohol) entwassert und mittels Xylol aufgehellt. Als letzter
Schritt erfolgte die Eindeckung der Objekttrager mit Consul-Mount.

AR

oK<
\\ I Legende:
// D Antigen $ Biotinyliertes Enzym
TR $ Streptavidin-Biotin-
Primé&rantikérper

W ( P >R *™  Enzymkomplex

/ \ x Streptavidin AN A 5 _Bf“”)’”?g’?r
S rlickenantikdrper

= P

Abbildung 2.1: (Strept-)Avidin-Biotin-Komplex [38]

2.3 Auswertung und statistische Methoden

Die Auswertung erfolgte am Mikroskop Leitz Diaplan mit Hilfe des immunreaktiven
Scores (IRS-Score) nach Remmele und Stegner (1987). Die Objekttrager wurden
unter 6,3-facher und 25-facher VergréBerung beurteilt. Es wurde zum einen die
Farbeintensitat, zum anderen die Anzahl der gefarbten Karzinomzellen bewertet. Die
Multiplikation dieser beiden Werte ergab den IRS-Score. Die Farbeintensitat konnte
sich zwischen negativ oder einfach, zweifach oder dreifach positiv bewegen (keine,
schwache, maBige oder starke Farbung). Fir die Anzahl der gefarbten Zellen konnte
der Wert 0 bei keiner Farbereaktion, der Wert 1 bei einer geringen Anzahl an
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gefarbten Zellen (<10%), der Wert 2 bei 10-50% angefarbter Zellen, der Wert 3 bei
51-80% angefarbter Zellen oder der Wert 4 vergeben werden, wenn nahezu alle
Karzinomzellen gefarbt waren (>80%).

Die statistische Auswertung erfolgte durch das Statistikprogramm SPSS (,Statistical
Package for Social Sciences®) (Version 17.0; SPSS Inc., Chicago, USA) und Excel
(Version 2003). Es wurden der Mann-Whitney-Test fir zwei unabhangige
Stichproben und der Kruskal-Wallis-Test bei mehr als zwei unabhangigen
Stichproben verwendet. Fir die Angabe von Korrelationen diente der Spearman

Korrelationstest. Das Signifikanzniveau wurde als p 0,05 definiert.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse wurden fir die Matched-Pair-Gruppe und das Gesamtkollektiv jeweils
getrennt beurteilt. Die Matched-Pair-Gruppe war Bestandteil des Gesamtkollektivs.
Die Zusammensetzung der beiden Gruppen ist unter Punkt 2.1.4.2 und 2.1.4.3
ausfihrlich beschrieben.

3.1 Ubersichtsdaten

Im Anhang (Punkt 7.1) finden sich Tabellen zur Patientencharakteristik.

3.1.1 Altersverteilung

Es wurde jeweils das Alter, das zum Operationszeitpunkt bestand, verwendet, da an

diesem Tag auch das fiir diese Studie verwendete Gewebe gewonnen wurde.

3.1.1.1 Matched-Pair-Gruppe

Bei den Patientinnen mit einem Herd in der Brust lag der Median bei 57 Jahren, bei
Frauen mit mehreren Herden in der Brust lag der Median bei 68 Jahren. Der p-Wert
betrug 0,104.

3.1.1.2 Gesamtkollektiv

Bei der einherdigen Gruppe betrug der Median 59 Jahre. In der mehrherdigen
Gruppe ergab sich ein Median von 61 Jahren. Der p-Wert zwischen den
Vergleichsgruppen betrug 0,533.
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3.1.2 Menopausenstatus

3.1.2.1 Matched-Pair-Gruppe

In der Gruppe der einherdigen Karzinome befanden sich sechs (28,6%)
pramenopausale Patientinnen, eine (4,8%) perimenopausale Patientin und 14
(66,7%) postmenopausale Patientinnen. Bei zwei Frauen waren keine Angaben Uber
den Menopausenstatus verflgbar.

Innerhalo der gematchten mehrherdigen Patientinnen waren 18,2% (n=4)
pramenopausal und 81,8% (n=18) postmenopausal. Bei einer Frau mit
mehrherdigem Karzinom war kein Menopausenstatus angegeben.

Der p-Wert zwischen den ein- und mehrherdigen Karzinomen betrug 0,291.

3.1.2.2 Gesamtkollektiv

Unter den Frauen mit einherdigen Mammakarzinomen waren 30,8% (n=16) in der
Pramenopause, 3,8% (n=2) in der Perimenopause und 65,4% (n=34) in der
Postmenopause. Unter Einbeziehung der gematchten Patientinnen waren bei flnf
Patientinnen keine Angaben zum Menopausenstatus vorzufinden.

In der mehrherdigen Gruppe befanden sich 13 (26,0%) pramenopausale, eine (2,0%)
perimenopausale und 36 (72,0%) postmenopausale Patientinnen. Auch hier waren
bei finf Frauen keine Angaben zum Menopausenstatus aufzufinden.

Im Gesamtkollektiv zeigte sich zwischen den Vergleichsgruppen in Bezug auf den

Menopausenstatus kein signifikanter Unterschied (p=0,503).
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3.1.3 TumorgroBe

3.1.3.1 Matched-Pair-Gruppe

Die TumorgrdBe war Matchkriterium und somit p=1,0.

Innerhalo der Matched-Pair-Gruppe befand sich ein Paar (4,3%) mit einer
Tumorausdehnung unter 0,5cm (pT1a). Sechs Paare (26,1%) wiesen eine
TumorgréBe von 0,5cm bis 1cm (pT1b) auf und elf Paare (47,8%) einen Tumor mit
einer GréBe von 1cm bis 2cm (pTic). Eine Tumorausdehnung von 2cm bis 5cm
wurde bei vier Paaren (17,4%) klassifiziert (pT2). Ein Paar (4,3%) wies

tumorbegleitend Ulzerationen der Brusthaut mit Odem auf (pT4b).

3.1.3.2 Gesamtkollektiv

In der unifokalen Gruppe fand sich bei drei Patientinnen (5,4%) ein Tumor im
Stadium pT1a. Am haufigsten war das Tumorstadium pTib mit 19 Patientinnen
(33,9%), gefolgt von dem Stadium pT1c mit 18 Personen (32,1%). Ein pT2-Stadium
konnte bei 15 Patientinnen (26,8%) nachgewiesen werden. Lediglich bei einer
Patientin (1,8%) fand sich ein Tumor im Stadium pT4b. Bei einer Patientin waren
keine Angaben zur TumorgréBe verflgbar.

Haufigkeit Prozent Kumulierte Prozente
Gultig |pT1a |3 5,4 5,4
pTib (19 33,9 39,3
pTic |[18 32,1 71,4
pT2 15 26,8 98,2
pT4b |1 1,8 100,0
Gesamt|56 100,0

Tabelle 3.1: Verteilung der TumorgréBe bei den einherdigen Mammakarzinomen des
Gesamtkollektivs
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Bei den von mehrherdigen Mammakarzinomen betroffenen Frauen wiesen nur zwei
Patientinnen (3,7%) einen Tumor im pT1a-Stadium auf. Acht Frauen (14,8%)
leideten zum Operationszeitpunkt an einem pT1b-Tumor. Etwa die Halfte der
Betroffenen wies einen Tumor im pT1c-Stadium auf (51,9%; n=28). Dieses Stadium
war damit am haufigsten zu finden. Hinsichtlich der Haufigkeit folgte mit 22,2%
(n=12) das pT2-Stadium. Ein Tumor, der gréBer als 5cm maB (pT3), fand sich
lediglich bei einer Frau (1,9%). Ein pT4b-Tumor wurde bei zwei Patientinnen (3,7%)
festgestellt und ein inflammatorisches Mammakarzinom (pT4d) wies eine Patientin
(1,9%) auf. Bei einer Patientin waren keine Angaben zur TumorgrdBe verflgbar.

Haufigkeit Prozent Kumulierte Prozente
Gultig |[pT1a |2 3,7 3,7

pTib |8 14,8 18,5

pTic |28 51,9 70,4

pT2 12 22,2 92,6

pT3 1 1,9 94,4

pT4b |2 3,7 98,1

pT4d |1 1,9 100,0

Gesamt|54 100,0

Tabelle 3.2: Verteilung der TumorgréBe bei den mehrherdigen Mammakarzinomen des
Gesamtkollektivs

Die TumorgréBe unterschied sich zwischen ein- und mehrherdigen Karzinomen nicht
signifikant (p=0,113).
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3.1.4 Lymphknotenstatus

3.1.4.1 Matched-Pair-Gruppe

Der Lymphknotenstatus war Matchkriterium und somit p=1,0.

Bei 17 Paaren (73,9%) konnte kein Lymphknotenbefall nachgewiesen werden (pNO).
Metastasen in ein bis drei Lymphknoten (pN1bi) wurden bei zwei Paaren (8,7%)
festgestellt. Bei vier Patientenpaaren (17,4%) Uberschritten Metastasen mit einem
Durchmesser unter 2cm bereits die Lymphknotenkapsel (pN1biii).

3.1.4.2 Gesamtkollektiv

In der unifokalen Gruppe wiesen zum Operationszeitpunkt mehr als die Halfte aller
Patientinnen keine Lymphknotenmetastasen auf (64,8%; n=35). Ein pN1bi-Stadium
wurde bei sieben Patientinnen (13,0 %) diagnostiziert. Bei acht Frauen (14,8%)
wurde ein pN1biii-Stadium vorgefunden und bei drei Patientinnen (5,6%) befanden
sich Metastasen mit einem Durchmesser Uber 2cm im Lymphknoten (pN1biv). Eine
Patientin (1,9%) war von Metastasen im ipsilateralen axillaren Lymphknoten
betroffen. Die Lymphknoten waren untereinander verbacken oder in anderen
Strukturen fixiert (pN2). Bei drei Patientinnen konnten keine Aussagen Uber den

Befall der regionaren Lymphknoten getroffen werden (pNXx).

Haufigkeit Prozent Kumulierte Prozente
Gultig |[pNO |35 64,8 64,8
pN1bi |7 13,0 77,8
pN1biii |8 14,8 92,6
pN1biv |3 5,6 98,2
pN2 |1 1,9 100, 1
Gesamt|54 100,0

Tabelle 3.3: Verteilung des Lymphknotenstatus bei den einherdigen Mammakarzinomen des
Gesamtkollektivs
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Bei den mehrherdigen Karzinomen wies nur knapp die Halfte (54,0%; n=27) des
Patientenkollektivs einen negativen Lymphknotenstatus auf (pN0O). Damit waren in
der mehrherdigen Gruppe mehr Frauen von Lymphknotenmetastasen betroffen als in
der unifokalen Gruppe. Vier Frauen (8,0%) zeigten einen pN1bi-Status und
18 Frauen (36,0%) einen pN1biii-Lymphknotenstatus. Bei lediglich einer Patientin
(2,0%) fand sich ein pN2-Status, bei finf Patientinnen konnten die regionaren

Lymphknoten nicht beurteilt werden (pNXx).

Haufigkeit Prozent Kumulative Prozente
Gultig |[pNO |27 54,0 54,0
pN1bi |4 8,0 62,0
pN1biii {18 36,0 98,0
pN2 |1 2,0 100,0
Gesamt|50 100,0

Tabelle 3.4: Verteilung des Lymphknotenstatus bei den mehrherdigen Mammakarzinomen des
Gesamtkollektivs

Der p-Wert zwischen ein- und mehrherdigen Mammakarzinomen hinsichtlich des
histopathologischen Lymphknotenstatus lag bei 0,150. Somit lag kein signifikanter
Unterschied vor.

3.1.5 Grading

3.1.5.1 Matched-Pair-Gruppe

Das Grading war ein Matchkriterium, der p-Wert folglich 1,0.

Es gab sowohl in der einherdigen, als auch in der mehrherdigen Gruppe
19 Karzinome (82,6%) mit einer maBigen Differenzierung (G2) und vier Frauen
(17,4%), deren Mammakarzinome als schlecht differenziert (G3) eingestuft wurden.

Gut differenzierte G1-Tumore kamen nicht vor.
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3.1.5.2 Gesamtkollektiv

In der unifokalen Gruppe waren drei G1-Tumore (5,4%) zu verzeichnen. Bei 35
Patientinnen (62,5%) war der Tumor maBig differenziert und bei 18 Patientinnen
(32,1%) fand man eine schlechte Differenzierung des Tumors zum
Operationszeitpunkt vor. Bei einer Patientin waren keine Angaben zum

Differenzierungsgrad verfugbar.

Haufigkeit| Prozente [Kumulative Prozente
Gultig |G1 3 5,4 5,4
G2 35 62,5 67,9
G3 18 32,1 100,0
Gesamt|56 100,0

Tabelle 3.5: Verteilung des Gradings bei den einherdigen Mammakarzinomen des
Gesamtkollektivs

Die mehrherdige Gruppe beinhaltete sechs Karzinome (11,1%) in einem
hoch differenzierten Zustand (G1) und 38 Karzinome (70,4%) in einem maBig
differenzierten Zustand. Nur zehn Karzinome (18,5%) wurden als schlecht
differenziert klassifiziert. Bei einer Patientin waren keine Angaben zum Grading

verfugbar.
Haufigkeit Prozent Kumulierte Prozente
Gultig |G1 6 11,1 11,1
G2 38 70,4 81,5
G3 10 18,5 100,0
Gesamt|54 100,0

Tabelle 3.6: Verteilung des Gradings bei den mehrherdigen Mammakarzinomen des
Gesamtkollektivs

Die Karzinome der ein- und mehrherdigen Gruppe unterschieden sich hinsichtlich

des Gradings nicht signifikant (p=0,068).
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3.1.6 Histologie

3.1.6.1 Matched-Pair-Gruppe

Die folgende Tabelle (Tabelle 3.7) listet die histologischen Subtypen der unifokalen
Karzinome auf, die in die Matched-Pair-Analyse eingingen. Bei einer Patientin war

keine Angabe zur Histologie vorhanden.

Haufigkeit Prozent
Gultig |lobuléar 3 13,6
duktulo-lobular 1 4,5
duktal 15 68,2
medullar 1 4,5
mikro-/papillar 2 9,1
Gesamt 22 100,0

Tabelle 3.7: Histologie der einherdigen Mammakarzinome der Matched-Pair-Gruppe

Nachfolgend (Tabelle 3.8) befinden sich die histologischen Subtypen der gematchten

mehrherdigen Karzinome.

Haufigkeit Prozent
Gultig |lobuléar 5 21,7
duktulo-lobular 2 8,7
duktal 16 69,6
Gesamt 23 100,0

Tabelle 3.8: Histologie der mehrherdigen Mammakarzinome der Matched-Pair-Gruppe

Die ein- und mehrherdigen Karzinome der gematchten Gruppe zeigten keinen
signifikanten Unterschied hinsichtlich der Histologie (p=0,120).
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3.1.6.2 Gesamtkollektiv

In der Gruppe der unifokalen Karzinome fanden sich unten aufgefiihrte histologische

Verteilungsmuster (Tabelle 3.9). Es wurde bei 40 Patientinnen zusatzlich zum

invasiven Herd ein duktales Carcinoma in situ (DCIS) und bei fiunf Frauen zusatzlich

ein Carcinoma lobulare in situ (CLIS) festgestellt, wobei vier Frauen ein DCIS mit

einem CLIS zusammen aufwiesen. Bei einer Patientin waren keine Angaben zur

Histologie verflgbar.

Haufigkeit Prozent

Gultig |lobuléar 3 5,4

duktulo-lobular 3 54

duktal 39 69,6

muzinds 2 3,6

medullar 4 7,1

mikro-/papillar 2 3,6

tubular 3 5,4

Gesamt 56 100,0

Tabelle 3.9: Histologie der einherdigen Mammakarzinome des Gesamtkollektivs

Die Histologie der multifokalen und multizentrischen Karzinome zeigte deutlich mehr

invasiv lobuldre Karzinome. Zusatzlich zum invasiven Herd trat bei 30 Patientinnen

ein DCIS und bei neun Patientinnen ein CLIS auf. Vier Frauen hatten sowohl ein

DCIS als auch ein CLIS. Bei zwei Patientinnen waren keine Angaben zur Histologie

verflgbar.
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Haufigkeit Prozent

Gultig |lobular 11 20,8

duktulo-lobular 4 7,5

duktal 35 66,0

muzinds 1 1,9

medullar 1 1,9

mikro-/papillar 1 1,9

Gesamt 53 100,0

Tabelle 3.10: Histologie der mehrherdigen Mammakarzinome des Gesamtkollektivs

Die Histologie des Gesamtkollektivs unterschied sich bei ein- und mehrherdigen
Patientinnen signifikant (p=0,003).

3.2 E-Cadherin

Die rein lobularen Karzinome wurden nicht mit in die Auswertungen eingeschlossen,
da sie aufgrund der bereits erwahnten Veranderungen des CDH1-Gens keine
E-Cadherin-Expression mehr aufweisen (Punkt 1.1).

3.2.1 Matched-Pair-Gruppe

Durch den Wegfall der lobularen Karzinome verkleinerte sich die Patientenzahl von
23 Paaren auf 16 gematchte Paare. Es befanden sich 13 Karzinome in einem maBig
differenzierten Stadium und drei Mammakarzinome in einem schlecht differenzierten
Stadium. Die beiden Patientinnen, die ein Matching-Paar bildeten, stimmten
hinsichtlich TumorgréBe, Grading und Lymphknotenstatus Gberein.

Bei der Auswertung der Matched-Pair-Analyse zeigte sich eine signifikant héhere
E-Cadherin-Expression der unifokalen Mammakarzinome (p=0,024) gegentiber den
multifokalen/multizentrischen Karzinomen (Abbildung 3.1 und im Anhang unter
Punkt 7.2 Bild 1 und Bild 2).
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Es bestand keine Signifikanz zwischen der E-Cadherin-Expression und dem Grading

(p=0,897).
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IRS-Score
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einherdig mehrherdig

E-Cadherin

Abbildung 3.1: E-Cadherin-Expression anhand des IRS-Scores bei Patientinnen mit
einherdigen und mehrherdigen Mammakarzinomen, gematched nach Grading, Lymphknoten-
und GréBenstadium des Tumors

3.2.2 Gesamtkollektiv

Die E-Cadherin-Expression im Gesamtkollektiv wurde an 54 einherdigen und
44 mehrherdigen Mammakarzinompatientinnen untersucht.

In der unifokalen Gruppe waren drei (5,7%) G1-Tumore. Bei 33 Patientinnen (62,3%)
zeigten sich maBig differenzierte Karzinome und die Mammakarzinome von
17 Patientinnen (32,1%) wurden als schlecht differenziert klassifiziert.

Die mehrherdige Patientengruppe setzte sich aus vier G1-Karzinomen (9,3%),
29 G2-Karzinomen (67,4%) und zehn G3-Karzinomen (23,3%) zusammen.
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Bei den unifokalen Karzinomen war die E-Cadherin-Expression signifikant
(p<0,0001) héher als in der multifokalen/multizentrischen Gruppe (Abbildung 3.2).

Zwischen Grading und der E-Cadherin-Expression der einherdigen Karzinome
bestand keine Signifikanz (p=0,514) (Abbildung 3.3). Ebenso wenig konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Grading und der E-Cadherin-Expression der

mehrherdigen Karzinome (p=0,887) nachgewiesen werden (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.2: E-Cadherin-Expression anhand des IRS-Scores bei Patientinnen mit
einherdigen und mehrherdigen Mammakarzinomen
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Abbildung 3.3: Verteilung der E-Cadherin-Expression anhand des IRS-Scores in Abhangigkeit

vom Grading bei Patientinnen mit einherdigen Mammakarzinomen
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Abbildung 3.4: Verteilung der E-Cadherin-Expression anhand des IRS-Scores in Abhangigkeit

vom Grading bei Patientinnen mit mehrherdigen Mammakarzinomen
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3.3 Beta-Catenin

3.3.1 Matched-Pair-Gruppe

Die Matched-Pair-Analyse der 23 Patientenpaare zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den ein- und mehrherdigen Karzinomen hinsichtlich der
Beta-Catenin-Expression (Abbildung 3.5). Der p-Wert lag bei 0,636.

Die Beta-Catenin-Expression war unabhangig vom Grading (p=0,301).
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Abbildung 3.5: Beta-Catenin-Expression anhand des IRS-Scores bei Patientinnen mit
einherdigen und mehrherdigen Mammakarzinomen, gematched nach Grading, Lymphknoten-
und GréBenstadium des Tumors
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3.3.2 Gesamtkollektiv

Im Gesamtkollektiv wurde die Beta-Catenin-Expression bei 57 einherdigen und
55 mehrherdigen Mammakarzinomen ermittelt. Zwischen den beiden Gruppen zeigte
sich ebenfalls nahezu kein Unterschied in der Expression (p=0,914) (Abbildung 3.6).
Die Beta-Catenin-Expression zeigte weder bei den unifokalen (p=0,635)
(Abbildung 3.7) noch bei den multifokalen/multizentrischen Karzinomen (p=0,564)

(Abbildung 3.8) einen signifikanten Zusammenhang zum Grading.
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Abbildung 3.6: Beta-Catenin-Expression anhand des IRS-Scores bei Patientinnen mit
einherdigen und mehrherdigen Mammakarzinomen
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Abbildung 3.7: Verteilung der Beta-Catenin-Expression anhand des IRS-Scores in Abhangigkeit
vom Grading bei Patientinnen mit einherdigen Mammakarzinomen
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Abbildung 3.8: Verteilung der Beta-Catenin-Expression anhand des IRS-Scores in Abhangigkeit
vom Grading bei Patientinnen mit mehrherdigen Mammakarzinomen

3.4 Mucin-1

3.4.1 Mucin-1-Darstellung mittels PankoMab

Der humanisierte Anti-Mucin-1-Antikérper namens PankoMab erkennt spezifisch

membrangebundenes, tumorassoziiertes Mucin-1.

3.4.1.1 Matched-Pair-Gruppe

Zwischen den ein- und mehrherdigen Karzinomen der Matched-Pair-Analyse zeigte
sich kein signifikanter Unterschied in der Mucin-1-Expression (p=0,840). Auch
innerhalb der maBig differenzierten Karzinome und der schlecht differenzierten
Karzinome zeigte sich im Hinblick auf die Mucin-1-Expression zwischen ein- und
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mehrherdigen Mammakarzinomen kein signifikanter Unterschied (Abbildung 3.9). Der
p-Wert der maBig differenzierten Karzinome lag bei 0,319, der p-Wert der schlecht
differenzierten Mammakarzinome betrug 0,080.

Jedoch zeigte sich im Hinblick auf das Grading bei den unifokalen
Mammakarzinomen ein leichter Anstieg der Mucin-1-Expression vom maBigen in den
schlecht differenzierten Zustand (p=0,534), wahrend die mehrherdigen Karzinome
einen signifikanten Abfall der Mucin-1-Expression mit steigendem Grading zeigten
(p=0,023) (Abbildung 3.9).

Innerhalb der multifokalen/multizentrischen Karzinome der Matched-Pair-Analyse
bestand eine signifikante negative Korrelation (nach Spearman) von -0,485 (p=0,019)

zwischen dem Grading und der Mucin-1-Expression.
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Abbildung 3.9: Darstellung der Mucin-1-Expression (PankoMab) anhand des IRS-Scores in
Abhéangigkeit vom Grading bei Patientinnen mit einherdigen (griin) und mehrherdigen (blau)
Mammakarzinomen
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3.4.1.2 Gesamtkollektiv

Es wurden 57 einherdige und 55 mehrherdige Mammakarzinome auf eine
Mucin-1-Expression hin untersucht.

Die Mucin-1-Expression unterschied sich zwischen der Gruppe der ein- und
mehrherdigen Karzinome nicht signifikant (p=0,183).

Bei den unifokalen Mammakarzinomen stieg die Mucin-1-Expression leicht und nicht
signifikant  (p=0,840) mit schlechterer Differenzierung der Tumorzellen
(Abbildung 3.10 und im Anhang unter Punkt 7.2 Bild 3, Bild 4 und Bild 5).
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Abbildung 3.10: Verteilung der Mucin-1-Expression (PankoMab) anhand des IRS-Scores in
Abhéngigkeit vom Grading bei unifokalen Mammakarzinomen

In der mehrherdigen Gruppe zeigte sich hingegen ein anderes Expressionsmuster.
Die Mucin-1-Expression nahm mit steigendem Grading signifikant ab (p=0,027). So
war eine starke Mucin-1-Expression mit einer guten Tumordifferenzierung, eine
schwache Mucin-1-Expression mit einer schlechten Tumordifferenzierung

vergesellschaftet. Damit zeigten die multifokalen/multizentrischen Karzinome eine
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signifikante negative Korrelation (nach Spearman) von -0,368 zwischen der
Mucin-1-Expression und dem Grading (p=0,006). (Abbildung 3.11 und im Anhang
unter Punkt 7.2 Bild 6, Bild 7 und Bild 8)
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Abbildung 3.11: Verteilung der Mucin-1-Expression (PankoMab) anhand des IRS-Scores in
Abhéngigkeit vom Grading bei multifokalen/multizentrischen Mammakarzinomen

3.4.2 Vergleich der Mucin-1-Darstellung mittels PankoMab, VU-4-H5 und
DF3

Wir verglichen die Mucin-1-Darstellung der 46 Matching-Patientinnen durch die
Mucin-1-Antikérper PankoMab, VU-4-H5 und DF3. Die Mucin-1-Expression, die sich
durch den PankoMab-Antikérper zeigte, wurde unter Punkt 3.4.1.1 bereits ausflhrlich
beschrieben. Er zeigte bei den mehrherdigen Karzinomen eine signifikant reduzierte
Mucin-1-Expression mit steigendem Grading (p=0,023) (Abbildung 3.9). Die
Antikérper VU-4-H5 (p=0,581) und DF3 (p=0,764) zeigten keine signifikante
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Abhéangigkeit zwischen Grading und Mucin-1-Expression. Bezlglich der unifokalen
Karzinome ergaben sich bei keinem der Mucin-1-Antikérper signifikante Ergebnisse.
Die ebenfalls bereits unter Punkt 3.4.1.1 erwahnte negative Korrelation zwischen
Differenzierungsgrad und Mucin-1-Expression bei mehrherdigen Karzinomen fand
sich zwar bei allen Mucin-1-Antikérpern, war jedoch nur bei PankoMab signifikant.

3.5 Verhaltnis der Molekilile E-Cadherin, Beta-Catenin und Mucin-1

3.5.1 Matched-Pair-Analyse

Korrelationen zwischen den Molekilen E-Cadherin, Beta-Catenin und Mucin-1
(PankoMab) wurden fur die einherdigen und mehrherdigen Mammakarzinome der
Matched-Pair-Gruppe berechnet. Es ergaben sich keine signifikanten Korrelationen

nach Spearman.

3.5.2 Gesamtkollektiv

Die Karzinome der unifokalen Gruppe zeigten eine signifikante positive Korrelation
nach Spearman von 0,400 zwischen der E-Cadherin- und der Beta-Catenin-
Expression (p=0,003). Die E-Cadherin- und die Mucin-1-Expression korrelierten nicht
signifikant miteinander (Korrelationskoeffizient: -0,049; p=0,726). Zwischen der
Beta-Catenin- und der Mucin-1-Expression bestand eine nicht signifikante (p=0,057)
positive Korrelation (Korrelationskoeffizient: 0,253). Betrachtete man jedoch allein die
maBig differenzierten unifokalen Karzinome, zeigte sich eine positive signifikante
(p=0,014) Korrelation nach Spearman von 0,411 zwischen Beta-Catenin und
Mucin-1.

Bei den mehrherdigen Mammakarzinomen konnten keine signifikanten Korrelationen
zwischen den untersuchten Molekilen nachgewiesen werden.
(Korrelationskoeffizient zwischen E-Cadherin- und Beta-Catenin-Expression: 0,142;
p=0,359; Korrelationskoeffizient zwischen Beta-Catenin- und Mucin-1-Expression:
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0,091; p=0,507; Korrelationskoeffizient
Mucin-1-Expression: -0,048; p=0,757).

zwischen

E-Cadherin-

und
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4 Diskussion

Die TNM-Klassifikation wurde im Laufe der letzten Jahrzehnte regelmaBig
Uberarbeitet und den neuesten wissenschaftlichen Erkenntnissen angepasst.
TumorgréBe, Lymphknotenbeteiligung, Grading und Metastasierung blieben dabei
die zentralen Elemente. Mehrherdige Mammakarzinome nehmen jedoch einen
gesonderten Stellenwert ein. Die tatsachliche Tumorlast bei multifokalen und
multizentrischen Mammakarzinomen wird auch in der aktuellen TNM-Klassifikation
nicht berticksichtigt.

Jedoch verdichten sich die Hinweise auf eine unterschiedliche Prognose ein- und
mehrherdiger Mammakarzinome bei identischem Tumorstadium. Ob die
Prognoseunterschiede an einer unterschatzten Tumorlast oder an andersartiger

Tumorbiologie liegen, ist bislang unklar.

Im Jahr 2010 verglichen wir Patientinnen mit ein- und mehrherdigen
Mammakarzinomen in einer Matched-Pair-Studie hinsichtlich ihrer Prognose [20]. Die
Patientinnen wurden je nach Herdigkeit des Karzinoms in zwei Gruppen von
288 Patientinnen aufgeteilt. TumorgrdéBe, Hormonrezeptorstatus und Grading waren
Matchkriterien und somit in beiden Gruppen gleich verteilt (p=1,0). Der Vergleich von
ein- und mehrherdigen Mammakarzinomen zeigte, dass bei gleichem TNM-Stadium
ein vermindertes Gesamtlberleben und ein hdheres Risiko fir Lokalrezidive und
Fernmetastasen auf Seiten der mehrherdigen Karzinome bestand. Mehrherdige
Karzinompatientinnen wiesen somit eine schlechtere Prognose auf. Die Ergebnisse
zeigten die Mehrherdigkeit als einen unabhangigen Prognosefaktor auf, der in der
aktuellen TNM-Klassifikation nicht adaquat berlcksichtigt wird. Jedoch wurden keine
Unterschiede in der Tumorbiologie untersucht. Deshalb nahm sich diese Arbeit zum
Ziel, die Tumorbiologie als eine denkbare Ursache der Prognoseunterschiede
zwischen unifokalen und multifokalen/multizentrischen Mammakarzinomen naher zu

beleuchten.

Die Zell-Zell-Adhasion ist essentiell fir den Erhalt der Epithelstruktur und des

Zellverbandes. Wahrend der Krebsentstehung kommt es zur Stdérung dieser
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Zell-Zell-Adhésion, die im gesunden Organismus wesentlich durch die Cadherine
erhalten wird. Im Epithelgewebe ist E-Cadherin fir den Erhalt des Zellverbandes
verantwortlich. E-Cadherin gilt als Tumorsuppressorprotein [21, 27], da der
Rlickgang der E-Cadherin-Expression mit einer begleitenden Tumorprogression
assoziiert wird. Dies konnte bereits bei vielen Krebsarten epithelialer Herkunft
beobachtet werden, wie beispielsweise dem Pankreaskarzinom [24, 39],
Magenkarzinom [28], Kolonkarzinom [40] und auch dem Mammakarzinom

[21, 41-42]. Nach der immunhistochemischen Studie von Mohammadizadeh et al.
[43] geht die Herabregulation dieses Oberflachenmolekils mit schlechter Prognose
und einem niedrigeren Differenzierungsgrad bei seinen 108 Patientinnen einher, die
vom invasiv duktalen Mammakarzinom betroffen waren. Lialiaris et al. [44]
beschreiben in ihrer immunhistochemischen Studie ebenfalls eine erhdhte
E-Cadherin-Expression bei gut differenzierten invasiv duktalen Mammakarzinomen.
Die Ergebnisse beider Arbeitsgruppen sprechen fir E-Cadherin als einen
prognostischen Marker fir Brustkrebs.

Auch in unserer Studie war die E-Cadherin-Expression der mehrherdigen
Mammakarzinome im Vergleich zu den einherdigen Karzinomen signifikant reduziert.
Diese Ergebnisse sprechen fiir ein aggressiveres Tumorverhalten der mehrherdigen
Mammakarzinome und spiegeln die schlechtere Prognose dieser Tumoren wider.
Jedoch fehlt in unserer Studie die Differenzierung in histologische Subtypen bei
auBerdem geringer Fallzahl von 98 Patientinnen aufgrund des Wegfalls der lobuléren
Karzinome.

Zhang et al. [45] beschrieben 2007 andere Ergebnisse wie Mohammadizadeh (2009)
und Lialiaris (2010). Die Arbeitsgruppe untersuchte 94 invasiv duktale
Mammakarzinome immunhistochemisch und stellte eine erhéhte E-Cadherin-
Expression bei einem spaten Tumorstadium und bei Rezidivauftreten fest. Entgegen
oben genannter Ergebnisse wurde hier eine erhéhte E-Cadherin-Expression mit
einem schlechteren Krankheitsausgang in Verbindung gebracht. Dieses Ergebnis
widerspricht der allgemeinen Annahme von E-Cadherin als Tumorsuppressor und
zeigt, dass die Rolle von E-Cadherin in der Tumorprogression weiterhin nicht
hinreichend geklart ist.

In der gleichen Studie berichteten Zhang et al von der Unabhangigkeit der
E-Cadherin-Expression vom Grading. Nurismah et al. [46] sprachen sich in ihrer
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Arbeit zwar flr einen Zusammenhang zwischen E-Cadherin-Expression und
histologischem Subtyp aus, nicht aber fir einen Zusammenhang zwischen
E-Cadherin-Expression und Differenzierungsgrad von invasiven Mammakarzinomen.
Auch wir konnten im Hinblick auf die Expression von E-Cadherin bezlglich der
Tumordifferenzierung innerhalb der Gruppen keine signifikanten Unterschiede
feststellen, wobei die Anzahl der G1-Karzinome zu gering fir eine wegweisende
Aussage war.

Im Gegensatz dazu untersuchten Dian et al. [47] 2010 die Expression von
E-Cadherin bei 100 Ovarialkarzinomen. Die Ergebnisse zeigten einen
Zusammenhang zwischen der E-Cadherin-Expression und der histologischen
Differenzierung der Ovarialkarzinome und sprachen damit fir eine Abhangigkeit

zwischen E-Cadherin-Expression und Grading.

An der Zell-Zell-Adhasion ist auch Beta-Catenin, ein Regulator des Wnt-Signalweges
beteiligt.

In einer immunhistochemischen Studie von Lopez-Knowles et al. [48] wurde die
Beta-Catenin-Expression an 292 invasiv duktalen Mammakarzinomen beschrieben.
Die Autoren fanden bei schlecht differenzierten Tumoren eine hohe zytoplasmatische
Expression. Sie kamen zu dem Schluss, dass eine starke zytoplasmatische
Beta-Catenin-Expression mit einem ungtnstigen Krankheitsverlauf assoziiert sein
kénnte. Im Gegensatz dazu beschrieben Zhang et al [45] eine verminderte
Beta-Catenin-Expression bei Patientinnen mit befallenen Lymphknoten und bei
Karzinomen mit einer c-erbB2-Uberexpression. Es wurden jedoch ausschlieBlich
Zellen als positiv gewertet, die eine Farbung der Zellmembran aufwiesen. Eine
Farbung des Zytoplasmas wurde ohne Riicksicht auf den Starkegrad der Farbung als
negativ eingestuft. Hierdurch kommt es zu einem Informationsverlust. Dennoch
erganzen sich die beiden Studien in sofern gut, als dass die zytoplasmatische
Lokalisation von Beta-Catenin als Pathologie eingestuft wird, wahrend eine Beta-
Catenin-Expression an der Membran als physiologisch gilt. Dies spiegelt sich in den
Ergebnissen der beiden Arbeiten wider. Die Arbeitsgruppe um Bukholm et al. [49]
verdffentlichte 2006 eine  Studie Uber das  Expressionsmuster  der
Zelladhasionsmolekile E-Cadherin, Alpha-Catenin, Beta-Catenin und Gamma-

Catenin in T1 und T2 klassifizierten Mammakarzinomen. Allein E-Cadherin zeigte
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eine signifikante Reduktion in T2 diagnostizierten Tumoren im Vergleich zu T1
diagnostizierten Karzinomen. Beta-Catenin zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Vergleichsgruppen. 2009 untersuchten Abd EI-Rehim et al. [50] invasiv
duktale Mammakarzinome beziiglich der Farbelokalisation von Beta-Catenin. Eine
reduzierte Beta-Catenin-Expression an der Zellmembran war assoziiert mit einem
fortgeschrittenen  Tumorstadium, Lymphknotenmetastasen und  negativem
Ostrogenrezeptorstatus. Eine hohe zytoplasmatische Expression fand sich bei
Tumoren mit groBem  Durchmesser, schlechter Differenzierung  und
Lymphknotenpositivitat. Die Ergebnisse gewichten die Bedeutung der zellularen
Lokalisation von Beta-Catenin. Die Farbelokalisation wurde in unserer Studie nicht
bewertet, was ein Grund daflir sein kénnte, dass wir keine signifikanten Unterschiede

im Beta-Catenin-Expressionsverhalten nachweisen konnten.

Das Glykoprotein Mucin-1, ein Transmembranmolekdl, wird in vielen Karzinomen
Uberexprimiert.

Wir konnten feststellen, dass in mehrherdigen Mammakarzinomen die Mucin-1-
Expression, die mittels PankoMab ermittelt wurde, mit steigendem Grading (von G1
zu G3) signifikant abnahm, wahrend sie in der unifokalen Gruppe leicht zunahm.
Auch andere Studien [51-53] verknlpfen eine hohe Mucin-1-Expression mit einem
besseren Differenzierungsgrad. So wiesen die Ergebnisse von Lundy et al. [52] auf
eine geringere Kernpolymorphie und eine bessere histologische Differenzierung der
untersuchten Mammakarzinome bei héherer Mucin-1-Expression. Die Arbeitsgruppe
um Rahn et al. [53] untersuchte 71 Brustkrebs-Patientinnen auf eine
Mucin-1-Expression. Karzinome mit einer niedrigeren Expression zeigten dabei eine
starkere Kernpolymorphie als Karzinome mit héherer Expression. Van der Vegt et al.
[51] beschrieben in ihrer Studie nicht nur, dass eine apikale Mucin-1-Expression mit
guter Tumordifferenzierung, sondern auch mit einer kleineren TumorgréBe und
einem erhéhten Gesamtiberleben assoziiert ist. Die Ergebnisse von Van der Vegt
werden von weiteren Arbeitsgruppen [54-55] untermauert, die ebenfalls ein
verbessertes  Uberleben bei einer starkeren  Mucin-1-Expression  der
Mammakarzinomzellen beobachteten. Auch Walker et al. [56] stellten fest, dass eine
héhere Mucin-1-Expression bei Mammakarzinomen mit niedrigerem Rezidivauftreten

und einer hdheren Uberlebensrate der Patientinnen einhergeht.
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Nach den Ergebnissen oben genannter Studien [51-53] und unserer mehrherdigen
Karzinomgruppe scheint es einen direkten Zusammenhang zwischen Mucin-1-
Expression und Aggressivitat eines Tumors zu geben.

Unsere Resultate in der unifokalen Gruppe konnten dies jedoch nicht bekréaftigen.

Es wurde aber in keiner der anderen Studien eine Unterteilung der
Mammakarzinome nach Herdigkeit vorgenommen. Des Weiteren zeigen einige
Autoren [51, 57] die Bedeutung der Lokalisation der Mucin-1-Expression auf.
Wahrend die intrazelluldare Mucin-1-Expression mit einer schlechteren Prognose
einhergeht, befindet sie sich im gesunden Gewebe oder gut differenziertem
Karzinomgewebe apikal. Da in unserer Studie auf die Farbelokalisation nicht nédher
eingegangen wurde, ist auch dies als Ursache fur die unterschiedlichen Ergebnisse
der Vergleichsgruppen mdaglich.

Die 46 Patientinnen der Matched-Pair-Analyse dienten auBerdem fiir einen Vergleich
von drei Mucin-1-Antikérpern. Wir verglichen PankoMab, VU-4-H5 und DF3 im
Hinblick auf ihre Aussagekraft bezlglich der Mucin-1-Expression. Allein der
inzwischen humanisierte Mucin-1-Antikbrper PankoMab hob Unterschiede in der
Mucin-1-Expression zwischen ein- und mehrherdigen Karzinomen hervor. Nur er
verdeutlichte auch die signifikant unterschiedliche Mucin-1-Expression je nach
Differenzierungsgrad der mehrherdigen Karzinome. Auf die Bedeutung des
PankoMab-Antikdrpers beim Ovarialkarzinom verweisen neuere Daten unserer
Arbeitsgruppe [58]. Paraffinschnitte von 142 Ovarialkarzinomen wurden auf Mucin-1
untersucht. Der PankoMab-Antikérper zeigte positive Farbereaktionen bei den
untersuchten serdésen, endometroiden, muzindésen, und klarzelligen Subtypen. Der
PankoMab-Antikérper, der sich in der Vergangenheit als hochst spezifisch fir
nicht-gesheddetes Tumor-Mucin-1 erwies, kénnte somit als Kandidat flr einen
therapeutischen Antikdrper zur Behandlung des Ovarialkarzinoms in Erwagung
gezogen werden.

Dian et al. [59] verglichen ebenfalls die fir diese Arbeit verwendeten
Mucin-1-Antikérper beim duktalen Mammakarzinom. Die Kombination aus
PankoMab- und VU-4-H5-Farbung scheint demnach eine Mdoglichkeit zur
Prognosebestimmung des Mammakarzinoms zu sein. In seiner Arbeit konnte eine

signifikante Korrelation zwischen steigendem Grading und steigender Farbeintensitat
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durch VU-4-H5 festgestellt werden. Diese Ergebnisse konnten durch vorliegende
Arbeit nicht bestatigt werden. Jedoch muss die in unserer Studie hierflir verwendete
Fallzahl von nur 46 Patientinnen sowie die Verwendung unterschiedlicher
histologischer Subtypen berlcksichtigt werden. Dian et al. stellten mit dem
PankoMab-Antikdrper eine negative Korrelation zwischen der Mucin-1-Expression
und dem Differenzierungsgrad fest, die jedoch nicht signifikant war. Méglicherweise
ist dies auf eine fehlende Unterteilung der Mammakarzinome nach Herdigkeit

zuriuckzufiahren.

In unserer Arbeit untersuchten wir auch die Korrelationen zwischen den Molekilen
E-Cadherin, Beta-Catenin und Mucin-1.

Bei der unifokalen Gruppe bestand im Gesamtkollektiv eine signifikante positive
Korrelation zwischen der Beta-Catenin- und der E-Cadherin-Expression.

Die positive Korrelation dieser beiden Molekile konnte bereits auch in anderen
Studien festgestellt werden. Zhang et al. [45] berichteten 2007 von einer simultanen
Reduktion von E-Cadherin und Beta-Catenin bei 25% seiner Patientinnen mit invasiv
duktalem Mammakarzinom. Die Arbeitsgruppe um Prasad et al. [60] beschrieb 2009
ebenfalls einen signifikanten positiven Zusammenhang zwischen E-Cadherin- und
Beta-Catenin-Verlust der Zellmembranen.

FOr multifokale und multizentrische Karzinome konnten wir die positive Korrelation
zwischen E-Cadherin und Beta-Catenin nicht mit Signifikanz bestatigen. Dies kénnte
daran liegen, dass der E-Cadherin-Verlust bei mehrherdigen Karzinomen laut
unserer Studie deutlich ausgepréagter ist als bei einherdigen Tumoren. Aus diesen
Ergebnissen lasst sich ein instabilerer E-Cadherin/Beta-Catenin-Komplex flr
mehrherdige Karzinome annehmen, der wiederum als Ursache der hdheren
Aggressivitat in Betracht kommt.

In der Vergangenheit wurde bereits auch Uber das Verhéltnis von Mucin-1 zum
E-Cadherin/Beta-Catenin-Komplex geforscht. Kondo et al. [61] untersuchten im
Jahre 1998 zwei Brustkrebszelllinien (YMB-S und ZR-75-1S) und fanden heraus,
dass E-Cadherin durch eine Uberexpression von Mucin-1 supprimiert wird. Die
Arbeitsgruppe um Yuan et al. [62] demonstrierte 2007 an Pankreas- und
Brustkrebszellen, dass die Reduzierung von Mucin-1 eine erhdhte E-Cadherin-

Expression induziert und dass eine Verminderung der Mucin-1-Expression zur
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vermehrten Bildung von E-Cadherin/Beta-Catenin-Komplexen flhrt. Li et al. [63]
beschrieben eine Hemmung der Ausbildung von E-Cadherin/Beta-Catenin-
Komplexen bei einer Uberexpression von Mucin-1. Auch in der vorliegenden Arbeit
konnte das oben beschriebene inverse Verhaltnis zwischen der Mucin-1- und der
E-Cadherin-Expression sowohl bei den einherdigen als auch bei den mehrherdigen
Karzinomen des Gesamtkollektivs beobachtet werden, jedoch ohne statistische
Signifikanz. Das Phanomen einer ebenfalls negativen Korrelation zwischen der
Mucin-1-Expression  und einer allgemeinen  Beta-Catenin-Expression in
Mammakarzinomzellen [62] kann diese Arbeit nicht bestatigen. Wir fanden eine
positive Korrelation zwischen diesen beiden Molekilen, die bei den unifokalen
Tumoren mit maBigem Differenzierungsgrad (G2) Signifikanz zeigte. Wie bereits
beschrieben untersuchten Yuan et al. [62] Mamma- und Pankreaskarzinomzellen.
Bei den Pankreaskarzinomzellen beobachtete die Arbeitsgruppe mittels Western Blot
bei verminderter Mucin-1-Expression ein Ansteigen der zytoplasmatischen
Beta-Catenin-Konzentration, aber keine Veradnderung der Beta-Catenin-
Konzentration im Nukleus. Die Lokalisation der Beta-Catenin-Konzentration wurde
jedoch in der Mammakarzinomzelllinie nicht beschrieben. Die fehlende Beurteilung
der Farbelokalisation in unserer Arbeit kbnnte eine Erklarung fir die unterschiedliche
Korrelation zwischen Mucin-1 und Beta-Catenin in der Arbeit von Yuan im Vergleich

zu unserer Studie sein.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit hinsichtlich der Mucin-1-Expression bei ein- und
mehrherdigen Mammakarzinomen kénnen fir die Verbesserung therapeutischer
Ansatze von Bedeutung sein. Mucin-1 qilt als Ziel far eine Antikdrper-vermittelte
Therapie [32, 34, 64-66]. Ein weiterer therapeutischer Ansatz beinhaltet Mucin-1 als
Ziel fur eine Immuntherapie mit Hilfe von Impfstoffen [32-33, 64, 67]. Bei einer
moglichen therapeutischen Anwendung von Mucin-1 kdnnte interessant sein, dass
multifokale/multizentrische Mammakarzinome in  schlecht differenzierten
Tumorstadien eine wesentlich niedrigere Mucin-1-Expression zu haben scheinen als
ein gut differenzietes mehrherdiges Mammakarzinom oder ein schlecht
differenziertes unifokales Karzinom. Somit wéare die Wirksamkeit solcher Therapien

bei mehrherdigen schlecht differenzieten Mammakarzinomen mdglicherweise
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reduziert. Diese Arbeit kann dabei behilflich sein diese neuen Medikamente gezielter
adaquat einzusetzen.
Speziell der Anti-Mucin-1-Antikdrper PankoMab kénnte sich in Zukunft auch beim

Mammakarzinom als méglicher Marker erweisen.

E-Cadherin, Beta-Catenin und Mucin-1 werden alle in Zusammenhang mit der
Onkogenese von Brustkrebs gebracht. Jedoch wurde bislang in wenigen
Mammakarzinomstudien eine Unterteilung nach Herdigkeit vorgenommen. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine unterschiedliche
Tumorbiologie in Abhangigkeit von der Herdigkeit eine wesentliche Rolle spielt. Die
in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse Uber das unterschiedliche
Expressionsverhalten von E-Cadherin und Mucin-1 bei ein- und mehrherdigen
Mammakarzinomzellen unterstitzen diese Annahme. Weitere Studien werden nétig
sein, um Unterschiede in der Tumorbiologie zu erforschen und die neuen
Informationen schlieBlich in das Gesamtkonzept der individuellen Therapiegestaltung

zu integrieren.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund und Zielsetzung:

Die aktuelle TNM-Klassifikation berlcksichtigt bis dato nicht die tatsachliche
Tumorlast bei mehrherdigen Mammakarzinomen. Neuere Daten weisen darauf hin,
dass mehrherdige Karzinome im Vergleich zu einherdigen Karzinomen bei
identischem TNM-Stadium eine schlechtere Prognose hinsichtlich Gesamtliberleben
und Rezidivauftreten haben. Ziel dieser Studie war es, mégliche Unterschiede in der
Tumorbiologie von ein- und mehrherdigen Mammakarzinomen zu evaluieren.
Material und Methoden:

Wir  verglichen  retrospektiv. 57  einherdige mit 55  mehrherdigen
Mammakarzinompatientinnen. Aus diesem Gesamtkollektiv isolierten wir eine
Matched-Pair-Gruppe mit 46 Patientinnen, deren Kollektive hinsichtlich TumorgréBe,
Grading und Lymphknotenstatus Ubereinstimmten. Die Paraffinschnitte jeder
Patientin wurden immunhistochemisch auf die Expression von E-Cadherin,
Beta-Catenin und Mucin-1 untersucht.

Ergebnisse:

Die E-Cadherin-Expression war bei den mehrherdigen Mammakarzinomen signifikant
reduziert gegenlber den einherdigen Karzinomen (Gesamtkollektiv: p<0,0001;
Matched-Pair-Gruppe: p=0,024). Die Beta-Catenin-Expression unterschied sich
zwischen ein- und mehrherdigen Karzinomen kaum. Bei den
multifokalen/multizentrischen  Karzinomen nahm die Mucin-1-Expression mit
steigendem Grading signifikant ab (Gesamtkollektiv: p=0,027; Matched-Pair-Gruppe:
p=0,023), wahrend sie bei den unifokalen Karzinomen leicht zunahm.

Eine signifikante (p=0,003) positive Korrelation bestand zwischen der Expression von
Beta-Catenin und E-Cadherin in der unifokalen Gruppe des Gesamtkollektivs.
Schlussfolgerung:

Erstmals  wurden  Oberflachenmolekile bei ein- und  mehrherdigen
Mammakarzinomherden vergleichend untersucht. Die in dieser Studie gewonnenen
Erkenntnisse weisen auf eine unterschiedliche Tumorbiologie zwischen ein- und

mehrherdigen Mammakarzinomzellen. Weitere Studien werden nétig sein, um die
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Tumorbiologie im Hinblick auf die Herdigkeit zu untersuchen. Die Forschung nach
neuen und zielgerichteten Therapieansatzen bei mehrherdigen Mammakarzinomen

sollte weiter vorangetrieben werden.
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7 Anhang

7.1 Ubersichtstabelle der Patientencharakteristik

Mehrherdig (%) Einherdig (%) p-Wert

Patientenzahl 23 23
Alter (Median) 68 57 0,104
Menopausenstatus 0,291

pramenopausal 4 (17,4) 6 (26,1)

perimenopausal 0 1(4,3)

postmenopausal 18 (78,3) 14 (60,9)

unbekannt 1(4,3) 2 (8,7)
Histologie 0,120

duktal 16 (69,6) 15 (65,2)

lobular 5(21,7) 3(13,0)

duktal-lobular 2 (8,7) 1(4,3)

medullar 0 1(4,3)

mikro-/papillar 0 2 (8,7)

unbekannt 0 1(4,3)

Tabelle 7.1: Patientencharakteristik Matched-Pair-Gruppe
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Mehrherdig (%) Einherdig (%) p-Wert
Patientenzahl 55 57
Alter (Median) 61 59 0,533
Menopausenstatus 0,503
pramenopausal 13 (23,3) 16 (28,1)
perimenopausal 1(1,8) 2 (3,5)
postmenopausal 36 (65.5) 34 (59,6)
unbekannt 5(9,1) 5 (8,8)
TumorgroBe 0,113
pTia 2 (3,6) 3 (5,3)
pT1b 8 (14,5) 19 (33,3)
pTic 28 (50,9) 18 (31,6)
pT2 12 (21,8) 15 (26,3)
pT3 1(1,8) 0
pT4b 2 (3,6) 1(1,8)
pT4d 1(1,8) 0
unbekannt 1(1,8) 1(1,8)
Lymphknotenstatus 0,150
pNO 27 (49,1) 35 (61,4)
pN1bi 4 (7,3) 7(12,3)
pN1biii 18 (32,7) 8 (14,0)
pN1biv 0 3 (5,3)
pN2 1(1,8) 1(1,8)
unbekannt 5(9,1) 3 (5,3)
Histologie 0,003
duktal 35 (63,6) 39 (68,4)
lobular 11 (20,0) 3(5,3)
duktal-lobular 4 (7,3) 3 (5,3)
muzinds 1(1,8) 2 (3,5)
medullar 1(1,8) 4 (7,0)
mikro-/papillar 1(1,8) 2 (3,5)
tubular 0 3 (5,3)
unbekannt 2 (3,6) 1(1,8)
Grading 0.068
G1 6 (10,9) 3 (5,3)
G2 38 (69,1) 35 (61,4)
G3 10 (18,2) 18 (31,6)
unbekannt 1(1,8) 1(1,8)

Tabelle 7.2: Patientencharakteristik Gesamtkollektiv
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7.2 Fotos

E-Cadherin-Expression eines Matching-Paares (pTi1c, pNO, G2); 25-fache
VergréBerung

Bild 1
Unifokales Mammakarzinom Multifokales Mammakarzinom
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Mucin-1-Expression im  Gesamtkollektiv bei ein- und mehrherdigen
Mammakarzinomen je nach histopathologischer Differenzierung; 25-fache

VergréBerung

Bild 3 Bild 6
Unifokales Mammakarzinom; G1

Unifokales Mammakarzinom; G3 Multizentrisches Mammakarzinom; G3
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AbkuUrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

ABC-Kit
Aqua dest.
CDH1-Gen
CLIS

DAB

DCIS

DNA

Fc-Fragment

G1/2/3
HE-Farbung
HER2/neu
g G

Inc.
IRS-Score
M

PBS-Puffer

pTNM

TNM-Klassifikation

SPSS

Avidin-Biotin-Komplex-Kit
Destilliertes Wasser

Gen, das E-Cadherin kodiert
Carcinoma lobulare in situ
3,3 Diaminobenzidin
Duktales Carcinoma in situ

Desoxyribonucleinacid (-saure)

Fragment crystalline (nicht-
antigenbindendes Molekllende eines
Antikérpers)

Grading1/2/3

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Human epidermal growth factor
receptor 2, erb-B2, c-erbB2

Immunglobulin G
Incorporated
Immunreaktiver Score
Mol

Phosphate-Borate-Saline-Puffer

Pathologische/postoperative
histopathologische Klassifikation
maligner Tumoren

Stadieneinteilung von malignen Tumoren
nach TumorgréBe (T), Nodus

(N; Lymphknotenstatus), Metastasen (M)

Statistical Package for Social Sciences
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