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1. Einleitung

Auch im Jahr 2020 ist das invasive Mammakarzinom, die hdufigste maligne Tumorentitat der
Frau und das insgesamt zweithaufigstes Malignom weltweit. Aufgrund der stetig steigenden
Inzidenz und hohen Letalitit, vor allem in den fortgeschrittenen Stadien, steht das

Mammakarzinom im Vordergrund gyndko-onkologischen Forschung.

Das Hormonrezeptor positive Mammakarzinom macht weiterhin mit 75-80% Prozent den
grofiten Teil aller Mammakarzinome aus. In den letzten Jahrzehnten konnten hier bereits grofse
Fortschritte durch Neuerungen in den endokrinen Therapieregimen erzielt und somit die

Letalitat des Hormonrezeptor positiven Mammakarzinoms gesenkt werden.

Im Hinblick auf die Fokalitdt und Zentrizitit des Mammakarzinoms und deren Einfluss auf
die Prognose sind die Meinungen zum jetzigen Zeitpunkt noch sehr divers. Multifokalitat
und/oder Zentrizitdt wird zwar grofitenteils in der Literatur als negativ korrelierend mit der
Prognose beschrieben, nichtsdestotrotz gehort die Fokalitdt zum aktuellen Zeitpunkt nicht zu

den etablierten Prognosefaktoren.

Somit ist folgendes bereits bekannt: das Hormonrezeptor positive Mammakarzinom hat
vergleichsweise eine bessere Prognose als das Triple negative Mammakarzinom und ein
unifokales Mammakarzinom eine bessere Prognose als ein multifokales/multizentrisches.
Doch welchen prognostischen Einfluss haben die etablierten Hormonrezeptoren auf das
unifokale und im Gegensatz dazu das multifokale und/oder multizentrische

Mammakarzinom?

In dieser Arbeit wurden die zwei wesentlichsten Hormonrezeptoren, der Ostrogen- und
Progesteron Rezeptor, mit besonderem Augenmerk auf die Fokalitat und Zentrizitat und deren
Einfluss auf die Prognose analysiert. Um die Aussagekraft zu starken und fiir einen besseren
Vergleich zu sorgen, wurde das Triple negative Mammakarzinom nach den gleichen
Gesichtspunkten ausgewertet. Die folgende Untersuchung soll als Grundlage fiir eine
zielgerichtete und somit nebenwirkungsarmere Therapie des Hormonrezeptor positiven

Mammakarzinoms dienen.



1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Weltweit ist das Mammakarzinom (MK) laut Globocan mit geschitzten 2.2 Millionen
Inzidenzféllen und 684 996 Todesfdllen im Jahr 2020 die mit Abstand haufigste Tumorentitat
und Krebstodesursache der Frau [1]. Bei einer Geschlechterverteilung von 100:1 sind unter den

Neuerkrankungen nur 1% ménnlichen Geschlechts.

In Deutschland erkrankten laut dem Zentrum fiir Krebsregisterdaten zuletzt jahrlich 69.000
Frauen am Mammakarzinom, hier betrug die Mortalitdt 22,8 [2]. Um das Ausmafl zu
verdeutlichen, erkrankt jede 8. Frau im Laufe ihres Lebens an einem Mammakarzinom, das

mittlere Erkrankungsalter bei Erstdiagnose betragt 64 Jahre.

Insgesamt ist seit einigen Jahren eine riickldufige Tendenz der Inzidenz und Sterblichkeit der
Erkrankung zu beobachten mit einer grofien Divergenz im weltweiten Vergleich. Wahrend in
den entwickelten Landern zwar vergleichsweise hohere Inzidenzraten aufgezeichnet werden,
sind in den Entwicklungslandern weitaus hohere Sterberaten zu verzeichnen. Letzteres wird
vor allem in den entwickelten Landern wie Deutschland auf den Fortschritt in der sekundéren
Pravention mit der Einfithrung des Mammographie-Screenings fiir Frauen zwischen dem 50.
und 69. Lebensjahr, sowie den Neuerungen der adjuvanten systemischen
Therapiemoglichkeiten zuriickgefiihrt. Mit der Einfithrung des Mammographie-Screenings in
Deutschland, je nach Region zwischen 2005 und 2009, kam es kurzzeitig in der entsprechenden
Altersgruppe zu einem Anstieg der Neuerkrankungen. Der Riickgang der Letalitdt ist somit
zum einen auf das frithere Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose dank des Screenings und
zum Anderen den stetig neuen Therapiemoglichkeiten zu begriinden. Ein Langzeit Effekt auf

die epidemiologische Entwicklung bleibt hier allerdings noch abzuwarten.

Bei ca. 30% aller Frauen mit einem Mammakarzinom ist eine familidre Belastung
nachzuverfolgen. Sind nahe Verwandte an einem Mamma- und / oder Ovarialkarzinom
erkrankt, steigt das eigene Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken. Inzwischen
wurden etliche Genmutationen mit einem erheblich hoheren Erkrankungsrisiko
nachgewiesen, die Mutationen der BRACA Gene sind jedoch weiterhin die am besten
erforschten. Bei jeder 4. Patientin mit einer familidren Belastung lasst sich eine Mutation im
BRCA-Gen (BRCA1 und BRCA2) identifizieren. Hierbei erkranken die Patientinnen im

Durchschnitt meist 15-20 Jahre friiher, bei einem Mutationsnachweis im BRCA1-Gen haufig an



einem Triple-negativen, schlecht differenzierten G3-Tumor und einem hohen Ki67-

Proliferationsindex, einhergehend mit einer schlechteren Prognose [3].

1.2 Atiologie des Mammakarzinoms

Wahrend die Pathogenese des Mammakarzinoms beinahe ganzlich erforscht ist, bleiben bei
Atiologie noch einige Fragen offen, wobei am ehesten von einer multifaktoriellen Genese
ausgegangen wird. Es werden etliche Faktoren beschrieben, die das Risiko fiir das Auftreten
eines Mammakarzinoms begiinstigen. Zusammengefasst spielen hereditire-, hormonelle- und
sonstige Risikofaktoren sowie Risikoldsionen eine grofie Rolle bei der Entstehung des MK, auf

die im Folgenden ndher eingegangen wird.

Neben dem weiblichen Geschlecht ist das Alter, als eine der beiden wichtigsten Risikofaktoren
aufzufiihren. Das mittlere Erkrankungsalter fiir das Mammakarzinom liegt bei 64 Jahren und
somit einige Jahre unter dem Durschnitt anderer Krebserkrankungen. Aufierdem begiinstigen
Faktoren wie eine hohe Brustgewebsdichte, Diabetes mellitus Typ II, geringe korperliche
Aktivitit sowie Alkohol- und Nikotinabusus die Auftretenswahrscheinlichkeit eines

Mammakarzinoms.

Wie oben bereits kurz angeschnitten, spielt die familidre Belastung im Sinne eines hereditaren
Risikofaktors eine grofie Rolle. Hierzu zdhlen Keimbahnmutationen in DNA-
Tumorsupressorgenen wie dem BRCA1-, BRCA2 oder PALB2-Gen und Mutationen von
Genen anderer erblich bedingter Krebssyndrome wie zum Beispiel das Li-Fraumeni-Syndrom

aber auch eine familidre Belastung ganz ohne Mutationsnachweis.

Risikoldsionen werden als Vorstufen des invasiven MK zusammengefasst mit
unterschiedlichen pathologischen Eigenschaften und dem Ursprungsgewebe. Hierzu zahlt die
atypische duktale Hyperplasie, das duktale Carcinoma in Situ (DCIS), die flache epitheliale
Atypie (FEA), die lobulére intraepitheliale Neoplasie (LIN), sowie das intraduktale Papillom.
Alle genannten Lisionen haben den Charakter einer Neoplasie gemeinsam, jedoch mit
bedeutend unterschiedlichem Progressionsrisiko. Das DCIS grenzt sich hierbei als einzige
obligate Prakanzerose von den anderen genannten Risikoldsionen ab. Wird ein DCIS nicht

therapiert oder gar diagnostiziert, vergehen laut aktueller Datenlage im Durchschnitt 9,0 Jahre
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bis dieses in ein invasives MK tiibergeht [4, 5]. Denn auch das Malignitatspotential des DCIS ist
abhangig von diversen pathomorphologischen Faktoren wie dem Grading, der Grofle, dem

immunbhistologischen Phanotyp sowie der Subtyp.

Gemafs dem Thema dieser Arbeit, waren an dieser Stelle noch die hormonellen Risikofaktoren
aufzuzahlen. Hier spielen die weiblichen Geschlechtshormone- das Ostrogen und Progesteron
— deren Konzentrationslevel dem weiblichen Zyklus unterliegt, die bedeutendste Rolle. Ein
langer hormonell aktiver Zeitraum, wie eine frithe Menarche, spiate Menopause und
Nulliparitdt konnen das Risiko fiir das Auftreten eines Mammakarzinoms steigern. Mit jedem
Lebensjahr, um das sich die Menopause nach hinten verschiebt, steigt das Risiko fiir das MK
um 3%. So auch bei den Schwangerschaften: mit jeder Schwangerschaft sinkt das
Mammakarzinom Risiko um 5-10%, bedeutend ist hier auch das Alter wahrend der Graviditat
[6, 7]. Neben den endogenen weiblichen Hormonen, sind auch die exogen zugefiihrten
Hormone wie beispielsweise orale Kontrazeptiva und die Hormonersatztherapie (HRT) in der
Menopause von grofler Relevanz. Letzteres fiihrte vor allem in den letzten Jahren zu
kontroversen Diskussionen in Forschungskreisen mit dem Ziel der optimalen Risiko-
Nutzenbewertung bei der Therapie klimakterischer Beschwerden [8]. Ein Konsens besteht
darin, dass eine HRT mit einer Risikosteigerung fiir das Auftreten eines Mammakarzinoms
einher geht. Allerdings muss hierbei zwischen einer Ostrogen-Gestagen Therapie (EPT) und
reinen Ostrogen Therapie (ET), sowie zwischen einer systemischen und lokalen HRT
unterschieden werden. Nicht nur die Zusammensetzung der HRT, sondern auch die
Behandlungsdauer fallen bei der Risikoberechnung ins Gewicht. Das relative Risiko einer EPT
als HRT liegt beispielsweise bei 1,26 und entspricht pro Anwendungsjahr 8 zuséatzlichen MK
pro 10.000 Frauen. Eine signifikante Risikoerhhung wird erst nach einer Anwendungsdauer
ab 3 bis 5 Jahren diskutiert und sinkt innerhalb von wenigen Jahren nach dem Absetzen der
EPT. Im Vergleich zur EPT zeigt eine reine ET eine verhdltnismaflig geringere

Risikosteigerung.
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1.3 Pathomorphologische Faktoren des Mammakarzinoms

1.3.1 HISTOLOGISCHER TYP

Die histologische Typisierung des Mammakarzinoms wird anhand der aktuellen, zuletzt 2019
erschienenen 5. Ausgabe der WHO-Klassifikation durchgefiihrt [9]. Die erste Ausgabe der
WHO-Klassifizierung erschien im Jahr 1968, in der 10 histologische Typen des MK beschrieben
wurden. Um den medizinischen Fortschritt zu verdeutlichen: 42 Jahre spater unterteilt die
WHO in der 5. Edition bereits 44 verschiedene histologische Subtypen des MK. Mit dem Ziel
der bereits praoperativen histologischen Sicherung via Stanz-oder Vakuumbiopsie, soll die
Klassifizierung der radiologisch-pathologischen Korrelation, der frithen Therapieplanung und

der prognostischen Abschédtzung dienen.

Die endgiiltige Festlegung des histologischen Typs wird dann anhand des entnommenen OP-
Praparates vorgenommen, denn aufgrund der intratumoralen Heterogenitat kann es hier zu
Abweichungen kommen. Eine prognostische Relevanz hat vor allem die Abgrenzung
zwischen einem gemischten und reinen speziellen Typen des Karzinoms. Letzteres liegt dann
vor, wenn mindestens 90% des Tumors das jeweils spezialisierte Muster aufweisen wie
beispielsweise das invasiv lobuldre Karzinom. Definitionsgemaf liegt ein gemischtes invasives
Karzinom dann vor, wenn in 10-49% des Tumors kein einheitlich charakteristisches Muster
nachgewiesen werden kann. Von einem invasiven Karzinom, kein spezieller Typ (NST) wird
dann gesprochen, wenn das Karzinom in iiber 50% der Zellen ein nicht spezialisiertes Muster
aufweist. Das NST macht mit bis zu 80% den weitaus haufigsten histologischen Tumortyp aus,
gefolgt vom invasiv lobuldren Karzinom, welches in 15% der invasiven MK zu identifizieren
ist. Bezliglich der prognostischen Aussagekraft wird zum aktuellen Zeitpunkt davon
ausgegangen, dass die NST's eine vergleichsweise schlechtere Prognose haben. Da hier die
Evidenz noch unzureichend ist, zdhlt die histologische Typisierung des MK nicht zu den

etablierten Prognosefaktoren.
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1.3.2 GRADING

Laut aktueller S3-Leitninie soll die Graduierung des invasiven MK nach dem von Elston und
Ellis modifizierten Bloom-Richardson-System vorgenommen werden [10]. In diesem
Scoringsystem werden drei Dignitatskriterien mit jeweils 1 bis 3 Punkten bewertet: das
Ausmafl der Kernpolymorphien, der Anteil an tubulédren Strukturen, sowie die Anzahl der
Mitosen. Je nach Summenscore wird dann in G1 bis G3 unterteilt (Tabelle 1) [11]. Ahneln die
Tumorzellen in ihren Eigenschaften noch sehr der Ursprungszelle und weisen ein langsames
Wachstumsmuster auf, gelten sie als wenig aggressiv und gut differenziert (G1).
Demgegentiber stehen die G3 Tumorzellen, welche undifferenziert sind, hohe Mitoseraten
aufweisen und demzufolge besonders aggressiv sind [12]. Von besonderer Bedeutung fiir eine
eventuelle neoadjuvante Therapie ist die praoperative Differenzierung zwischen einem G2
und G3 Tumor. Wie bei der histologischen Typisierung, besteht auch beim Grading das Risiko
einer Differenz zwischen der gewonnenen Biopsie und dem vollstandigen

Operationspraparat.

Tabelle 1. Grading-System des invasiven MK nach Elston und Ellis [10]

Merkmale Kriterien Score
Kernpolymorphien Gering 1

Mittelgradig 2

Hochgradig 3
Anteil tubularer >75% des Gewebes 1
Strukturen 10-75% des Gewebes 2

<10% des Gewebes 3
Anzahl der Mitosen | <1/ Gesichtsfeld 1

2/ Gesichtsfeld 2

>3/ Gesichtsfeld 3
Summenscore Malignititsgrad G-Gruppe Definition
3-5 gering Gl Gut differenziert
6-7 mafig G2 Mafig differenziert
8-9 hoch G3 Schlecht

differenziert
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1.3.3

STADIENEINTEILUNG NACH TNM UND UICC

Anhand der TNM-Klassifikation (Tumor-Node-Metastasis) werden die invasiven MK's

international Kklassifiziert (Tabelle 2) [13, 14]. Die T Kategorie beschreibt hierbei die

Tumorgrofie. In Bezug auf Multifokalitat und Multizentrizitdt, soll laut aktueller S3-Leitlinie

das Karzinom bei multiplen simultanen Tumoren der Brust mit der hochsten T-Kategorie

klassifiziert werden. Simultane bilaterale Mammakarzinome hingehen werden getrennt

klassifiziert. Die N Kategorie beschreibt die regiondren Lymphknoten (LK). Hierzu zdhlen die

ipsilateralen axilldren, supra-und infraklaviculiren Lymphknoten und die entlang der A.

mammaria interna. Alle weiteren LK und Fernmetastasen werden unter der M Kategorie

Metastasen klassifiziert. Entsprechend der drei TNM Kriterien wird das MK in der UICC-

Klassifikation (Union for international cancer control) in die klinischen Stadien 0 bis IV

eingeteilt.

Tabelle 2. TNM-Klassifikation und UICC-Stadieneinteilung des MK

UICC-Stadium | Tumorgréfie (T) Regionire LK (N) Fernmetastasen (M)
0 Tis (Carcinoma in situ) NO (keine regioniren LK- | MO (keine
Metastasen) Fernmetastasen)
IA T1 (<2cm) NO MO
1B TO-1 Nlmic MO
IIA TO-1 N1 (bewegliche Level I-IT) MO
T2 (>2 - <5¢m) NO MO
1IB T2 N1 MO
T3 (>5cm) NO MO
IITA TO0-2 N2 (fixierte Level I-IT LK) MO
T3 N1-2 MO
I1I1B T4 (jede GroBe, Infiltration | NO-2 MO
der Haut/Brustwand)
[IC Jedes T N3 (Level I1I) MO
v Jedes T Jedes N M1 (Fernmetastasen)
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1.34  FOKALITAT

Im letzten Jahrzehnt ist die Fokalitat in Forschungskreisen in den Mittelpunkt geriickt und hier
vor allem die Frage nach der prognostischen Bedeutung, der optimalen Diagnostik und
Therapie [15-18]. Nichtsdestotrotz fehlt es weiterhin an einer standardisierten internationalen
Definition der beiden MK Entitdten: multifokal und multizentrisch. Aus diesem Grund und
der besseren Vergleichbarkeit, wurden in dieser Arbeit die multifokalen und multizentrischen
MK Félle zusammengefasst und den unifokalen MK Fallen gegeniibergestellt. Bei der
Datenerhebung haben wir uns an die Definition der aktuellen S3-Leitlinie gehalten. Hier
beschreibt der Terminus Multifokalitdt das Vorhandensein von makroskopisch erkennbaren,
getrennten Karzinomherden innerhalb eines Quadranten bzw. ein Abstand von weniger als 4
cm zwischen den Herden nach Faverly et al [4, 19]. Der Begriff Multizentrizitat wird laut
Faverly et. al definiert als das Auftreten von Karzinomherden in mehr als einem Quadranten
bzw. einem Abstand von mindestens 4 cm. Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung,
bemangeln Autoren auch in der neusten Ausgabe unteranderem die unzureichende Beachtung
der Fokalitdt in dem UICC TNM-Staging System fiir Mammakarzinome [13]. Hier wird vor
allem die Tatsache kritisiert, dass die MK's mit mehr als einem Fokus zwar mit einer
schlechteren Prognose einher gehen, dies jedoch weiterhin nicht zu den etablierten
Prognosefaktoren des TNM-Staging Systems gehoren [13, 20]. Dennoch hat die 8. Ausgabe eine
wichtige Neuerung in der Klassifikation der Fokalitat mit sich gebracht: demnach wird bei der
Tumorgrofse (T) multifokalen und/oder multizentrischen MK's der grofite Tumordurchmesser
gemessen und als modifiziert (m) beschrieben [14]. Bei der Diagnostik multifokaler und/oder
multizentrischer MK'’s ist die Kontrastmittel-Magnetresonanztomographie (KM-MRT,
Abbildung 2) der Basisdiagnostik (Mammographie und Ultraschall) iiberlegen [11, 21, 22].
Laut S3-Leitlinie ist die Indikation eines KM-MRT kritisch zu stellen und erst nach Diskussion

in einem interdisziplindren Tumorboard durchzufiihren.
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Tumeor im oberen 2 Tumor im oberen 1 Tumor im oberen dulleren
aulleren Quadranten aulleren Quadranten und 1 Tumor im unteren
der rechten Brust der rechten Brust = inneren Quadranten
Multifokale Tumoren der rechten Brust =

multizentrische Tumoren

Abb. 1 Schematische Darstellung der Fokalitat/Zentrizitédt eines MK. Von links nach rechts
ist ein unifokales, multifokales und multizentrisches MK abgebildet. Kopie aus [23]

Abb. 2 Kontrastmittel-Magnetresonanztomographie der Brust: multizentrisches MK links
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1.3.5 HORMONREZEPTORSTATUS

Bereits bei der Primardiagnostik des invasiven MK’s erfolgt durch verschiedene
immunhistochemische Verfahren die Bestimmung des Ostrogen-, Progesteron- und Her2-
Rezeptorstatus sowie des Ki-67 Proliferationsindex. Der Ostrogenrezeptor (ER) und
Progesteronrezeptor (PR) Status werden gemafs der Leitlinie der American Society of Clinical
Oncology (ASCO) / College of Amercian Pathologists (CAP) interpretiert [24]. Dabei wird der
Prozentsatz und die Farbeintensitdt der positiven Tumorzellen nach folgendem Schema

ausgewertet:

- ER/PR-negativ: <1% positive Tumorzellkerne
- ER/PR-gering positiv: 1-9% positive Tumorzellkerne

- ER/PR-positiv: 2 10% positive Tumorzellkerne

Dariiber hinaus konnen noch diverse Scoring-Systeme angewandt werden, wie unteranderem
der unter 3.5.2 naher erlauterte Immunreaktive Score nach Remmele und Stegner [25]. Fiir die
Festlegung des Human epidermal Growth Factor Rezeptor 2 (Her2) Status konnen zwei
Verfahren angewandt werden. Zum einen eine mittels Immunhistochemie nachgewiesene
Protein-Uberexpression mit einem maximalen Score von 3 oder einer anhand von In-situ
nachgewiesenen Genamplifikation. Ein Triple negatives (TN) MK liegt dann vor, wenn der ER,
PR und Her2 negativ sind. Zusétzlich kann immunhistochemisch der Ki67-Proliferationsindex
bestimmt werden, bislang fehlt hier jedoch eine standardisierte Methodik. Ki-67 ist ein Protein,
das im Zellkern sich teilender Zellen exprimiert wird und somit die Geschwindigkeit des
Tumorwachstums demonstriert. Anhand dieser immunhistochemischen Analysen wird das
MK in fiinf molekulare Subtypen unterteilt, erstmals beschrieben im Jahr 2000 von Perou et al.
(Tabelle 3.) [26]. Definiert durch die RNA-Expressionsprofile, werden unter Luminal-A
Karzinomen, diejenigen mit einem positiven ER- und/oder PR-Status und einem niedrigem
Ki67-Proliferationsindex zusammengefasst. Luminal-B Karzinome hingegen sind ebenfalls HR
positiv mit geringer HR Expression und zeichnen sich mit einer hohen Proliferationsrate und
haufig hoherem Grading aus. Basal-like Karzinome entsprechen den Triple negativen
Karzinomen mit einem negativen HR- und Her2- Status (Tabelle 3.). Diese Subtypisierung

bildet im klinischen Alltag die wichtigste Grundlage sowohl fiir die Prognoseabschitzung als
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auch fiir die systemische Therapiewahl. Die klinische Relevanz der molekularen Subtypen des

MK soll im Abschnitt 1.5 ndher erlautert werden.

Tabelle 3. Immunhistochemische molekulare Subtypisierung des invasiven MK

Subtyp ER/PR-Status | Her2-Status | Ki-67-Proliferationsindex
Luminal A + - niedrig
Luminal B | Her2-positiv + - hoch
Her2-negativ + + Jeder Wert
Her2-positiv - + Jeder Wert
Basal-like (TN) - - Jeder Wert

+ = positiv; - = negativ

1.4 Theoretische Grundlagen der untersuchten Rezeptoren

Sowohl der Ostrogen-, als auch der Progesteronrezeptor gehoren als Steroidrezeptoren zu der
Familie der nuklearen Rezeptoren. Steroidhormone sind lipophil und binden in ihrer
jeweiligen Zielzelle im Zytoplasma, an das zu ihnen passende Rezeptorprotein, woraufhin der
Hormon-Rezeptorprotein-Komplex in den Zellkern wandert (Translokation). Im Zellkern wird
nun die Transkription bestimmter Gene indiziert oder gehemmt. Die hierdurch vermehrt oder

vermindert synthetisierten Proteine sind dann verantwortlich fiir die eigentliche Zellantwort.

142 OSTROGENREZEPTOR

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass der vollstandigkeitshalber in folgendem
auch die Rolle des ERf in Kiirze erlautert wird mit dem Hinweis, dass die Auswertungen in
dieser Studie sich rein auf den ERa beziehen.

Bis zur Isolierung des ERp erstmalig im Prostata- und Ovargewebe der Ratte im Jahr 1996
durch Kuiper et. al., galt der ERa als einzige Form des Ostrogenrezeptors [27]. Die humanen
Ostrogenrezeptoren werden von zwei verschiedenen Gene kodiert: der ERa befindet sich auf
dem Chromosom 6q25, der ER P auf dem Chromosom 14q22-24 [28]. Der Ostrogenrezeptor
existiert also in zwei Isoformen, die grofle Homologien in der N-terminalen (95%) und
Liganden-bindenden Doméne (55%) aufweisen, dem Ostrogenrezeptor o (ERa) und
Ostrogenrezeptor B (ERB). Unterschiede dieser beiden Isoformen findet man in der Gewebs-

und Zellspezifitat, sowie der Affinitit zu den jeweiligen Ostrogenen. Wihrend die hochste
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Expression von ERa mRNA im Endometrium und in den Leydig-Zellen der Hoden
nachgewiesen wurde, ist die Konzentration von ERB mRNA vor allem in Granulosazellen,
Milchdriisen und heranreifenden Spermatiden am grofiten. Beide ER Subtypen sind
vergleichbar haufig in Ovar, Lunge, Brustgewebe, Knochen, Gehirn und Urogenitaltrakt
vorzufinden [29]. Bindet ein Ligand an den Rezeptor, wird dieser aktiviert und kann
dimerisieren. Daher kann es zur Bildung von ER Homodimeren (ERaa oder ERB() oder
Hetereodimeren (ERa) kommen. Beziiglich der Affinitit der einzelnen Ostrogensubstanzen,
kann Ostradiol (E2) als wichtigstes Ostrogen sowohl den ERa als auch den ERP binden,
wihrend Ostron (E1) vorzugsweise an den ERa und Ostriol (E3) an den ERP binden. Die
Ostrogene unterscheiden sich jeweils in der Anzahl der OH-Gruppen des Hormons und
fithren somit zu einer mehr oder weniger ausgepragten Wirksamkeit: relative Wirkung E2 : E1
:E3=10:5:1 [30]. Ostrogene spielen in der Auspragung und Aufrechterhaltung der priméren
und sekundéren Geschlechtsorgane eine essenzielle Rolle, so fiihren sie in gesundem Gewebe
zur Entwicklung und Proliferation der Brustdriise.

In entartetem Brustgewebe hingegen, ist der ERa in etwa zu 75% nachzuweisen und entfaltet
seine kanzerogene Wirkung durch Steigerung der Zellproliferation und — Invasion maligner
Zellen sowie einer erhohten Resistenz gegeniiber Apoptose [31]. Die Aktivierung des ERa
erfolgt entweder klassisch Liganden gesteuert oder Liganden-unabhéngig {iber
Phosphorylierung des ER. Die Phosphorylierung findet dabei am Serinrest S118 induziert
durch diverse Wachstumsfaktoren wie dem epidermal growth factor (EGF) {iber MAP-
Kinasen oder durch Cytokin-gesteuerte Signalkaskaden wie beispielsweise iiber TNFo oder
IL6-1B am Serinrest S305 statt [31, 32].

Der ERp hingegen zeigt in der Karzinogenese des Mammakarzinoms anti-inflammatorische
und anti-proliferative Effekte. Des Weiteren wurde ein inhibierender Effekt auf die
Zellmotilitat und Zellinvasion mafigeblich {iber Inhibierung des MAPK und PI3K
Signalkaskaden in entartetem Gewebe beschrieben. So zeigt sich in frithen Phasen der
Karzinogenese eine Verschiebung der ERa / ER(-Ratio, mit dem Resultat einer deutlich
geringeren Nachweisbarkeit von ERP im Vergleich zum gesunden Gewebe [33, 34]. Im
Gegensatz dazu, ist der ERa zu ca. 10% in gesundem und wie bereits erwéhnt in bis zu 75%
entartetem Brustdriisengewebe vorzufinden [29]. Der ERa dient als Angriffspunkt fiir die
endokrine Therapie iiber Selektive Ostrogenrezeptor Modulatoren (SERM), Antidstrogenen

und Aromatase Inhibitoren. Demzufolge geht eine ERa Expression mit einer signifikant
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geringeren Mortalitdt einher und zdhlt langst zu den etablierten prognostischen und
pradiktiven Faktoren. Die Relevanz des ERf im Mammakarzinom bleibt trotz o.g. positiv

beschriebener Effekte auf die Karzinogenese laut aktueller Studienlage noch unklar [35].
14.3 PROGESTERONREZEPTOR

Der PR wird, entgegen dem ER, von einem auf dem Chromosom 11q22-23 befindlichen Gen
kodiert und ist im Zielgewebe in zwei Isoformen vertreten: dem PR-A und PR-B. Einziger
Unterschied im Aufbau dieser beiden Rezeptorprotein-Isoformen besteht in 165 Aminosduren,
die der PR-B zusétzlich auf seinem N-terminalen Ende tréagt [36]. Beziiglich der Funktionalitat
wurden diverse Unterschiede der beiden Isoformen nachgewiesen: wahrend der PR-B
grofitenteils fiir die proliferativen Prozesse im Brustgewebe verantwortlich ist, werden dem
PR-A mehrheitlich die ovariellen und uterinen Entwicklungs- und Funktionsprozesse
zugeschrieben [37]. Progesteron spielt als Sexualhormon in der Aufrechterhaltung des
weiblichen Zyklus und der Schwangerschaft eine Schliisselrolle. In der weiblichen Brust ist
Progesteron wahrend der Pubertét fiir die Ausdifferenzierung der Driisenlappchen und
wahrend einer Schwangerschaft fiir die Alveologenese verantwortlich [38]. Seinen
biologischen Effekt fiihrt der PR, wie auch der ER, iiber unterschiedliche Wirkmechanismen
aus. Das klassische Modell der Liganden-abhéngigen Aktivierung des Rezeptors fiihrt zu einer
Homodimerisierung, Translokation in den Zellkern und {iber Zwischenschritte letztendlich zu
einer Translation der Zielgene [39]. Ferner ist eine indirekte Regulation der Gene {iber
Modifikation der zytoplasmatischen MAP-Kinase-Kaskade bekannt [40]. Im entartetem
Brustgewebe wird dem PR-B als potenterem Transkriptionsaktivator der beiden Isoformen
eine {ibergeordnete Rolle der Zellproliferation zugeschrieben. Wahrend der Einfluss des ER’s
auf das Mammakarzinom gut erforscht ist, bleiben beim PR trotz der Fortschritte in den letzten
Jahrzehnten einige Fragen offen. Etliche Studien konnten bislang ein signifikant hcheres MK
Risiko belegen, wenn bei postmenopausalen Frauen in der HRT zusétzlich zum Ostrogen
synthetisiertes Progesteron (Progestin) eingesetzt wurde [41, 42] Die Herausforderung
beziiglich des PR’s bestehet hier vor allem an der Wirkung des endogenen Progesterons, sowie
die Differenzierung des PR’s als alleinstehender Rezeptor unabhéngig vom Vorhandensein
des ERa. Denn bekannt ist, dass der PR zum einen in ERa positiven MK-Zellen die Ostrogen-
vermittelte Proliferation und zum anderen die transkriptionale Aktivitdt des ERa inhibiert [43,

44].
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1.5 Therapieregime des Mammakarzinoms

Bereits bei der Erstdiagnose ist das Mammakarzinom eine potentiell systemische Erkrankung,
sodass neben den klassischen Therapiesdulen einer Tumorerkrankung - Operation,
Bestrahlung und Chemotherapie — sich die Systemtherapie vor allem in den letzten Jahren zu
einem essenziellen Bestandteil des multimodalen Therapiekonzeptes etabliert hat. Die
personalisierten Therapiestrategien orientieren sich am Ausmaf$ der Erkrankung (pTNM), an
der Tumorbiologie (Tabelle 3) und in der modernen Medizin zunehmend an der
Genexpression, sowie den dynamischen Biomarkern. Letztes beinhaltet vor allem Faktoren wie
die pCR (pathologic complete remission) und das Ki-67 Ansprechen auf neoadjuvante
Therapien und beschreiben den Behandlungserfolg. Die Optionen der Systemtherapie beim
MK sind mannigfaltig und beinhalten neben den konventionellen Chemotherapieregimen, die
endokrine-Therapie (siehe 1.5.2), Antikorper-Therapie (Her2neu-AK: Trastuzumab,
Pertuzumab; VEGF-AK: Bevacizumab), CDK4/6-Inhibitoren (Palbociclib, Ribociclib) und
mTOR-Inhibitoren (Everolimus). Die Indikation und Auswahl der Systemtherapie wird
anhand von Therapieziel (kurativ/palliativ), Tumorstadium (frithes-/metastasiertes MK),
Therapiestadium (neoadjuvant/adjuvant), und Hormonstatus (pra-/peri-/postmenopausal) der
Patientin individuell adjustiert, auf die im Naheren einzugehen den Rahmen dieser Arbeit
sprengen wiirde. In der klinischen Routine bilden die molekularen Subtypen des MK (Tabelle
3.) die bedeutendste Grundlage nicht nur fiir die Einschédtzung der individuellen Prognose der
Patientin, sondern fiir die Auswahl zielgerichteter Therapieansdtze. Die optimale
Systemtherapie (endokrine Therapie, Her2neu-zielgerichtete Ansdtze) wird anhand dieser
Subtypisierung appliziert. Aufgrund des thematischen Bezuges zu dieser Arbeit soll auf die

endokrine Therapie im Folgenden néher eingegangen werden.
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1.5.2  ENDOKRINE THERAPIE DES MAMMAKARZINOMS

Beim endokrin sensitivem MK (HR positiv) ist eine adjuvante endokrine Therapie prinzipiell
immer indiziert. Die initial adjuvante Therapiedauer betrédgt hierbei standardmaflig 5 Jahre,
bei Erweiterung bis zu 15 Jahren. Laut AGO 2019 wird nach individueller Nutzen-Risiko-
Abwiégung in Abhingigkeit der Vertraglichkeit und dem Rezidivrisiko eine weitere
Verlangerung der Therapiedauer empfohlen [45]. Die endokrine Therapie der Wahl des frithen
Mammakarzinoms bei prdmenopausalen Patientinnen zur Senkung der Mortalitdit und
Rezidivrate ist der selektive Ostrogenrezeptor-Modulator Tamoxifen mit 20g/Tag. Tamoxifen
als Anti-Ostrogen bindet als partieller Antagonist am ER und senkt konsekutiv die
Proliferationsrate hormonabhéngiger Gewebe. Hier konnten zwei randomisiert-kontrollierte
Studien 2013 eine signifikante Senkung der Mortalitdt bei einer Anwendungsdauer von 10
Jahren belegen [46, 47]. Die bedeutendste unerwiinschte Nebenwirkung, neben dem erhdhten
Thromboembolie Risiko, einer verlangerten Tamoxifen Therapie ist mit einem absoluten Risiko
von 0,5% die Entwicklung eines Endometriumkarzinoms. Des Weiteren besteht die Option
einer Kombination der Tamoxifentherapie mit einem GnRH-Analogon (Zoladex) zur
Ovarialsuppression. Diese wird durch eine verminderte Ausschiittung von Gonadotropin
bewirkt, wodurch die ovarielle Ostrogensynthese unterdriickt wird. In der SOFT-Studie
konnte ein signifikant Verbessertes DFS von absolut 4,3% (HR 0,76, p=0,009) beobachtet
werden, wenn Tamoxifen mit einem GnRH-Analogon kombiniert wurde [48]. Nach bisheriger
Datenlage wird eine GnRH-Analogon-Therapie zusatzlich zu Tamoxifen fiir 2 bis maximal 5
Jahren empfohlen. Nebenwirkungen der GnRH-Analoga sind vor allem klimakterische

Beschwerden und ein erhohtes Osteoporose Risiko.

Bei postmenopausalen Patientinnen mit einem frithen MK kommen neben der Tamoxifen
Therapie, Aromatase-Inhibitoren (Anastrozol, Letrozol, Exemestan) zum Einsatz. Diese
vermindern die Ostrogenproduktion, in dem sie die Umwandlung von Androstendion zu
Ostron inhibieren. Hier wird eine sequenzielles Therapieschema mit beispielsweise Tamoxifen
iber 2,5-5 Jahren, gefolgt von einem Aromatase-Inhibitor empfohlen [45]. Sind die
Patientinnen mit einen nodal-positiven Tumor oder einem invasiv-lobuldren Karzinom
diagnostiziert, wird eine upfront Aromatase-Inhibitor gefolgt von einer Tamoxifen-Therapie
empfohlen [49]. Fiir die Behandlung von postmenopausalen Patientinnen mit lokal

fortgeschrittenem oder metastasiertem MK, ist nach Versagen einer Tamoxifen-Therapie
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Fulvestrant zugelassen. Als reiner ER-Antagonist, der keine Ostrogene Restwirkung mehr
besitzt, unterdriickt Fulvestrant die ER-Synthese. Fulvestrant 500mg wird in 4-wochigem
Abstand intramuskular verabreicht. Die SWOG Studie konnte eine signifikante Uberlegenheit,
in Bezug auf das Gesamtiiberleben, einer Kombinationstherapie von Fulvestrant und
Anastrozol der alleinigen Anastrozol Therapie belegen [50, 51]. Aufgrund der stérker
ausgeprdgten  Nebenwirkungen  besitzen  Gestagene  (Medroxyprogesteronacetat,
Megestrolacetat) derzeit einen nachrangigen Stellenwert und werden erst nach Einsatz aller

anderen hormonellen Therapien zum Einsatz.

Der Rezeptorstatus beim MK kann sich wahrend oder nach einer Therapie dandern. Daher hat
eine Wiederholung der Bestimmung des Rezeptorstatus eine besondere Relevanz um
gegebenenfalls eine Anpassung einer geplanten Therapie vorzunehmen oder aber neue

Therapieoptionen aufbringen.
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1.6 Prognostische und priadiktive Faktoren des Mammakarzinoms

Die Prognose des MK ist vor allem abhangig vom Tumorstadium bei der Erstdiagnose und der
Tumorbiologie. Durch die bereits beschriebenen Fortschritte in der Fritherkennungsdiagnostik
und den multimodalen Therapieoptionen konnte die Prognose des MK in allen Stadien stark
verbessert werden. Die 5-Jahresiiberlebensrate bei Frauen betragt 88%, bei mannlichen MK
Patienten ist das Gesamtiiberleben etwas niedriger, hier leben nach 5 Jahren 77 von 100
erkrankten Patienten. Bei der 10-Jahresiiberlebensrate ist es dhnlich, fiir Patientinnen betragt
diese 82% und fiir Patienten 65% [52]. Prognosefaktoren dienen der Vorhersage iiber den zu
erwartenden weiteren individuellen Krankheitsverlaufes wie beispielsweise dem Rezidiv-
oder Progressions-freien Uberleben und dem Gesamtiiberleben. Die Vorhersage kann je nach
gewdhltem Therapieschema beeinflusst werden. Hierzu zdhlen beim Mammakarzinom
folgende Faktoren mit gesicherter klinischer Relevanz, die in den vorherigen Abschnitten
eingehend erldutert wurden: das pTNM Staging (1.3.3), die histologische Klassifikation (1.3.1),
das Grading nach Elston & Ellis (1.3.2), der Resektionsrandstatus nach priméarer Operation
(R1/R0), das Alter bei Erstdiagnose, der Hormonrezeptor-Status (1.3.5), der Her2neu-Status
(6.0), der Proliferationsindex Ki-67 (1.3.5), histologisch nachgewiesener Einbruch in Lymph-
und/oder Blutgefafie (L1/V1). In jiingster Zeit wurden zusitzlich zwei tumorassoziierte
Invasionsfaktoren, der Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator (uPA) und sein Inhibitor PAI-1
(Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1) bei nodal-negativem MK sowohl als prognostische als
auch pradiktive Faktoren validiert (6.Ausblick). Eine Etablierung der Fokalitdt als
prognostischer Faktor bleibt bislang ausstehend (1.3.5). Im Gegensatz zu prognostischen
Faktoren, dienen die pradiktiven Faktoren der Vorhersage eines wahrscheinlichen
Therapieerfolgs und tragen somit zu einer selektiveren Therapiewahl bei. Zu den wichtigsten
pradiktiven Faktoren des MK zdhlen Merkmale der Tumorerkrankung wie der
Steroidrezeptor-, Menopausen-, und Her2-Status [53]. Der HR-Status aufgrund der
Vorhersage auf eine antihormonelle Therapie, eng verbunden damit der Menopausen-Status
und der Her2-Status fiir das Ansprechen auf eine Herceptin Therapie. Neue Perspektiven zur
Identifikation neuer Zielstrukturen fiir gezieltere tumorbiologische Therapieansitze werden

im Abschnitt 7 dieser Arbeit diskutiert.
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Rolle der Hormonrezeptoren, vor allem dem ER und PR als prognostische Faktoren beim
Mammakarzinom ist bereits gut erforscht. HR positive MK gehen mit einer signifikant
besseren Prognose einher. Geschuldet ist dieses bessere Gesamtiiberleben nicht zuletzt der auf
den jeweiligen Hormonrezeptorstatus individualisierten Systemtherapie [54]. Die Einfithrung
des selektiven Ostrogenmodulators Tamoxifen in der Adjuvanz beim HR positivem
Mammakarzinom kann hier allen voran als Paradebeispiel dienen. So konnte durch die
Addition von Tamoxifen in diesen Fillen die Rezidivrate um 41% und die Letalitat um 34%

gesenkt werden [55].

Auch an der prognostischen Relevanz der Fokalitdt des Mammakarzinoms wurde in den
letzten Jahren ebenso mit Hochdruck geforscht. Nichtsdestotrotz konnte eine Etablierung der
Fokalitdt als unabhéngiger Prognostikator in den Leitlinien zum aktuellen Zeitpunkt nicht
durchgesetzt werden. Zielsetzung dieser Arbeit ist es dementsprechend, die prognostische
Bedeutung der etablierten HR unter Beriicksichtigung Tumorfokalitdt neu zu evaluieren.
Auflerdem soll unterstrichen werden, dass die Tumorfokalitit einen hoch relevanten
Prognostischen Faktor darstellt und in Kombination mit den Hormonrezeptoren Eingang als
pradiktiver Marker in die Therapieplanung finden sollte. Nur so kann die notwendige

Systemtherapie effektiv individualisiert werden.

Dementsprechend wurden in der vorliegenden Arbeit in einem Patientenkollektiv von 319
Patientinnen die Auspriagung der HR immunhistochemisch quantifiziert. Diese Ergebnisse
wurden anschliefend anhand von Subgruppen eingeteilt nach Fokalitat analysiert (unifokal
versus multifokal/multizentrisch) und mit klinisch-pathologischen Variablen (TNM-Staging,

Grading) sowie dem Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben korreliert.
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3. Material und Methoden

3.3 Auswahl des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv dieser Arbeit setzt sich aus insgesamt 320 Patientinnen, die an einem
invasiven Mammakarzinom erkrankt sind und in den Jahren zwischen 2000 und 2002 bei
Erstdiagnose an der Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Ludwig-
Maximilians-Universitdat in Miinchen behandelt wurden, zusammen. Zur Bestimmung der
Fokalitat wurde folgende Diagnostik angewendet: klinische Untersuchung von Mammae und
Axillae, Mamma Sonographie sowie Mammographie. Ergénzend wurde bei indifferenten
Befunden der konventionellen Diagnostik bei einigen Patientinnen ein Kontrastmitte]-MRT
der Mamma, eine Galaktrographie sowie eine Pneumozystographie durchgefiihrt. So entstand
ein Gesamtkollektiv von insgesamt 320 Patientinnen, hiervon 173 Frauen mit einem unifokalen
MK (Gruppe 1) und 147 Patientinnen mit einem multifokalem oder multizentrischen MK
(Gruppe 2). Wie bereits erwdhnt, wurden in dieser Arbeit zur besseren Vergleichbarkeit die
multifokalen und multizentrischen MK Félle in der Gruppe 2 zusammengefasst, en Detail
besteht diese Gruppe aus 126 Patientinnen mit einem multifokalen und 21 Patientinnen mit
einem multizentrischen MK. Der Hormonrezeptorstatus wurde durch immunhistochemische
Farbungen der Tumorpraparate bestimmt, Tabelle 4 illustriert die Verteilung zwischen den
beiden Gruppen. Patientinnen, bei denen die Fokalitdt oder der Hormonrezeptorstatus durch
die o.g. Diagnostik weiterhin nicht eindeutig war, wurden ausgeschlossen. Tabelle 5 zeigt die

Patientencharakteristika der untersuchten Kohorte.

Tabelle 4. Hormonrezeptorstatus des Gesamtkollektivs unterteilt nach Fokalitat

Hormonrezeptorstatus Unifokal Notal (%) Multifokal Nrotal (%)
ER positiv 105 (42.6) 96 (39.0)
ER negativ 28 (11.4) 17 (7.0)
PR positiv 79 (32.1) 75 (30.4)
PR negativ 54 (21.9) 38 (15.4)
TN 15 (75.0) 5 (25.0)
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Tabelle 5. Patientencharakteristika

Patientencharakteristika n (%)
Alter (Jahre) Median 58.0
Rang 69
Fokalitat Unifokal 173 (54.0)
Multifokal 147 (45.9)
Histologischer Typ NST 144 (49.8)

Non-NST 154 (50.2)

Grading G1 oder G2 107 (70.9)
G344 (29.1)
pT pT1 193 (66.8)

pT2-pT4 96 (33.2)

pN pNO 165 (57.5)
pN1-pN3 122 (42.5)

pM pMO 239 (78.1)

pM167 (21.8)

3.4 Verwendete Materialien

3.4.1 GEWEBEPROBEN

Der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen liegt fiir die vorliegende
wissenschaftliche Arbeit ein positives Votum gemafS der Erklarung von Helsinki 1975 vor (LMU
048- 08, 18.03.2008).

Bei der Untersuchung kamen die intraoperativ entnommenen Gewebeproben des unter 3.3
beschriebenen Patientenkollektivs zur Verwendung. Das Tumorgewebe wurde im Institut fiir
Pathologie der LMU histopathologisch beurteilt und in Paraffin eingebettet. An diesen
Préparaten wurden, die in dieser Forschungsarbeit beschriebenen immunhistochemischen
Untersuchungen vollzogen. Der Prozess der Konservierung wurde von Laboranten/-innen der
Frauenklinik Maistraie der LMU Miinchen durchgefiihrt, wird jedoch der

vollstandigkeitshalber in kiirze beschrieben.
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Um die Morphologie des Gewebes zu erhalten und eine spatere Analyse der Tumorpraparate
zu ermoglichen, werden diese in einem ersten Schritt in einer pH neutralen Formalinlésung
(NBF) fixiert. Die Formaldehyd Konzentration wird auf 4-10% mit anorganischen Salzen und
destilliertem Wasser verdiinnt, um einen neutralen pH-Wert von 7,4 zu erreichen. Formalin
bindet durch Bildung von Methylbriicken basische Aminoséauren. Das entstandene Netz aus
Formaldehyd- und Aminosauren, stabilisiert die Strukturen und verhindert eine Denaturierung
der Proteine. Das Volumenverhaltnis von NBF zu Gewebe sollte mindestens 1:5 betragen und
die Fixierungsdauer richtet sich nach der Praparatgrofie, empfohlen wird fiir eine optimale
Infiltrierung 1 Stunde pro Zentimeter Eindringtiefe. Im ndchsten Schritt folgt die
Paraffineinbettung des zu untersuchenden Gewebes. Dem Préaparat wird nun das enthaltene
Wasser wird durch ein Losungsmittel Xylol entzogen. Xylol fungiert als Intermedium und wird
anschlieffend durch das endgiiltige Einbettungsmedium Paraffin ersetzt. Dafiir wird Paraffin
durch Erhitzen auf 60 °C in einen fliissigen Aggregatzustand gebracht und auf das Gewebe in
Form eines Blocks gegossen. Nach dem Abkiihlen entstehen Paraffinblocke, die in dieser Form
jahrelang konserviert und weiterverarbeitet werden konnen. Bevor immunhistochemische
Analysen durchgefiihrt werden kénnen, wird der Paraffinblock im letzten Schritt durch ein
Mikrotom auf 2-3 um Scheiben geschnitten und fiir mikroskopische Untersuchungen auf einen

Glasobjekttrager aufgezogen.

3.4.2  GERATE UND VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 6. verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller
Brutschrank Heraeus, Hanau, Deutschland
Deckglaser Menzel GmbH & Co KG, Saarbriicken,
Deutschland
Kochfeld Typ THL 2597 Rommelsbacher, Dinkelsbuihl, Deutschland
Lichtmikroskop Leitz, Diaplan Leitz, Wetzlar, Deutschland
Objekttrager Superfrost Ultra Plus® Menzel GmbH & Co KG, Saarbriicken,
Deutschland
Pipetten Eppendorf Research Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Schnellkochtopf vitafit® Fissler GmbH, Deutschland
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34.3 REAGENZIEN

Tabelle 7. verwendete Reagenzien

Name Hersteller
Aqua destillata Apotheke Innenstadt der LMU Klinik
Miinchen
Carboxylol Apotheke Innenstadt der LMU Klinik
Miinchen
Zitronensaure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
3,3 -Diaminobenzidin (DAB) Dako, Golstrup, Denmark
Ethanol Apotheke Innenstadt der LMU Klinik
Miinchen
Eukitt Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Normal Goat Serum Abcam, Berlin, Germany
KH2PO4 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Methanol Apotheke Innenstadt der LMU Klinik
Miinchen
NaCl Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Na-Citrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Na:HPOs Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS) Vector Laboratories, California, USA
Peroxidase Apotheke Innenstadt der LMU Klinik
Miinchen
Power Block BioGenex, Fremont, USA
Saures Hamalaun nach Mayer Apotheke Innenstadt der LMU Klinik
Miinchen
Xylol J.T. Baker, Dventer, Holland
30%iges H202 VWR International GmbH, Darmstadyt,
Deutschland
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3.4.4  PRIMARANTIKORPER UND DETEKTIONSSYSTEME

Tabelle 8. verwendete Primarantikdrper und Detektionssysteme

Name Hersteller
Anti-ER Abcam
Rabbit IgG monoclonal ; Klon : EPR703(2) (Bestell-Nr. ab79413; Lot.Nr.: GR95963-3)
Anti-PR LS-Bio
Rabbit IgG monoclonal ; Klon : Y85 (Bestell-Nr. LS-C49471)
Detektionssystem fiir ER Linaris GmbH, Dossenheim, Deutschland
Vectastain Elite rabbit-IgG Kit Nr.PK-6101
Detektionssystem fiir PR Zytomed
ZytoChem Plus HRP Polymer System Nr. POLHRP-100

3.5 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine mehrstufige Methode, bei der letztendlich durch Bildung
eines spezifischen Antikorper-Antigen Komplexes mithilfe eines fluoreszierendes Markers
Epitope sichtbar gemacht werden. Das Ziel der in dieser Arbeit durchgefiihrten IHC war es,

die Expression des ER und PR in Mammakarzinom Gewebe nachzuweisen.

Das dieser Arbeit zugrunde liegende Farbeprotokoll wurde initial von der Arbeitsgruppe um
Prof. Dr. Jeschke erstellt und bereits fiir verschiedene Forschungsarbeiten, unter anderem die
Studien von Ditsch et al. verwendet [56-58]. Es soll im Folgenden die einzelnen Schritte und

zum besseren Verstandnis einige Hintergriinde erlautert werden.

Fiir die immunhistochemische Farbung ist eine entsprechende Vorbereitung der
Paraffinschnitte notwendig. Dafiir werden die Praparate insgesamt 20 Minuten lang in Xylol
und anschliefend in 100%igem Ethanol geschwenkt. Zur Blockierung der endogenen
Peroxidase Aktivitit, um Hintergrundfarbungen zu vermeiden, werden die Schnitte 20
Minuten lang in 3%igem Wasserstoffperoxid in Methanol eingelegt. Zur Rehydrierung der
Schnitte, werden sie jeweils 5 Minuten lang in einer absteigenden Reihe mit 100%, 80% und
50% Ethanol inkubiert und zum Schluss mit destilliertem Wasser gespiilt. Einige
Fixationsmittel, unter anderem das hier verwendete Formalin, kénnen Epitope maskieren und

so eine optimale Antigen-Antikdrper-Bindung reduzieren. Hierfiir wird der Schnitt in einem
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spezifischen Puffer erhitzt, die sogenannte Hitze-induzierte Epitopriickgewinnung. Dafiir
wurde der Schnellkochtopf vitafit® mit einer Pufferlosung mit einem Ziel pH-Wert von 6,0,
bestehend aus Zitronensaure, Natrium-Citrat und destilliertem Wasser befiillt. In die
kochende Losung wurden die Schnitte eingestellt und 5 Minuten lang gekocht. Anschlielend
noch fiir 5 Minuten abgedampft und mit destilliertem Wasser und jeweils 2 Mal 2 Minuten mit
Phosphat gepufferter Salzlosung gespiilt. Bevor die Schnitte mit den Priméarantikorpern
inkubiert werden konnen, wird ein Blockierungsserum iiber 30 Minuten hinzugegeben, um
hinterher ein unspezifisches Binden der Antikorper an das Gewebe und somit Anfiarben zu
vermeiden. Die Blockierungslosung setzt sich zusammen aus einem Ziegenserum und PBS,
das elektrostatische Ladungen im Gewebe séttigt und eine unspezifische hydrophobe Bindung

von Immunglobulinen an Membranen oder Fettgewebe verhindert.

In dieser Arbeit wurde =zur Visualisierung die indirekte Detektionsmethode als
immunhistochemisches Verfahren angewandt: Nachdem das Blockierungsserum abgeschtittet
wurde, werden die Schnitte im ersten Schritt {iber 16 Stunden bei 4 °C mit dem
Primdrantikorper — Anti-ER — verdiinnt auf 1:400 und Anti-PR verdiinnt auf 1:100 in PBS
inkubiert. Darauf folgt ein erneutes auswaschen tiber 2 Mal 2 Minuten mit reinem PBS.
Nachdem der unkonjugierte Primarantikorper das Antigen gebunden hat, folgt die Hinzugabe
des Sekundarantikorpers. Der Sekundarantikorper ist Biotin markiert und bindet den
Primdrantikorper. Nach 30-miniitiger Einwirkungszeit, folgt wieder das waschen in PBS.

Wahrenddessen wird die ABC-Losung vorbereitet, die 30 min vor Gebrach ruhen muss.

Das Prinzip der (Strept)Avidin-Biotin-Complex (ABC) Methode (Abbildung 3) basiert auf der
chemischen Affinitét von Streptavidin zu dem an den Sekundéarantikorper gebundenen Biotin,
das in dem Fall als sogenannter Link-Antikoérper fungiert. Durch die biotinylierten
Sekundarantikorper entsteht eine Signalamplifikation, da das Avidin vier moglichen
Bindungsstellen besitzt, an denen der ABC-Komplex bindet. An dem Biotin-Avidin-Komplex
ist das Enzym Peroxidase gekoppelt, welches nach Hinzugabe von H20: als Puffer und 3,3
Diaminobenzidin (DAB) als Chromogen ein braunliches Endprodukt katalysiert. In dieser
Arbeit wurde das Vectastain Elite rabbit-IgG Kit der Firma Linaris verwendet. Nach einer
Einwirkzeit von 2 Minuten werden die Schnitte jeweils 2 Mal fiir 2 Minuten in destilliertem

Wasser gewaschen.
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Abb. 3. Schematische Darstellung der ABC-Methode

Nachdem die detektierten Epitope, die in dem Fall den ER und PR enthalten, markiert sind
folgt die Gegenfarbung der nicht spezifisch gefarbten Areale. Hierfiir wird haufig, wie auch in
diesem Fall, der blaue Ausgangsstoff Hamatoxylin verwendet. Hadmatoxylin ist ein
Naturfarbstoff, der durch Extraktion aus dem Blauholzbaum gewonnen wird. Fiir die Farbung,
wird sein Derivat das Hdmalaun, nach Oxidation und Beisetzung mit einem Alaun, verwendet.
Bei der Farbung mit Hamalaun nach Mayer ist ein stark saures Milieu erforderlich. Hdmalaun
kann somit durch seine stark positive Ladung die negativ geladenen Phosphatgruppen der
nuklearen DNS binden, sodass vor allem Kerne intensiv in der typischen blau-violetten Farbe
erscheinen. Nach 3 Minuten in der sauren Losung werden die Schnitte 5 Minuten lang unter

flieBendem Leitungswasser gespiilt und geblaut.

Im letzten Schritt wurden die Préparate in einer aufsteigenden Alkohlreihe dehydriert und mit
Hilfe von Xylol aufgehellt. Mittels eines chemisch neutralen Eindeckmediums EUKITT®,
welches mit einem Brechungsindex von 1,49, dem des Glases sehr nahe ist, werden die Schnitte
geklebt, sind so jahrelang konservierbar und optimal Vorbreitet fiir mikroskopische

Untersuchungen.

Zum Ausschluss unspezifischer Farbereaktionen und Beweis der Korrektheit des

Farbemusters wurden selbstverstidndlich Positiv- und Negativkontrollen mitgefiihrt.
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3.5.2  SCORING DER IMMUNHISTOCHEMIE

Die Bewertung der Schnitte erfolgte durch zwei unabhingige Untersucher mit einem
Lichtmikroskop der Firma Leitz anhand des Immunreaktiven Scores nach Remmele und Steger
[25]. Mit Hilfe dieser immunhistochemischen Nachweismethode werden Hormonrezeptoren
in den Zellkernen der Tumorzellen quantifiziert. Nach abgeschlossener IHC Farbung
(Abschnitt 3.5) werden die Schnitte unter einem Mikroskop ausgewertet. Hierbei wird zum
einen die Farbeintensitat mit Werten von 0-3 bewertet und multipliziert mit dem Prozentanteil
positiv gefarbter Zellen die mit Zahlen von 0-4 definiert wurden. In Tabelle 9 wird der IRS
nach Remmele und Steger detailliert dargestellt, auch in dieser Arbeit fiir den ER und PR ein

IRS Score > 2 als positiv definiert wurde.

Tab. 9 Immunreaktiver Score nach Remmele und Steger

Farbeintensitat Positiv gefarbte Zellen in % IRS

0-2: negativ
0 — keine Reaktion 0 - keine

3-4: schwach positiv

1 — schwache Reaktion 1 - weniger als 10%

6-8: méafig positiv
2 — mafiige Reaktion 2 — zwischen 10 und 50%

9-12: stark positiv
3 — starke Reaktion 3 — zwischen 51 und 80%

4 — mehr als 80%
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3.6 Statistische Methodik und Software

Fiir die statistische Analyse dieser Arbeit wurde mit der Computer Software SPSS (Statistical

Package for the Social Sciences, IBM Inc., Chicago, IL, USA) Version 24.0 gearbeitet.

Das gesamte Patienten Kollektiv wurde auf prognostische Unterschiede der initial definierten
Rezeptoren in Bezug auf die Fokalitdt untersucht. Hierfiir wurde die Datenbank des gesamten
Patientenkollektivs in zwei separate Untergruppen nach Fokalitat unterteilt. Die Gruppe 1
beinhaltet alle Patientinnen mit der Diagnose eines unifokalen Mammakarzinoms und Gruppe
2 alle mit einem multifokalen und/oder multizentrischem Mammakarzinom. Die Unterteilung
des Hormonrezeptorstatus wurde anhand des IRS-Scores vorgenommen. Sowohl der ER, als
auch der PR wurden mit einem IRS >1 als Rezeptor-positiv definiert. Hiermit wurden fiir jeden
Rezeptor Analysen des Gesamt- und Rezidiv-freien Uberlebens mithilfe von Kaplan-Meier
Kurven visualisiert. Unter Anwendung des Chi-square des Log-rank Tests wurde die
Signifikanz bestimmt. Die signifikanten Unterschiede der einzelnen Rezeptoren in Gruppe 1
und 2 in Bezug auf das TNM-Staging und WHO Grading wurden durch Anwendung von
Boxplots und des parameterfreien Kruskal-Wallis-Tests festgelegt. Um zu untersuchen, ob die
Rezeptoren unabhéngige prognostische Marker sind, wurden multivariate Analysen per Cox-

Regressionen durchgefiihrt.

Fiir das Signifikanzniveau aller statischen Tests dieser Arbeit wurde ein p -Werte mit < 0,05

definiert.
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4. Ergebnisse

4.3 6strogenrezept0r
4.3.2  UNIFOKAL

Die Expression des ER in der unifokalen Patientengruppe zeigte statistisch signifikante
Unterschiede in Bezug auf das Gesamtiiberleben (OS), Rezidiv-freie Uberleben (DFS),
histopatholgischem Grading und TNM Staging. Die Kaplan-Meier Uberlebenskurve zeigte,
dass seine ER Expression statistisch signifikant mit einem bessrem OS korreliert, was mit
einem p-Wert von 0,005 durch den Log-Rank Test bestatigt wurde (Abbildung 5). Bei der
Betrachtung des histopathologischen Gradings der WHO und dem TNM Staging, zeigten
unsere Analysen, dass diese Patientengruppe von einer ER Expression profitieren. Unter
Anwendung von Boxplots und Kruskal-Wallis-Tests konnte bewiesen werden, dass
Patientinnen mit unifokalem, ER positivem MK héufiger ein niedrigeres Tumor Grading
(G1/G2 Absatz 1.3.2) als ein hohes Tumor Grading (G3/G4) aufweisen (p = 0,029). Zusatzlich
zeigte diese Patientengruppe ein signifikant niedrigeres Risiko fiir das Auftreten von
Metastasen, mit Boxplots und Kruskal-Wallis Tests wurde hierfiir ein p 0,020 fiir pM berechnet.
Weder die primare Tumorgrofie (pT p =0,267), noch der Lymphknotenstatus (pN p=0,736)
wiesen signifikante Unterschiede bei Expression oder Fehlen des ER auf. Unterstrichen
wurden die o.g. Ergebnisse, durch die multivariate Cox Regression, welche eine ER Expression
in der unifokalen Patientengruppe als unabhédngigen prognostischen Marker fiir das OS

identifizierte (HR 0,282, 95%ClI 0,114-0,698 p=0,006) (Tabelle 10).
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Abb. 5 Kaplan-Meier Uberlebenskurve. Dargestellt ist das Gesamtiiberleben in Jahren der
Patientinnen mit unifokalem MK im Vergleich ER positiv (griin) und ER negativ (blau).

Variable Koeffizient HR (95%CI) P-Wert
Alter 0,059 1,061 (1,023-1,100) 0,002
Grading 0,790 2,204 (0,987-4,923) 0,054
pT -0,234 0,791 (0,560-1,118) 0,185
pN 0,552 1,737 (1,302-2,318) 0,000
pM 3,025 20,591 (5,681-74,640) 0,000
ER -1,267 0,282 (0,114-0,698) 0,006

Tab. 10 Multivariate Cox-regression der Patientinnen mit unifokalem MK in Bezug auf das
Gesamtiiberleben

4.3.3 MULTIFOKAL/MULTIZENTRISCH

Im Gegensatz zur unifokalen Patientengruppe, konnten in der multifokalen/multizentrischen
Patientengruppe keine statisch relevanten Unterschiede zwischen den ER positiven und ER
negativen Patientinnen in Bezug auf OS (p=0,238), DES (p=0,052), histopathologische Grading
(p=0,262) und allen drei Kategorien des TNM Stagings (pT p=0,590, pN p=0,430, pM p=0.433)

nachgewiesen werden.
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4.4 Progesteronrezeptor
4.4.2  UNIFOKAL

Eine PR Expression zeigte, ebenfalls wie der ER, einen positiven Einfluss auf den
Krankheitsverlauf der Patientinnen mit einem unifokalem MK. Hierfiir wurden die gleichen
statistischen Analyseverfahren wie fiir die Auswertung des ER herangezogen. Die Kaplan-
Meier Uberlebenskurve zeigte ein langeres OS der PR positiven Patientinnen in der unifokalen
Gruppe, welches auch hier mit dem Log Rank Test und einem p-Wert von 0,012 statistisch
bestdtigt werden konnte (Abbildung 6). Nicht nur das OS, sondern auch das
histopathologische Grading nach WHO und TNM Staging wiesen einen besseren
Krankheitsverlauf bei Expression des PR's auf. Unter Anwendung von Boxplots konnte
gezeigt werden, dass die unifokale Patientengruppe bei PR Expression haufiger im Grading
einen gut differenzierten Tumor (G1) und im Staging keine Metastasen (pM0) aufwiesen, was
statistisch mithilfe von Kruskal-Wallis Tests bestatigt werden konnte (G1 p=0,007 und pMO
p=0,008). Das rezidivfreie Uberleben (DFS) mit einem p-Wert von 0,07, die Tumorgrofe (pT
p=0,390) und der Lymphknotenbefall (pN p= 0,662) zeigten keine statisch relevanten
Unterschiede in dieser Patientengruppe bei Expression oder Fehlen des PR. Im Gegensatz zum
ER, erwies sich der PR hingegen in Analyse mit multivariaten Cox-regression als abhéngiger
prognostischer Marker (HR 0,453, 95%CI 0,161-1,279, p=0,135) in der unifokalen

Patientengruppe (Tabelle 11).
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Abb. 6 Kaplan-Meier Uberlebenskurve. Dargestellt ist das Gesamtiiberleben in Jahren der
Patientinnen mit unifokalem MK im Vergleich PR positiv (griin) und PR negativ (blau).

Variable Koeffizient HR (95%CI) P-Wert
Alter 0,051 1,052 (1,015-1,091) 0,006
Grading 0,537 1,711 (0,720-4,066) 0,224
pT -0,129 0,879 (0,624-1,237) 0,459
pN 0,418 1,519 (1,175-1,965) 0,001
pM 2,670 14,443 (4,203-49,634) 0,000
PR -0,791 0,453 (0,161-1,279) 0,135
Tab. 11 Multivariate Cox-regression der Patientinnen mit unifokalem MK in Bezug auf das
Gesamtiiberleben
443  MULTIFOKAL/MULTIZENTRISCH

Passend zu den Ergebnissen der ER-Analyse konnten auch fiir den PR in der

multifokal/multizentrischen Patientengruppe keine signifikanten Unterschiede berechnet

werden (OS p =0,090, DFS p = 0,063, Grading p = 0,087, pT p = 0,830, pN p = 0,313, pM p =0,484).
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4.5 Triple negatives Mammakarzinom

4.5.2 UNIFOKAL

Die Ergebnisse der Analysen der beiden o.g. Rezeptoren, dem ER und dem PR, wurden
bestarkt durch die Auswertung der TN unifokalen MK Patientengruppe. Hier konnte
aufgezeigt werden, dass die unifokalen TN MK Patientinnen, die definitionsgemafs ER, PR und
Her2neu negativ sind, ein signifikant schlechteres OS aufweisen. Illustriert wurde auch in
diesem Fall mit Hilfe von Kaplan-Meier Uberlebenskurven (Abbildung 7) und berechnet ein
p-Wert von 0,05 durch den Log-rank Test. Allerdings konnten keine in dieser Gruppe keine
statistisch signifikanten Unterschiede bezogen auf das DFS (p = 0,952), histopathologische
Grading (p = 0.317), und das TNM Staging (pT p = 0.656, pN p = 0.756, pM p = 0.302), nach

Anwendung von Boxplots und Kruskal-Wallis Tests berechnet werden.
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Abb. 7 Kaplan-Meier Uberlebenskurve. Dargestellt ist das Gesamtiiberleben in Jahren der
Patientinnen mit unifokalem MK im Vergleich TN (griin) und HR positiv (blau).

40



453 MULTIFOKAL/MULTIZENTRISCH

Bei der statistischen Auswertung der TN multifokalen/multizentrischen Kohorte, konnten
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf das OS p = 0.556, histopathologische Grading p
=(0.247, und das TNM Staging (pT p = 0.874, pN p = 0.130, pM p = 0.98) durch Log-Rank Tests
berechnet werden. Interessanterweise zeigten die Analysen mittels Kaplan-Meier bei
Patientinnen mit multifokalem/multizentrischem MK ein verkiirztes DFS, welches mit einem

p-Wert von 0,019 sich als statisch signifikant erwies (Abbildung 8).
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Abb. 8 Kaplan-Meier Uberlebenskurve. Dargestellt ist das Gesamtiiberleben in Jahren der
Patientinnen mit multifokalem/multizentrischem MK im Vergleich TN (griin) und HR
positiv (blau).
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5. Diskussion

In dieser Dissertation wurde, die prognostische Bedeutung der etablierten
Steroidhormonrezeptoren differenziert auf die beiden MK Entititen - unifokal versus
multifokal/multizentrisch analysiert. Beide untersuchten Steroidrezeptoren, der ER und PR
zeigten einen signifikant positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf, jedoch nur in der
unifokalen Patientengruppe. In der multifokal/multizentrische Kohorte konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich der Prognose bei Expression der HR
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnten mit der Auswertung der TN
Patientenkohorte unterstrichen werden. Hier wiesen Patientinnen mit einem TN unifokalem
MK ein signifikant schlechteres Gesamtiiberleben auf. Interessanterweise konnte nur bei den
Patientinnen mit einem TN MK auch in der multifokal/multizentrischen Kohorte ein statistisch
signifikanter Unterschied beschrieben werden: TN multifokal/multizentrische MK zeigten eine
hohere Rezidivrate im Vergleich zu HR positiven Patientinnen. Dariiber hinaus konnte in
unseren Analysen nur der ER als unabhéngiger Prognostikator fiir das Gesamtiiberleben

identifiziert werden.

In einer Groflenordnung von ca. 30% werden bei der Diagnose eines MK multifokale und/oder
multizentrische MK detektiert. Beschrieben wurde dies in den Studien 1997 von Buchberger
et al [59] und 2005 bestatigt von Gundry et al [60], wo in 20,6% der Faille Multifokalitdt und in
11,1% Multizentrizitdt vorlag. In unserem Patientenkollektiv fand sich bei 45,9% der
untersuchten Patientinnen multifokal und oder multizentrische MK. Die Reprasentativitat
unseres Kollektives ist diesbeziiglich eingeschrankt, da um eine bessere Vergleichbarkeit
zwischen der uni- und multifokalen/multizentrischen Kohorte zu erzielen einige Patientinnen
mit einem unifokalen MK blind nicht in das Kollektiv eingeschlossen wurden. Beziiglich des
Krankheitsverlaufes und damit einhergehend der Prognose, belegen etliche Studien einheitlich
eine ausgepragte Korrelation zwischen Multifokalitat/Multizentrizitédt und ein erhohtes fiir das
Auftreten einer Lymphknotenbeteiligung (pN) [17, 61-63]. Weissenbacher et al beschrieben ein
signifikant haufigeres Auftreten eines Lokalrezidivs und Fernmetastasen (pM) in der
multifokalen als in der unifokalen MK Gruppe. In multivariaten Analysen identifizierten sie
die Multifokalitdt/-zentrizitdt als unabhéngigen Prognostikator mit einem signifikant
negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben (p=0,016), Lokalrezidiv (p=0,001) und

Fernmetastasen (p=0,038) und verlangten bereits 2010 die Hinzunahme der Fokalitdt zu den
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etablierten prognostischen Faktoren des MK [20]. Fushimi et al waren beziiglich dieser
Aussage zuriickhaltender. In ihrer Analyse zeigte die Multifokalitat/-zentrizitdt allein keine
prognostische Auswirkung auf das Uberleben, erst als die pT-Stage der einzelnen Tumorfoki
zu einem hoheren pT-Staging addiert wurden, konnten sie ein signifikant schlechteres Rezidiv-
freies Uberleben (p=0,043) errechnen. Somit deklarierten sie die Fokalitit als abhingigen
prognostischen Marker fiir das Uberleben, da erst nach Adaptation des pT-Stagings jenes eine
statistische signifikante Auswirkung auf die Prognose zeigte [64]. Die vorliegende Arbeit kann
zu dieser Debatte nicht suffizient beitragen, da die Daten nicht nach dem alleinigen Aspekt der
Fokalitdt in Bezug auf die Prognose analysiert wurden. Dennoch wurde nach bestem Wissen
bislang in keiner Studie die prognostische Bedeutung der HR auf die jeweilige MK Entitat, der

Fokalitat beschreiben.

Eine zielgerichtete, auf den Patienten optimal zugeschnittene Therapie hat heutzutage bei der
Behandlung des MK die oberste Prioritdt. Demzufolge ist der Zugewinn an detaillierten
Informationen der molekularen Biomarker nicht nur als prognostische, sondern vielmehr in
der Rolle als pradiktiver Marker unverzichtbar und Gegenstand aktueller Forschung. Zu
dieser Fragestellung konzipierten Nicolini et al eine Studie, in der sie den PR bei ER positiven
Patientinnen als zusatzlichen pradiktiven Faktor identifizierten [65]. Auch Nordenskjold et al
konnten 2016 in einer randomisierten Studie mit 2738 Patientinnen einen positiven Nutzen
einer adjuvanten Tamoxifen Therapie bei ER- und PR-Expression belegen, wohingegen kein
Langzeiteffekt bei reiner ER Expression und PR Negativitit des Tumorgewebes, in Bezug auf
das OS und DSF gefunden wurde [66]. Hingegen beschreibt die European Group on Tumor
Markers (EGTM) in einer Metaanalyse von 20 randomisierten klinischen Studien (n=21457) den
PR in primédrem MK als nicht unabhdngigen pradiktiven Faktor fiir eine adjuvante Tamoxifen
Therapie. Dennoch konnten bei hohen PR-Expressions Leveln eine hdohere
Therapieansprechrate und ein langeres OS fiir Patientinnen mit fortgeschrittenem MK
beobachtet werden [67]. Der primdre Wert der Steroidhormonrezeptoren besteht also in der
Rolle als pradiktiver Biomarker fiir eine endokrine Therapie. Nichtsdestominder konnten
beide, sowohl der ER als auch der PR, sich als prognostischer Marker etablieren. Etliche
Studien bislang konnten bei ER-und PR positiven Patientinnen ein besseres Outcome vor allem
in den ersten 5-7 Jahren nach Erstdiagnose im Vergleich zu TN oder HR-negativen
Patientinnen belegen [68-70]. In unserer Studie erwies sich in der multivariaten Analyse einzig

der ER als unabhéngiger Faktor in Bezug auf das Gesamtiiberleben. Eine PR Expression war
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zwar in der unifokalen Patientengruppe signifikant mit einem besserem Gesamtiiberleben
assoziiert, konnte in der multivariaten Cox-Regression jedoch nur als abhangiger
prognostischer Marker fiir das Gesamtiiberleben nach Adjustierung an Faktoren wie Alter,
Grading und Staging berechnet werden. Trotz der diskrepanten Datenlage beziiglich der
pradiktiven und prognostischen Bedeutung des PR's ist laut Literatur und Leitlinie die
Bestimmung des ER und PR im MK-Gewebe obligat. Beziiglich des Zeitpunktes der Festlegung
des Rezeptorstatus und dementsprechenden Einsatz der endokrinen Therapie sind die
Empfehlungen der bedeutenden Institutionen unstimmig. Die ASCO empfiehlt bei einer
Divergenz des HR-Status zwischen dem primdr - und metastasierten Tumor, den
Rezeptorstatus des fortgeschrittenen Karzinoms fiir die weitere Therapieansitze zu
verwenden [71]. Demgegentiiber wird sowohl von der European Society for Medical Oncology
(ESMO) als auch von dem National Comprehensive Cancer Network (NCCN) eine
Anwendung endokriner Therapie empfohlen, sobald eine Biopsie einen Rezeptor positiven
Nachweis erbringt [72, 73]. Ein Konsens diesbeziiglich erscheint {iberaus relevant, in einer
Metaanalyse, die insgesamt 4200 MK Patientinnen einschloss, konnte fiir den ER-Status eine
Diskordanz von 20% zwischen dem primar- und metastasierten Tumor nachgewiesen werden.
Fiir den PR-Status diesbeziiglich sogar von 33% [74]. Es bleibt weiterhin von grofiem Interesse,
wie und ob die préddiktive und prognostische Aussagekraft des ER's und PR’s in den

jeweiligen Tumorfoki relativiert. Hierzu bedarf es weiterer Forschung und Analysen.
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6. Ausblick

Léngst hat sich neben den HR, der Her2neu -Rezeptor als préadiktiver und prognostischer
Marker fiir das MK in den Leitlinien und im klinischen Alltag etabliert. Er gehort zu den
transmembranédren Wachstumsfaktor-Rezeptoren, lokalisiert auf dem Chromosom 17q12 und
vermittelt seine Wirkung iiber eine Tyrosin-Signalkaskade an den Zellkern. Eine Steigerung
der Mitose, Neoangiogenese, Inhibition der Apoptose, Tumorzellmigration und Invasion sind
das Resultat einer Her2 Uberexpression [75, 76]. Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung
konnten unzdhlige Arbeiten fiir das Her2-positive MK einen schlechteren Outcome im DFS
und OS aufzeigen. Derzeit umstritten wird, wie bei den HR's, die reine prognostische
Aussagekraft des Her2neu-Rezeptors, da diese seit dem routinemaéfiigen Einsatz von Anti-
Her2 Therapien kaum mehr zu bestimmen ist. Demgegeniiber steht die unvermeidliche
Relevanz des Her2-Rezeptors als pradiktiver Marker. Bei Her2-Rezeptor positiven MK zeigt
die Hinzunahme einer zielgerichtete Anti-Her2neu Therapie (Trastuzumab) zu einer
adjuvanten Chemotherapie in zahlreichen Studien ein verbessertes Therapieansprechen und

Outcome [77-79].

Auch die in Abschnitt 1.6 erwdhnten tumorassoziierten Proteolysekfaktoren uPA und PAI
werden in der aktuellen Literatur hinsichtlich ihres prognostischen und pradiktiven Nutzens
fiir das HR-positive, Her2neu- und nodal-negative MK diskutiert. Look et al konnten 2002 eine
statistisch signifikante Korrelation von hohen uPA und PAI Konzentrationen mit erh6htem
Metastasierungsrisiko, einem kiirzeren OS und hiermit einen prognostische Bedeutung dieser
beiden Marker belegen [80]. Harbeck et al untersuchten im selben Jahr die beiden Biomarker
hinsichtlich ihres pradiktiven Nutzens [81]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Patientinnen
mit hohen uPA/PAI Werten im Primédrtumor deutlich mehr von einer adjuvanten
Chemotherapie profitieren, im Gegensatz zu Patientinnen mit niedrigen uPA/PAI
Konzentrationen. Auch die 10-Jahres Nachbeobachtungsstudie derselben Forschungsgruppe
konnte diese Ergebnisse bestarken [82]. Es konnte eine Niedrigrisiko Gruppe definiert werden,
in der Patientinnen mit niedrigen uPA/PAI Werten kaum von einer adjuvanten Chemotherapie
prognostisch profitieren wiirden. Entgegen der ASCO-Empfehlungen wurde der uPA/PAI
Biomarker nicht in die aktuellste Version der S3-Leitlinie aufgenommen. Grund hierfiir ist vor

allem die fehlende Ubertragbarkeit auf die gegenwértigen Behandlungsstandards [4].
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Mit dem Beschluss des Gemeinsamen Bundesausschlusses im Juni 2019 und in Zukunft mit
Sicherheit weiter an Bedeutung zunehmend, sind Biomarker-basierte Tests fiir das MK
hinsichtlich ihrer prognostischen und préadiktiven Aussagekraft in das Zentrum der Forschung
geriickt. Genexpressionsanalysen untersuchen mithilfe von cDNA-Microarrays das
Expressionsmuster tausender Gene im MK. Sie sind Gegenstand der individualisierten
Medizin, bei der genomische Merkmale genutzt werden um die Therapie zu optimieren.
Aufgezadhlt werden die vier in Deutschland am héaufigsten verwendeten Multigentests, die
grofitenteils unterschiedliche Gen Panels zur Grundlage haben:  Oncotype DX®,
EndoPredict®, MammaPrint® und Prosigna®. Sogar in der aktuellsten S3-Leitlinie konnten
sich die o.g. Multigentests mit Einschrankungen als pradiktiver Marker etablieren.
Genexpressionsanalysen sollen demnach bei HR-positiven, Her2- und nodal-negativen MK
nur dann herangezogen werden, wenn die konventionellen Prognosefaktoren einschliefilich
Ki-67 keine eindeutige Entscheidung beziiglich einer adjuvanten Chemotherapie erlauben. Seit
Januar 2020 werden klinisch validierte Multigentests von den gesetzlichen Krankenkassen als
Regelleistung anerkannt. Mit der TransATAC Studie konnte die prognostische Aussagekraft
dreier Genexpressionstests (Oncotype DX®, EndoPredict®, Prosigna®) unterstrichen werden.
Alle drei Analyseverfahren identifizierten eine Niedrigrisikogruppe hinsichtlich eines DFS in
den ersten 10 Jahren nach Erstdiagnose bei nodalnegativer Erkrankung [83]. Dementgegen
untersuchte die OPTIMA Studie prospektiv in einem Patientenkollektiv mit einem frithen ER
positiven und Her2 negativen MK zwischen einer Chemotherapie gefolgt von einer
endokrinen Therapie nach Risikoabschdtzung sechs unterschiedlicher Multigentests [84]. Die
Ergebnisse zeigten eine nur maiBige Ubereinstimmung der Tests bezogen auf die
Risikoeinteilung und Bestimmung des molekularen Subtyps. Demzufolge bemangeln die
Autoren, dass unterschiedliche Tests fiir die Patientinnen zu verschiedenen Risikoeinteilung
fiihren und somit divergenten Therapieempfehlungen. Hinsichtlich des Einsatzes einzelner
Genexpressionstests besteht also noch weiterer Forschungsbedarf mit groferer Evidenz und

langeren Nachbeobachtungszeiten.

Der stetige Zugewinn an Informationen der Molekularbiologie des MK fiihrt zu einem
detaillierteren Verstandnis des komplexen Tumorgeschehens. Heutzutage ist es sogar mithilfe
verschiedener Genexpressionsanalysen moglich, die Expressionsmuster von Proteinen und
den kodierenden Genen der individuellen Patientinnen zu erstellen und somit ein gezieltes

Therapiekonzept zu erstellen. Mit dem Nachweis des Her2-neu Rezeptors und dem darauf
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basierenden erfolgreichen Einsatz von Trastuzumab hat die Bedeutung pradiktiver Faktoren
eine neue Bedeutung gewonnen. Unsere Studie konnte einen statistisch signifikanten
Unterschied der prognostischen Aussagekraft der etablierten Hormonrezeptoren in Bezug auf
die Fokalitdit belegen. Weitere Studien beziiglich einer pradiktiven Relevanz dieser

untersuchten Korrelation und dementsprechend angepasster Therapie sind erforderlich.
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7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der prognostische Einfluss der etablierten Hormonrezeptoren auf das
unifokale versus multifokale und / oder multizentrische Mammakarzinom untersucht. An
einem Patientenkollektiv von 320 an einem Mammakarzinom erkrankten Frauen konnten
mittels immunhistochemischer Farbungen die Hormonrezeptorexpression und durch
Bildgebungen die Fokalitit evaluiert werden. Diese Daten wurden anhand statitischer
Analysen ausgewertet und =zeigten signifikante Zusammenhdnge beziiglich der
Krankheitsprognose. Als relevante Prognostikatoren wurden in dieser Studie etablierte
Prognosemarker wie das Gesamtiiberleben, Rezidivfreie Uberleben, das TNM-Staging und

Grading als Endpunkte festgesetzt und untersucht.

Zusammenfassend  konnte  gezeigt  werden, dass  eine  Ostrogen-  und
Progesteronrezeptorexpression nur in unifokalem Mammakarzinom statistisch signifikant mit
einer verbesserten Prognose einher gehen. In der Multivariaten Analyse konnte zudem der
Ostrogenrezeptor in der unifokalen Gruppe als unabhéngiger Marker fiir das
Gesamtiiberleben identifiziert werden. Bei an einem multifokalen und/oder multizentrischen
Mammakarzinom erkrankten Patientinnen konnte kein prognostischer Einfluss, weder bei
einer Ostrogen- noch bei einer Progesteronreptorexpression, analysiert werden. Um die
Aussagekraft dieser Ergebnisse zu stirken wurden die Daten der Patientinnen mit einem
Triple negativen Mammakarzinom ausgewertet. Hier konnte ein signifikant schlechteres

Gesamtiiberleben in der unifokalen Kohorte aufgezeigt werden.

Diese Daten sollen zur aktuellen Diskussion der prognostischen Relevanz der Fokalitdt beim
Mammakarzinom beitragen und am Beispiel der Hormonrezeptorexpression helfen diese
differenziert zu betrachten. Ziel aller ist eine Optimierung der individualisierten Therapie der
Mammakarzinom Patienten. Mit diesem Anreiz wurden bereits Neuerungen hinsichtlich
weiterer pradiktiver und prognostischer Maker bereits in der Diagnostik etabliert, wie
beispielsweise molekular-genetische Blutuntersuchungen oder andere Biomarker. Weitere
Studien zu dem Thema dieser Arbeit bleiben abzuwarten, um eine Etablierung der Fokalitat

als weiteren Prognosemarker des Mammakarzinoms zu realisieren.
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9. Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

(Strept)Avidin-Biotin-Complex ABC
Atypische duktale Hyperplasie ADH
Amercian Society of Clinical Oncology ASCO
College of Amercian Pathologists CAP
Duktales Carcinoma in situ DCIS
Flache epitheliale Atypie FEA
Hormonrezeptor HR
Hormonersatztherapie HRT

Human epidermal Growth Factor 2 Rezeptor =~ Her2

Immunhistochemie IHC
Kontrastmittelmagnetresonanztomographie KM-MRT
Lobulére intraepitheliale Neoplasie LIN
Mammakarzinom MK
Neutral buffered formalin NBF
Kein spezieller Typ NST
Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 PAI-1
Pathologic complete remission pCR
Progesteronrezeptor PR
Ostrogenrezeptor ER
Ostrogentherapie ET
Ostrogen-Gestagen Therapie EPT
Triple negativ TN
Tumor-Node-Metastasis TNM
Union for international cancer control UICC
Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator uPA
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