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2 Einleitung

2.1 Epidemiologie

Krebserkrankungen werden in unserer alternden Gesellschaft ein immer wichtigeres
Krankheitsbild. In Deutschland nimmt die Zahl der Patienten, die wahrend ihres
Lebens mit der Diagnose Krebs konfrontiert werden, stetig zu. Ursé&chlich sind neben
verschiedenen Umwelteinfliissen vor allem die steigende Lebenserwartung sowie der
demographische Wandel. Laut Robert-Koch-Institut muss aufgrund des
demographischen Wandels in den Jahren 2010 bis 2030 mit einem Anstieg der
Krebsneuerkrankungen um 20% gerechnet werden [1]. In der Gesamtbevolkerung
sind das Prostatakarzinom, das Mammakarzinom, das kolorektale Karzinom und das
Lungenkarzinom die haufigsten malignen Tumore. Bei der Frau steht das
Mammakarzinom mit steigender Tendenz an der Spitze der haufigsten
Krebserkrankungen [1].

Nach aktuellen Zahlen erkrankt mittlerweile jede achte Frau in Deutschland im Laufe
ihres Lebens an einem Mammakarzinom. Bereits in den letzten Jahren stieg die
Inzidenz: in Deutschland wurde im Jahr 2014 eine Neuerkrankungsrate von 167,7
pro 100 000 Personen registriert, wahrend im Jahr 2018 prognostisch bereits 173 pro
100 000 Personen und somit knapp 72 000 Frauen mit der Diagnose Brustkrebs
konfrontiert werden [1]. Dieser Trend lasst sich weltweit verfolgen. Die vom World
Cancer Research Fund veroffentlichten Zahlen aus dem Jahr 2018 sprechen von
weltweit mehr als 2 Millionen neu registrierten Brustkrebserkrankungen. Mit dieser
hohen Inzidenz macht Brustkrebs bereits ein Viertel aller malignen
Tumorerkrankungen der Frau aus [2]. Auch aufgrund der genetischen Komponente
ist Brustkrebs nicht nur eine Erkrankung des Alters. Im Gegensatz zu vielen anderen
Malignomen betrifft das Mammakarzinom haufiger auch jingere Frauen. Fast drei

von zehn Frauen sind bei Erstdiagnose unter 55 Jahre alt [1].

Obwohl im Bereich der Diagnostik und Therapie viele Fortschritte erzielt wurden, ist
die Mortalitdt des Mammakarzinoms noch immer hoch. Aufgrund der hohen Inzidenz
und des niedrigen Erkrankungsalters sterben auch heute noch, trotz einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 88%, viele Frauen an Brustkrebs. 2014 erlagen allein in

Deutschland 17 670 Patientinnen ihrer Brustkrebserkrankung [1]. Auch im Vergleich
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mit anderen Todesursachen ist Brustkrebs von Bedeutung. Auf dem Ranking der
WHO zu den haufigsten Todesursachen der Frau in Landern mit hohem Pro-Kopf-
Einkommen (high-income countries) im Jahr 2016 steht Brustkrebs auf Platz 10 [3].
Das erklart die grof3e Bedeutung der Erkrankung auch in Deutschland und bedingt
das hohe Forschungsinteresse in der Gynédkologie und Onkologie zum Thema
Brustkrebs. Neben neuen Therapiestrategien um die Morbiditat und Mortalitat des
Mammakarzinoms zu reduzieren, hat die Forschung der letzten Jahrzehnte auch im
Bereich der Diagnostik und Prognoseeinschatzung viele Fortschritte erlangt. Nicht
zuletzt ist es das Ziel dieser Forschung, vorhandene Therapien gezielter einzusetzen

und unerwiinschte Nebenwirkungen weiter zu reduzieren.

2.2 Therapie des Mammakarzinoms

Die Therapie des Mammakarzinoms hat sich in den letzten Jahren dank aktueller
Forschungsergebnisse stark verandert. Durch die Etablierung neuer diagnostischer
Moglichkeiten zur besseren Prognosestellung und individuelleren Beurteilung der
einzelnen Mammakarzinome sowie Einfiihrung der antihormonellen Therapie und
anderer targeted therapies konnten nebenwirkungsreiche Therapien reduziert
werden. Der mittlerweile verfolgte, multimodale Therapieansatz kombiniert lokale und
systemische Behandlungen, welche anhand individueller Faktoren an das Risikoprofil

einer jeden Patientin angepasst werden.

Historisch wurde das Mammakarzinom operativ mittels Mastektomie und
Lymphadenektomie behandelt. Als weitere lokale Therapie wurde in den 70er Jahren
des 20. Jahrhunderts die Strahlentherapie eingefuhrt [4]. Wenig spater wurde die
systemische  Chemotherapie bei vorliegender Lymphknotenmetastasierung
Gegenstand der Forschung und zunehmend klinisch angewandt. Klassischerweise
kam hier ein Schema mit Cyclophosphamid-Methotrexat-5-Fluorouracil zur
Anwendung [5]. Diese Therapieanséatze waren zwar wirkungsvoll, hatten durch ihre
unspezifische Anwendung allerdings viele, teils betrachtliche Nebenwirkungen.
Mammakarzinompatientinnen mussten mit einer erheblichen Einschrankung ihrer
Lebensqualitat rechnen. Neben dem damals unvermeidlichen Verlust der Brust ging
die Therapie haufig mit einem Lymphédem am Arm der betroffenen Seite einher, die

Radiatio fuhrte zu Hautirritationen bis hin zur Strahlendermatitis und die



Chemotherapie bedingte neben den akuten Nebenwirkungen in einzelnen Fallen

sekundare Malignome wie Leukamie [5].

Heutzutage ist die Therapie sehr viel zurtckhaltender und kann aufgrund neuer
Erkenntnisse gezielter und somit schonender eingesetzt werden.

Standard der lokalen Therapie ist die Brusterhaltende Therapie (BET) mit
anschlielender lokaler Radiatio [6]. Nur in wenigen Fallen ist die Indikation zur
Mastektomie gegeben, dazu gehdren die inkomplette Entfernung des Tumors auch
nach Nachresektion, das inflammatorische Karzinom oder der Patientenwunsch. Ist
eine BET nicht realisierbar, wird eine Ablatio empfohlen, die meist auch schonender
und fur den Wiederaufbau zugénglicher als skin-sparing Mastektomie durchgefuhrt
werden kann [6,7]. Die axillare Lymphadenektomie erfolgt lediglich bei klinischem
Verdacht auf Lymphknotenmetastasen. Besteht kein Kklinischer Anhalt fir eine
Metastasierung, ist die Untersuchung des Sentinel-Lymphknotens indiziert [8].
Besonders im Hinblick auf die prophylaktische Entfernung axillarer Lymphknoten ist
die operative Therapie in den letzten Jahren durch aktuelle Forschungsergebnisse
von einem Wandel betroffen. Die Folge ist ein zuriickhaltenderes Vorgehen in Bezug
auf die Axilladissektion bei positiven Sentinel-Lymphknoten in Niedrigrisiko-
Kollektiven bei konsekutiver Strahlentherapie [9]. Es wird bereits diskutiert, ob im
Falle einer Komplettremission nach neoadjuvanter Chemotherapie die Radiatio allein
ausreichend und die operative Therapie dank moderner Bildgebungen als obsolet
einzustufen ist [10].

Fur die Wahl der systemischen Therapie stehen heutzutage neben der klassischen
Chemotherapie, welche wiederum aus einer Reihe von verschiedenen Schemata
entsprechend des Risikoprofils des Mammakarzinoms ausgewahlt werden kann,
antihormonelle und Antikérper-Therapien zur Verfigung. Die Entscheidung fur die
entsprechende Therapie richtet sich nach Einschétzung des Erkrankungsverlaufs
(Prognose) und der voraussichtlichen Wirkung der systemischen Therapie
(Pradiktion).

2.3 Prognose und Pradiktion

Laut der aktuellen Leitlinie aus dem Jahr 2016 sollten zur Bestimmung von Prognose

und Pradiktion die Tumormerkmale und die Patientensituation dokumentiert werden,



indem pTNM, Resektionsrand, histologischer Typ, Grading, Lymphgefal3- und
Blutgefal3einbriiche, Alter, Hormonrezeptorstatus, Her2neu-Status und Menopausen-
Status erhoben werden [11].

Fur die weitere Einschatzung der Prognose konnen etablierte Faktoren wie Ki-67
oder uPA/PAI-1 hinzugezogen werden. In Deutschland werden zusatzlich in den
letzten Jahren vermehrt Multigen-Assays eingesetzt [12]. In der klinischen Praxis
wird in der Regel eine Diagnostik-Kaskade genutzt, wobei die genannten Verfahren
zur Anwendung kommen, um zwischen Niedrigrisiko- und Hochrisiko-Patientinnen
unterscheiden zu kénnen [13].

Diese Praxis tragt der Annahme Rechnung, dass es sich beim Mammakarzinom
nicht um eine Erkrankung in unterschiedlicher Auspragung, sondern um
verschiedene Entitdten einer Erkrankung handelt. Die in den 80er Jahren gepragte
Einteilung in hormonrezeptorpositive und —negative Karzinome wurde mittlerweile um
weitere histologische Merkmale wie die Her2neu- und die Ki-67-Expression erganzt.
Fur die Prognose entscheidend und damit mittlerweile im klinischen Einsatz ist die
Einteilung in histologische Subtypen, die diese histopathologischen Marker
bericksichtigt. Diese Klassifikation unterscheidet vier prognostisch relevante
Subtypen Luminal A, Luminal B, Her2 und Basal-like (siehe Tabelle 1). Durch
Genexpressionsanalysen konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um
verschiedene Entitaten des Mammakarzinoms handelt [14—17]. Die Unterteilung des
Mammakarzinoms in diese Subtypen wurde von der St. Gallener Konferenz als
Grundlage fur Prognosebestimmung und klinische Therapieentscheidung anerkannt
[18].

Intrinsic subtype Clinico-pathologic surrogate definition

‘Luminal A-like’
all of:
ER and PR positive
Luminal A HER2 negative
Ki-67 ‘low’
Recurrence risk ‘low’ based on multi-gene-expression assay
(if available)

‘Luminal B-like (HER2 negative)’
ER positive
Luminal B HER2 negative
and at least one of:
Ki-67 ‘high’
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PR ‘negative or low’

Recurrence risk ‘high’ based on multi-gene-expression assay (if
available)

‘Luminal B-like (HERZ2 positive)’
ER positive

HER?2 over-expressed or amplified
Any Ki-67

Any PR

‘HER2 positive (non-luminal)’
Erb-B2 overexpression  HER?2 over-expressed or amplified
ER and PR absent

‘Triple negative (ductal)’
‘Basal-like’ ER and PR absent
HER2 negative

Tabelle 1: Histopathologische Entsprechung der verschiedenen Subtypen entsprechend des St Gallen
Expert Consensus 2013

2.4 Rezeptorexpression als Prognose- und Pradiktionsfaktor

Bei den histopathologischen Markern, die in der oben aufgefiihrten Einteilung
Verwendung finden, handelt es sich um prognostisch relevante Merkmale des
Mammakarzinoms. Ziel der vorangegangenen Forschung war der Nachweis von
Proteinen, die bei der Tumorgenese und -progression eine Rolle spielen. Etablierte
Faktoren wie Ki-67 oder Ostrogen- und Progesteronrezeptoren besitzen
prognostische oder sogar pradiktive Aussagekraft [13].

Ki-67 ist ein genereller Marker fir Zellwachstum wund wird bei der
Prognoseeinschatzung verschiedener Karzinome genutzt. Beim Mammakarzinom
etablierte sich die Bestimmung von Ki-67 und ist heute fester Bestandteil der
histopathologischen Aufarbeitung von Mammakarzinomgewebe [19]. Von Bedeutung
ist die Bestimmung des Proliferationsmarkers besonders in Mammakarzinom-
Subtypen, die nach der Basisdiagnostik als intermediate risk eingestuft werden. Da
Ki-67 ein Indikator fir die Proliferationsaktivitat der Mammakarzinomzellen ist, kann
er eingesetzt werden um die Wirksamkeit einer Chemotherapie besser

einzuschatzen [13, 20].
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Ostrogen- und Progesteronrezeptoren gehoren zu den nukledren Rezeptoren und
sind Steroidhormonrezeptoren. Es sind zwei Unterklassen von nukledren Rezeptoren
bekannt. Zu den nukledren Rezeptoren der Unterklasse 1 zahlen neben Ostrogen-
und Progesteronrezeptoren auch Androgen- und Mineralokortikoidrezeptoren. Diese
liegen als Monomere im Zytosol vor und wandern erst nach Bildung eines stabilen
Hormon-Rezeptor-Komplexes in den Zellkern, um dort als Homodimere mit ihrem
Zielgen zu interagieren [21].

1973 konnte der Ostrogenrezeptor erstmals an Mammakarzinomgewebe
nachgewiesen werden [22]. Doch bereits 1896 beschrieb Beatson die Ovarektomie,
retrospektiv gesehen die Ausschaltung der endogenen Ostrogenproduktion als
maogliche Therapieoption bei metastasiertem, der operativen Therapie nicht
zuganglichem Mammakarzinom [23]. Der pradiktive Wert der
Ostrogenrezeptorexpression am Tumorgewebe wurde bereits zu Beginn der
Forschung zu mdglichen endokrinen Therapieansatzen beschrieben. McGuire et al.
erklarten 1975, dass der Ostrogenrezeptorstatus eines Tumors direkt mit dem
Ansprechen einer endokrinen Therapie korreliert [24]. Die prognostische und
pradiktive  Bedeutung von  Ostrogen- und Progesteronrezeptoren  fir
Mammakarzinompatientinnen wurde in den spéaten 70er und frihen 80er Jahren
erforscht und in den klinischen Alltag integriert [25 - 27]. Damals konnte gezeigt
werden, dass das rezidivfreie Uberleben  von Patientinnen mit
hormonrezeptorpositiven Mammakarzinomen durch die Anwendung endokriner
Therapien signifikant verlangert werden kann [28]. Mittlerweile gehort die
Bestimmung des Rezeptorstatus von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren, wie

oben beschrieben, zur Basisdiagnostik beim Mammakarzinom [11, 19].

Neben den etablierten Markern gibt es weitere Rezeptoren, die von
Mammakarzinomzellen exprimiert werden und deren prognostische Relevanz bisher
nicht abschlieRend geklart ist. Dazu gehodren u.a. die hier untersuchten nuklearen
Rezeptoren Vitamin D3-Rezeptor (VDR), Retinoid-X-Rezeptoren alpha (RXRa) und
Peroxisome Proliferator-activated Rezeptor gamma (PPARYy), die der Unterklasse 2
der nukledren Rezeptoren zugeordnet werden.

Die Unterklasse 2 der nukledren Rezeptoren wird von einer heterogenen Gruppe von
Rezeptoren gebildet, welche im Zellkern als Heterodimere an ihr Zielgen gebunden

vorliegen und dort repressiv wirken. Erst durch Ligandenbindung wird die
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Transkription aktiviert. Sie weisen alle die gleiche Struktur auf [21]: verschiedene,
durch bestimmte Faltstrukturen definierte Doméanen ermoglichen unter anderem die
Interaktion mit ihrem Liganden und der DNA, die Heterodimerisierung mit anderen
Rezeptoren und ihre Genspezifitat [29]. Alle nuklearen Rezeptoren besitzen die
gleiche DNA-Erkennungssequenz, das hormone responsive element (HRE), welche
durch eine Zinkfinger-Struktur der DNA-Bindungsdomé&ne gebunden wird [30].

Zu dieser Klasse der intrazellularen Rezeptoren gehodren Thyroidhormonrezeptoren
(THR), der Vitamin D3-Rezeptor (VDR), die Retinoidrezeptoren (RAR, RXR),
Peroxisome Proliferator-activated Rezeptoren (PPAR), der Liver X Rezeptor (LXR)
und der Farnesoid X Rezeptor (FXR) [31].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten nuklearen Rezeptoren VDR, PPARy und
RXRa wirken als Transkriptionsfaktoren [29] und werden in gesundem und maligne
verandertem Brustgewebe exprimiert [32—36]. Als nukleérer Rezeptor wird PPARYy in
aktiver Form ebenfalls nuklear exprimiert. Neben der nukledren Expression konnte
jedoch auch eine zytoplasmatische Expression nachgewiesen werden. Die
Translokation von nuklearen zu zytoplasmatischen PPARy wird mit
Inaktivierungsprozessen in Verbindung gebracht [37, 38]. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher die nukledre Expression von VDR, PPARy und RXRa, sowie die
zytoplasmatische Expression von PPARy auf ihre prognostische Relevanz hin

untersucht.
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3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob die nukledren Rezeptoren
VDR, RXRa und PPARYy, sowie die zytoplasmatische Expression des nuklearen
Rezeptors PPARy bei einer Mammakarzinom-Erkrankung prognostisch relevante
Tumormerkmale darstellen. Die untersuchten Rezeptoren sind Wachstumsfaktoren,
von denen bekannt ist, dass sie in Mammakarzinomgewebe exprimiert werden. Die
nukleare Expression von VDR, RXRa und PPARy, sowie die zytoplasmatische
Expression von PPARy wurde an Mammakarzinompraparaten eines ausgewahlten
und unten ndher beschriebenen Patientinnenkollektivs untersucht und mit bekannten
Daten aus dem Bayerischen Tumorregister korreliert. Dazu wurde Brustkrebsgewebe
von 306 Patientinnen, bei denen zwischen 1990 und 2002 ein Mammakarzinom
diagnostiziert und operiert wurde, immunhistochemisch gefarbt und gemafld dem IRS
(Immunreactive Score v. Remmele und Stegner) analysiert. Die Ergebnisse wurden
statistisch ausgewertet.

Es wurde untersucht, inwiefern die Rezeptorexpression mit bekannten
prognostischen und pradiktiven Faktoren korreliert. Dieses Vorgehen ermoglicht eine
detaillierte Beschreibung VDR-, RXRa- und PPARy-positiver Mammakarzinome und
liefert Hinweise auf ihre prognostische Relevanz.

Zusatzlich wurde die Abhéangigkeit zwischen der Rezeptorexpression und den
Uberlebensdaten der Patientinnen untersucht.

Ausblick

Durch die Analyse verschiedener Tumormerkmale kann die Prognose von
Mammakarzinom-Patientinnen besser eingeschatzt und nebenwirkungsreiche
Therapien teilweise vermieden werden. In den letzten Jahren wurden viele
Fortschritte erzielt, die immer differenziertere und somit schonendere Therapien
ermoglichten. Die ldentifizierung weiterer prognostisch relevanter Tumormerkmale
unterstitzt diese Entwicklung. Hierbei sind von Mammakarzinomzellen exprimierte
Rezeptoren von besonderem Interesse, da diese auch als Ausgangspunkt fiir neue
Therapieansatze dienen kénnen. Somit kann die Expression von VDR, PPARy und
RXRa nicht nur als prognostischer, sondern gegebenenfalls auch als pradiktiver

Faktor dienen.
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4 Material

4.1 Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Pipetten Eppendorf Research

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Objekttrager Superfrost Ultra Plus®

Menzel GmbH & Co KG, Saarbriicken,
Deutschland

Deckglaser Menzel GmbH & Co KG, Saarbriicken,
Deutschland

Brutschrank Heraeus, Hanau, Deutschland

Kochfeld Typ THL 2597 Rommelsbacher, Dinkelsbiihl, Deutschland

Schnellkochtopf vitafit®

Fissler GmbH, Deutschland

Lichtmikroskop Leitz, Diaplan

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

4.2 Verwendete Reagenzien

Name

Hersteller

Aqua destillata

Apotheke, Klinikum Innenstadt der LMU Miinchen

NaCl

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol Apotheke, Klinikum Innenstadt der LMU Miinchen
Methanol Apotheke, Klinikum Innenstadt der LMU Minchen
Xylol J.T. Baker, Dventer, Holland

30%iges H202 VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Na-Citrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Citronensaure

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Na2HPO4- Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

KH2PO4- Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carboxylol Apotheke, Klinikum Innenstadt der LMU Miinchen
Peroxidase Apotheke, Klinikum Innenstadt der LMU Minchen
PBS Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Power Block BioGenex, Fremont, USA

DAB Dako North America, Carinteria, USA
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Saures Hamalaun nach Mayer Apotheke, Klinikum Innenstadt der LMU Minchen

Eukitt Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien

4.3 Primarantikérper

Name Hersteller Bestellnummer Lot.-Nummer
Anti VDR Serotec MCA3543Z

Klon 2F4 (mouse 1gG2a)

Anti PPARy Abcam ab27649-100 635684
(rabbit polyclonal)

Anti RXRa Perseus Proteomics PP-K8508-10 AlF1

Klon K8508 (mouse IgG2a)

Tabelle 4: Primarantikorper

4.4 Detektionssysteme

Name Hersteller
Vectastain Elite mouse-IgG-Kit Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA
Vectastain Elite rabbit-IgG-Kit Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

Tabelle 5: Detektionssysteme

5 Methoden

5.1 Formalinfixierung

Das frisch enthommene Tumorgewebe wird im ersten Schritt Formalin-fixiert. Die
Formalinfixierung dient der Stabilisierung und Konservierung von dem Korper
entnommenem Gewebe und wirkt der Autolyse und Schadigung des Gewebes
entgegen.

Formalin ist eine wassrige Losung und enthalt 37 — 40% Formaldehyd. Unter
Lichteinfluss wird Formaldehyd zum einen zu Methanol reduziert, zum anderen zu

Ameisenséaure oxidiert. Deswegen sollte Formalin dunkel und kihl gelagert werden.
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Der saure pH-Wert der Losung wird durch die Zugabe eines Puffers neutralisiert und
stabilisiert.

Nach der Entfernung des Gewebes aus dem Korper muss das Gewebe innerhalb
von 30 Minuten in Formalin eingelegt werden um dem autolytischen Prozess
entgegenzuwirken. Die Fixationszeit richtet sich nach der GréRe des entnommenen
Gewebestlcks. GroRe Gewebestlicke werden zunachst 24 Stunden eingelegt. Es
werden anschlieBend relevante Gewebeteile herausgeschnitten und fir weitere 24
Stunden fixiert. Bei kleinen Gewebesticken ist eine 24-stiindige Fixierung
ausreichend.

Formalin reagiert vor allem mit Proteinen und fiuhrt zu Quervernetzungen. Es wirkt
wenig denaturierend. Viele Reaktionen sind reversibel und kdnnen beispielsweise

durch Hitzebehandlung wieder zurtickgefiuhrt werden.

5.2 Paraffineinbettung

Zur weiteren Bearbeitung des Gewebes erfolgt die Paraffineinbettung. Zunachst wird
das Formalin mit Leitungswasser aus dem Gewebe herausgelést. Bei der
anschlieBenden Paraffineinbettung wird das im Gewebe befindliche Wasser komplett
durch Paraffin ersetzt.

Da Paraffin hydrophob ist, wird das im Gewebe befindliche Wasser zuné&chst in einer
aufsteigenden Alkoholreihe durch Alkohol ersetzt. Um Alkoholverunreinigungen
durch Methanol zu verhindern, wird das Gewebe wahrend des so genannten
Clearings mit Xylol durchtrankt und aufgehellt. Xylol ist mit Alkohol und Paraffin
mischbar. AnschlieBend wird das Gewebe mit Paraffin durchtrankt. Bei der
Einbettung wird das Praparat in Form eines Blocks gegossen. Zur Aushartung wird
der Block gekunhlt.

In dieser konservierten Form kann das Gewebe jahrelang gelagert und bei Bedarf
weiterverarbeitet werden.

Um eine immunhistochemische Untersuchung durchfihren zu kénnen, muss das
Gewebe auf Objekttrager aufgezogen werden. Dazu werden die Bloécke mit Hilfe des
Schlittenmikrotoms in 2-3 pm dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte werden
anschlielend aus dem Wasserbad heraus auf Objekttrdger aufgezogen. Durch die

Beschichtung der Objekttrager mit Adhéasiven haften die Schnitte besser.
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AnschlieRend werden die Schnitte Uber Nacht bei 56 — 58 °C im Brutschrank
getrocknet. Die getrockneten Gewebeschnitte konnen dann flr die

Immunhistochemie verwendet werden.

5.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein mehrstufiges Verfahren, bei dem zellulare Strukturen
durch Kopplung an einen Farbstoff sichtbar gemacht werden. Bei diesem Verfahren
macht man sich die spezifische Antikdrper-Antigen-Bindung zu Nutze.

Das Ziel der hier durchgefuhrten Immunhistochemie ist es, die in maligne
verandertem Brustgewebe exprimierten Rezeptoren VDR, PPARy und RxRa
nachzuweisen.

Das der Farbung zugrunde liegende Protokoll wurde von der Arbeitsgruppe um Prof.
Dr. Jeschke erarbeitet und fir die vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt. Das
Farbeprotokoll wurde bereits flr verschiedene Arbeiten, unter anderem die Studien
von Ditsch et al. [39], [40], [41] verwendet.

5.3.1 Entparaffinierung

Im ersten Schritt wird das zum Fixieren verwendete Paraffin aus den
Gewebeschnitten herausgewaschen. Dazu werden die Schnitte 20 Minuten in Xylol

eingelegt.

5.3.2 Blockierung der endogenen Peroxidase

AnschlieBend werden die Schnitte fur 20 Minuten mit einer dreiprozentigen
Wasserstoffperoxidlosung in Methanol behandelt. Dies fihrt zu einer kompetitiven
Hemmung der endogenen Peroxidasen durch Substratiiberschuss. So wird
verhindert, dass die endogene Peroxidase wahrend der Substrat-Chromogen-

Farbung unspezifisch Farbstoff bindet und es zu einer Hintergrundfarbung kommt.

5.3.3 Demaskierung

Nachdem die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe auf Wasserbasis gebracht
wurden, wird eine Hitzebehandlung im Schnellkochtopf durchgefuhrt. Die Schnitte
werden in der kochenden Pufferlésung fur finf Minuten erhitzt und anschliel3end im
Wasserbad abgekihlt. Durch die Hitzebehandlung in saurer Citratpuffer-Lésung (pH
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6,0) kommt es zur Antigendemaskierung. Die Proteinvernetzungen, die wahrend der
Formalinfixierung entstanden sind, werden aufgebrochen. Die Epitope werden
freigelegt und sind so fur die Antikoérperbindung besser zuganglich. Die Schnitte
werden zur Neutralisierung zweimal zwei Minuten in PBS-Puffer (pH 7,2) gewaschen.
Anschliel3end werden die Gewebeschnitte fur drei Minuten mit dem Blockiermedium

Power Block behandelt.

5.3.4 Immunhistochemische Farbung: Indirekte Methode

Bei der hier angewandten indirekten Methode (auch ,Zwei-Schritt-Methode®) wird das

Gewebe zunachst mit einem unkonjugierten Primarantikérper inkubiert.

Priméarantikorper

Antikdrper werden aus Versuchstieren (haufig Maus, Ratte, Kaninchen oder Ziege)
gewonnen und entstehen wahrend einer induzierten Entziindung mit einem Antigen.
Das verwendete Antigen tragt spezifische Epitope, die das Target der
Immunhistologie darstellen. Man unterscheidet polyklonale und monoklonale
Primarantikdrper. Zur Gewinnung polyklonaler Antikorper wird das Serum der
Versuchstiere nach Induktion der Entziindungsreaktion gewonnen. Das Serum
mehrerer Versuchstiere einer Spezies wird gepoolt und anschlieend gereinigt. Die
gewonnenen Antikorper sind polyklonal, da sie von verschiedenen, wahrend der
Entziindungsreaktion aktivierten Plasmazellen produziert werden.

Monoklonale Antikdrper gewinnt man aus einer isolierten Plasmazelle. Diese wird
aus dem Versuchstier isoliert und in Zellkultur gebracht. Durch Fusion mit einer
Myelomzelle wird eine Hybridzelle hergestellt, die in Zellkultur jahrelang tberlebt und
nur einen spezifischen, also monoklonalen, Antikorper produziert. Diese Methode ist
aufwandiger und teurer, garantiert aber eine reproduzierbare, hohe Qualitat.

Die in der Immunhistochemie eingesetzten Antikdrper sind meist IgG-Antikorper. Sie
sind Y-formig und bestehen aus einem konstanten Fc-Fragment, das den Ful3 des Y
bildet, und zwei variablen Fab-Fragmenten, die die Arme des Y darstellen. Das Fc-
Fragment ist fUr eine Tierspezies spezifisch. Das Fab-Fragment ist fur ein Epitop des
Antigens spezifisch.

In einem zweiten Schritt wird ein konjugierter Sekundarantikdrper hinzugegeben.
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Sekundarantikorper

Bei der Herstellung von Sekundarantikdrpern macht man sich die Eigenschaften des
Primarantikdrpers zu Nutze. Wie oben beschrieben, besteht der Primarantikorper aus
zwei variablen Fab-Fragmenten und einem konstanten Fc-Fragment, das spezifisch
fur eine Tierspezies ist. Dieses konstante Fc-Fragment fungiert in einer anderen
Tierspezies als Antigen und induziert dort eine Entzindungsreaktion. Es entstehen
Sekundarantikorper, die sich spezifisch gegen bestimmte Primé&rantikrper richten.
Das restliche Prozedere entspricht dem oben beschriebenen Ablauf fir die
Gewinnung von polyklonalen Antikérpern.

Bei den hier verwendeten Sekundarantikdrpern handelt es sich um Pferd-anti-Maus-
Antikorper fur den Nachweis von VDR und RXRa. Fiur den Nachweis von PPARy

wurden Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper verwendet.

Durchfihrung

Die vorbereiteten Gewebeschnitte werden je Schnitt mit 100 pl Antikorperserum
bedeckt und je nach Rezeptor eine Stunde bei Raumtemperatur (VDR) oder
sechzehn Stunden bei 4 °C (PPARy, RXRa) inkubiert. In dieser Zeit findet die
Bindung zwischen dem im Gewebe exprimierten Epitop und dem Antikdrper statt.
Nach der vorgegebenen Zeit werden die Schnitte zweimal zwei Minuten in PBS
gewaschen.

Anschlieend wird der konjugierte Sekundarantikorper auf die Schnitte gegeben. Die
Inkubationszeit betragt 30 Minuten. Mehrere Sekundarantikérper binden an das Fc-
Fragment eines Priméarantikorpers. Dadurch kommt es zur Signalverstarkung (s.
Abbildung 1). Nach 30 Minuten werden die Schnitte zweimal zwei Minuten in PBS

gewaschen.

5.3.5 Detektion

ABC-Methode

Bei der hier angewandten ABC-Methode handelt es sich um eine Zwei-Schritt-
Methode, bei der biotinylierte Sekundarantikdrper und ABC-Komplexe (Avidin-Biotin-
Complex) eingesetzt werden. Der ABC-Komplex stellt eine makromolekulare Struktur
aus Avidin, Biotin und Peroxidase dar. Die Affinitat zwischen Avidin und Biotin ist
sehr hoch. Avidin, ein Glykoprotein aus dem Huhnereiweis, besitzt vier
Untereinheiten, die je ein Molekul Biotin binden kdnnen. Biotin ist ein Coenzym, das
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im Korper hilft, Carboxylgruppen zu transferieren. Der ABC-Komplex kann durch die
Biotinylierung der Sekundarantikorper an diese binden. Durch die Struktur von Biotin
binden pro Antikdrper drei Avidin-Molekile. So kommt es zur Signalverstarkung (s.
Abbildung 2).

A Sekundar- ‘ Biotin O Farbstoff

Antikdrper

A Prim&r- {:;. Avidin G

Antik&rper
4" Antigen Enzym

. s fin o 1 i o

Zwei-Schritt-Methode ABC-Methode

Abbildung 1: Zwei-Schritt-Methode mit Primér- und Sekundar-Antikdrper

Abbildung 2: ABC-Methode mit Avidin-Biotin-Komplex zur Signalverstarkung

Die Schnitte werden fir 30 Minuten mit dem ABC-Komplex inkubiert. AnschlieRend

werden sie zweimal zwei Minuten in PBS gewaschen.

Peroxidase-Darstellung mit Diaminobenzidin (DAB)

Um die markierten Strukturen sichtbar zu machen, werden die Schnitte fur 30
Sekunden (VDR), eine Minute (RXRa) oder zwei Minuten (PPARy) mit dem
Chromogen 3,3 Diaminobenzidin (DAB) bedeckt. DAB reagiert mit
Wasserstoffperoxid und wird in eine unldsliche, braune Substanz umgesetzt. Als
Katalysator wirkt die im ABC-Komplex enthaltende Peroxidase.

Nachdem die Schnitte zweimal zwei Minuten in Aqua destillata gewaschen wurden,

werden die Hintergrundstrukturen mit Hamalaun angefarbt.

Gegenfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer
Hamalaune eignen sich zur Kernfarbung, da sie durch ihre positive Ladung

vornehmlich an negativ geladenes Kernchromatin binden.
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Nach zwei Minuten in der sauren rot-braunen Hamalaun-L6sung werden die Schnitte
funf Minuten mit Leitungswasser gespult. Hierbei wird der pH-Wert neutralisiert und
es kommt zur typischen Blaufarbung der Kerne und zu einer leichten Blaufarbung
des Gewebes.

Die braun angefarbten Strukturen, die das detektierte Epitop enthalten, setzen sich

deutlich von der blauen Gegenfarbung ab.

5.3.6 Dehydrierung und Eindecken

Mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe werden die Gewebeschnitte entwassert
und durch Xylol aufgehellt. AnschlieRend werden die Schnitte mit dem hydrophoben
Einschlussmittel Eukitt und einem Deckglas bedeckt.

In diesem Zustand sind die Gewebeschnitte jahrelang haltbar.

5.3.7 Blockierung

In Geweben wie Bindegewebe und Fettgewebe kommen héaufig hydrophobe
Gewebeproteine vor. Da Antikorper haufig ebenfalls hydrophob sind, wirde es zu
einer unspezifischen Bindung und dadurch zu einer Hintergrundfarbung kommen.
Durch die Behandlung mit einem Blockiermedium wird der pH optimiert. Die
hydrophoben Ladungen an Membranen und Fettgewebe werden geséttigt und
dadurch die hydrophobe Wechselwirkung verhindert. So wird erreicht, dass der

Primarantikdrper spezifisch an sein Target-Protein binden kann.

5.4 Auswertung

Die Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte mittels Lichtmikroskop. In einer kleinen
VergroRerung (10x) wurde das maligne veranderte Gewebe aufgesucht und dann in
einer groReren VergréRerung (25x) bewertet.

Die Bewertung erfolgte mittels IRS (Immunreactive Score v. Remmele und Stegner).
Diesem Score liegt das Produkt zweier Parameter zugrunde. Zunachst wird die
Farbintensitat der positiven Zellkerne bewertet. Die Intensitdt kann mit den
Zahlenwerten 0 — 3 bewertet werden, wobei 0 = keine Farbung, 1 = schwache
Farbung, 2 = maRige Farbung, 3 = starke Farbung entspricht. In einem zweiten
Schritt wird die Anzahl der positiven Zellkerne in Prozent geschatzt. Hierbei kdnnen
Werte von 0 — 4 vergeben werden. 0 = keine positiven Zellkerne, 1 = < 10% positive
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Zellkerne, 2 = 10 — 50% positive Zellkerne, 3 = 50 — 80% positive Zellkerne, 4 = >
80% positive Zellkerne.

Der IRS kann daher minimal 0 und maximal 12 betragen. Ein Score von 0 entspricht
.keiner Expression“, 1 — 3 entspricht einer ,geringen Expression“, 4 — 8 einer

»,malfigen Expression“ und 8 — 12 einer ,starken Expression®.

5.4.1 Zytoplasmatische Expression von PPARy

Wie bei nukledren Rezeptoren zu erwarten und in der Literatur bereits beschrieben,
wurde beim Nachweis von VDR, PPARy und RXRa eine nukleare Expression der
Rezeptoren beobachtet [32, 35, 42], welche Grundlage der mikroskopischen
Auswertung darstellte.

Neben der nukledren Expression der Rezeptoren wird in der Literatur auch eine
zytoplasmatische Expression nuklearer Rezeptoren beschrieben, deren Wertigkeit
nicht abschlieend geklart ist. Im Fall von PPARYy gibt es verschiedene Arbeiten, die
eine Verschiebung von nuklearer zu zytoplasmatischer Expression beschreiben [37,
43-45]. In aktiver Form wirkt PPARYy als Transkriptionsfaktor, der nuklear lokalisiert
vorliegt [46, 47]. Verschiedene Mechanismen kénnen zu einem Transport vom Kern
in das Zytoplasma fuihren [38, 48]. Hierbei geht die Translokation des Rezeptors mit
einer Inaktivierung und somit Downregulation einher, deren Bedeutung bisher
weitgehend unbekannt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher zuséatzlich zur nuklearen auch die
zytoplasmatische Expression von PPARYy bericksichtigt und die Auswertung der
zytoplasmatischen PPARy-Farbung mittels IRS in die hier prasentierten Ergebnisse
aufgenommen. Im Folgenden wird die nukleare PPARy (nuclear PPARy = n-PPARY)
von der zytoplasmatischen PPARYy (cytoplasmatic PPARy = c-PPARYy) Expression

unterschieden.

5.5 Statistische Analyse

Fur die statistische Auswertung wurde in der vorliegenden Arbeit neben der
Einteilung in keine, geringe, mafiige und starke Expression eine weitere Unterteilung
der Praparate in Rezeptor-negative und Rezeptor-positive Praparate unternommen.
Angelennt an das bei den Hormonrezeptoren (Ostrogenrezeptor und

Progesteronrezeptor) etablierte Verfahren, wurde hierzu ein Score nach dem IRS
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definiert, der als Trennwert zwischen den Rezeptor-negativen und den Rezeptor-
positiven Praparaten fungiert. Um diesen Score zu finden wurden alle Préparate
nach dem IRS bewertet und der Median aus den erhaltenen Scores errechnet. Der
Median der IRS-Scores der auf VDR-Expression hin untersuchten und bewerteten
Praparate lag bei 2, der fur RXRa bei 3, der fur nuklear exprimierte n-PPARYy bei 0
und der fur nuklear exprimierte n-PPARYy bei 3.

Alle Praparate, die diesen oder einen geringeren Score erreichten, wurden von uns
als Rezeptor-negativ definiert. Praparate, die einen héheren Score erreichten, als
Rezeptor-positiv.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS (Version 22.0; SPSS Inc.,
Chicago, USA). Fur die Analyse zweier unabhangiger Stichproben wurde der Mann-
Whitney-Test, bei mehr als zwei unabhangigen Stichproben der Kruskal-Wallis-Test
verwendet. Die Korrelationsanalysen wurden mittels Spearman Korrelationstest
durchgefuhrt. Zur Analyse des Uberlebens in Abhangigkeit von der
Rezeptorexpression wurden Kaplan-Meier Uberlebenskurven erstellt.

Als signifikant wurde ein p-Wert < 0.5 definiert. P-Werte < 0,01 wurden als hoch-

signifikant definiert.
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6 Ergebnisse

6.1 Haufigkeiten

6.1.1 Patientinnenkollektiv

Das untersuchte Patientinnenkollektiv beinhaltet 320 Patientinnen der Frauenklinik
der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen, die in den Jahren 1990 bis 2002 mit
Mammakarzinom erstdiagnostiziert und operiert wurden. In die Erhebung
aufgenommen wurden ausschlie3lich Patientinnen mit anamnestisch sporadischem
Mammakarzinom.

Von 306 (95,6 %) der 320 Patientinnen konnte durch unsere Untersuchung ein
Follow-Up erhoben werden.

Die wiedergegebenen Patientendaten und Tumormerkmale der untersuchten
Gewebe stammen aus dem Tumorregister Bayerns sowie aus der direkten
Patientenbefragung und wurden mittels SPSS ausgewertet. Diese Auswertung diente
als Basis fur die weitere statistische Analyse.

Aufgrund der Ubersichtlichkeit werden im Folgenden nur statistisch signifikante oder
fur das Verstandnis wichtige Ergebnisse und deren lllustrationen in Abbildungen

dargestellt.

Alter bei Erstdiagnose und zum Todeszeitpunkt

Das Durchschnittsalter der Patientinnen bei Erstdiagnose lag bei 60 Jahren, wobei
die Erstdiagnose der jlingsten Patientin im Alter von 26 Jahren und bei der altesten
Patientin im Alter von 95 Jahren gestellt wurde.

98 (32,0%) der 306 Patientinnen waren zum Zeitpunkt des letzten Follow-Up
(27.02.2013) verstorben. Das durchschnittliche Alter zum Todeszeitpunkt lag bei 69
Jahren. Die jungste verstorbene Patientin war zum Todeszeitpunkt 38 Jahre alt, die

alteste Patientin verstarb im Alter von 92 Jahren.

Uberleben
In Abbildung 3 ist das Uberleben in Jahren abgebildet. Zum Zeitpunkt 0 waren 100 %
des Patientinnenkollektivs am Leben (1,0). Der Beobachtungszeitraum betrug 12,5

Jahre. Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei 80 %.
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Gesamtzahl 306

Anzahl der Ereignisse (Tod) 98
Zensiert (n) 208
Zensiert (%) 68,0

Tabelle 6: Sterbefalle im Gesamtkollektiv

Uberlebensfunktion

—0berlebensfunition

1,07 \\"«_“_\ —— Zensiert
g
0,5 \“\

0,47

Kum. Uberleben

0,2
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0Ss

Abbildung 3: Uberleben des Gesamtkollektivs (n = 320) in Jahren im untersuchten Zeitraum von 12,5
Jahren;
Kum. Uberleben = kumulatives Uberleben, OS = Overall Survival (Gesamtiiberleben)

Tumorfreiheit
Bei 169 (81,25 %) der 208 Uberlebenden Patientinnen bestand zum Zeitpunkt des
letzten Follow-Up Tumorfreiheit, wahrend 39 Patientinnen zu diesem Zeitpunkt unter

einer Progression der Erkrankung litten.

6.1.2 Klassifizierung des Tumors

Um die Gewebeproben genauer zu Kklassifizieren, wurden klinisch relevante

Tumormerkmale statistisch ausgewertet. Die Histologie, Grading, Tumorgréf3e und
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Lymphknotenstatus sind in Tabelle 7 aufgefihrt, wahrend Tumormerkmale aus der

Follow-Up Erhebung in Tabelle 8 abgebildet sind.

Histo-pathologische Haufigkeit (n) Prozent (%)

Tumormerkmale

Histologie NST 248 81,0
invasiv lobular 42 13,7
invasiv medullar 10 3,3
invasiv muzings 4 1.3
DCIS e

Grading 1 15 49
2 104 34,0
3 47 154
unbekannt 140 45,8

Tumorgrofle pT1l 197 64,4
pT2-pT4 109 35,6

Axillare LK pNO 166 54,2
=pN1 133 43,5
unbekannt 7 2,3

Tabelle 7: Histo-pathologische Tumormerkmale nach Haufigkeiten

Tumormerkmale (Follow-Up) Haufigkeit (n) Prozent (%)
Fernmetastasen nein 239 78,1

ja 67 21,9
Lokalrezidiv nein 263 85,9

ja 43 14,1
Kontralaterales Mamma-Ca nein 299 97,7

ja 7 2,3

Tabelle 8: Im Follow-Up erhobene Tumormerkmale nach Haufigkeiten
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6.1.3 Tumorhistologie

Der histologische Tumor-Typ wurde nach aktueller Nomenklatur in NST ( =
Adenocarcinoma of no special type), invasiv lobulares Karzinom, invasiv medullares
Karzinom, invasiv muzindses Karzinom und DCIS ( = duktales Carcinoma in situ)
eingeteilt.

Wie in Abbildung 4 erkennbar, waren NST-Tumoren mit 81 % (n = 248) am
haufigsten vertreten. Bei 13,7 % (n = 42) der untersuchten Falle handelte es sich um
invasiv lobuldre Karzinome. Invasiv medullare Karzinome traten mit einer Haufigkeit
von 3,3 % (n = 10) und invasiv muzinése Karzinome mit einer Haufigkeit von 1,3 %
(n = 4) auf. In 0,7% (n = 2) wurde ein DCIS diagnostiziert (s. Tabelle 7, Abbildung 4).
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Histologische Subtypen

Abbildung 4: Haufigkeiten der verschiedenen histologischen Subtypen eingeteilt nach NST, invasiv
lobular, invasiv medullar, invasiv muzinés und DCIS

6.1.4 Prognostische Faktoren

Prognostische Faktoren sind Tumormerkmale, deren Analyse eine Aussage Uber den
Verlauf der Tumorerkrankung erlauben. Zu den etablierten und hier untersuchten
Prognosefaktoren gehoren Grading, Tumorgréf3e, axillarer Lymphknotenbefall,
Vorliegen von Metastasen und Rezidiven, sowie die Expression von Ostrogen-,

Progesteron und Her2neu-Rezeptoren (hierzu siehe auch ,Pradiktive Faktoren®).
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Grading
Der Entdifferenzierungsgrad der untersuchten Gewebeschnitte der 306
Mammakarzinom-Patientinnen wurde mithilfe des Nottingham Grading Systems,

modifiziert nach Elston und Ellis, bestimmt [49, 50]:

Tubulare Zellkernpolymorphie Mitoseanzahl* Punkte

Differenzierung

gut gering 0 — 9 Mitosen 1
(meist reife Tubuli) (Uberwiegend isomorphe
> 75% Kerne)
maRig mafig 10 — 19 Mitosen 2
(unreife Tubuli) (mittelgradige Form- und
10-75% GroRenvariation)
gering oder fehlend stark = 20 Mitosen 3
< 10% (hochgradige Form- und

Grol3envariation)

Tabelle 9: Nottingham Grading Systems, modifiziert nach Elston und Ellis

*Anzahl der Mitosen in 10 HPF bei 400facher VergrolRerung

Bewertung:

3-5 Punkte = gut differenziertes Karzinom, G1
6-7 Punkte = maRig differenziertes Karzinom, G2
8-9 Punkte = wenig differenziertes Karzinom, G3

Wie aus Tabelle 7 ersichtlich, lag in 4,9 % (n = 15) der Falle ein gut differenziertes
Karzinom vor (Grading 1). 34 % (n = 104) der Karzinome waren malfiig differenziert
(Grading 2). Schlecht differenzierte Karzinome wurden in 15,4 % (n = 47) der Falle
diagnostiziert (Grading 3). In 45,8 % (n = 140) der Féllen war das Grading unbekannt
(s. Tabelle 7).

pTNM

Die Stadieneinteilung erfolgte nach der pTNM (tumor-node-metastasis) Klassifikation,
welche auf dem postoperativen histopathologischen Ergebnis (p = pathologische
Klassifikation) der Gewebeprobe beruht. Hierbei werden Tumorgrél3e, regionarer

Lymphknotenbefall und Fernmetastasierung beurteilt.
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Histopathologische Klassifikation [51-53]:

pT Primartumor

pTX Primartumor kann nicht beurteilt werden

pTO kein Anhalt fur Primartumor

pTis Carcinoma in situ

pT1 Tumor 2 cm oder weniger in groter
Ausdehnung

pT2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 5
cm in grof3ter Ausdehnung

pT3 Tumor mehr als 5 cm in grof3ter Ausdehnung

pT4 Tumor jeder Grél3e mit direkter Ausdehnung
auf Brustwand oder Haut

pN Regionare Lymphknoten

pNX regionare Lymphknoten kdnnen nicht
beurteilt werden (zur Untersuchung nicht
entnommen oder friiher entfernt)

pNO keine regionalen Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastasen in 1-3 ipsilateralen axillaren
Lymphknoten und/oder in ipsilateralen
Lymphknoten entlang der
A. mammaria interna mit mikroskopischen
Metastasen, die bei der
Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt
wurden, aber nicht klinisch auffallig waren

pN2 Metastasen in 4-9 ipsilateralen axillaren
Lymphknoten oder in klinisch auffalligen
ipsilateralen Lymphknoten entlang der
A. mammaria interna bei Fehlen axillarer
Lymphknotenmetastasen

pN3 Metastasen in mindestens 10 ipsilateralen

axillaren Lymphknoten; oder in ipsilateralen
infraklavikularen Lymphknoten; oder in
klinisch auffalligen Lymphknoten entlang der

A. mammaria interna bei Vorliegen von
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mindestens einem positiven axillaren
Lymphknoten; oder in mehr als 3 axillaren
Lymphknoten mit klinisch negativen,
mikroskopischen Metastasen in
Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna; oder in ipsilateralen

supraklavikularen Lymphknoten

pM Fernmetastasen

pMX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht

beurteilt werden

MO keine Fernmetastasen

pM1 Fernmetastase

Tabelle 10: Stadieneinteilung nach pTNM-Klassifikation

Tumorgrofe

Die TumorgrofRe wurde entsprechend der pTNM-Klassifikation in vier Stadien
eingeteilt (pT 1-4). Fur die statistische Analyse wurde ein bindres System angewandt,
wozu die TumorgroRe in zwei Gruppen, ,kleine“ und ,grof3e“ Tumore, eingeteilt
wurde. Das pT1 Stadium wurde der Gruppe der ,kleinen Tumore® zugeteilt, wahrend
die Stadien pT2 - pT4 der Gruppe ,gro3e Tumore® (entsprechend aller Tumore = 2
cm) zugeteilt wurden.

Die quantitative Auswertung ergab, dass in 64,4 % (n = 197) der Falle ein ,kleiner
Tumor® der TumorgréRe pT1 vorlag und in 35,6 % der Falle ein ,grof3er Tumor® der
Tumorgrol3e pT2 — pT4 (s. Tabelle 7).

Axillare Lymphknotenmetastasen

Bei 133 (43,5 %) der 306 Patientinnen lagen bei Diagnosestellung axillare
Lymphknotenmetastasen vor. 166 (54,2 %) der Patientinnen prasentierten sich ohne
Lymphknotenmetastasen. Bei 7 (2,3 %) der Patientinnen war der LK-Status
unbekannt (s. Tabelle 8).

Fernmetastasen

Fernmetastasen wurden bei 67 der 306 Patientinnen (21,9 %) nachgewiesen. 239
von 306 Patientinnen (78,1 %) blieben bis zum Zeitpunkt des letzten Follow-Up
Fernmetastasen-frei (s.Tabelle 8). Das mittlere Alter bei Erstdiagnose einer
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Fernmetastase lag bei 62 Jahren. Die jingste Patientin, bei der eine Fernmetastase
nachgewiesen wurde, war 37 Jahre alt, die alteste war 85 Jahre alt. Bei 23 der 67
Patientinnen (34,3 %) mit Fernmetastasen wurden Metastasen in multiplen Organen
nachgewiesen. Wie in Tabelle 11 zu sehen, waren die haufigsten unilokuléaren
Metastasen (18 von 67; 26,9 %) ossdre Metastasen. Auch isoliert hepatische
Metastasen (8 von 67; 11,9 %) und isoliert pulmonale Metastasen (7 von 67; 10,4 %)
kamen haufig vor. 11 Patientinnen (16,4 %) hatten isolierte Metastasen in anderen

Organen.

Art der Metastasen Haufigkeit (n) Prozent (%)
Nur ossare Metastase(n) 18 26,9

Nur hepatische Metastase(n) 8 11,9

Nur pulmonale Metastase(n) 7 10,4
andere Metastase(n), unilokulér 11 16,4
Metastasen in > 1 Organ/Gewebe 23 34,3
Gesamt 67 100,0

Tabelle 11: Haufigkeit und Lokalisation von Fernmetastasen

Rezidiv

Als Rezidiv wurden das Auftreten von Lokalrezidiven sowie das Auftreten eines
Rezidivs in Form einer Metastase zusammengefasst. Insgesamt 94 (30,7 %) der 306
Patientinnen erlitten wahrend der untersuchten Zeitdauer ein Rezidiv. Dabei handelte
es sich in 43 (13,4 %) Fallen um ein Lokalrezidiv. 212 (69,3 %) Patientinnen blieben
bis zum letzten Follow-Up rezidivfrei (s. Tabelle 8). Das mittlere Alter bei Diagnose
des Lokalrezidivs betrug 62 Jahre, die jingste Patientin war bei Diagnose des

Lokalrezidivs 39 Jahre, die alteste Patientin 85 Jahre alt.

Kontralaterales Mammakarzinom

7 (2,3 %) Patientinnen entwickelten ein kontralaterales Mammakarzinom (s. Tabelle
8). Das mittlere Alter bei Erkrankung lag bei 59 Jahren. Die jiingste Patientin war bei
Diagnose des kontralateralen Mammakarzinoms 39 Jahre alt, die alteste Patientin 84

Jahre alt.
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6.1.5 Pradiktive Faktoren

Pradiktive Faktoren sind Tumormerkmale, die fir eine systemische Therapie
zuganglich sind. Bei unserem Patientinnenkollektiv wurden der

Hormonrezeptorstatus und die Expression von Her2neu untersucht.

Hormonrezeptorstatus
Die Expression von Ostrogenrezeptoren und Progesteronrezeptoren wurde
immunhistochemisch nachgewiesen. Anhand der Auswertung wurden die

Gewebeproben in Rezeptor-positive und Rezeptor-negative Tumore eingeteilt.

Ostrogenrezeptoren

Tabelle 12 zeigt, dass bei 65,7 % (n = 201) der 306 Mammakarzinompréparate ein
positiver Ostrogenrezeptorstatus nachgewiesen wurde. 14,7 % (n = 45) der Falle
wurden als Ostrogenrezeptor-negativ eingeteilt. Bei den tbrigen 19,6 % (n = 60) ist

der Ostrogenrezeptorstatus unbekannt.

Progesteronrezeptoren

Die Expression der Progesteronrezeptoren konnte bei 50,3 % (n = 154) der
Praparate nachgewiesen werden. Aus Tabelle 12 ist ersichtlich, dass 30,1 % (n = 92)
der Mammakarzinom-Préaparate keine Progesteron-Rezeptoren exprimierten. Bei
19,6 % (n = 60) der Falle war der Progesteronrezeptorstatus unbekannt (s. Tabelle
12).

Expression von Her2neu

Wie in Tabelle 12 abgebildet, war der Her2neu-Status bei 61,7 % (n = 189) der 306
Falle bekannt. In 31 % (n = 95) der Falle lag ein positiver Her2neu-Status, in 31 % (n
= 94) der Félle ein negativer Her2neu-Status vor. Da die Bestimmung des Her2neu-
Rezeptors erst ab 2000 zur Routine-Diagnostik gehdrte, war bei 38,2 % (n = 117) die

Her2neu-Expression unbekannt.

Rezeptor Status Anzahl (n) Prozent (%)
Ostrogenrezeptor (ER) negativ 45 14,7
positiv 201 65,7
unbekannt 60 19,6
Progesteronrezeptor (PR) negativ 92 30,1
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positiv 154 50,3

unbekannt 60 19,6
Her2neu negativ 94 30,7
positiv 95 31,0
unbekannt 117 38,2

Tabelle 12: Haufigkeiten von Hormonrezeptorstatus und Her2neu-Status

6.1.6 Expression nuklearer Rezeptoren

Im Folgenden wird die Expression der nukledren Rezeptoren Vitamin D-Rezeptor
(VDR), Retinoid-X-Rezeptor alpha (RXRa) und Peroxisome Proliferator-activated
Receptor gamma (PPARY) beschrieben.

Beim Nachweis der VDR-Expression konnten 88,9 % der 306 (n = 272) Praparate
mikroskopisch ausgewertet werden, beim Nachweis der RXRa-Expression konnten
86,6 % (n = 266) ausgewertet werden. 87,9 % (n = 269) der Praparate wurden beim
mikroskopischen Nachweis von n-PPARy ausgewertet und 88,5 % (n = 271) beim

Nachweis von c-PPARYy.

Rezeptor VDR RXRa n-PPARy c-PPARY

ausgewertet 88,9 % (272)  86,8% (266) 87,9 % (269) 88,5 % (271)

Tabelle 13: Anzahl der ausgewerteten Praparate pro Féarbung

VDR

Wie Tabelle 14 zeigt, war bei 22,1 % (n = 60) keine Expression von VDR
nachweisbar (IRS 0). Ein Score von 1 wurde in 18,4 % (n = 50) bestimmt. IRS 2
wurde in 13,2 % (n = 36) der Praparate bestimmt. Der ermittelte Median entsprach
einem IRS von 2 und wurde als Trennwert (s. Methoden, statistische Analyse)
verwendet. Mit IRS 3 wurden 14,7 % (n = 40) der Préparate bewertet. Die restlichen
Scores kommen in abnehmender Haufigkeit vor. IRS 3 mit 14,7 % (n = 40), IRS 4 mit
14,0 % (n = 38), IRS 6 mit 8,1 % (n = 22), IRS 8 mit 6,6 % (n = 18), IRS 9 mit 1,8 %
(n = 5) und IRS 12 mit
1,1 % (n = 3). Alle Praparate, fur die ein IRS < 2 bestimmt wurde, definierten wir als

Rezeptor-negativ und die Praparate, fur die ein IRS > 2 bestimmt wurde als
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Rezeptor-positiv. Dementsprechend wurden 53,7 % (n = 146) der Praparate als
VDR-negativ und 46,3 % (n = 126) der Praparate als VDR-positiv definiert.

RXRa

Bei der mikroskopischen Untersuchung der zum Nachweis von RXRa gefarbten
Praparate wurde am haufigsten ein IRS von 4 bestimmt. In Tabelle 14 ist zu sehen,
dass 30,6 % (n = 81) der Praparate eine Rezeptorexpression entsprechend einem
Score von IRS 4 aufweisen. 17,3 % (n = 45) der Praparate exprimierten RXRa
haufiger. Bei 1,5 % (n = 4) wurde ein IRS Score von 6 bestimmt und der maximale
IRS von 8 bei 15,8 % (n = 42). Bei 52,1 % (n = 138) der untersuchten Praparate
zeigte die Quantifizierung der Rezeptorexpression einen IRS <3. IRS 3 wurde bei
17,0 % (n = 45) der Praparate bestimmt, IRS 2 bei 13,2 % (n = 35), IRS 1 bei 12,8 %
(n = 34). Keine Rezeptorexpression zeigten 9,1 % (n = 24) der Praparate. Die
Verteilung ist in Abbildung 5 abgebildet. Der Median lag bei IRS 3, sodass die
Praparate mit einer Rezeptorexpression <3 fur die weitere statistische Analyse als
Rezeptor-negativ. (52,1 %, n = 138) definiert wurden, solche mit einer

Rezeptorexpression >3 als Rezeptor-positiv (47,9 %, n = 128).

PPARy

Abbildung 5 zeigt, dass ein Grof3teil (81,8 %, n = 220) der auf die nukleare
Expression von n-PPARy untersuchten Praparate keine Rezeptoren exprimiert, mit
einem IRS von 0 bewertet und damit als Rezeptor-negativ definiert wurde. Der als
Trennwert fungierende Median lag bei IRS 0. 11,5 % (n = 31) der Praparate zeigten
eine geringe Expression (IRS 1), wenige Praparate zeigten eine Expression, die mit
IRS 2 (5,6 %, n = 15)) oder IRS 3 (1,1 %, n = 3) bewertet wurde. Die Zahlen sind in
Tabelle 14 abgebildet.

Die zytoplasmatische Expression von c-PPARy war ausgepragter. Hier lag der
Median (Trennwert) bei IRS 3. Die Praparate, die eine geringe Rezeptorexpression
(IRS =3) zeigten, wurden im Folgenden als Rezeptor-negativ definiert. In dieser
Gruppe wurde die Rezeptorexpression am haufigsten mit IRS 3 bewertet (17,7 %, n
= 48). Die anderen Préparate wurden in 9,6 % (n = 26) der Falle mit IRS 2, in 10,7 %
(n=29) mit IRS 1 und in 12,5 % (n = 34) mit IRS 0 bewertet. 49,4 % (n = 134) der
Préaparate wurden als Rezeptor-positiv definiert. 25,8 % (n = 70) der als Rezeptor-
positiv definierten Praparate entsprachen einem IRS von 4. Wie in Abbildung 5 zu
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sehen ist, kam in abnehmender Haufigkeit eine starker ausgepragte Expression vor.
Ein IRS 6 wurde in 11,1 % (n = 30) bestimmt, IRS 8 in 10,7 % (n = 29), IRS 9in 0,7
% (n=2)und IRS 12 in 1,1 % (n = 3) der Préparate.

Rezeptor IRS IRS IRS IRS IRS IRS IRS IRS IRS Median
o 1 2 3 4 6 8 9 12

VDR (n) 60 50 36 40 38 22 18 5 3 2

VDR (%) 221 18,4 13,2 14,7 140 81 66 1,8 1,1

RXRa (n) 24 34 35 45 81 4 42 0 O 3

RXRa (%) 91 12,8 132 170 306 15 158 0 O

n-PPARy(n) =220 31 15 3 ©0 0 O O O 0O

n-PPARy (%) 818 115 56 11 O 0 O 0 O

c-PPARYy (n) 34 29 26 48 70 30 29 2 3 3

c-PPARY (%) 125 10,7 96 17,7 258 11,1 10,7 0,7 11

Tabelle 14: Haufigkeit der Rezeptorexpression nach IRS fur VDR, RXRa, n-PPARy und c-PPARy
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Abbildung 5: Haufigkeit der Rezeptorexpression in Prozent nach IRS fir VDR, RXRa, n-PPARy und c-
PPARYy

6.2 Korrelationsanalysen

6.2.1 Korrelation der Expression der jeweiligen Rezeptoren

Die Korrelationsanalyse, welche in Tabelle 15 aufgelistet ist, ergab, dass VDR positiv
mit RXRa korreliert (p = 0,002), ebenso wie mit nukledr exprimierten n-PPARy (p =
0,002). Zwischen der Expression der beiden Rezeptoren, RXRa und n-PPARYy,
besteht eine negative Korrelation (p = 0,047). Die hohe Expression von c-PPARy
korreliert mit einer niedrigen n-PPARy-Expression (p < 0,001). Alle weiteren

Korrelationen zeigten, wie in Tabelle 15 dargestellt, keine signifikanten Ergebnisse.

Rezeptor VDR RXRa n-PPARy c-PPARy

VDR Korrelationskoeffizient 1,000 ,192 ,192 ,025
p-Wert ,002 ,002 ,691

RXRa Korrelationskoeffizient ,192 1,000 -,125 ,162
p-Wert ,002 ,047 ,010

n-PPARYy Korrelationskoeffizient ,192 -,125 1,000 -,249
p-Wert ,002 ,047 ,000

c-PPARy Korrelationskoeffizient ,025 ,162 -,249 1,000
p-Wert ,691 ,010 ,000

Tabelle 15: Korrelation der intrazellularen Rezeptoren VDR, RXRa, n-PPARy und c-PPARy
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6.2.2 Korrelation zwischen Rezeptorexpression und Tumormerkmalen

Wie die statistische Auswertung der Expression der Rezeptoren VDR, RXRa, n-
PPARy und c-PPARy zeigt, wurden diese in unterschiedlichem MalRe von
Mammakarzinomzellen exprimiert. Im Folgenden wurden die Ergebnisse aus der

statistischen Auswertung der Rezeptorexpression mit den klinischen Daten korreliert.

Korrelation zwischen Expression von VDR, RXRa, n- PPARy und c-PPARy und
Tumorhistologie

Zunachst wurde getestet, ob die Expression der untersuchten Rezeptoren mit den
etablierten Faktoren der Tumorhistologie korreliert. Wie in Abbildung 6 zu sehen ist,
konnte fur die Expression von VDR mithilfe des Kruskal-Wallis-Test gezeigt werden,
dass eine signifikante Korrelation (p = 0,028) zwischen histologischem Subtyp und
Expression besteht. In einem zweiten Schritt wurde diese Korrelation mittels Mann-
Whitney-Test genauer untersucht. Das Ergebnis zeigt, dass eine hohe VDR-
Expression signifikant haufiger mit invasiv lobularen Karzinomen korreliert, als mit
anderen histologischen Subtypen (p = 0,033). Dieses Ergebnis ist in Abbildung 7

dargestellt.
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Abbildung 6: Histologischer Subtyp in Abh&ngigkeit von VDR-Expression
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Abbildung 7: VDR-Expression bei invasiv lobuléaren Karzinomen und Tumoren anderer histologischer
Subtypen

Zwischen dem histologischem Subtyp und der Epression von RXRa (p = 0,283), n-
PPARYy (p = 0,475) oder c-PPARYy (p = 0,321) gab es keine signifikante Korrelation.

Korrelation zwischen Expression von VDR, RXRa, n- PPARy, c-PPARy und
Grading

Wir konnten zeigen, dass G1-Tumore, also gut differenzierte Tumore, mit einer
héheren Expression von VDR, n- PPARy und c-PPARYy einhergehen. In Abbildung 8
ist dargestellt, dass eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von VDR
(p = 0,01) und dem Grading des Tumors bestand. Abbildung 9 zeigt dies fir die
Expression von n-PPARYy (p = 0,001). Die Expression von RXRa (p = 0,844) oder c-
PPARYy (p = 0,502) zeigte keine signifikante Korrelation.

In Abbildung 10 und Abbildung 11 ist dargestellt, dass es G1-Tumore sind, die
signifikant haufiger hohe VDR-Expression (p = 0,003), sowie n-PPARy-Expression (p
< 0,001) aufweisen.
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Abbildung 10: VDR-Expression bei G1-Tumoren im Vergleich zu G2/G3 Tumoren

Abbildung 11: n-PPARYy-Expression bei G1-Tumoren im Vergleich zu G2/G3 Tumoren

Korrelation zwischen Expression von VDR, RXRa, n- PPARy, c-PPARy und
Tumorgrofe
Weitere wichtige Prognosefaktoren sind jene, die in der TNM-Stadieneinteilung
Ausdruck finden. Zunachst wurde der Zusammenhang zwischen TumorgroRe (T) und
Expression von VDR, RXRa, n- PPARy und c-PPARy untersucht. Die Tumorgrof3e
wurde fur die statistische Berechnung in ein bindres System umgewandelt, wobei
kleine und grof3e Tumoren unterschieden wurden. Im Mann-Whitney-Test zeigte sich,
dass VDR auf kleinen Tumoren (pT1) signifikant hoher exprimiert ist, als in grof3en
Tumoren (pT2-4) (p = 0,038), was in Abbildung 12 zu sehen ist. Bei der Korrelation
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von RXRa mit der TumorgroRe zeigte sich zudem die Tendenz, dass pT1-Tumoren
RXRa starker exprimieren als pT2-4-Tumore (p = 0,051) (s. Abbildung 13). Dagegen
war die nukleare (p = 0,330) sowie die zytoplasmatische (p = 0,229) Expression von

PPARYy unabhangig von der Tumorgrofe.
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Abbildung 12: TumorgréRe in Abhangigkeit von VDR-Expression

Abbildung 13: Tumorgrofie in Abhangigkeit von RXRa-Expression

Korrelation zwischen Expression von VDR, RXRa, n- PPARy, c-PPARy und
axillaren Lymphknotenmetastasen

Ein weiterer Prognosefaktor ist das Vorliegen axillarer Lymphknotenmetastasen.
Untersucht wurde der Zusammenhang zwischen Lymphknotenmetastasen und
Rezeptorexpression. Bei der statistischen Analyse mittels Mann-Whitney-Test konnte
ein  Zusammenhang zwischen Lymphknoten-Status und VDR-Expression
nachgewiesen werden. Wie Abbildung 14 zeigt, bestand eine positive Korrelation
zwischen Tumoren ohne axillare Lymphknotenmetastasen und Tumoren mit hoher
VDR-Expression (p = 0,046).

Zwischen der Expression von RXRa (p = 0,544), n-PPARYy (p = 0,440) oder c-PPARy
(p = 0,516) und dem Vorliegen axillarer Lymphknotenmetastasen zeigte sich kein

signifikanter Zusammenhang.
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Abbildung 14: Auftreten von axillaren Lymphknotenmetastasen in Abhéngigkeit der VDR-Expression

Korrelation zwischen Expression von VDR, RXRa, n- PPARy, c-PPARy und
Fernmetastasen

Nach TumorgréRe und LK-Status wurde die Korrelation mit dem Vorliegen von
Fernmetastasen untersucht. In der statistischen Analyse zeigte sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von Fernmetastasen und der Expression
von VDR (p = 0,096), RXRa (p = 0,808), n-PPARYy (p = 0,572) und c-PPARYy (p =
0,097).

Korrelation zwischen Expression von VDR, RXRa, n- PPARy, c-PPARy und
Lokalrezidiv

Wie oben beschrieben, erlitten 13,4 % der Patientinnen ein Lokalrezidiv. Ein
Zusammenhang zwischen Lokalrezidivrate und der Expression von VDR (p = 0,326),
RXRa (p = 0,185) oder n-PPARYy (p = 0,817) konnte nicht nachgewiesen werden. Fur
c-PPARYy konnte gezeigt werden, dass das Vorliegen eines Lokalrezidives mit einer
hohen zytoplasmatischen Expression von c-PPARy korreliert (p = 0,013) (s.
Abbildung 15).
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Abbildung 15: Auftreten von Lokalrezidiven in Abhangigkeit von c-PPARy-Expression

6.2.3 Korrelation zwischen Rezeptorexpression und pradiktiven Faktoren

Im Folgenden werden die Ergebnisse der statistischen Analyse in Bezug auf den
Ostrogenrezeptorstatus dargelegt. Die statistische Analyse des Zusammenhangs
zwischen Progesteronrezeptorstatus und Expression der Rezeptoren VDR, RXRa, n-
PPARy und c-PPARy ergab keine signifikanten Ergebnisse. Ebenso wenig konnte
eine signifikante Korrelation zwischen dem Her2-Status und der Expression der

Rezeptoren VDR, RXRa, n- PPARy und c-PPARy nachgewiesen werden.

Korrelation zwischen Rezeptorexpression und Ostrogenrezeptorstatus

Die Expression der Ostrogenrezeptoren korrelierte sowohl mit der Expression von
VDR als auch mit der c-PPARYy-Expression.

Im Mann-Whitney-Test zeigte sich ein hoch-signifikanter Zusammenhang (p < 0,001)
zwischen hoher Ostrogenrezeptorexpression und hoher VDR-Expression, welcher in
Abbildung 16 abgebildet ist. Fir RXRa zeigte sich kein signifikantes Ergebnis (p =
0,480). Bei der c-PPARYy-Expression konnte gezeigt werden, dass eine niedrige
zytoplasmatische Rezeptorexpression mit einer hohen Ostrogenrezeptorexpression
korreliert (p = 0,033). Dies ist in Abbildung 17 zu sehen.
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Abbildung 16: Ostrogenrezeptor-Status in Abhéngigkeit von VDR-Expression

Abbildung 17: Ostrogenrezeptor-Status in Abhangigkeit von c-PPARy-Expression

Die Analyse zu n-PPARy wurde aufgrund der unzureichenden Streuung und der
dadurch Uberbewerteten Ausreil3er trotz des signifikanten Ergebnisses (p = 0,007)

aus der Bewertung ausgenommen.

6.3 Uberlebenskurven

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Berechnungen mittels Kaplan-Meier-
Kurven vorgestellt. In diesem Abschnitt werden sowohl signifikante, als auch nicht-

signifikante Berechnungen dargelegt.

6.3.1 Gesamtiberleben

Uberleben in Abhéngigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus

Zunachst wurde der in der Literatur bereits beschriebene und in der Klinik etablierte
Zusammenhang zwischen Ostrogenrezeptorexpression und Uberleben untersucht.
Wie in Abbildung 18 zu sehen, zeigt die Uberlebenskurve, dass ein positiver

Ostrogenrezeptorstatus mit einem langeren Uberleben korreliert (p = 0,001).
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OS = Overall Survival (Gesamtuiberleben)

Uberleben in Abhangigkeit von VDR, RXRa, n- PPARy und c-PPARy

Die Uberlebensfunktionen, die das Uberleben des Gesamtkollektivs in Abhangigkeit

von der Expression der Rezeptoren VDR, RXRa,

untersuchten, zeigten keine signifikanten Ergebnisse.
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Abbildung 19: Uberleben in Jahren in Abhéngigkeit von der Rezeptorexpression (negativ = < Median,
positiv = > Median), OS = Overall Survival (Gesamtuberleben)

6.3.2 Rezidivfreies Uberleben

Das rezidivfreie Uberleben (disease free survival, DFS) in Abh&ngigkeit von der
Rezeptorexpression, dargestellt in Abbildung 20, zeigt, dass die VDR-Expression
invers mit der Rezidivfreiheit der Patientinnen korreliert (p = 0,024). Dabei lag die
Rezidivfreiheit bei Patientinnen mit VDR-negativen (IRS < 2) Tumoren zwischen 7,3
und 9,2 Jahren und bei Patientinnen mit VDR-positiven Tumoren zwischen 5,9 und
7,8 Jahren. Zwischen c-PPARy-Expression und Rezidivfreiheit besteht ebenfalls eine
inverse Korrelation. Patientinnen mit hoher c-PPARy-Expression (IRS > 3) erlitten
signifikant friher ein Rezidiv, zwischen 5,8 und 7,6 Jahren, als Patientinnen mit
geringer c-PPARy-Expression (p = 0,006), welche zwischen 7,7 und 9,6 Jahren ein

Rezidiv erlitten.
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7 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der immunhistochemische Nachweis des Vitamin
D3-Rezeptors (VDR), des Retinoidrezeptors alpha (RXRa) sowie des nuklear und
zytoplasmatisch exprimierten Peroxisome Proliferator-activated Rezeptors gamma
(n-PPARy und c-PPARYy) auf sporadischen Mammakarzinomen untersucht und mit
bekannten prognostischen und pradiktiven Faktoren korreliert. Insgesamt lagen
Daten von 306 Patientinnen vor, die mit primdrem Mammakarzinom diagnostiziert
und operiert wurden. Vergleichbar mit der Allgemeinbevdlkerung in Deutschland lag
das mittlere Erkrankungsalter im Patientinnenkollektiv bei 60 Jahren. Das
durchschnittliche 5-Jahres-Uberleben von 80 % im Kollektiv deckt sich mit den Daten
der vom Robert-Koch-Institut erhobenen Brustkrebsstatistik [1].

Anhand der vorliegenden Daten konnten VDR-, RXRa-, n-PPARy und c-PPARy-
positive Tumore naher beschrieben werden. Die Ergebnisse liefern Hinweise auf die
prognostische Relevanz dieser nukledren Rezeptoren.

So ist die Expression von VDR besonders mit bekannten positiven Prognosefaktoren
wie geringer Tumorgrol3e, guter Differenzierung und der Abwesenheit von
Lymphknotenmetastasen assoziiert. Das Expressionsmuster von RXRa entspricht
dessen regulatorischem Einfluss auf die Transkriptionsaktivitat anderer intrazellularer
Rezeptoren. Die Expression von n-PPARy ist mit gut differenzierten Tumoren
assoziiert, die Expression von c-PPARy hingegen korreliert positiv. mit der
Lokalrezidivrate. Patientinnen deren Tumore eine hohe c-PPARy-Expression
aufweisen, hatten in der statistischen Auswertung ein kirzeres rezidivireies

Uberleben.
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7.1 Diskussion der Methode

Das von uns angewandte immunhistochemische Verfahren der ABC-Methode ist
eines der validesten Verfahren um Unterschiede in der Expression von Rezeptoren
der Steroidfamilie zwischen Tumorgewebe und gesundem Gewebe darzustellen [54],
wahrend Analysen auf mRNA-Ebene bisher kein zuverlassiges Abbild der
tatsachlichen Rezeptorexpression liefern [32]. Gegenuber dem Western Blot zeigt die
Methode den Vorteil, dass eine Bewertung des Expressionsmusters der Rezeptoren
maoglich ist. Fur die Auswertung der gefarbten Praparate steht mit dem IRS ein
standardisiertes Auswertungsverfahren zur Verfigung, welches in Anlehnung an die
Auswertung von Ostrogenrezeptorexpression und Progesteronrezeptorexpression
bereits breite Anwendung findet [55].

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen statistische Korrelationen zwischen
Rezeptorexpression und klinisch bedeutsamen prognostischen und préadiktiven
Markern zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme. Fragen, die sich aus den
vorgestellten Ergebnissen ergeben, wie beispielsweise Analysen der Wirkweise oder

Regulation der Rezeptoren, miussen in weiteren Studien untersucht werden.
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7.2 Vitamin D3-Rezeptor (VDR)

Der Vitamin D3-Rezeptor (VDR) ist ein nuklearer Rezeptor, der in verschiedenen
Geweben exprimiert wird. VDR ist vor allem in Knochen, Niere und Darm exprimiert,
aber auch in anderen Geweben wie Brust- und Prostatagewebe sowie im Blut [56]. In
Mammakarzinomgewebe zeigt sich eine Uberexpression von VDR gegeniber
gesundem Brustgewebe [32]. Sein Ligand ist das lipophile Hormon 1,25-
Dihydroxycholecalciferol (Vitamin D3). Die Hauptwirkung von Vitamin D3 ist die
Regulierung der Calciumhomdostase. Zuséatzlich konnte gezeigt werden, dass die
VDR-abhangige Vitamin D3-Wirkung bei Prozessen des Zellwachstums und der

Zelldifferenzierung eine Rolle spielt [33].

7.2.1 VDR-Expression auf malignen Mammatumoren

VDR wird in Mammakarzinomgewebe exprimiert. Wie in verschiedenen Studien
bereits beschrieben, werden Vitamin D3-Rezeptoren in gesundem Brustgewebe,
benignen Mammatumoren und Mammakarzinomen exprimiert [32—-34]. Ein erster
immunhistochemischer Nachweis von VDR in Mammakarzinomzellen gelang 1987
[42, 57]. Vergleichbar mit den Ergebnissen vorheriger Studien zeigten 77,9 % der
von uns untersuchten Tumorpraparate eine Expression von VDR [57, 58].

7.2.2 Regulation der VDR-Expression

Die Expression von VDR kann direkt tber seinen Liganden, Vitamin D3, reguliert
werden. Diese sogenannte homologe Hochregulation ist Resultat intrazellularer
Vitamin D3-Anreicherung. Die Hochregulation von VDR induziert wiederum eine
erhohte Sensibilitdt des Brustgewebes gegeniber Vitamin D3 [32]. Zusatzlich wirkt
VDR mdglicherweise als carrier protein fur Vitamin D3 aus dem Zytosol in den
Nucleus, entsprechend einem Regulationsmechanismus durch Translokation und
Aktivierung des VDR [59].

Cytokine und andere Entziindungsmediatoren kdonnen die Regulation von VDR in
Tumorzellen im Sinne einer heterologen Hochregulation stimulieren [32]. In ER-
positiven  Zellen kann die VDR-Expression durch  Ostrogene (ber
Phosphorylierungsprozesse reguliert werden. Gliad et al. konnten in ER-positiven
Zellen einen Ras-ERK-abhangigen Signalweg zeigen, welcher Uber Aktivierung

verschiedener Transkriptionsfaktoren zu einer Steigerung der Transkription und

50



Expression von VDR fihrt [60]. Welsh et al. konnten zeigen, dass in der
Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 die Transkription und Expression des VDR
Ostrogenabhangig tUber die Aktivitat des Exon 1c des hVDR Promoters induziert wird.
Kommt es zu einer Ostrogen-abhangigen VDR-Hochregulation, induziert der Vitamin
D3-VDR-Komplex als Signalantwort Gene wie p21, die effektiv die Zellproliferation
hemmen [61].

7.2.3 VDR-Expression und Differenzierungsgrad des Tumors

In dieser Arbeit zeigte sich eine signifikante Korrelation (p = 0,003) zwischen hoher
VDR-Expression und gut differenzierten Tumoren.

Brustgewebe verliert wahrend der Tumorgenese und -progression zunehmend die
Fahigkeit VDR zu synthetisieren. Dies beschrieben Lopes et al. in einer Studie, in der
normales Brustgewebe, benigne Lasionen, duktale Carcinomata in situ und
Mammakarzinome bezuglich ihrer VDR-Expression verglichen wurden [34]. Die
genauen Wirkmechanismen, die zu dieser Downregulation fuhren sind nicht
abschlieend geklart. Es bestehen verschiedene Erklarungsanséatze. Kemmis et al.
konnten beispielsweise zeigen, dass durch Oncogene hervorgerufene
Gewebeveranderungen zu einer Abnahme der VDR-Expression in humanem
Brustgewebe fuhrt [62].

Friedrich et al zeigten zusétzlich, dass VDR-positive Zellen in der luminalen
(differenzierten) Zellschicht vorkommen, nicht aber in proliferierenden, Ki67-positiven
Zellen [32], welche sich zunehmend in schlecht differenzierten Mammakarzinomen
finden. Dartber hinaus stellt ein entstandener VDR-Verlust ein protumorgenetisches
Umfeld dar. Ist die Expression von VDR reduziert, kommt es zu Ubermafligem
Wachstum, unzureichender Differenzierung und zu verzégertem Abbau des
Gewebes [63].

7.2.4 VDR-Expression und Tumorgrofi3e

In der Untersuchung konnte aufRerdem gezeigt werden, dass kleine Tumore (pT1) mit
einer hoheren VDR-Expression korrelieren. Dieses Ergebnis bestatigt das Resultat
unserer Vorlauferstudie [41].

Zum einen kénnen die bereits beschriebenen Mechanismen der Entdifferenzierung,
die mit einem Verlust der VDR-Synthese- und Expressionsfahigkeit einhergehen,

Grund fur die abnehmende VDR-Expression bei Tumorwachstum sein. Desweiteren
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konnte in Studien gezeigt werden, dass eine geringe oder fehlende VDR-Expression
das Tumorwachstum begunstigt [60, 64, 65]. In einer in-vivo Studie zeigte sich, dass
VDR Knock-out-Mause nach 30 Tagen signifikant grol3ere Tumore aufweisen als
Wildtyp-Mause. Grund hierfur scheint die ungehemmte Tumorangiogenese zu sein
[66]. Neben verstarktem Tumorwachstum durch ungehemmte Angiogenese konnte
auBerdem gezeigt werden, dass Vitamin D3 uber VDR einen Apoptose-
induzierenden Signalweg aktiviert [67]. Nimmt die VDR-Expression ab, so nimmt
auch die Apoptose-induzierende Wirkung des Vitamin D3 ab und beglnstigt das

Tumorwachstum.

7.2.5 VDR-Expression und Lymphknotenmetastasen

Eine hohe VDR-Expression konnte signifikant haufiger in Mammakarzinomen ohne
Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis unterstitzt die
Ergebnisse der vorangegangenen Studie [41].

Die beobachtete positive Korrelation zwischen hoher VDR-Expression und geringer
Inzidenz von Lymphknotenmetastasen ergénzt die bereits beschriebene Korrelation
der VDR-Expression mit Tumorgréf3e und Grading. Wie bereits beschrieben hemmt
eine hohe VDR-Expression das Tumorwachstum und es sind vor allem die gut
differenzierten Tumore, die eine hohe VDR-Expression zeigen. Voraussetzung fur die
Entstehung von Metastasen sind Einbriiche von Tumorzellen in Lymphgefalie, deren
Risiko mit zunehmender TumorgrofRe steigt [68]. Ebenso ndétig fur die Metastasierung
ist die Entwicklung einer Migrationsfahigkeit, die mit der Entdifferenzierung der Zellen
einhergeht [69]. Das geringe Auftreten von Lymphknotenmetastasen kann als Effekt
der niedrig malignen Eigenschaften VDR-positiver Tumore gedeutet werden.

7.2.6 VDR-Expression und Ostrogenrezeptor-Expression

In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante positive Korrelation zwischen
Vitamin D3- und Ostrogenrezeptor(ER)-Expression nachgewiesen werden. Dies
wurde bereits in anderen Arbeiten beobachtet [34, 70]. Zwei in-vitro Studien konnten
nachweisen, dass ER-abhéngige Regulationsmechanismen die VDR-Expression
erhohen [60, 71]. Entsprechend konnte hier gezeigt werden, dass eine positive
Korrelation zwischen den beiden Rezeptoren besteht. Einen daraus abgeleiteten
Uberlebensvorteil fiir Patientinnen mit VDR-positivem Mammakarzinom konnten wir

nicht abbilden.
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7.2.7 VDR-Expression und Uberleben

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen eine Korrelation zwischen hoher VDR
Expression und verschiedenen prognostisch gunstigen Markern. Es konnte jedoch
kein Uberlebensvorteil fur Patientinnen mit VDR-positiven Mammakarzinomen
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis entspricht dem einer kirzlich
vertffentlichten Studie, in der ein Kollektiv mit 1149 Mammakarzinompatientinnen
untersucht wurde. Al-Azhri et al konnten eine inverse Korrelation zwischen VDR-
Expression und aggressiven Tumoren feststellen, ohne einen Uberlebensvorteil bei
hoher VDR-Expression nachweisen zu kdénnen [72].

Es ist bekannt, dass es verschiedene VDR-Polymorphismen gibt [73]. Auch hat der
VDR-Signalweg mehrere regulierende Zielgene, die Immunantwort (CD14),
Differenzierung (Bmp6), Remodeling extrazellularer Matrix (Plau) und Zelliberleben
(Birc3) initieren [74]. Durch verschiedene VDR-Polymorphismen und
unterschiedliche Zielgene, wird die vielféltige Vitamin D3-vermittelte VDR-Wirkung
bedingt. Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass der wachstumshemmende
Effekt von Vitamin D3 und potenten Vitamin D3-Analoga teilweise sogar bei VDR
Knock-out Mausen auftritt. Dies lasst annehmen, dass es alternative genetische oder
epigenetische Mechanismen geben muss, die zu den Vitamin D3-abhangigen
Wachstumseffekten beitragen [75].

Gleichzeitig ist bekannt, dass bei in-vivo Experimenten nicht jede
Mammakarzinomzelllinie gleichermalR3en auf eine Therapie mit Vitamin D3-Agonisten
anspricht. In einer Arbeit von Hussein et al reagierten VDR positive Zellen je nach
ER-Status unterschiedlich auf die Therapie. Bei VDR- und ER-positiven Zellen wurde
Zellzyklusarrest und Induktion von Apoptose beobachtet, wahrend in VDR positiven
und ER negativen Zellen eine erhdhte Expression von Differenzierungsmarkern
nachgewiesen werden konnte [76].

In einer vor kurzem verdffentlichten Studie wurde auf3erdem eine Liganden-
unabhangige VDR-Wirkung nachgewiesen. Nach kunstlicher Akkumulation von
zytoplasmatischen VDR wurde in einer MCF7-KD Mammakarzinomzelllinie
Linganden-unabh&ngig die Stimulation des Zellwachstums beobachtet. [77]

Die beschriebene Diversitat Vitamin D3 induzierter VDR-Wirkung und die Mdglichkeit
der ligendenunabhangigen VDR-Wirkung fuhrt dazu, dass die VDR-Expression allein

keine prognostische Relevanz beziiglich des Uberlebens zeigt.
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Ziel sollte es sein, die VDR-Subtypen genauer zu untersuchen und die Klassifikation
von Mammakarzinomen zu erweitern, um so zugrunde liegende Pathomechanismen
besser verstehen und gegebenenfalls therapeutische Optionen besser nutzen zu
kénnen [54].
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7.3 Retinoidrezeptor alpha (RXRa)

Die Wirkung der Retinoidrezeptoren (RXR) besteht, haufig in Interaktion mit RARS, in
der Vermittlung der durch Retinsaure ausgelosten Zellantwort. Zusatzlich wirkt RXRa
als Bindungspartner fir andere nukleare Rezeptoren wie VDR und bildet
Heterodimere [31, 78]. Besonders wahrend der Differenzierungsprozesse spielt
RXRa eine wichtige Rolle. In Phasen der terminalen Differenzierung von Adipozyten
konnte beobachtet werden, dass die Expression von RXRa um das Flnffache
ansteigt [79]. Auch in Mammakarzinomgewebe konnte eine Uberexpression von
RXRa nachgewiesen werden [32].

7.3.1 RXRa-Expression und VDR-Expression

Die von uns nachgewiesene Korrelation zwischen RXRa und VDR entspricht der
beschriebenen Heterodimerisierung dieser beiden Rezeptoren.

Bindet RXRa an VDR, so fungiert das entstandene Heterodimer lediglich als
Rezeptor fur Vitamin D3 wahrend die Interaktion von Retinsaure mit RXRa an der
Liganden Bindungsdoméne verhindert wird. Dieser sogenannte phantom ligand
effect wird durch eine, nach Heterodimerisierung ausgeloste,
Konformationsanderung bewirkt. [31]

In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass RXRa und VDR in maligne
verandertem Brustgewebe exprimiert werden und ihre Expression im Vergleich zu
gesundem Brustgewebe hochreguliert ist [32].

Durch Heterodimerisierung mit RXRa wird die VDR-vermittelte Transkription verstarkt
[78, 80]. VDR-RXRa ist ein non-permissiver Heterodimer. Die VDR-Aktivitat wird
RXRa-abhangig erhoht.

7.4 Peroxisome Proliferator-activated Rezeptor gamma (PPARY)

Die Untergruppe der Peroxisome Proliferator-activated Rezeptoren (PPAR) besteht
aus drei Isoformen: PPARa, PPARB/® und PPARy. Von diesen ist PPARy der am
besten untersuchte Rezeptor [81]. PPARy reguliert wichtige biologische
Stoffwechselwege durch Induktion und Hemmung von Zelldifferenzierung, Apoptose
und Proliferation. Die PPARy vermittelte Wirkung greift in Entzindungs- und
Umbauprozesse als auch in den Fettstoffwechsel ein [81, 82]. PPARYy ist ebenfalls in

maligne entartetem Brustkrebsgewebe exprimiert. Die Aktivierung von PPARYy
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induziert Apoptose und wirkt antiproliferativ. Durch die Interaktion mit RXR wird diese
Wirkung potenziert [83, 84]. Auch die in Studien untersuchte Stimulation von
Brustkrebszelllinien  mittels PPARy-Liganden fuhrt zu einer verstarkten

Differenzierung der Zellen und mindert ihre Malignitéat [85].

7.4.1 PPARy-Expression in Zytoplasma und Kern

In normalem Brustgewebe wird PPARy in geringen Mengen in den duktalen
Epithelzellen exprimiert, wahrend die PPARy-Expression in Mammakarzinomzellen
verstarkt nachgewiesen werden kann [35, 36], ebenso in Gewebeproben von
metastasierten Mammakarzinomen [85].
In der vorliegenden Untersuchung wurde in 49,4 % der Mammakarzinom-Praparate
eine positive PPARy-Expression nachgewiesen. Dies ist vergleichbar mit Daten aus
vorangegangenen Studien [37, 86]. Die Expression von PPARy entsprach
vornehmlich einem zytoplasmatischen Verteilungsmuster, wie es schon von
Papadaki et al. in Mammakarzinomgewebe beschrieben wurde [37]. In weiteren
Studien wurde bei verschiedenen malignen Tumoren ebenfalls ein zytoplasmatisches
Verteilungsmuster, teils mit Betonung der perinukledren Expression, beschrieben
[43-45].
Als Transkriptionsfaktor ist PPARYy nuklear lokalisiert. Durch Heterodimerisierung von
PPARy mit RXRa entsteht ein Transkriptionskomplex, der ein Peroxisome-
Proliferator-Response-Element (PPRE) binden kann. Ohne Ligandenbindung bildet
das Heterodimer hochaffine Komplexe mit nukledren Korepressor-Proteinen, wie
dem nuclear receptor co-repressor (N-CoR), welcher am PPRE zur Repression der
Transkription fuhrt. Die Dissoziation dieser Korepressoren wird erst durch eine
ligandeninduzierte Konformationsanderung herbeigefiuihrt. Resultat der Liganden-
Bindung ist der Austausch von Korepressoren gegen Koaktivatoren und damit die
Aktivierung der Transkription im Zielgen [46, 47].
PPARYy kann durch verschiedene Mechanismen reguliert werden, von denen einige
im Folgenden vorgestellt werden. Teils geht die Downregulation mit der Translokation
des Rezeptors in das Zytoplasma einher, wodurch die hier beobachtete
zytoplasmatische PPARy-Expression erklart wird.
Im Zellkern lokalisierte PPA-Rezeptoren y kdnnen beispielsweise MEK(MAPK/ERK
Kinase)l-abhangig, mittels inhibierender Phosphorylierung, in das Zytosol
transportiert werden  [38]. Weitere  Transportmechanismen, die  Uber
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Phosphorylierung von PPARy zu einer reduzierten Transkriptionsaktivitat fihren,
wurden in Entzindungszellen wie Monozyten und Makrophagen beobachtet. Dazu
gehdrt die CK-1l (Casein Kinase Il) abhangige Phosphorylierung sowie die Protein-
Protein-Interaktion zwischen PKCa und PPARYy [48]. In einer Makrophagen-Zelllinie
konnte gezeigt werden, dass die Nitration von PPARy den ligandenabhangigen
(Ruck-)Transport des Rezeptors in den Kern verhindert [87]. Diese in Makrophagen
beobachteten Prozesse werden mit der antiinflammatorischen Wirkung von PPARY in
Verbindung gebracht. Mdglicherweise tragen diese oder dhnliche Mechanismen auch
zur Translokation nukledren zu zytoplasmatischen PPARy in Mammakarzinomzellen
bei.

7.4.2 Vergleich nuklearer und zytoplasmatischer PPARy-Expression

Eine geringe nukleare PPARy-Expression (n-PPARy-Expression) korreliert mit einer
hohen zytoplasmatischen PPARy-Expression (c-PPARy-Expression). Ursachlich
kann die beschriebene Translokation der Rezeptoren vom Kern in das Zytoplasma
sein.

PPARYy ist normalerweise nuklear lokalisiert. Durch Ligandenbindung wird die
Lokalisation nicht verandert, lediglich die Transkriptionsaktivitdt des Rezeptors wird
erhoht [88]. Dementsprechend wurde in gesundem Brustgewebe eine nukleédre
Expression von PPARy (n-PPARYy) beobachtet [35].

Wie bereits ausgefihrt, gibt es verschiedene regulierende Mechanismen, die zu einer
Verschiebung von n-PPARYy in das Zytoplasma flhren. Die hier beobachtete inverse
Korrelation kann Ausdruck dieser Translokation sein und spricht fur eine erhdhte
Rate inaktiver PPARy (c-PPARYy) in Mammakarzinomzellen. Studien, die zeigen
konnten, dass der Verlust von PPARYy ein protumorgenetisches Umfeld schafft [89],
sprechen fir einen Zusammenhang zwischen PPARy-Inaktivierung durch
Translokation in das Zytoplasma und Tumorgenese oder -progression. Dies kann
auch als Erklarungsansatz fur die negativen Ergebnisse klinischer Studien dienen,
die versuchten, PPARy-Agonisten in die Mammakarzinomtherapie zu integrieren [90,
91].

7.4.3 Nukleare PPARy-Expression und Differenzierungsgrad des Tumors

Gut differenzierte  Tumore (G1l) =zeigen in der vorliegenden Arbeit eine

hochsignifikante Korrelation mit hoher nuklearer PPARy-Expression, wahrend mafig
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und schlecht differenzierte Tumore (G2/G3) signifikant weniger nukledre PPARy
exprimierten.

PPARYy spielt bei Gewebedifferenzierungen im Rahmen der Embryogenese oder der
Laktation eine Rolle. Bei Differenzierungsprozessen von benignem Mammagewebe
wahrend Embryonalphase und Laktation von Mausen wurde eine prominente
PPARy-Expression beobachtet [92]. Differenzierung fuhrt zu einer hohen PPARYy-
Expression.

Entsprechend konnte in der vorliegenden Arbeit in gut differenzierten Tumoren (G1)
eine hohere n-PPARy-Expression nachgewiesen werden als in schlecht
differenzierten Tumoren (G2/G3). Eine Abnahme der n-PPARy-Expression geht mit
ungehemmter Proliferation von undifferenzierten Zellen einher und beginstigt damit
das Tumorwachstum. Es konnte gezeigt werden, dass n-PPARy-defiziente Mause
ein dreimal héheres Risiko haben, ein Mammakarzinom zu entwickeln [93].

Eine Aktivierung von n-PPARy durch Behandlung mit PPARy-Liganden fihrt bei
Mammakarzinomen zu einer verdnderten Genexpression im Epithelgewebe. Diese
Genexpression beinhaltet Marker des gesunden Brustgewebes, die mit
differenzierteren Zellen und niedrigerem Tumorgrading assoziiert sind [86]. Der
nukledr exprimierte, aktive PPARy unterdrickt Proliferation, unterstutzt
Differenzierung und induziert Apoptose [94].

Andererseits kann die Abnahme der nuklearen PPARy-Expression bei méaRig und
schlecht differenzierten Tumoren Folge der Rezeptortranslokalisation vom Kern in
das Zytoplasma sein, wie sie im vorangegangenen Kapitel beschrieben wurde. Durch
die Inaktivierung entfallt die differenzierende Wirkung von n-PPARYy. Folge kann die
Entdifferenzierung der Zellen sein, welche mit einem hoéheren Grading (G2/G3)
assoziiert ist. Unsere Ergebnisse entsprechen bisherigen Studien, die ebenfalls eine
inverse Korrelation zwischen n-PPARy-Expression und Tumorgrading feststellen
konnten [37, 39, 86, 95].

7.4.4 Zytoplasmatische PPARy-Expression und Prognose

Patientinnen, die ein Lokalrezidiv erlitten, weisen signifikant haufiger Tumore mit

hoher zytoplasmatischer PPARy-Expression auf.

Wie bereits beschrieben, kdnnen inaktive, im Zellkern lokalisierte PPARy MEK-I-

abhéngig in das Zytosol transportiert werden. Dieser Vorgang findet vor allem

wéahrend der mitotischen Phasen statt. Dieser MEK-abhangige Export aus dem
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Nukleus in das Zytosol reduziert die transkriptionelle Aktivitat von PPARy und stellt
somit eine Downregulation von PPARy dar [38]. MAPK-induzierte MEK-abhangige
Phosphorylierung stellt einen weiteren Regulationsmechanismus dar, der die
transkriptionelle Aktivitat des Rezeptors reduziert [96]. Als Folge nimmt die
antiproliferative, differenzierende und Apoptose-induzierende Wirkung von PPARy
ab.

Hohe n-PPARy-Aktivitat konnte mit der Repression von Invasivitdt bei
Mammakarzinomen in Zusammenhang gebracht werden [97]. Somit ist die Fahigkeit
einer Zelle invasiv zu wachsen und durch dieses Wachstum zum Rezidiv eines
invasiven Tumors zu fuhren durch eine hohe Expression von aktiven PPARy (n-
PPARY) gehemmt. Sinkt die n-PPARYy-Aktivitat (Inaktivierung durch zytoplasmatische
Verschiebung = c-PPARYy), so kann das Lokalrezidivrisiko steigen.

Bereits bei einer moderaten PPARy-Aktivitat, die durch Inaktivierungsprozesse
generiert wird, wurde eine erhohte Zellproliferation und Tumorgenese beobachtet,
wahrend lediglich eine hohe PPARYy-Aktivitat Differenzierung und Apoptose induziert
und das Tumorwachstum inhibiert [98].

Neben der beschriebenen Aktivitatsminderung durch nukledre Downregulation,
scheint zytoplasmatisches PPARYy Teil zytoplasmatischer Signalkaskaden zu sein. Es
wurde gezeigt, dass zytoplasmatisches PPARy regulierend auf die Caveolin-1-
Expression wirkt. Caveolin-1 ist ein Protein der Plasmamembran, das Lipide und
Proteine bindet und organisiert. Die Regulationsmechanismen sind gréf3tenteils
unbekannt, doch konnte eine durch PPARYy induzierte Geninduktion nachgewiesen
werden, welche das Caveolin-Gen als Zielgen von PPARY identifiziert. Caveolin wird
mit Tumorproliferation und Metastasierung in Verbindung gebracht. Es gibt Hinweise
darauf, dass PPARy und Caveolin-1 Komplexe bilden und Caveolin-1 als Mediater
der durch zytoplasmatisches PPARYy induzierten Zellveranderungen fungiert [99]. In
einer Studie zum Prostatakarzinom wurde das metastasierte Karzinom
beispielsweise mit einer erhdhten Caveolin-1-Expression assoziiert [100].

Fur PPARy-positive Tumore wurde ein kiirzeres rezidivfreies Uberleben gezeigt.
Dieses Ergebnis bezieht sich ebenfalls nur auf Tumore mit zytoplasmatischer
PPARYy-Expression. Ahnliche Prozesse kénnen hier ursachlich sein.

Grund fur das frihere Auftreten von Rezidiven kann somit die beschriebene
Inaktivierung der Rezeptoren durch Translokation vom Nukleus in das Zytoplasma

sein. Durch den Wegfall der PPARy-vermittelten Repression der Tumorinvasivitat
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steigt das Risiko fiir ein erneutes invasives Wachstum von Zellen und somit fur ein
Rezidiv [97]. Dementsprechend konnte in der vorliegenden Arbeit ein
Zusammenhang zwischen PPARy-Expression und dem Auftreten von Lokalrezidiven

nachgewiesen werden.
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8 Zusammenfassung

Die Bestimmung verschiedener prognostischer und pradiktiver Faktoren ermdglicht
eine immer individualisiertere Behandlung von Mammakarzinompatientinnen. Dabei
bieten prognostisch relevante Tumormerkmale die Mdoglichkeit den Verlauf der
Erkrankung besser einzuschatzen. Aktuell wird davon ausgegangen, dass
verschiedene prognostisch relevante Merkmale, welche auf vier histopathologische
Subtypen (Luminal A, Luminal B, Her2, Basal-like) ubertragen wurden,
unterschiedliche Entitaten des Mammakarzinoms darstellen. Diese Subtypen bilden
die Basis fur eine differenzierte Therapieplanung.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es nukledare Rezeptoren auf ihre prognostische
Relevanz hin zu untersuchen.

Die untersuchten Rezeptoren Vitamin D3-Rezeptor (VDR), Retinoid-X-Rezeptoren
alpha (RXRa) und Peroxisome Proliferator-activated Rezeptor gamma (PPARY) sind
Transkriptionsfaktoren, die in gesundem und maligne verdndertem Brustgewebe
unterschiedlich hoch exprimiert werden.

Die Vitamin D3-vermittelte Wirkung von VDR spielt eine Rolle bei Prozessen des
Zellwachstums und der Zelldifferenzierung. Ohne die Anwesenheit von VDR kommt
es zu UbermaRigem Wachstum, unzureichender Differenzierung und zu verzégertem
Abbau des Gewebes. RXRa agiert als Bindungspartner fur andere nukleare
Rezeptoren wie VDR und PPARy. Durch die Heterodimerisierung werden
Transkriptionsrate und Affinitat zur DNA gesteigert. Wahrend
Differenzierungsprozessen steigt die Expression von RXRa deutlich an und fuhrt
damit zu einer Verstarkung der durch VDR und PPARy vermittelten Prozesse. Die
Aktivierung von PPARy im Zellkern (n-PPARy) fihrt zu einer verstarkten
Differenzierung der Zellen und mindert ihre Malignitat. Aul3erdem vermittelt n-PPARy
eine apoptose-induzierende und antiproliferative Wirkung. Ligandenabhangig kann
PPARy aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert werden (c-PPARYy),
wodurch es zur Inaktivierung des Rezeptors kommt. Der primar nukleare PPARy
zeigt somit im inaktiven Zustand eine zytoplasmatische Expression.

Die Rezeptoren wurden durch eine immunhistochemische Farbung nachgewiesen
und mittels IRS bewertet. Es wurde die nukleare Expression von VDR, RXRa und
PPARy (n-PPARYy), sowie die zytoplasmatische Expression von PPARy (c-PPARYy)

ausgewertet. Wir fuhrten eine Korrelationsanalyse der Rezeptoren untereinander
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durch. AnschlieBend wurde die Expression der Rezeptoren mit prognostisch
relevanten Tumormerkmalen Kkorreliert, die aus dem bayerischen Tumorregister
stammen. Zusatzlich erhoben wir Uberlebensanalysen in Abhangigkeit vom
Rezeptorstatus beziiglich des rezidivfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens.
Unsere Ergebnisse bestéatigen die wichtige Rolle, die die untersuchten Rezeptoren
auf Zellebene in der Pathogenese des Mammakarzinoms spielen und deuten auf
eine prognostische Relevanz dieser Rezeptoren hin.

Unsere Untersuchungen ergeben, dass eine positive Korrelation zwischen VDR-
Expression einerseits und niedrigem Grading, kleiner Tumorgré3e und pNO-Tumoren
besteht. Diese Ergebnisse bestétigen eine geringere Malignitat und Aggressivitat
VDR-positiver Tumore, die sich in der Uberlebensanalyse allerdings noch nicht
abbilden lasst. Ursachlich ist moglicherweise die komplexe Regulierung des Vitamin
D3-VDR-Signalweges, der u.a. durch Mutationen im Rahmen der Tumorgenese
gestort sein kann.

Die beobachtete Korrelation zwischen VDR- und RXRa-Expression unterstiitzt die
aus der Literatur bekannte Beobachtung der Heterodimerisierung von RXRa mit
anderen Rezeptoren, welche in diesem Fall zur Aktivitatssteigerung der VDR-
vermittelten Transkription fuhrt.

Tumore mit nuklearer PPARy-Expression sind mit gut differenzierten Tumoren
assoziiert. Durch die Translokation des Rezeptors in das Zytosol kommt es zur
Downregulation der PPARy-vermittelten Wirkung. Entsprechend zeigt die
Korrelationsanalyse eine inverse Korrelation von nuklear und zytoplasmatisch
exprimierten PPARYy. Diese komplexen Regulationsmechanismen des PPARYy stellen
einen Erklarungsansatz fur die fehlende Wirksamkeit von PPARy-Agonisten in
Phase-lI-Studien zur Mammakarzinomtherapie, als auch fur die fehlende Signifikanz
der Uberlebensanalysen in der vorliegenden Arbeit dar.

Tumore mit zytoplasmatisch exprimierten PPARYy weisen in unseren Untersuchungen
haufiger Lokalrezidive auf und sind mit einem kiirzeren rezidivfreien Uberleben
assoziiert.

Insgesamt zeigen die untersuchten Rezeptoren eine positive Korrelation zu
verschiedenen bereits etablierten prognostischen und pradiktiven Markern. Ihre
Eigenschaften bieten gute Voraussetzungen um als neue Prognosefaktoren zu
fungieren. Um die prognostische Relevanz von VDR, RXRa und PPARYy weiter zu

untersuchen braucht es differenzierte Studien, die den komplexen zellularen
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Ablaufen und den unterschiedlichen histopathologischen Subtypen des

Mammakarzinoms Rechnung tragen.
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