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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Steroidrezeptoren und deren Kofaktoren in der
Entstehung von Verinderungen der Brustdriise
Pathologische Verdnderungen des Brustdriisenparenchyms gehoren zu den
haufigsten Erkrankungen bei der Frau. Wie das Statistische Bundesamt mitteilt,
starben im Jahr 2004 17 590 Frauen an Brustkrebs. Dies entspricht 4% aller
Todesfille bei Frauen. Der Anteil von Brustkrebs an den durch Krebs
verursachten Todesféllen bei Frauen lag 2004 bei 17%. Damit ist Brustkrebs
bei Frauen die am haufigsten zum Tode fithrende Krebsart. Neben dem
Mammakarzinom finden sich zahlreiche unterschiedliche proliferative
Verdnderungen der Brustdriise, welche von benignen bis zu prdmalignen
Lisionen reichen.
In der vorliegenden Arbeit beschranken wir uns auf vier verschiedene
pathologische Verdanderung der Brustdriise, die benignen Mastophathien und
Fibroadenome, sowie die Carcinomata in situ und letzlich invasive
Mammakarzinome. Diese werden immunchemisch untersucht und
Hormonrezeptoren und deren Koaktivatoren ( SRC1 und p300) bzw.
Korepressoren (NCoR und SMRT) werden in den verschiedenen Lésionen
miteinander verglichen. In fritheren Studien wurden diese Rezeptoren bereits
genauer analysiert und Zusammenhénge zwischen der Expression der
Steroidhormonrezeptoren und den Wirkmechanismen der Koaktivatoren und
Korepressoren hergestellt. Untersucht wurde vor allem Endometriumgewebe,
welches ebenfalls wie das Brustdriisengewebe zu den Zielorganen der
Steroidhormone z&hlt. Es wurde festgestellt, dass signifikante Unterschiede in
der Expression verschiedener Aktivatoren abhingig vom Zeitpunkt innerhalb
des Menstruationszyklus gefunden werden konnen (Chien et al. 1999).
So fiihrt besonders SRC1 durch seine Bindung an die Steroidrezeptoren zu
einer Erhohung der Transkriptionsrate innerhalb der Zelle, wogegen NCoR und
SMRT durch Bindung an ihren Rezeptor und der Aktivierung der Histon-
Acetylase-1 eher die Gen-Transkription hemmen (Chien et al. 1999). Ziel der
vorliegenden Arbeit ist es, die vier unterschiedlichen Gewebearten auf die
Expression der Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptoren zu untersuchen, die
Verteilung der zwei Koaktivatoren SRC1 und p300 sowie der zwei
Korepressoren SMRT und NCoR zu analysieren, und somit einen

Zusammenhang zu der Pathogenese der Gewebeldsionen herzustellen.
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Heutzutage spielen Antidstrogene ( z.B. Tamoxifen®) bzw.
Aromataseinhibitoren (Anastrozol ®, Letrozol ® oder Exemestan ®) in der
endokrinen Therapie des Mammakarzinoms eine bedeutende Rolle. Wenn die
einzelnen Wirkungsmechanismen der Entstehung von Karzinomzellen in
Zusammenhang mit den verschiedenen Rezeptoren und deren Aktivatoren
geklart sind, konnte dies ein Ansatzpunkt fiir weitere Therapiemoglichkeiten

sein und uns eine Aussage tiber die Prognose der Erkrankung liefern.

1.2 Definition und Epidemiologie verschiedener Mammalisionen

1.2.1 Mastopathie des Brustdriisengewebes

Die Mastopathien sind die hdufigsten noch gutartigen Erkrankungen der
Brustdriise und treten mit einer Inzidenz von 40%-50% der Frauen im Alter
von 46-52 Jahren auf (Bender et al. 2002). Unter Mastopathie versteht man
eine Vielzahl hormonabhéngiger , proliferativer und regressiver
Veranderungen im Brustdriisenparenchym (Schindler et al. 1991).

Dazu gehoren im wesentlichen Mikro- und Makrozystenbildung durch
Fibrosklerose des Brustdriisengewebes, Epithelhyperplasien, einschlieBlich
Adenosen und Papillomatosen sowie Odembildung und ein Umbau der
mesenchymalen Driisenarchitektur (Schindler et al. 1991). Zu den
Mastopathieerkrankungen rechnet man die Mastopathia cystica fibrosa und die
Fibrosis mammae.

Bezogen auf die Epithelverinderungen unterscheidet man nach Prechtel:

Grad I: einfache Mastopathie ohne Epithelproliferation

Grad II: Mastopathie mit Epithelproliferation, aber ohne
Zellatypien

Grad III: Mastopathien mit atypischer Epithelproliferation, aber

ohne die als Carcinoma in situ definierten

Zellverdnderungen.

1.2.2 Fibroadenome im Brustdriisengewebe

Das Fibroadenom der Mamma ist die hdufigste benigne Neoplasie der Mamma

und tritt bevorzugt bei jungen Frauen zwischen 20 und 30 Jahren auf.
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Fibroadenome sind einzelne, gegeniiber der Unterlage verschiebliche, dezent
verhidrtete Tumoren der Brust. Sie wachsen unter Hormoneinfluss in der
Spétphase des Menstruationszyklus und wihrend einer Schwangerschaft
(Dickson et al. 1988). Nach der Menopause zeigen die meisten Fibroadenome
dementsprechend eine Regression. Eine Exzision ist nicht erforderlich, wenn in
der Stanzbiopsie die Diagnose eines Fibroadenoms gesichert werden kann oder
der Befund kleiner als 3 cm ist und in der Bildgebung sonst nicht suspekt ist.
Falls eine Entfernung dennoch notwendig ist oder von der Patientin gewiinscht
wird, ldsst sich das Fibroadenom leicht aus der restlichen Brustdriise

herausschilen.

1.2.3 Carcinomata in situ des Brustdriisengewebes

Das Carcinoma in situ (CIS) ist eine Lésion, deren Zellen morphologisch die
typischen Verdnderungen eines Karzinoms aufweisen, wobei diese jedoch nur
vor allem innerhalb des duktalen Systems (ductales Carcinomata in situ
(DCIS)) der Brustdriise anzutreffen sind, eine Invasion ins umgebende
Stromagewebe liegt noch nicht vor und die Basalmembran ist noch intakt
(Badve et al. 1998). Somit gilt es als noch nicht metastasierungsfihige
Vorstufe invasiver Karzinome. Trotz dieser klaren Definition stellt das CIS
eine sehr heterogene Gruppe von Lésionen dar. Diese Heterogenitit betrifft die
Histopathologie, die Klinik und nicht zuletzt die Prognose.

Noch Anfang der 80er Jahre umfalite das DCIS lediglich etwa 2% aller
Brustkrebsfille, heute liegt die Rate bei mehr als 12% (Bundesamt fiir
Statistik). Ursache hierfiir ist der zunehmende Einsatz des Mammographie-
Screenings mit dem Leitsymptom «Mikrokalk». Wéhrend der Anteil an DCIS
an allen entdeckten Karzinomen bei etwa 3—5% liegt, macht er bei
Screeningkollektiven inzwischen 20-30% aus. Aus historischen und teilweise
unbehandelten Fillen weill man, dass etwa 30% der Patientinnen mit einem
DCIS ohne Therapie ein invasives Karzinom entwickeln, das Zeitintervall liegt
hier zwischen 3 und 10 Jahren (Mittel: 6,1 Jahre) (Lagios et al. 2005).

Erst durch die Mammographie ist es, {iberwiegend durch Nachweis



von Mikroverkalkungen, moglich, ein DCIS bei einer asymptomatischen
Patientin zu erkennen. Somit bedeutet die Mammographie Fritherkennung mit
der Chance auf Heilung im eigentlichen Sinn. Sonographie und MR-
Mammographie spielen bei der Erkennung des DCIS nur eine untergeordnete
Rolle. Die Mastektomie stellt beim DCIS fiir 98% aller Félle eine kurative
Behandlung mit definitiver Heilung dar (Badve et al. 1998).

Auch heute noch miissen sich alle anderen Therapieverfahren an diesem

Standard messen.

Eine alleinige Exzision ist mit einer relativ hohen (bis 43%), auch invasiven
(bis 50%) Rezidivrate verkniipft. Die Exzision mit anschlieender
Strahlentherapie senkt die Rezidivrate deutlich (<20%), dennoch gibt es auch
hier invasive Rezidive (~50%) (Boyages et al. 1999). Die mittlere Zeit bis zum
Auftreten des intramammaéren Rezidivs liegt bei tiber 5 Jahren. Tritt dann ein
nichtinvasives Rezidiv auf, das durch eine Mastektomie behandelt wird, sind
alle Patientinnen nach 5 Jahren tumorfrei. Bei invasiven Rezidiven miissen wir
von 10% Todesfillen nach 5 Jahren ausgehen. Bislang waren keine sicheren
pradiktiven Faktoren fiir die Therapiewahl etabliert.

Die Vorhersage des Rezidivs war ebensowenig moglich wie die Art des

Rezidivs (invasiv vs. nicht-invasiv). In den letzten Jahren wurde versucht, tiber
neuere Klassifikationssysteme diese Problematik zu 16sen. So haben
verschiedene Arbeitsgruppen unterschiedliche Klassifikations-systeme
entwickelt, wobei die von Silverstein und Mitarbeitern (Silverstein et al. 1996)
publizierte Klassifizierung , die derzeit am weiteste Verwendung findet.
Hierbei werden drei Gruppen eingeteilt: Gruppe 1 besteht aus den «non high
nuclear grade»-Féllen ohne Nekrose, Gruppe 2 aus den «non high nuclear
gradex»- Fillen mit Nekrose und Gruppe 3 aus den «high nuclear grade»-Fillen.
Hierauf baut auch der Van-Nuys-Prognostic-Index (VNPI) auf, wobei neben
der pathologischen Klassifizierung, welche entsprechend der jeweiligen
Gruppe mit 1 bis 3 Punkten bewertet wird, die Tumorgrof3e sowie der
tumorfreie Resektionsrand Eingang finden. Es konnen prinzipiell Punktwerte
von minimal 3 bis maximal 9 erreicht werden. Wiederum werden drei Klassen
gebildet (VNPI 3 oder 4, VNPI 5-7, VNPI 8 oder 9), die sich — zumindest am
retrospektiven Untersuchungsgut ausgewertet — prinzipiell voneinander
unterscheiden:

Die Niedrigrisikogruppe (VNPI 3 oder 4) weist nur etwa 2% Rezidive auf, die

8 Jahre rezidivfreie Uberlebenszeit (RFS) liegt bei 97%. In der mittleren
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Gruppe (VNPI 5-7) liegt die Rezidivrate bei 19%, die 8 Jahre-RFS liegt bei
77%, in der Hochrisikogruppe (VNPI 8 oder 9) betrigt die Rezidivrate 57%,
die 8-Jahre-RFS liegt bei nur 20%. Dartiber hinaus scheint es moglich,
Patientinnen, die von einer Strahlentherapie profitieren, mit dem VNPI
identifizieren zu konnen: In der Niedrigrisikogruppe betragt die 8-Jahre-RFS
mit Strahlentherapie 100%, ohne Strahlentherapie 97%, in der mittleren
Gruppe liegen die Werte bei 88 versus 71%, in der Hochrisikogruppe bei 35
versus 0%. Bislang ist der VNPI jedoch nie prospektiv validiert worden.
Kiirzlich konnte von Silverstein und Mitarbeitern (Silverstein et al. 1999)
gezeigt werden, dass die GroBe des tumorfreien Randsaumes bei der Exzision
der entscheidende Parameter fiir das Risiko der Rezidiventstehung ist. Bei
Patientinnen mit einem Randsaum von >10 mm scheint unabhéngig vom VNPI
ein Verzicht auf eine Strahlentherapie moglich. Nur Patientinnen mit einem
chirurgischen Randsaum von weniger als 1 mm sollen von einer
Strahlentherapie profitieren (Julien et al. 2000).

Auch in der Privention einer nicht-invasiven Brustkrebserkrankung gibt es
neue Erkenntnisse (Wickerham et al. 1999, Fisher et al. 1999): So konnte
gezeigt werden, dass die Therapie mit dem Ostrogenrezeptorantagonisten
Tamoxifen nicht nur das Risiko fiir eine nicht-invasive Brustkrebserkrankung
um etwa die Halfte senken kann, sondern dass auch bei vorausgehendem
lobuldrem Carcinoma in situ und bei vorausgehender atypisch proliferierender
duktaler Hyperplasie das Risiko einer nachfolgenden nichtinvasiven
Brustkrebserkrankung deutlich reduziert wird.

Sollten sich diese Ergebnisse auch in weiteren Untersuchungen bestitigen
lassen, so stehen sowohl im operativen als auch im priaventiven Bereich
grundlegende Verdnderungen an: Zum einen ist es dann erstmals moglich, das
Risiko auch fiir eine nichtinvasive Brustkrebserkrankung durch eine
medikamentdse Vorsorge deutlich senken zu konnen, zum anderen gewinnt die
chirurgische Strategie fiir das weitere rezidivfreie Uberleben der Patientin
weiter an Bedeutung. Daher miissen Pathologen und Kliniker umfangreiche
Anforderungen erfiillen, damit die fiir eine Brusterhaltung geeigneten Félle von
den hierfiir nicht geeigneten unterschieden werden kénnen: So muss eine
metrische Bestimmung der Lasion in drei Dimensionen auch bei makro-
skopischer Nicht-Abgrenzbarkeit gewihrleistet sein, bei einer invasiven
Komponente muss diese semiquantitativ von der nichtinvasiven ausgewertet

werden. Von iiberragender Bedeutung ist die Metrik des minimal tumorfreien
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Abstandes zwischen Lésion und chirurgischem Resektionsrand in allen
Ebenen. Vom Kliniker muss die vollstdndige Entfernung der Lésion, moglichst
in einem operativen Schritt, gefordert werden.

War das Leitsymptom Mikrokalk, ist neben einem Préparatradiogramm die
Anfertigung einer postoperativen Mammographieaufnahme unerlélich. Bei
brusterhaltender Therapie ist ein intensives Follow-up der betroffenen Brust
mit 1/2jdhrlichen Mammographiekontrollen fiir 4 Jahre und spiter jahrlichen
Kontrollen erforderlich. Falls irgend moglich, sollte eine brusterhaltende
Therapie angestrebt werden. Die Rezidivrate innerhalb von 10 Jahren liegt bei
etwa 10-15%. Ungefdhr die Hélfte der Rezidive sind invasiv (5-7%). Das
Risiko der Mortalitét liegt etwa bei 1/3 der Erkrankten (2—3%). Das Risiko
«Tod durch DCIS/invasives Karzinom nach Mastektomie wegen DCISy liegt
bei etwa 1-2%. Insofern betridgt die Differenz in der Mortalititsrate zwischen
Brusterhaltung und Mastektomie beim DCIS 1-2%. Moglicherweise kann
diese Differenz durch neue priventive und/oder operative Strategien in Zukunft

weiter verringert werden. (Wickerham et al. 1999, Fisher et al. 1999)

1.2.4 Mammakarzinome

Die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister und das Robert-Koch-
Institut geben 55 150 Mammakarzinom-Neuerkrankungsfille fiir das Jahr 2002
an, das sind 26,8 % aller weiblichen Krebserkrankungen (Gesellschaft
epidemiologischer Krebsregister in Deutschland e.V.et al. 2006). Das invasive
duktale Karzinom ist mit 40—75% der héufigste histopathologische Tumortyp
unter den Mammakarzinomen. In der Hiufigkeit folgen das invasive lobulére
mit seinen Subtypen (5-15 %), das medullédre (1-7 %), das tubulére (1-2 %),
das muzindse (1-2 %) und das papilldre Karzinom (1-2 %). Die weiteren
Karzinomformen treten in einer Haufigkeit von unter 1% auf (Engel et al.
2007).

Bislang ist die Ursache wie bei den meisten bosartigen Tumoren unbekannt,
man geht von einem multifaktoriellen Geschehen aus. Eine familidre
Disposition ist jedoch unumstritten. Frauen, deren weibliche Verwandte ersten
Grades (Mutter, Schwester) an einem Mammakarzinom erkrankten, haben ein

zwei- bis neunfach erhohtes Erkrankungsrisiko (Kndrr, K. et al 1989).Es steigt
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auf 50%, wenn Mutter oder Schwester primenopausal ein bilaterales
Mammakarzinom aufweisen (Helzlsouer, K.J. 1994).

Neben diesen genetischen Faktoren scheinen vor allem hormonelle Einfliisse
wie Nulliparitét, spite Erstparitét, kurze Stillperiode, frithe Menarche und spite
Menopause werden als Risikofaktoren angesehen mit Erh6hungen des Risikos
auf das 1,5- bis 3- fache (Helzlsouer, K.J. 1994).

Das Mammakarzinom ist somit ein klassischer hormonabhéngiger Tumor. Als
Ursache kommt eine hormonale Imbalance im Verhiltnis von Ostrogen zu
Gestagen mit einem relativen Gestagenmangel in Frage. Diese hormonelle
Beeinflussung gilt als gesichert, sei es als Kokarzinogen oder, was
wahrscheinlicher erscheint, als “promoting-factor” (Knorr, K. et al 1989).

Im Verlauf der Tumorgenese verlieren die Ostrogene als
Proliferationspromotoren ihre Wirkung und werden verdrangt durch die
Wachstumsfaktoren aus der FGF-Familie (Riede UN, 1993). Bei den
Ostrogenrezeptor-negativen Fillen dominiert das c-erb-B2 (neu) Onkogen,
welches fiir einen durch Punktmutation verénderten Rezeptor fiir den
epithelialen Wachstumsfaktor (EGF) kodiert. Hinzu kommt noch die
Inaktivierung der Tumorsuppressorgene pS3 und pRB110 (Riede UN, 1993).
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1.3 Bedeutung der Ostrogenwirkung fiir die Klinik maligner
Mammalésionen

Da Ostrogene die Funktion von nicht-reproduktivem Gewebe, wie z.B. dem
Gehirn, Knochen und Gefidllsystem aber ebenso von reproduktivem Gewebe,
wie der Mamma, dem Uterus, oder des Ovars steuern, spielen sie eine
bedeutende Rolle in der Regulation von Zelldifferenzierung und- wachstum.
Weiterhin sind besonders in der Brustdriise Ostrogene an der Initiierung und
Aufrechterhaltung von neoplastischen Ereignissen beteiligt (Enmark and
Gustafsson, 1999). In der heutigen hormonellen Therapie des
Mammakarzinoms werden mit Antiostrogenen Hormonrezeptoren in
neoplastischem Gewebe der Mamma geblockt und somit das Wachstum der
Krebszellen manipuliert.

Ostrogen vermittelt seine vielfiltigen physiologischen Funktionen
hauptséchlich iiber zwei Liganden-induzierte nukledre Transkriptionsfaktoren
aus der Steroidhormonrezeptor Familie, die Ostrogenrezeptoren (ER) o und
(ER) B, welche die Expression eines komplexen Gen-Netzwerks regulieren
(Enmark and Gustafsson, 1999).

Im Rahmen der Routinediagnostik bei Patienten mit Mammakarzinomen hat
die Hormonrezeptoranalyse (Ostrogen- und Progesteronrezeptoren) zur
Prognosebestimmung, Tumoranalyse und bei der Festlegung des
therapeutischen Verfahrens eine wichtige klinische Bedeutung.
Immunhistochemisch findet sich in iiber der Hilfte aller priméiren
Mammakarzinome eine ER-und PR-Expression (Dickson and Lippman, 1988)
Eine Expression von Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptoren im priméren
Mammakarzinom ist positiv mit dem rezidivfreien Intervall sowie mit einer
verlingerten Uberlebenszeit korreliert ( Osborne, 1998).

Von den fortgeschrittenen Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen
sprechen circa 2/3 auf eine Therapie mit Antiéstrogen wie z.B. Tamoxifen an
(Harris JR, 1991). Auch wenn eine Mehrzahl der rezeptorpositiven
Mammakarzinome initial auf eine antidstrogene Therapie angesprochen haben,
konnen diese im Verlauf der Therapie resistent dagegen werden (Dowsett,
1996). Es gab bereits Studien, die die Rolle von Tamoxifen als Praventiv-
therapie untersucht haben, da sich die weite Verbreitung von Tamoxifen

erfolgreich bei der Therapie beim Mammakarzinom und in der reduzierten
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Inzidenz von kontralateralen Mammakarzinomen gezeigt hat (Dunn and Ford,
2001).

Die grofite Studie, die die Bedeutung von Tamoxifen zur Priavention von
Mammakarzinomen bei Frauen mit hohem Erkrankungsrisiko evaluieren sollte,
wurde vorzeitig im September 1997 abgebrochen, da sich zu diesem Zeitpunkt
gezeigt hatte, dass 154 Patientinnen in der Placebogruppe (2,3%), aber nur 85
Patientinnen der Verumgruppe (1,3%) an einem invasiven Mammakarzinom
erkrankt waren. Dies entsprach einer Reduktion des Mammakarzinomrisikos
um 45% in allen Altersgruppen (Dunn and Ford, 2001).

Bei der Ovarektomie, die erste endokrine Therapie von Mammakarzinomen,
zeigte sich, dass es dadurch zu einer Tumorregression kommen kann (Beatson,
1896). In frithen Studien lag die Gesamtansprechrate auf eine Ovarektomie fiir
Patientinnen mit Mammakarzinom bei ca. 30% (Boyd et al. 1987). Dies
entspricht den heutigen Ansprechraten auf eine endokrine Therapie in
unselektionierten Patientenkollektiven. Trotz der eindeutigen positiven Effekte
einer endokrinen Therapie, blieb der Grund fiir das heterogene Ansprechen der
Mammakarzinome auf diese Therapieform ungeklart, bis in den 60er Jahren
der Ostrogenrezeptor von Toft, Gorski (Toft and Gorski, 1966) und Jensen
(Jensen et al, 1968) identifiziert wurde. Aufgrund dieser Untersuchungen
konnte eine positive Korrelation zwischen der Expression des
Ostrogenrezeptors und einer endokrinen Therapie erklirt werden.

Bei der Therapie des primiren Mammakarzinoms waren nun die Ostrogene
(wie auch Androgene) die ersten hormonellen Substanzen die Anwendung
fanden. Bei 20-40% der postmenopausalen Frauen zeigte die Therapie mit
Diethystilbestrol (DES) eine signifikante Ansprechrate, die jedoch aufgrund
ithrer hohen Toxizitdt im Vergleich zu anderen hormonellen Substanzen heute
kaum noch Anwendung finden. Nichtsdestotrotz konnte in mehreren klinischen
Studien gezeigt werden, dass Ostrogene vergleichbare Ansprechraten haben
wie Antiostrogene. (Carter et al, 1977), (Ingle et al.,1981). Kortikosteroide
(Pritchard and Sutherland, 1989) und Androgene (Henderson, 1991)
erreichten bei postmenopausalen Frauen Ansprechraten von 20-25% und 5-
10%. Aufgrund dhnlicher Ansprechraten, jedoch besserer Vertrdglichkeit fiir
die Patientinnen werden bevorzugt andere Substanzen wie Antidstrogene und
keine Kortikosteroide oder Androgene in der heutigen hormonellen Therapie
eingesetzt. AuBBer dem Antiostrogen Tamoxifen werden auch Antidstrogene

mit reinen antagonistischen Effekten wie ICI 182,780 (Faslodex) und neue
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gezielte Antiostrogene wie Raloxifen getestet. Bis heute gibt es aber noch
keine medizinische Erkirung dafiir, weshalb sowohl Ostrogene als auch
Antiostrogene dhnliche Effizienzen in der Therapie des Mammakarzinoms

aufweisen.

1.4 Antiostrogenwirkung beim Mammakarzinom

Das Antidstrogen Tamoxifen bindet an den Ostrogenrezeptor und verhindert so

die Anlagerung des korpereigenen Ostrogens. Damit wird den neoplastischen
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Zellen das Wachstumssignal entzogen. Allerdings ist die Blockade der
Ostrogenwirkung auf die Tumorzellen durchTamoxifen nicht vollstindig,
sodass in den letzten Jahren intensiv an der Weiterentwicklung der
Hormontherapie gearbeitet wurde. Die dabei entwickelten neuen Aromatase-
hemmer wie Anastrozol, Letrozol und Exemestan verhindern die Entstehung
des korpereigenen Ostrogens (Winer et al. 2005). Aromatase-hemmer sind
Substanzen, die das Enzym Aromatase in der menschlichen Zelle blockieren,
welches fiir die Bildung von Ostrogenen aus Androgenen in Muskeln und

Fettgewebe verantwortlich ist.

In groBen klinischen Studien, die insgesamt an mehreren tausend Patientinnen
durchgefiihrt wurden, konnte die Wirksamkeit der Aromatasehemmer bewiesen
werden. Mittlerweile werden die Aromatasehemmer sowohl bei Patientinnen
mit fortgeschrittenem Mammakarzinom als auch in der adjuvanten Behandlung

in zunehmendem Malfe eingesetzt.

In der adjuvanten Therapie sind dabei insbesondere zwei Studien
bahnbrechend: die ATAC-Studie (Arimidex Tamoxifen Alone or in
Combination), bei der mehr als 9.300 Patientinnen tiber einen Zeitraum von
fiinf Jahren entweder mit Anastrozol oder mit Tamoxifen behandelt wurden
und die BIG-1-98 Studie der International Breast Cancer Study Group mit iiber
8.000 Patientinnen, in der der Aromatasehemmer Letrozol mit Tamoxifen
verglichen wurde. Beide Studien konnten zeigen, dass durch die Behandlung
mit einem Aromatasechemmer das Riickfallrisiko im Vergleich zu Tamoxifen
reduziert werden konnte (Howell et al. 2005). Das Wiederauftreten der
Erkrankung, ein Krebsbefall in der gesunden Brust sowie die Streuung der
Krebszellen in andere Organe konnte in vielen Fillen verhindert werden. Das
Riickfallrisiko von Brust-krebspatientinnen, das durch Tamoxifen bereits etwa
halbiert wird, verringert bei Anastrozol noch einmal um 26 %.Neben der
gesteigerten Wirksamkeit konnten die Aromatasehemmer aber auch mit einer
besseren Vertriaglichkeit punkten. Die Rate schwerer Nebenwirkungen war
unter Anastrozol-Behandlung in der ATAC-Studie nur etwa halb so hoch und
wegen seiner besseren Vertraglichkeit wurde der Aromatasehemmer auch
seltener abgesetzt (Howell et al. 2005). Typische Nebenwirkungen von
Tamoxifen sind Hitzewallungen, Vaginalblutungen und Ausfluss. Es besteht

aber auch ein gewisses Risiko fiir das Auftreten von zerebrovaskuldren
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Ischdmien, Thromboembolien und des Endometriumkarzinoms. Bei
Patientinnen mit bestehenden Polyarthrosebeschwerden oder Osteoporose
sollte jedoch beachtet werden, dass bei Anwendung von Aromatasehemmern
spezifische Nebenwirkungen in Form von erh6hten Gelenksschmerzen und
erhohter Knochenbruchgefahr nach jahrelanger Anwendung beschrieben
werden. In solchen Féllen kann eine Therapie mit Tamoxifen sinnvoller sein.
Da das Rezidivrisiko in den ersten drei Jahren nach Operation am hochsten ist,
zeigt sich der Vorteil der Aromatasehemmer besonders in den ersten
Therapiejahren. In mehreren klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass
die Patientinnen auch von einer Umstellung auf einen Aromatasehemmer nach
einer zwei- bis dreijdhrigen Tamoxifentherapie profitieren. Das gilt sowohl fiir
das Anastrozol als auch fiir das Exemestan. In zwei groflen Studien (ABCSG 8
und ARNO; ES-031-Studie) konnte eine erhebliche Risikoreduktion gegeniiber
einer 5-jahrigen Tamoxifentherapie belegt werden (Jakesz et al. 2005).

1.5 Ostrogenwirkung in der Karzinogenese

Im Tierversuch konnte der Einfluss von natiirlichem und synthetischem

Ostrogenen auf die Entstehung und Progression von benignen und malignen
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Tumoren mittlerweile eindeutig belegt werden (Lupulescu, 2006). Dabei
scheinen die Steroidhormone eher mitogene Koaktivatoren als
Tumorpromotoren zu sein (Cohen and Ellwein, 1991) (Devilee and Cornelisse,
1994).Welche Rolle in der Progression von Mammakarzinomen die
Steroidhormone wirklich spielen ist bis heute noch weitgehend unverstanden.
Unter physiologischen Bedingungen steuern Ostrogene die Proliferation und
Apoptose des Driisenepithels der Mamma, indem es die Expression einer
Vielzahl von Genen in den 6strogenabhingigen Epithelzellen reguliert (Hewitt
et al., 2003). Dabei stehen die Ostrogenrezeptoren in Wechselwirkung mit
anderen Regulationssystemen der Proliferations- und Zellzykluskontrolle
(Katzenellenbogen, 1996). Es konnten Wechselwirkungen mit
Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, TGFa, TGFp, PDGF, IGF-I und IGF-II),
Protoonkogenen (z.B. Fos, Jun, myc, int-2, erbb2 und ras),
Tumorsupressorgenen (z.B. TP53, BRCA1, MST1, HIC, NMEI),
Zellzyklusregulatoren (z.B. Cyclinen, CDKs, p16, p21),

Telomerase, “Missmatch Repair* Genen (z.B.MSH2, MLH1, PMS1/2) und
Apoptose-Gene (CD95, bel2) gezeigt werden (Elledge et al.,1997) (Lemieux
and Fuqua, 1996). Wenn in einem dieser Regulationssysteme Fehlfunktionen
auftreten, kann dieses im Modell der Mehrschritt-Karzinogenese zu
neoplastischen Verdnderungen in diesem Gewebe kommen, und somit
Mammakarzinome induzieren. Diese Defekte fiihren unter Umsténden zu
einem Verlust der Ostrogeninduzierten Apoptose und induzieren eine
unphysiologische Zellproliferation (Dickson and Stancel, 2000).
Entsprechend der zunehmenden Erkenntnis zur Bedeutung der
Ostrogenwirkung in der Karzinogenese und Tumorprogression ist basierend
auf Daten, die eine vermehrte Inzidenz von Mammakarzinomen unter einer
Hormonersatztherapie postmenopausaler Frauen eine weit tiber die
medizinische Fachliteratur hinaus reichende Diskussion iiber diese Therapie
entstanden. Im August 2003 wurden Resultate aus der Million Women Study
zur Assoziation der Hormontherapie mit dem Brustkrebsrisiko in der
Fachzeitschrift The Lancet publiziert (Million Women Study Collaborators 2003).
Die Million Women Study untersuchte 1.084.110 Frauen im Alter zwischen 50
und 64 Jahren. Es handelt sich um ein Kooperationsprojekt der Cancer
Research UK, dem National Health Service Breast Screening Programme und
dem Medical Research Council. Das Hauptziel der Studie besteht in der

Untersuchung des Effektes der Hormontherapie auf das Brustkrebsrisiko. Die
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Studienteilnehmerinnen rekrutieren sich aus Frauen, die an einem nationalen
Brustkrebs Screening Programm teilnehmen. 70% dieser Frauen haben an der
Erhebung teilgenommen. Dieses bedeutet, dass eine von vier Frauen im UK an
der Studie teilnimmt. Es handelt sich somit um die weltgrof3te Studie dieser
Art. Die Hilfte der Frauen hat eine Hormontherapie angewendet. Es liegen
Daten aus den Jahren von 1996 bis 2001 vor. Verschiedene Formen der
Hormontherapie waren mit einer unterschiedlich ausgepréigten
Risikosteigerung verbunden. In absoluten Zahlen bedeuten die Ergebnisse, dass
nach zehnjdhriger Anwendung einer Hormontherapie 5 zusétzliche Brustkrebse
pro 1000 Anwenderinnen einer Ostrogenmonotherapie - das entspricht einem
relativen Risiko RR von 1,30 ([95% CI 1,21-1,40], p<0,0001) - und 19
zusitzliche Karzinome pro 1000 Frauen bei Anwenderinnen einer Ostrogen-
Gestagen-Kombination - RR 2,00 ([95 % CI 1,88-2,12], p<0,0001) - auftreten.
Fiir die nationalen Verhiltnisse im UK bedeutet dies, dass die Hormontherapie
bei 50-64-jdhrigen Frauen in den letzten 10 Jahren zu 20.000 zusitzlichen
Brustkrebsen gefiihrt hat, wovon 15.000 mit der Ostrogen-Gestagen-
Anwendung assoziiert waren. Die zusétzlichen Todesfédlle konnen aufgrund der
Daten nicht zuverldssig geschétzt werden. Es besteht eine positive Korrelation
zwischen der Anwendungsdauer und dem Anstieg des Brustkrebsrisikos. Die
Anwendung von Tibolon fiihrte ebenfalls zu einer Steigerung des
Brustkrebsrisikos auf ein relatives Risiko von 1,45 ([95% CI 1,25-1,68],
p<0,0001). Die Gruppe der Anwenderinnen war allerdings deutlich kleiner als

die der Ostrogen- bzw. Ostrogen-Gestagen-Anwenderinnen.

1.6 Familie der Steroidhormonrezeptoren

Ostrogen, Progesteron, Androgene, Glucokortikoide und Mineralkortikoide
gehoren zu den klassischen Steroidhormonen und werden von endokrinen

Zellen synthetisiert und sezerniert. Uber das Blut gelangen die Steroidhormone
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zu ihren Zielzellen, dringen dort ein und binden sich an spezifische
Rezeptoren. Ungekliart ist noch immer der Mechanismus der Passage der
Hormone in die Zelle und wie diese reguliert wird (Mangelsdorfet al., 1995).
Die Steroidhormonrezeptoren sind intrazelluldre Transkriptionsfaktoren, die
als inaktive Apoproteine entweder im Zytoplasma oder im Nukleus existieren
(Mangelsdorf et al., 1995).

Die Bindung der Liganden fiihrt zu einer allosterischen
Konformationsdnderung des Rezeptors, gefolgt von der Dimerisierung zweier
Liganden-gebundener Rezeptormolekiile. Diese Dimerisierung erlaubt dann die
Bindung des Rezeptor-Hormon-Komplexes an seine spezifische Ziel-DNA, das
Hormon-responsive-Element (HRE). Diese DNA-Sequenzen finden sich in der
Promotorregion von Zielgenen in der Nidhe der Transkriptionsinitiierungsstelle.
Nach HRE-Bindung aktiviert der Liganden-gebundene Rezeptor die
Transkription , welche schliefSlich zu erhohter Expression derjenigen Proteine
fuihrt, fiir welche diese Gene kodieren (Beato et al., 1995).

Als Ende der 60er Jahre ein allgemeingiiltiger Wirkmechanismus der
Steroidhormonrezeptoren vorgeschlagen wurde, waren viele der einzelnen
Schritte im Detail noch vollig ungeklart. Erst Mitte der 80er Jahre konnte durch
die Klonierung von cDNAs, die fiir unterschiedliche Steroidhormonrezeptoren
kodieren, ein erheblicher Gewinn an struktureller Information {iber

Steroidhormonrezeptoren erzielt werden (Evans, 1988).

1.7  Der molekulare Wirkmechanismus der Steroidhormonrezeptoren

Die nukledren Rezeptoren konnen eingeteilt werden, entsprechend ihrer
Dimerisation und ihrer DNA-Bindungskapazitét. Steroidhormon-Rezeptoren
binden an die DNA als Dimere, indem sie kurze palindromartige Sequenzen

besetzen und dariiber hinaus komplexe ,,response-elements" mit anderen
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Transkriptionsfaktoren aktivieren konnen. Entsprechend ihrer Dimerisierung
kann man folgende Einteilung treffen: Rezeptoren fiir Ostrogen, Progesteron,
Androgen und Cortisol binden als Homodimer am Hormonrezeptor. Ostrogen-
Response Elements bestehen aus der palindrome Sequenz AGGTCA NNN
TGACCT. Androgen-Glucocorticoid und Progesteron binden ebenfalls an eine

palindrome Sequenz.

Die zweite Gruppe der nuklearen Rezeptoren beinhalten den Retinol-Séure-
Rezeptor, den Thyroid-Hormon-Rezeptor und den Vitamin-D-Rezeptor: Sie
binden an die DNA als Heterodimer und beinhalten jeweils den Retinoid-X-
Rezeptor. Die DNA-Stellen fiir diese Rezeptoren beinhalten die
palindromformige Sequenz GGTCA, die durch fiinf Nukleotide von der
komplimentdren Sequenz getrennt sind. Allerdings kann der Zwischenraum
zwischen den komplimentiren Basen unterschiedlich lang sein, was eine

unterschiedliche Wirkung vermittelt.

Die Transkriptionsaktivierung durch Steroidrezeptoren wird durch zwei
Aktivator-Teile des Rezeptors mediiert: AF-1 und AF-2. Hierbei wird die
transkriptionsaktivierende Wirkung dieser Domainen vor allem iiber damit
assoziierende Proteine, sogenannte Koaktivatoren bzw. Korepressoren

reguliert.

1.8 Koaktivatoren und Korepressoren fiir nukleare Rezeptoren

Die p-160 Proteine und CBP/p300 sind die wichtigsten Proteine, welche mit
den Rezeptoren interagieren. Die p-160 Proteine SRC-1, TIF-2 sowie p/CIP
besitzen eine starke homologe Sequenz. Sind die Koaktivatoren am Rezeptor
gebunden, so erfiillen sie zwei unterschiedliche Rollen: Sie stabilisieren den

Transkriptionskomplex der DNA Polymerase, andererseits formen sie das
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Chromatin um, und sie destabilisieren die Bindung der Nukleosome und
bereiten damit die Transkription vor. Beide Familien der Rezeptor
interagierenden Proteine besitzen die Aktivitét einer Histon-Acetyl-
Transferase, welche die Lysin-Reste von Histonen acetylieren, dadurch das
Nukleosom destabilisieren und die Gentranskription ermoglichen (Huang et al.

2002).

Die Bindung des AntidstrogensTamoxifen erlaubt dem Rezeptor zwar zu
dimerisieren und an die DNA zu binden, es blockiert allerdings die
Transkriptionsaktivitét, welche durch das AF-2 vermittelt wird. Beim AF-1-
Teil des Rezeptors bewirkt Tamoxifen hingegen einen agonistischen Effekt.
Dementsprechend agiert das Tamoxifen als Antagonist, wenn die
Transkriptionsaktivitdt des Rezeptors durch AF-2 vermittelt ist, hingegen als
partieller Agonist tiber die AF-1 Doméne. Liganden unspezifische Stimulation
des Ostrogen-Rezeptors Auch der Epidermal-growth-factor moduliert die
Aktivitit des Ostrogen-Rezeptors. Diese Aktivierung scheint iiber MAPK zu
laufen, welche den Serin-Rest der Aminosédure 118 im AF-1-Anteil des
Rezeptors phosphorylieren. Es gibt Rezeptor interagierende Proteine die in
zwei Gruppen eingeteilt werden konnen:

Die Gruppe 1 besteht aus zwei Protein-Familien, welche die Transkription
stimulieren. Eine Familie beinhaltet die Steroid-Rezeptor-Co-Aktivator-
Proteine (SRC1a-1¢), den Transkriptions-intermediary-Faktor (TIF-2) und das
CREB-Bindungsprotein — Interacting-Protein (p/CIP). Die zweite Familie
besteht aus dem CBP und dem p300; beide Proteine agieren als Koaktivatoren
fiir das cAMP-response-element-Bindungs-Protein (CREB), jenem
Transkriptionsfaktor, der die Protein Kinase-A vermittelten Stimuli
weiterleitet. Beide Proteine (CBP, p300) spielen bei zahlreichen
Transkriptionsfaktoren die Rolle eines Koaktivators. Die Gruppe 2 sind die
Korepressoren NCoR (nuclear receptor corepressor and SMRT (silencing

mediator for retinoid and thyroid-hormone receptors).

Gezielt untersucht wurde der Zusammenhang zwischen den Steroidrezeptoren
und deren Koaktivatoren/Korepressoren in Studien am Endometriumgewebe
(Tanri et al., 2002). In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass SRC1 und der
Ostrogenrezeptor eng miteinander verkoppelt sind und die Expression und die

Lokalisation von SRC1 wihrend des Menstruationszyklus variiert. Damit ist
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laut der Autoren zum ersten mal bewiesen worden, dass es Schwankungen in
der Expression von Korezeptoren in hormonabhéngigem Gewebe gibt. Ebenso
hat die Regulation des SRC1 entscheidenen Einfluf3 auf die
Progestronrezeptoren. SRC1 gehort zu der p160 Familie und ist durch eine
helix-loop-helix Struktur am einen Ende (n-terminus) und durch eine CBP
Bindungsstelle im mittleren Teil charakterisiert. Immunhistochemische
Untersuchungen haben ergeben, dass SRC1 eine Histon-Acetyl-Transferase
Aktivitat aufweist und damit die Gentranskription unterstiitzt (Spencer TE et
al. 1997). Ein weitere Koaktivator, der p300 ist in Anwesenheit von SRCI
durch eine Bindungsstelle am C-Ende (c-terminus) und ebenfalls einer Histon-
Acetyl-Transferase Aktivitét charakterisiert und steht damit ebenfalls in engem
Kontakt zur Steroidrezeptorexpression und der des SMRT (Shibata H, et al.
1997). Es ist bekannt, dass SRC1 und p300 sich aneinander binden und mit den

Steroidrezeptoren einen groen Komplex bilden.

So wurde auch ein Zusammenhang zwischen SRC1 und p300 bei der
Entstehung von 6strogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen festgestellt

(Hanstein, et al 1996).

Die Korepressoren NCoR und SMRT hingegen sind durch einen Repressor-
Bereich am N-terminus und einem Rezeptor-Bereich am C-terminus
charakterisiert (Park, EJ, et al. 1999 und Ordentlich, P et al. 1999). NCoR und
SMRT binden an nukledre Rezeptoren , wie zum Beispiel Thyroid-Hormon-
Rezeptoren und Retinoid-Rezeptoren in Abwesenheit der jeweiligen Liganden,
wihrend sie sich wieder davon 16sen, sobald die Liganden daran binden.
Zusitzlich fordern die Korepressoren die Histon-Deacetylase-1 (Heinzel T, et
al. 1997), welche die Gen-Transkription normalerweise hemmt. Daher werden
Korepressoren fiir die Suppression der Gen-Transkription in der Zielzelle
verantwortlich gemacht. Frithere Studien haben bereits eine mogliche
Interaktion zwischen NCoR und den ER und PR gezeigt (Zhang X, et al 1998
und Huang HJ, et al. 2002). Es wurde beschrieben, dass eine NCoR-ER
Verbindung eine 6strogeninduzierte Transkription von Brustkrebszellen

unterdriickt (Chien PY, et al. 1999.

-23 -



2 Studienbeschreibung

Da Steroidhormon-Koaktivatoren und Korepressoren eine entscheidene Rolle
in der Ostrogen-vermittelten Transkriptionsregulation zukommt, charakterisiert
dies diese Proteine als mogliche Prognosemarker fiir 6strogenabhingige

Tumoren. Daher war es Ziel der vorliegenden Arbeit, deren Expression mit
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histologischen Subtypen und klinischem Verlauf von Mammaldsionen zu

korrelieren.

Die in dieser Arbeit analysierten Daten wurden im Rahmen einer klinischen
Studie an der Universitétsfrauenklinik Diisseldorf erhoben.

Der Zeitraum der Erfassung erstreckte sich von Januar 1999 bis Dezember
2004. Es wurden Jetnadelbiopsien von 154 (3. n = 154) Patientinnen im Alter
von 20-86 Jahren beurteilt. Diese Biopsate wurden in vier Gruppen, die
Mastopathien (n1=41), die Fibroadenome (n2= 25), die Carcinomata in situ (
n3= 45) und die Karzinome ( n4= 43) aufgeteilt.

Es wurden die Hormonrezeptoren (Ostrogen und Progesteron) und deren
Kofaktoren SMRT, SRCI, p300 und NCoR immunhistochemisch detektiert.
Insgesamt wurden also 924 Schnitte beurteilt. Die Beurteilung erfolgte nach

dem IRS Score (siche 5.8).

3 Fragestellung

Durch die von uns erhobenen Daten und deren statistischer Auswertung soll
eine Korrelation zwischen der Expression von Hormonrezeptoren und deren
Koaktivatoren SRC1 und p300 sowie den Korepressoren SMRT und NCoR in
Abhéngigkeit von histologischen Variationen von Mamma-L&sionen
untersucht werden. Im Falle einer Korelation wiirde dieses Verfahren

moglicherweise neue Prognosemarker von Mamma-Lisionen definieren.

4 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es die Expression von Ostrogen- und Progesteron
Rezeptoren in verschiedenen Lésionen des Brustdriisengewebes im Verhiltnis
zu den Koaktivatoren, SRC1 (Steroid-Rezeptor-Coaktivator-Protein) und p300

bzw. den Korepressoren SMRT (silencing mediator of retinoic acid and
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thyroid hormone receptors)und NCoR (nuclear receptor corepressor) zu

setzen.

5 Material und Methoden

5.1 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden Proben von 154 Patientinnen aus der
Universititsfrauenklinik Diisseldorf untersucht, Paraffinschnitte aus den

Stanzen angefertigt und nach Zugabe der verschiedenen Antikérpern von einer
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Gynikopathologin der Pathologie Diisseldorf befundet. Dabei lag das
Durchschnittsalter aller Patientinnen bei 43,3 Jahren. Die 152 Gewebeproben
teilen sich auf in 41 Préparate in der Gruppe der Masthopathien, 25 Priaparate
konnten den Fibroadenomen zugeordnet werden, 44 Priparate zeigten ein
Carcinoma in situ und 42 Proben hatten einen invasiven Charakter. Das
Durchschnittsalter der Mathopathie-Patientinnen liegt in der vorliegenden
Arbeit bei 37,8 Jahren, bei den Fibroadenomen 32,2 Jahre, bei den Carcinoma

in situ bei 42,7 Jahren und bei den invasiven Karzinomen bei 53,1 Jahren.

5.2  Gewebeproben

Die Tumorgewebsproben wurden aus dem pathologischen Archiv

des Klinikums gewonnen, und stammen aus den Jahren 1998 bis 2004, wobei
die Anzahl der Stanzen sich von Jahr zu Jahr erhohten. Daher stammt der
Grofteil der von uns untersuchten Gewebeproben aus den Jahren 2003 und

2004. (> 65 %).

5.3 Gewebearten

Bei der vorliegenden Arbeit haben wir uns zunéchst auf vier gro3e Gruppen
der Mammalidsionen beschriankt. Wir haben dabei die verschiedenen gutartigen
Erkrankungen des Brustdriisengewebes in zwei Gruppen, die Mastopathien und
die Fibroadenome gefasst. Das Kollektiv der Mastopathien umfasst in unserer
Arbeit die proliferativen und regressiven Verdanderungen des
Brustdriisengewebes. Dazu gehoren im wesentlichen Mikro- und
Makrozystenbildung durch Fibrosklerose, Epithelhyperplasien, einschlieBlich
Adenosen und Papillomatosen sowie Odembildung und ein Umbau der
mesenchymalen Driisenarchitektur (mastopathia cystica fibrosa und fibrosis
mammae). Auch haben wie aufgrund des relativ kleinen Kollektivs bei den
Carcinoma in situ auf eine Unterscheidung zwischen duktalen und lobuldren
Ca in situ verzichtet, da nur in 4 Féllen ein lobuldres Carcinoma in situ
gefunden wurde, gegeniiber 40 duktalen Carcinomata in situ. Ebenfalls waren
nur 3 der 42 untersuchten invasiven Karzinome vom lobulédren Typ und nur in
einer Gewebsprobe war ein tubuldres Karzinom zu finden, sodass auch hier

nicht die einzelnen Untergruppen unterschieden wurden.

-7 -



5.4  Minimalinvasiv-bioptische Verfahren

Die Hochgeschwindigkeits-Stanzbiopsie (LCB= Large Core Biopsie, syn.
Jetnadelbiopsie) gilt heute in der minimal-invasiven Mammadiagnostik mit
14G-Nadeln als die Methode der Wahl zur Gewinnung von Gewebe aus
mammographisch, sonographisch oder magnet-resonanztomographisch
suspekten Lésionen. Mit dieser Technik lassen sich mit Hilfe einer 14-G
Biopsie Nadel Proben mit einem Gewicht von bis zu 15 mg pro Stanzvorgang
gewinnen. Zur Sicherung der histo-logischen Diagnose sind bei soliden
Lisionen etwa drei bis finf und bei Lasionen mit Mikrokalzifikationen fiinf bis
zehn Stanzvorgédnge notwendig. (Blohmer et al. 1999).

Neben der histologischen Diagnose ist die Bestimmung zusétzlicher
tumorbiologischer Faktoren am Biopsat moglich.

GroBere Gewebemengen lassen sich mit neueren bioptischen Verfahren wie
der Vakuum-Stanzbiopsie und dem ABBI-System (Advanced Breast Biopsy
Instrumentation) gewinnen. Wahrend bei der Vakuum-Stanzbiopsie mit 11G-
Nadeln iiber einem Zugang bis zu 24 Proben mit einem Gewicht von jeweils
etwa 95 mg gewonnen werden, wird mit dem ABBI-System jeweils eine Probe
mit einem Durchmesser von bis zu 20 mm entnommen.

Alle interventionellen Techniken werden ambulant in Lokalanésthesie
durchgefiihrt. Nur bei der ABBI-Prozedur ist ein operativer Verschluss der
Wunde notwendig. Die Vakuum-Stanzbiopsie kann unter mammographischer
(stereotaktischer) Kontrolle in sitzender oder liegender Position erfolgen,
wiéhrend die ABBI-Prozedur nur im Liegen durchfiihrbar ist. Bioptische
minimalinvasive Verfahren dienen der Diagnosesicherung. Sie konnen nur

diagnostisch, nicht aber therapeutisch eingesetzt werden.

5.5 Herstellung von Paraffinschnitten

Von den in Formaldehyd fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben
wurden mit Hilfe des Mikrotoms ca. 3 - 5 um dicke Schnitte angefertigt,
welche zur “Entfaltung” zunédchst kurz (max. 1 - 2 min) in ein 40 °C warmes
Wasserbad und anschlieBend auf ChemMate - Objekttriger gebracht wurden.
Nach etwa 12 - 24 Stunden Lufttrocknung bei Raumtemperatur oder

Trocknung bei 37 °C in einem Inkubator war die Weiterverarbeitung moglich.
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5.6 Immunhistochemie

Grundprinzip immunhistochemischer Farbemethoden ist, mit Hilfe von
Antikorpern korrespondierende Antigene im Gewebe zu markieren.
Immunologische Reaktionen zwischen Antigenen und spezifischen
monoklonalen oder polyklonalen Antikérpern stellen den ersten Schritt jeder
immunbhistologischen Farbung dar. Der zweite Schritt besteht in der Detektion
der entstandenen Antigen-Antikorper-Komplexe durch eine Farbreaktion. Die
Antigenbindung kann durch Enzymkopplung sichtbar gemacht werden. Bei
den sog. ,,indirekten" Methoden, die in der diagnostischen Immunhistochemie
heute iiberwiegend angewendet werden, werden zusétzliche immunologische
oder chemische Reaktionen zwischengeschaltet. Die gebrduchlichsten
Detektionssysteme sind die Peroxidase-Anti-Peroxidase-Technik (PAP), die
alkalische Phosphatase-Antialkalische-Phosphatase-Technik (APAAP) und die
Avidin-Biotin-Komplex-Technik (ABC)(Hsu SM RL, 1981).

Wir haben die standardisierte Avidin-Biotin-Komplex-Technik (ABC) mit dem
Maus-IgG-Vectastain Elite ABC Kit (Vector Laboratories, Burlingame,
California,USA) durchgefiihrt (Mylonas I, et al 2006,).

Im Gegensatz zur PAP, welche auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion basiert,
wird bei der Avidin-Biotin-Methode die starke Affinitat von Avidin
(Eiweisglykoprotein) Biotin (Vitamin H) physikalisch zu binden, genutzt.
Avidin besitzt 4 Bindungstellen fiir Biotin. Jedoch binden aufgrund der
molekularen Konfiguration in der Regel weniger als 4 Biotinmolekiile (siche
Abb. 5.1). Dieser Komplex ist in seiner Stabilitat aufgrund seiner hoheren
Affinitat von Avidin zu Biotin, der PAP-Technik iiberlegen. Er verfiigt tiber
eine hohe Sensitivitat, da die Moglichkeit einer Komplexbildung mehrerer
Biotin-Molekiile mit Avidin besteht, und somit zuséitzlich eine kostensparende
hohere Verdiinnung der Primérantikorper moglich ist (Hsu SM RL et al 1981).
Das erste ist ein Primérantikdrper (monoklonale Maus-Primérantikorper), der
sich spezifisch gegen das zu bestimmende Antigen richtet (das gesuchte
Antigen im Gewebeschnitt wird markiert). Zur Verstarkung und
Sichtbarmachung der Primarantikérper-Bindung erfolgt zunéchst die Zugabe
eines Biotin-konjugierten Sekundérantikorpers (zweite Reagenz). Das dritte
Reagenz ist ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin- Komplex. Die freien

Stellen des Avidinmolekiils ermdglichen die Bindung an das Biotin des
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Sekundirantikorpers. Am Ende werden die Antigene durch Einsatz einer
Chromogen-Substratlosung sichtbar gemacht (Bourne J., 1983).

Da eine Reihe von Antigenen durch die Formalinfixation verdndert sind, ist es
hiufig notwendig, deren Epitope durch Vorbehandlung der Schnitte, zum
Beispiel durch Mikrowellenbehandlung oder proteolytische Enzyme, zu
demaskieren. Vor dem Férbevorgang ist die vollstdndige Entfernung des
Einbettungsmediums (Entparaffinierung) zur Vermeidung von
Hintergrundfirbung und Uberdeckung positiv gefirbter Zellen auBerordentlich
wichtig ( Handbuch Immunchemische Fdrbemethoden, 2003). Von
Formaldehyd bzw. auf Formaldehyd basierenden Losungen ist bekannt, dass in
Antigenen sterische Verdnderungen, sogenannte Molekiilvernetzungen,
induziert werden, beziehungsweise insbesondere Zelloberflichenantigene
denaturiert werden konnen. Durch eine Vorbehandlung mit proteolytischen
Enzymen kann versucht werden iiberschiissige Aldehydvernetzungen
aufzuspalten und die verdeckten Antigene freizulegen (Handbuch

Immunchemische Fdrbemethoden, 2003).

Abb. 5.1:

Bei der ABC/SABC-Methode reagiert der Avidin/Streptavidin-
Biotin-Komplex mit dem biotinylierten Sekundarantikérper.(57)
Bei der LAB/LSAB-Methode reagiert enzymmarkiertes
Avidin/Streptavidin mit dem biotinylierten
Sekundéarantikoérper.(57)

4 & @
!le, Aoriditsi3te eptad dine ety atkizttes w
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5.7 Durchfiihrung der Firbungen
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Bei den Paraffin-Schnitten, die wir benutzt haben, wurden folgende Schritte
durchgefiihrt: die Entparaffinierung erfolgte durch zweimal zehnminiitiges (2x
10 min) Inkubieren im Xylol und danach ebenso zehnminiitiges Inkubieren in
reinem Ethanol.

Um die Aktivitiat endogener Peroxidase zu blocken, welche sonst zu falsch
positiven Ergebnissen fithren wiirde, wurden die Schnitte 20 Minuten im
Methanol (194 ml) mit 6 ml 30%igem H202 (Merck, Darmstadt) bei
Raumtemperatur inkubiert und dann 5 - 10 Minuten mit flieBendem
Leitungswasser gespiilt. Nach Rehydration der Schnitte in 70%igem Ethanol,
50%igem Ethanol und destilliertem Wasser erfolgte die Antigen-Demaskierung
in der Mikrowelle. Dazu wurden die Schnitte in 10 ml Natriumzitrat-
Waschpuffer (pH 6,0) inkubiert und die Préparate fiir dreimal fiinf Minuten in
der Mikrowelle bei 600 Watt gekocht. Nach Abkiihlung wurden die Préparate
zweimal in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Eine
unspezifische Bindung des priméren Antikoérpers wurde durch Inkubation der
Schnitte mit verdiinntem normalen Serum (10ml PBS + 150W1 horse serum;
Vectastain Elite ABC Kit) fiir 20 Minuten geblockt. Die Schnitte wurden dann
bei Zimmertemperatur fiir 60 Minuten mit den primaren Antkorpern inkubiert.
ER-a und PR-A wurden in einem hintergrundsreduzierendem Medium (Dako,
Glostrup, Denmark) verdiinnt, wihrend die gegen die Kofaktoren gerichteten
Antikorper mit PBS verdiinnt wurden. Nach dem Waschen mit PBS wurden die
Préaparate mit dem biotinylierten Sekundéarantikérper fiir 30 Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert (10ml PBS +150ml horse Serum und 50ml Anti-
mouse-Antikorper; Vectastain Elite ABC Kit).

Danach wurden die Schnitte mit dem Avidin-Biotin Peroxidase-Komplex
(10ml PBS +200ml Losung A + 200ml Losung B; Vectastain Elite ABC Kit)
fir 30 Minuten inkubiert und erneute 2x10 Minuten in PBS gewaschen.

Zur Visializierung der immunologisch detektierbaren nukledren Rezeptoren
und deren Kofaktoren wurde die Chromogen- Substratlosung
Diaminobenzidine Tetrachloride (DAB Dako, Glostrup, Denmark) fir 8-10
Minuten zugefiigt. Dies ergab ein braunes Endprodukt an der Stelle des
gesuchten Rezeptors. Die Priaparate wurden in Mayers Hdmatoxylin fiir 2
Minuten gegengefarbt und danach in der aufsteigenden Alkoholreihe (50-98%)
dehydriert. Aus dem als Intermedium fungierendem Xylol wurden die Schnitte
mit Eindeckmedium (Consul MountTM; Shandon, Pittsburgh, USA) und einem

Deckglas eingedeckt .
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Die negativen Kontrollen wurden durch Ersetzen der primiren Antikorper mit
normalem Mausserum durchgefiihrt. Als positive Kontrolle fiir ER-a, PR und
den Koaktivatoren haben wir Gewebschnitte vom humanen invasiven

Mammakarzinom benutzt.

5.8 Immunhistochemische Auswertung der histologischen Schnitte

Die Intensitat und das Verteilungsmuster der immunohistologischen Fiarbung
der spezifischen Steroidrezeptoren ist durch eine unabhingige Untersucherin
der Pathologie Diisseldorf ausgewertet worden. Dafiir wurde ein
semiquantitativer Score (IRS) benutzt, wie in fritheren Arbeiten beschrieben
(Remmele, W., et al. 1987).

Der IRS Score wurde durch Multiplikation der optischen Farbungsintensitét
(graduiert als: 0= kein, 1 = schwach, 2 = miBig, 3 = stark gefarbt) und dem
Prozentsatz positiv geférbter Zellen (0 = kein Farbung, 1 = 10% der Zellen, 2 =
11-50% der Zellen, 3 = 51-80% der Zellen und 4 > 81% der Zellen) berechnet.
Die Schnitte wurden mit Hilfe des Photomikroskopes untersucht. Bilder
wurden durch eine digitale Kamera angefertigt und gespeichert.

Die Korrelation der Expression der Steroidrezeptoren (ER, PR) und deren
Kofaktoren (SMRT, SRC1, NCoR und p300) wurde durch den Spearman-rank-
Korrelationstest verglichen. Ein signifikanter Unterschied war bei Wert p<0.05

(at two-sided test) angenommen worden.
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6 Ergebnisse

6.1 Expressionsanalyse von nukledren Rezeptoren und deren Kofaktoren
in verschiedenen Mammaldisionen

6.1.1 Analyse der Ostrogenrezeptorexpression

Zunichst haben wir in den vier verschiedenen Mammalédsionsgeweben
(Mastopathien, Fibroadenome, Carcinomata in situ und Mammakarzinome) die
Expression von ERa als klassisches Diagnosekriterium untersucht. Hierbei
fallt auf, dass in allen Geweben eine Expression an ERa-Rezeptoren von tiber

50% der untersuchten Préparate detektierbar ist (Abb. 6.1).

So ist die Expressionsrate bei den Mastopathien (58,54%) und den
Carcinomata in situ (54,55%) vergleichbar mit denen der Normalgewebe
(Tab.1), wihrend die ERa-Rezeptorexpression bei den Fibroadenomen (72%)
und den Mammakarzinomen (71,43%) deutlich hoher liegt.

Bei der Analyse sollte jedoch auch beachtet werden, dass bei ca. 10% der
Karzinomschnitte kein Normalgewebe detektierbar war, und somit nicht

beurteilt werden konnte.

Tab.1: Analyse des ERa-Rezeptors

Mastopathien Fibroadenome Carcinomata in situ invasive Karzinome
ges. >n=152
Lision ges. yn=41 ges. >n=25 ges. Y n=44 ges. ) n=42
dn=24 | 58,54 % dn=18 72 % dn=24 | 5455% | dXn=30 | 71,43 %
pos. pos. pos. pos.
dn=17 | 41,46 % Sn= 17 28 % dn=20 | 4545% | dXn=12 | 28,57 %
neg. neg. neg. neg.
Normalgewebe ges. dn =24 ges. dn=42 ges. >n =38
n=12 | 50% Sn=20 | 47,6 % Sn=21 |553%
pos. pos. pos.
dn=12 | 50% Sn=22 | 52,4% Sn=17 | 44,7 %
neg. neg. neg.
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Prozente pos. ER-Rezeptoren

Prozentuale Verteilung der Ostrogenrezeptoren
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Mastopathien

Abb. 6.1.1
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72%

Fibroadenome Carcinomata in situ

Histologie

OLasion
B Normalgewebe

71,43%

invasive Karzinome

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an ERa-Rezeptor positiven

Ldsionsgeweben (blau) am Gesamtkollektiv im Vergleich zu den dazugehorigen

Normalgeweben (lila).
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6.1.2 Analyse der Progesteronrezeptorexpression

Bei der Analyse der Progesteronrezeptorexpression zeigt sich, dass die
Lisionen Mastopathien, Fibroadenome und Karzinome der PR-Rezeptor gleich
haufig exprimieren wird, wie im dazugehorigen Normalgewebe (Tab. 2).

So zeigt sich in unserer Studie eine deutliche Rezeptorexpression von iiber 70
% bei den gutartigen Lasionen (Mastopathien und Fibroadenomen) und noch
iiber Zweidrittel aller untersuchten invasiven Karzinompraparate (3> n = 28 pos.
von ges. Y n =42)(Tab.2).

Im Gegensatz dazu zeigen nur ca. 40% aller untersuchten Carcinomata in situ
Schnitte (3)n = 17 pos. von ges. Y n =43) unserer Studie eine PR-
Rezeptorexpression und und ist somit deutlich geringer exprimiert als in den
anderen Mammalésionen (Tab.2).

Hier zeigt sich demnach, dass es in den malignen Vorstufen der invasiven
Mammakarzinome scheinbar zu einer Herabregulation der

Progesteronrezeptoren kommt.

Tab.2: Analyse des Progesteronrezeptors

Mastopathien Fibroadenome Carcinomata in situ invasive Karzinome
ges. >n =152
Lésion ges. >Yn=41 ges. Y n=24 ges. >n=43 ges. >n=42
Sn=30 | 73,2% Sn=21 87,5 % Sn=17 395% | >n=28 | 66,7 %
pos. pos. pos. pos.
dn=11 | 26,8% Sn= 3 22,5 % Sn=26 60,5% | dn=14 | 333 %
neg. neg. neg. neg.
Normalgewebe ges. Yn=23 ges. Yn =40 ges. Yn =37
Sn=15 | 65% Sn=25 |62,5% dn=24 | 64,9 %
pos. pos. pos.
Sn=38 35% Sn=15 | 37,5% n=13 | 35,1 %
neg. neg. neg.

-35-




Prozente pos. PR-Rezeptoren
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Abb. 6.1.2
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Dargestellt ist der prozentuale Anteil an PR-Rezeptor positiven

Ldsionsgeweben (blau) am Gesamtkollektiv im Vergleich zu den dazugehorigen

Normalgeweben (lila).
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6.1.3 Analyse der SRC1-Koaktivatorexpression

Die Analyse des SRC1 Koaktivators zeigt eine signifikante Anférbung aller
Gewebeldsionen und deren Normalgeweben. Bei allen untersuchten
Mastopathie- und Fibroadenompréiparaten (npos=41 bzw. npos=25) , bei 95%
(npos=40) der invasiven Karzinome und bei 95,3 % (npos=41) der Carcinomata
in situ wurde der Koaktivator gefunden (Tab. 3) Auch die Normalgewebe
zeigen eine signifikant positive Anfarbung in allen untersuchten Praparaten.
Hier zeigen alle Fibroadenom-NG (npos=21) eine deutlich positive Anfirbung,
95% der Carcinomata in situ-NG (npos=38) und 86,5% (npos=32) der
Normalgewebe der invasiven Karzinome. Auch in dieser Versuchsreihe
konnten bei einigen Schnittpraparaten kein Normalgewebe detektiert werden,
und flieBen somit nicht in die Beurteilung der SRC1-Koaktivator Analyse mit

ein.

So zeigt unsere Studie eine identische SRC1-Expression in allen von uns
analysierten Gewebepréparaten, sowohl im Lisionsgewebe, als auch im

dazugehorigen Normalgewebe.

Tab.3: Analyse des SRC1-Koaktivators

Mastopathien Fibroadenome Carcinomata in situ invasive Karzinome
ges. Yn =152
Lésion ges. Yn=41 ges. Yn=25 ges. >Yn=43 ges. Yn=42
dn=41 | 100 % dn=25 100 % dn=41 953% | >n=40 | 952 %
pos. pos. pos. pos.
dn=0 0% dn=20 0% dn=2 4,7 % dn=2 4,8 %
neg. neg. neg. neg.
Normalgewebe ges. >n =21 ges. >n=40 ges. >n=137
dn=21 100 % dn=38 | 95% dn=32 | 86,5%
pos. pos. pos.
dn=0 0% dn=2 5% dn=>5 13,5 %
neg. neg. neg.
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Prozente pos. SRC1-Koaktivatoren

Prozentuale Verteilung des SRC1-Koaktivators Blasion

Bl Normalgewebe

Mastopathien

Abb. 6.1.3
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Dargestellt ist der prozentuale Anteil an SRCI-Koaktivator positiven

Ldsionsgeweben (blau) am Gesamtkollektiv im Vergleich zu den dazugehorigen

Normalgeweben (lila).
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6.1.4 Analyse der p300-Koaktivatorexpression

Ein weiterer Kofaktor der Steroid-Hormonrezeptoren stellt der p300
Koaktivator dar und zeigt sich in allen unseren untersuchten Gewebelédsionen
signifikant positiv. Alle in unserer Studie untersuchten Carcinaomata in situ
Priparate (npos=43) (Tab.4) zeigten eine positiver Anfarbungen fiir p300, bei
den Mastopathien waren es 97,6% (npos=40) und bei den Fibroadenome 96%
(npos=24) (Tab. 4). Immer noch signifikant positiv, jedoch prozentual geringer
als dir iibrigen Lésionen haben sich die invasiven Karzinome mit 85,7%
(npos=36) anfirben lassen, wobei 14,3% (nneg=6) keine Reaktion auf die
Antikorper gezeigt haben (Tab.4) Nur 4% der Fibroadenome (nneg=1) und 2,4%
der Mastopathien (nneg=1) zeigten sich negativ fiir p300. Auch die zu den
Gewebelédsionen gehdrigen Normalgewebe zeigten durchweg eine positive
Anfirbereaktion. Dabei zeigte das Fibroadenome-NG mit 96% (npos=24) die
hochste Expressionsrate fiir p300, gefolgt vom invasiven Karzinomen-NG und
den Cacinomata in situ-NG mit 84,2 % (npos=32) bzw. 78,6% (npos=33)
(Tab.4). In 21,4% (nneg=9) der Ca in situ-NG und 15,8% (nneg=6) der
Karzinom-NG konnten wir keine p300 Koaktivatoren detektieren. Bei bis zu

10% der Karzinompréiparaten konnte kein Normalgewebe gefunden werden.

So zeigt unserer Studie eine identische Expression des p300 Koaktivators in

allen von unseren untersuchten Gewebepréparaten.

Tab.4: Analyse des p300-Koaktivators

Mastopathien Fibroadenome Carcinomata in situ invasive Karzinome
ges. Yn=152
Lésion ges. yn=41 ges. Y n=25 ges. >n=43 ges. > n=42
dn=40 | 97,6 % dn=24 96 % dn=43 100 % dn=36 | 85,7%
pos. pos. pos. pos.
dn=1 2,4 % dn=1 4% dn=0 0% dn=06 14,3 %
neg. neg. neg. neg.
Normalgewebe ges. >n =25 ges. dYn=42 ges. >n =38
dn=24 96 % Sn=33 | 78,6% dn=32 | 84,2 %
pos. pos. pos.
Sn=1 4% Sn=9 214 % | Yn=6 15,8 %
neg. neg. neg.
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Dargestellt ist der prozentuale Anteil an p300 Koaktivator- positiven

Ldsionsgeweben (blau) am Gesamtkollektiv im Vergleich zu den dazugehdrigen

Normalgeweben (lila).
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6.1.5 Analyse der SMRT-Korepressorexpression

Bei der Verteilung des SMRT Korepressor zeigt sich eine signifikante positive
Anfarbung in allen Gewebeldsionen. Auch die dazugehorigen Normalgewebe
zeichnen sich durch einen zum Teil sogar noch hoheren positiven Anteil an
diesem Steroidrezeptor-Kofakor aus, als ihre Lidsion. Am prominentesten
zeigen sich erneut die Fibroadenome mit 80% (npos=20) Positivanfarbungen,
gefolgt von den invasiven Karzinomen und den Mastopathien mit 78,6%
(npos=33) bzw. 70% (npos=28) (Tab.5). Mit 64,3 % (npos=27) liegen die
Carcinomata in situ zwar hinter den restlichen Lésionen in der positiven
Anfirbung zuriick, aber noch deutlich im positiven Bereich. Bei lediglich 35,7
% (nneg= 15) der CIS Préparate konnte kein SMRT-Korepressor detektiert
werden, gegeniiber den 30 % (nneg=12) bzw. den 21,4% (nnee=9) der

Mastopathien bzw. der invasiven Karzinome (Tab.5).

Bei den Normalgeweben zeigen sich signifikant positive Anfarbungen fiir
SMRT in allen Schnitten. Die stérkste Auspragung zeigen die Normalgewebe
der Karzinome mit 91,4 % (npos=32), gefolgt von denen der Fibroadenomen
mit 79,2 % (npos=19) (Tab.5). Fast Zweidrittel der Normalgewebe in den
Carcinomata in situ Préparaten sind positiv gegeniiber den SMRT-Antikorpern,

wihrend es bei den Mastopathien lediglich Eindrittel sind.

So wurde in unserer Studie gezeigt, dass die SMRT-Expression in allen von
uns analysierten Geweben nahezu identisch ist, mit einer geringen Abweichung

bei den Carcinomata in situ-Préparaten, mit leicht verminderter Expression

Tab.5: Analyse des SMRT-Korepressors

Mastopathien Fibroadenome Carcinomata in situ invasive Karzinome
ges. Yn=152
Lasion ges. Yn=40 ges. Yn=25 ges. >Yn=42 ges. >Yn=42
dn=28 | 70 % >n=20 80 % dn=27 643% | dn=33 | 78,6%
pos. pos. pos. pos.
dn=12 | 30% dn=15 20 % dn=15 35,7% dn=9 21,4 %
neg. neg. neg. neg.
Normalgewebe ges. > n =24 ges. >n =40 ges. >n =35
Sn=19 | 79,2 % dSn=28 | 70% dn=32 |91,4%
pos. pos. pos.
dn=35 20,8 % Sn=12 [ 30 % dn=3 8,6 %
neg. neg. neg.
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Prozente pos. SMRT-Korepressoren

Prozentuale Verteilung des SMRT-Korepressors Blasion

B Normalgewebe

100%

90% 80%

91,4%

79% 78,6%

Mastopathien Fibroadenome Carcinomata in situ  invasive Karzinome

Histologie

Abb. 6.1.5  Dargestellt ist der prozentuale Anteil an SMRT Korepressor positiven
Ldsionsgeweben (blau) am Gesamtkollektiv im Vergleich zu den dazugehorigen

Normalgeweben (lila).
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6.1.6 Analyse der NCoR Korepressorexpression

Bei der Analyse der NCoR-Korepressor Expression zeigt sich ein signifikant
unterschiedliches Verteilungsmuster gegeniiber den vorhergehenden Geweben.
Erneut zeigt sich die stérkste Positivreaktion bei den Fibroadenomen mit 76%
(npos=19), gefolgt von den Carcinomata in situ Praparaten und den invasiven
Karzinomen mit 67,4% (npos=29) bzw. 64,3 % (npos=27) (Tab. 6). Nur die
Halfte aller in unsrere Studie analysierten Mastopathiepraparate haben sich mit
dem Antikorper anfirben lassen und zeigen einen prozentualen Anteil von

51,2% (n=21).

Betrachtet man die Normalgewebe der einzelnen Lésionen so findet man auch
hier signifikant unterschiedliche Verteilungsmuster. Am hiufigsten lieBen sich
NCoR im Fibroadenom-NG mit 70,8 % (npos=17) detektieren. Nur zwei Drittel
der CIS-NG mit 62,5 % (npos=25), und nur circa ein Drittel der invasiven
Karzinome-NG mit 39,5 % (npos=23) (siehe Tab. 6) zeigten eine
Positivreaktion auf den NCoR-Antikorper.

So zeigt unsere Studie, dass in den malignen Mammal&sionen (CIS und
Karzinom) NCoR zwar identisch exprimiert, jedoch in den dazugehorigen
Normalgeweben der invasiven Karzinompraparate die Expression an NCoR
signifikant vermindert ist, was eventuell auf eine erhshte Ostrogenwirkung in

der unmittelbaren Nachbarschaft der malignen Lésionen hindeuten konnte.

Tab.6: Analyse des NCoR-Korepressors

Mastopathien Fibroadenome Carcinomata in situ invasive Karzinome
ges. Yn=152
Léasion ges. yn=41 ges. Y n=25 ges. >n=43 ges. > n=42
dn=21 | 51,2% dn=19 76 % dn=29 674% | >n=27 | 643 %
pos. pos. pos. pos.
dn=20 | 48,8% dn= 06 24 % dn=14 326% | >n=15 | 357 %
neg. neg. neg. neg.
Normalgewebe ges. > n =24 ges. >n =40 ges. >n =38
Sn=17 | 70,8 % Sn=25 |62,5% dn=15 |39,5%
pos. pos. pos.
dSn=7 29,2 % Sn=15 37,5 % |>n=23 [ 60,5%
neg. neg. neg.
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Prozente pos. Ncor-Korepressoren

Prozentuale Verteilung des Ncor-Korepressors BLasion
B Normalgewebe

100%

90%
76%

Mastopathien Fibroadenome Carcinomata in situ invasive Karzinome
Histologie

Abb. 6.1.6  Dargestellt ist der prozentuale Anteil an NCoR Korepressor positiven
Ldisionsgeweben (blau) am Gesamtkollektiv im Vergleich zu den dazugehorigen
Normalgeweben (lila).
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6.2 Expression der Steroid-Rezeptoren und deren Kofaktoren innerhalb

der einzelnen Gewebe

6.2.1 Verteilungsmuster in mastopathischem Gewebe

Vergleicht man das Grading der einzelnen Rezeptoren in den
Mastopathie-Préaparaten so fillt auf, das sich besonderes der Co-Faktor
SRC1 mit einem Median von 10 besonders stark hat anfarben lassen,
wobei die Mediane der anderen Co-Faktoren sich eher zwischen 8
(p300) und 4 ( SMRT und NCoR) bewegen. Betrachtet man die
Bandbreite, in welcher sich die meisten Werte bewegen, so siecht man
beim PR und beim SMRT eine relativ grof3e Bandbreite der Werte von
circa Grad 2 zu Grad 8, wihrend die anderen Co-Faktoren kleinere

Quartile aufweisen.
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Abb. 6.2.1

Immunreaktiver Score (IRS-Score)

Mastopathiegewebe
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Steroidrezeptoren und deren Kofaktoren

Dargestellt ist ein Vergleich der quantitativen Verteilung der untersuchten
Mastopathieprdparate nach Beurteilung der optischer Firbeintensitcit
(Immunreaktiver Score IRS, siehe Kap. 5.10) (Y-Achse), unterschieden nach
Ostrogenrezeptor (ERa) und Progesteronrezeptor (PR) und deren
Koaktivatoren SRC1 und p300 und Korepressoren SMRT und NCoR (X-Achse)

6.2.2 Verteilungsmuster bei den Fibroadenomen

6.2.2.1 Verteilungsmuster im Normalgewebe der Fibroadenome

Wie auch bei den Mastopathie-Priparaten sieht man hier einen deutlich
stark angefarbten SRC1 mit einem Median bei 12. Auch zeichnet sich
dieser Koaktivator durch eine geringe Bandbreite aus. Nur in
vereinzelten Schnitten gab es leichte Abweichungen (siehe oben).
Auch p300 zeigt bei einem Median von 8 eine signifikant hohe
Anfarbung, wihrend es nur ein oberes Quartil fur diesen Koaktivator
gibt. Die anderen Mediane liegen deutlich unter den SRC1 und p300

mit 6 beim PR, 4 bei SMRT und NCoR und nur 3 beim ER. Die
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Immunreaktiver Score (IRS-Score)

Abb. 6.2.2

Bandbreite liegt auch in diesen Normalgeweben der
Fibroadenompréparate relativ dicht beieinander, sodass die
Abweichungen vom Median lediglich bei 2-3 Gradings, im Falle es
positiven Quartil des NCoR bei 4 Grading-Stufen liegt.

Fibroadenom-Normalgewebe
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Steroidrezeptoren und deren Kofaktoren

Dargestellt ist ein Vergleich der quantitativen Verteilung der untersuchten
Fibroadenom-Normalgewebe nach Beurteilung der optischer Fdrbeintensitdt
(Immunreaktiver Score IRS, siehe Kap. 5.10) (Y-Achse), unterschieden nach
Ostrogenrezeptor (ERa) und Progesteronrezeptor (PR) und deren
Koaktivatoren SRC1 und p300 und Korepressoren SMRT und NCoR (X-Achse).
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Immunreaktiver Score (IRS-Score)

Abb. 6.2.3

6.2.2.2 Verteilungsmuster im Lisionsgewebe der Fibroadenome

Bei den Fibroadenomen sieht man beim Grading im Gegensatz zum
Normalgewebe eine deutlich groBere Bandbreite der Werte, sodass zum
Beispiel bei den Ostrogenrezeptoren bei einem Median von 6 noch
zahlreiche Werte bis hin zur stark angefiarbten 12 zu finden sind. Auch
bei den Progesteronrezeptoren, die in unserer Studie einen Median von
9 aufweisen, finden sich ebenfalls Werte von 6 bis 12. Die stirkste
Anfirbung zeigten aber die p300 und die SRC1 mit einem Median von
12, wéhrend die niedrigste Anférberate die SMRT mit einem Median
von 4 zeigen. Ein mittleres Grading zeigen die NCoR-Schnitte mit
einem Median von 6 und einer Bandbreite von 4 bis 8 fiir das obere

bzw. untere Quartil.
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Steroidrezeptoren und deren Kofaktoren

Dargestellt ist ein Vergleich der quantitativen Verteilung der untersuchten
Fibroadenomgewebe nach Beurteilung der optischer Fdrbeintensitdit
(Immunreaktiver Score IRS, siehe Kap. 5.10) (Y-Achse), unterschieden nach
Ostrogenrezeptor (ERa) und Progesteronrezeptor (PR) und deren
Koaktivatoren SRC1 und p300 und Korepressoren SMRT und NCoR (X-Achse).
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6.2.3 Verteilungsmuster bei den Carcinomata in situ

6.2.3.1 Verteilungsmuster im Normalgewebe der Carcinomata in situ

Beim Normalgewebe der Carcinoma in situ lieBen sich die Préparate
deutlich geringer anférben als bei den vorhergehenden Fibroadenomen.
Lediglich der SRCI1 zeigte wieder einen Median von 12, wihrend die
Mediane der restlichen Rezeptoren teilweise deutlich unter 6 liegen. So
haben SMRT, NCoR und p300 jeweils einen Median von 4 und der
Ostrogenrezeptor sogar nur von 3. Auffillig ist, dass bei dreien der
Rezeptoren (PR, SRC-1 und NCoR nur ein unteres Quartil zu finden ist
und kein oberes wie bei ER und p300. Beim SMRT zeigt sich ein
Median von 4, wobei es vereinzelt Werte gibt, die weder ins obere noch

ins untere Quartil passen.
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Steroidrezeptoren und deren Kofaktoren

Abb. 6.2.4  Dargestellt ist ein Vergleich der quantitativen Verteilung der untersuchten CIS
Normalgewebe nach Beurteilung der optischer Fdrbeintensitdit
(Immunreaktiver Score IRS, siehe Kap. 5.10) (Y-Achse), unterschieden nach
Ostrogenrezeptor (ERa) und Progesteronrezeptor (PR) und deren
Koaktivatoren SRC1 und p300 und Korepressoren SMRT und NCoR (X-Achse).

6.2.3.2 Verteilungsmuster im Lésionsgewebe der Carcinomata in situ

Bei den Carcinoma in situ Préparaten zeigt sich zunéchst einmal sehr
auffillig bei jedem Rezeptor und Co-Faktor, ausgenommen dem SRCI,
eine deutlich vergroBerte Bandbreite der Werte. So erstreckt sich das
obere und untere Quartil der Ostrogenrezeptoren von 0 bis 12 bei einem
Median von 6. Auch der SMRT zeigt die meisten Werte zwischen 0
und 8§, bei einem Median von 5. Beim Progesteronrezeptor liegt der
Median bei 0, zeigt aber eine Bandbreite im oberen Quartil bis 6 und
einige vereinzelte Werte bis 12. Stirker lieBen sich die p300-Préparate
anfiarben, mit einem Median von 8 bei einer Bandbreite von 4 bis 12 fiir
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Immunreaktiver Score (IRS-Score)

Abb. 6.2.5

das untere und obere Quartil. Der NCoR zeigte 75 % seiner Werte bis

8, wobei der Median deutlich niedriger bei nur 4 lag.

Carcinomata in situ
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Steroidrezeptoren und deren Kofaktoren

Dargestellt ist ein Vergleich der quantitativen Verteilung der untersuchten CIS
nach Beurteilung der optischer Fdrbeintensitdt (Immunreaktiver Score IRS,
siehe Kap. 5.10) (Y-Achse), unterschieden nach Ostrogenrezeptor (ERa) und
Progesteronrezeptor (PR) und deren Koaktivatoren SRC1 und p300 und
Korepressoren SMRT und NCoR (X-Achse).
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6.2.4 Verteilungsmuster beim Mammakarzinom

6.2.4.1 Verteilungsmuster im Normalgewebe des Mammakarzinoms

Bei den Normalgeweben der invasiven Karzinome sieht man die
Mehrheit der untersuchten Rezeptoren und Co-Faktoren nur maBig
stark angefirbt. So liegt der Median der Ostrogenrezeptoren, der
Progesteronrezeptoren und der p300 gerade einmal bei 4. Nur der
NCoR zeigt eine noch schwichere Anfarbung mit einem Median von 2,
allerdings einer Bandbreite, bei der 75% der Préparate sich mit 4 oder
weniger stark haben anférben lassen. Der SMRT zeigt sich mit einem
Median von 6 deutlich stirker geférbt, bei einer Bandbreite von einem
oberen Quartil bis 8. Einige wenige Werte der SMRT zeigten sogar
einen Grad von 12. Am stérksten von allen lie sich der SCR1 im
Normalgewebe der Karzinomschnitte anférben und zeigt einen Median
von &, bei einem oberen Quartil bis 12 und Werten im unteren Quartil

bis 6.
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Karzinom-Normalgewebe

118

12— (o) - -
© 10—
=
o
o
2 —_ —_—
N
a7
el
~ 8- C— _
o
=
o
o
72
—
O
2 6 —
iy
-4
<
O
=
o=
2
= 4 = O  GEE—— ——
L]

2 CE—

0- J_ I I

I I I I I I
ER a PR SMRT SRC1 NCOR p300

Steroidrezeptoren und deren Kofaktoren

Abb. 6.2.6  Dargestellt ist ein Vergleich der quantitativen Verteilung der untersuchten
Mammakarzinom-Normalgewebe nach Beurteilung der optischer
Fdrbeintensitdt (Immunreaktiver Score IRS, siehe Kap. 5.10) (Y-Achse),
unterschieden nach Ostrogenrezeptor (ERa) und Progesteronrezeptor (PR)
und deren Koaktivatoren SRC1 und p300 und Korepressoren SMRT und NCoR
(X-Achse).

6.2.4.2 Verteilungsmuster im Lisionsgewebe des Mammakarzinoms

Das Verteilungsmuster innerhalb des invasiven Karzinomkollektivs
zeichnet sich durch eine grof3e Bandbreite der Werte aus. So zeigt zum
Beispiel der Ostrogenrezeptor bei einem Median von 8 Werte im

oberen Quartil bis 12 und im unteren Quartil bis 2. Ebenso zeigt der
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Abb. 6.2.7

Immunreaktiver Score (IRS-Score)

Progesteronrezeptor Werte zwischen 0 und 12, wobei sich 75 % der
Schnitte mit 9 oder geringer haben anférben lassen, bei einem Median
von 6. Mit einem Median von 12, jedoch einigen ,,AusreiBerwerten,
zeigt sich der SRC1, wogegen sich der NCoR nur gering mit einem
Median von 4 hat anfarben lassen. Der SMRT und p300 zeichnen sich
beide durch eine relativ grole Bandbreite der Wertre aus, die von 4 im
unteren Quartil bis zu 12 im oberen Quartil reichen. Der Median liegt

bei beiden ungefihr bei 8.
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Steroidrezeptoren und deren Kofaktoren

Dargestellt ist ein Vergleich der quantitativen Verteilung der untersuchten
Mammakarzinome nach Beurteilung der optischer Firbeintensitdit
(Immunreaktiver Score IRS, siehe Kap. 5.10) (Y-Achse), unterschieden nach
Ostrogenrezeptor (ERa) und Progesteronrezeptor (PR) und deren
Koaktivatoren SRC1 und p300 und Korepressoren SMRT und NCoR (X-Achse).
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6.3  Statistische Auswertung der Korrelation von Steroidhormonrezeptor-
Expression und der Expression deren Kofaktoren

Zunichst wurden die verschiedenen Schnitte auf die Expression der
unterschiedlichen Rezeptoren (ER und PR), sowie auf deren Koaktivatoren
(SRC1 und p300) und deren Korepressoren (SMRT und NCoR) untersucht und
auf einer Scala von 1 bis 12 je nach Anfarbung bewertet, wobei 1 den

niedrigsten und 12 den hochsten Farbegrad darstellt.

Es wurden zunéchst zwei Gruppen gebildet, mit den Werte 1 bis 3 als 0
(negativ) und die Werte 4 bis 12 als 1 (positiv). Mit Hilfe des
Kontingenzkoeffizient/ Kappa wurden nun die einzelnen Gewebe
(Mastopathien, Fibroadenome, Carcinomata in situ und invasives Karzinom)
hinsichtlich ihrer Expression der Rezeptoren und dem Verhéltnis untereinander
analysiert, wobei Werte p < 0,05 als signifikant angenommen werden. (Werte

konnen den Tabellen im Anhang entnommen werden).

Bei den Mastopathien finden sich keine signifikanten Verteilungsmuster der
Rezeptoren. Mit p=0,081 und p=0,095 zeigen sich andeutungsweise
Zusammenhinge zwischen den Steroidrezeptoren und dem p300 (siehe Tabelle

1, Anhang).

Bei den Fibroadenomen findet man signifikante Korrelationen zunichst bei den
Normalgeweben der PR und ER (p=0,057) sowie zwischen dem
Progesteronrezeptor und dem p300 (p=0,007) der Fibroadenomzellen (siehe
Tabelle 2, Anhang). Die restlichen Kontingenzkoeffizienten liegen deutlich
tiber p=0,05, und zeigen damit in unserer Versuchsreihe keine weiteren

signifikanten Merkmale.

Betrachtet man die Korrelation der Rezeptoren mit ihren Koaktivatoren und
Korepressoren der Carcinomata in situ, so kann man hier einige signifikante
Kontingenzkoeffizienten feststellen. So findet sich verstidndlicherweise eine
hohe Korrelation zwischen den ER und den PR (p<0,001) und den ER mit den
SMRT (p=0,006). Aber auch das Normalgewebe zeigt signifikante
Ubereinstimmungen bei den ER mit dem NCoR Repressor (p=0,005) (siehe
Tabelle 3, Anhang).
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Desweiteren finden sich in Cis-Zellen gehduft SRC1 mit NCoR (p=0,037). Die
meisten positiven Korrelation finden sich in den Schnitten der invasiven
Karzinome. Zunichst, wie auch bei den CIS-Zellen, treten die
Steroidrezeptoren signifikant hdufig gemeinsam auf (p<0,001) (siche Tabelle 4,
Anhang). Auch das SRC1 und der Progesteronrezeptor zeigen eine hohe
Korrelation mit p=0,040, sowie der SRC1 mit dem NCoR mit p=0,052. Im
Normalgewebe der invasiven Karzinompréparate korrelieren signifikant der
SMRT mit dem p300 (p=0,020) und der Ostrogenrezeptor mit SMRT
(p=0,036) (siche Tabelle 4, Anhang).

Aufgrund doch eher geringer Korrelationen bei der Einteilung in O=neg und
1=pos haben wir auch mit Hilfe des Corr.koeff. nach Spearman die Werte von
1 bis 12 getrennt voneinander beurteilt, um so noch detailierter eine Aussage
iiber Korrelationen herauszufinden. Hier zeigt sich zunéchst bei den
Mastopathien eine signifikante Ubereinstimmung zwischen den
Progesteronrezeptoren und dem p300 (p=0,015), sowie bei den SRC1 und dem
p300 (p=0,002) in den Mastopathiezellen (siche Tabelle 5, Anhang).

Bei den Fibroadenomen zeigen sich signifikante Zusammenhénge zwischen
den Steroidrezeptoren ER und PR im Normalgewebe (p=0,008), den PR des
Normalgewebes mit dem p300 (p=0,004) und dem NCoR in den
Fibroadenomzellen mit dem p300. (p=0,02)(siche Tabelle 6, Anhang). Wie
auch beim Kappa-Kontingenzkoeffizient aus den 0/1 Werten, zeigt sich auch
beim Spearman-Corr.koeff. bei den Carcinomata in situ ein signifikanter
Zusammenhang der Steroidhormonrezeptoren untereinander (p< 0,001), dem
ER und dem SMRT innerhalb der Lision (p=0,008), dem Ostrogenrezeptor des
Normalgewebes mit dem SMRT (p=0,011) bzw. dem NCoR (p=0,028) und
dem SRC1 mit dem NCoR (p=0,008) innerhalb der Cis-Zellen (siehe Tabelle 7,
Anhang). Auch bei den invasiven Karzinomzellen zeigt sich bei den
Steroidrezeptoren mit p=0,002 signifikant eine Korrelation, wobei der
Ostrogenrezeptor des Normalgewebes ebenfalls mit dem SMRT korreliert (p<
0,001), der Progesteronrezeptor in der Karzinomzelle mit dem NCoR
(p=0,032) sowie der SMRT mit dem SRC1 (p=0,005), bzw. dem NCoR
(p=0,008) (siehe Tabelle 8, Anhang). Ein weiterer signifikanter
Zusammenhang scheint es innerhalb der Karzinomzelle auch zwischen dem

NCoR und dem p300 (p=0,022) zu geben (siehe Tabelle 8, Anhang).
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71

Diskussion

Verteilung der Steroidhormonrezeptoren in physiologischem

Brustdriisengewebe

Das Risiko einer Frau an Brustkrebs zu erkranken héngt von der Dauer der
Ostrogenexposition und der Menge an Ostrogenrezeptoren im betroffenen
Gewebe ab. Eine Studie aus dem Jahre 2000 von S.4. Khan et al., welche im
,2Buropean Journal of Cancer ver6ffentlicht wurde, hat immunhistologisch in
Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Brustdriisengewebe von dreiBlig
Frauen untersucht, wobei die Hélfte (n=15) am Mammakarzinom erkrankt
waren und die andere Hélfte ein gleichaltriges Kollektiv ohne maligne Lésion
darstellte. Es wurden ausschlieBlich postmenopausale Frauen
(Durchschittsalter 57 Jahre) in die Studie aufgenommen, um mdogliche
Zyklusschwankungen und damit zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme
unterschiedliche Hormonexpositionen zu vermeiden. Es wurden ER-TE111
und ER-6F11 Antikorper verwendet und untersucht, ob es im Gewebe der
malignen Lisionen eine erhohte Rezeptorexposition im Gegensatz zu den
Priparaten ohne neoplastische Zellen nachgewiesen werden kann. Die Studie
ergab, dass zwar im Generellen eine hohere Exposition an Steroid-Rezeptoren
in Paraffinpréparaten als in vorhergehenden Studien an Gefrierschnitten
festgestellt werden konnte, es aber aufgrund der kleinen Studie mit nur einer
geringen Anzahl an Priparaten keine signifikanten Unterschiede zwischen

malignem und nicht-malignem Gewebe gefunden werden konnte.

Im Gegensatz zu der oben genannten Studie, haben wir in unserer Studie
Normalgewebe mit den dazugehorigen Lésionen (Mastopathie, Fibroadenom,
Carcinoma in situ und Mammakarzinom) verglichen, um so einen moglichen
signifikanten Unterschied in der Rezeptorexpression nachzuweisen. Wenn wir
auch mit einer Gesamtmenge von 152 Priparaten ein wesentlich groferes
Kollektiv an Patienten untersucht haben, muss man dennoch bei den einzelnen
Geweben eher von einer kleinen Studie sprechen ( Mastopathie ) n=41,
Fibroadenome ) n= 25, Ca in situ Y n= 44 und inv. Ca Y n=42) (siche Tabelle

1: ER-Rezeptoren). In dieser Untersuchung zeigen gerade einmal die Hélfte
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7.2

aller Normalgewebe eine deutliche ER-Expression, wobei beim Normalgewebe
der invasiven Karzinompriparate mit genau 50% noch die hochste Expression
gefunden wurde. Mit 48% der Fibroadenom-Normalgewebe und 45% der Ca in
situ-Normalgewebe (siehe Tabelle 1:ER-Rezeptoren) liegen diese knapp hinter
den Normalgeweben der malignen Lasionen. Nichts desdo trotz findet sich in
unserem Kollektiv eine deutlich erhohte Expression von ERa in
Fibroadenomen und invasiven Karzinomen, konsistent mit der Tatsache, dass

diese Entitdten eine ausgesprochene Hormonsensitivitit aufweisen.

Verteilung der Steroidhormonrezeptoren in benignen Mamma-Ldisionen

Es ist bekannt, dass gutartige Verdnderungen im Brustdriisengewebe
(Mastopathien und Fibroadenome) durch eine abnormal hohe
Hormonexposition des Gewebes verursacht werden. Auf natiirliche Weise
fithren zyklisch bedingte Schwankungen von Ostrogen und Progesteron an der
Brustdriise zur Proliferation und Differenzierung des Driisenparenchyms.

Im Gegensatz zum Endometrium erreicht das Brustdriisenepithel seinen
hochsten Proliferationsgrad wéhrend der Corpus luteum Phase. Die gesteigerte
Mitoserate ist vergesellschaftet mit einem vermehrten Zelluntergang. Das
groBte Gesamtvolumen der Brust in der zweiten Zyklushélfte ldsst sich auf eine
verstirkte Durchblutung und Odemneigung des Brustgewebes zuriickfiihren
(Katzenellenbogen 1996).

Eine hormonelle Uberstimulation des Brustdriisengewebe kann nun zu einer
pathologischen Verdnderung innerhalb des Mammaparenchyms fiithren. In
einer Studie von G.B. Nardelli et al. aus dem ,,Institute of Obstetric and
Gynaecology, University of Padua (Italy) wurden benigne Mammalésionen auf
Steroidrezeptoren untersucht. Dabei wurde zwischen Benign Breast Disease
(BBD), Gross Cystic Disease (GCD) und Fibroadenomen (FA) unterschieden.
Von 16 Frauen mit BBD wurden jeweils zwei Gewebeproben entnommen, und
zwar zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und 18 Monate spiter, nachdem
diese Probanden mit oralem und topischem Progesteron behandelt worden
waren. Bei 7 Patientinnen mit Zysten im Brustdriisengewebe wurde zunéchst
die Flissigkeit abpunktiert und anschliefend Driisengewebe entnommen. Auch
dieses Kollektiv erhielt 18 Monate oral und topisch ein Progesteronpréiparat. In
der Gruppe der Fibroadenome wurden 6 Patientinnen der Herd chirurgisch

entfernt und anschlieBend das Gewebe auf Ostrogen-und
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Progesteronrezeptoren untersucht. Bei allen drei Gruppen wurde versucht,
quantitativ die Menge an Ostrogen- und Progesteronrezeptoren vor und nach
der Hormonbehandlung zu bestimmen. Aufgrund der unterschiedlichen Dichte
des Gewebes vor und nach der Behandlung mit Hormonen und der
unterschiedlichen Heterogenitét des entnommen Gewebes, konnte keine
signifikante Korrelation festgestellt werden. Jedoch zeigten sich eine hohere
Expression an Ostrogenrezeptoren in den Fibroadenomen (12-18 fmol/mg im
Cytoplasma und 29-37,5 fmol/mg im Nucleus) im Gegensatz zu 1-6 fmol/mg
in BBD und weniger als 2fmol/mg in GCD. Desweiteren wurde fiir die
Progesteronrezeptoren eine deutlich stirkere Expression innerhalb des
Cytoplasmas gefunden (43,5-50 fmol/mg), wogegen nur 0,2-10 fmol/mg im
Nucleus gefunden wurde. ( G.B. Nardelli et al. Clin. Exp.Obst.Gyn 1987).

Auch wenn diese Studie schon ilter ist, zeigt diese eine eindeutig erhohte
Exposition von Steroidrezeptoren in benignen Mammaldsionen und eine
unterschiedliche Verteilung derer zwischen Cytoplasma und Nucleus. In
unserer Studie zeigten sich fiir die Ostrogenrezeptoren eindeutig erhdhte
Expositionen in den Fibroadenomen (72% pos.) und den malignen Lasionen
(71,43 % pos.). Aber auch die Mastopathien (58,54% pos.) und die Carcinoma
in situ (54,55% pos.) zeigten sich in der Mehrzahl eindeutig positiv auf
Ostrogenrezeptoren (siehe 6.1.1 und 6.1.2.). Auch bei den
Progesteronrezeptoren fiel das Ergebnis eindeutig positiv aus. Die
Fibroadenome zeigten sich mit tiber 84% positiv auf die PR, die Mastopathien
und die invasiven Karzinome mit 73 % bzw. 67% ebenfalls eindeutig positiv.
Etwas niedriger mit nur 38,64% positiver Progesteronrezeptoren zeigten sich
die Carcinoma in situ (siehe 6.1.1 und 6.1.2). Aber auch in unserer Studie
wurde damit eindeutig belegt, dass pathologische Verdnderungen am
Brustdriisengewebe positiv mit der Expression der Steroidrezeptoren

korrelieren.
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7.3  Verteilung der Steroidhormonrezeptoren in malignen Mamma-Ldisionen

Heutzutage gilt als gesichert, dass Ostrogen die Mitoserate der Mamma- und
Endometriumgewebe erhoht und ein Fehler im Mechanismus der Zellteilung zu
Malignitit fiihrt. Die Ostrogenwirksamkeit beruht auf einem Zusammenspiel
des Hormons mit dem dazugehorigen Rezeptor innerhalb des Zellkerns der
Zielzelle. Hierbei spielen besonders der ERa und der ERP eine entscheidende
Rolle. Das ERa Protein besteht aus 595 Aminosduren und ist, genauso wie das
aus 485 Aminoséduren bestehende ERB-Protein ein Liganden regulierender
Transkriptionsfaktor (Kurebayashi et al. 2000). Beide Rezeptoren kommen in
unterschiedlichen Geweben in unterschiedlicher Dichte vor, und kénnen von
verschiedenen steroidalen und nicht-steroidalen Komponenten aktiviert
werden. Khan und Kollegen haben den Zusammenhang zwischen malignen
Mammatumoren und der ER Expression in benignem Brustdriisengewebe
untersucht und einen signifikanten Unterschied feststellen konnen
(Kurebayashi et al. 2000). So fanden sich im Mammakarzinomgewebe
eindeutig mehr ER-Rezeptoren als in vergleichbaren Geweben benigner
Mammalédsionen. In unserer Studie haben wir uns auf die Darstellung der
Expression der ERa und der PR konzentriert und auch hier signifikant eine
hohere Expression der Steroidrezeptoren in den Léasionsgeweben gefunden, als
in den dazugehorigen Normalgeweben (71 % pos. ER inv. Ca ,vs. 50 % pos.
NG) (siche Anhang Tabelle 1: ER-Rezeptoren). Jedoch wurde in unserer
Studie kein gesundes Brustdriisengewebe untersucht, sondern lediglich bereits
pathologisch verdndertes Gewebe. Es zeigten sich bei uns auch erhdhte
Steroidrezeptorexpression bei den benignen Lisionen, wie den Mastopathien
und den Fibroadenomen. Aufgrund eines eher kleineren Kollektivs unserer
Studie lésst sich hierdurch nicht signifikant eine erhohte Rezeptorexpression
der Steroidrezeptoren fiir maligne Lasionen im Vergleich zu den benignen

Lisionen zeigen.

Auch bei den Progesteronrezeptoren wird zwar eine erhohte Expression bei den
invasiven Karzinomen gefunden (66,7% pos.), allerdings ebenso bei den
Mastopathien (73,17% pos.) und bei den Fibroadenome (84%) (siche Tabelle
2:PR-Rezeptoren). Nur bei den Carcinoma in situ zeigt sich mit nur 39% pos.
PR-Rezeptoren eine deutliche geringere Expression. Festzuhalten ist also, dass

es in den Normalgeweben der unterschiedlichen Lasionen kaum Unterschiede
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7.4

der Anzahl an Steroidrezeptoren gibt, jedoch leichte Schwankungen bei den
Liasionsgeweben, was den Verdacht nahe legt, dass noch andere Faktoren, sog.
Koaktivatoren und Korepressoren Einfluss auf die Induktion von malignen

Ereignissen innerhalb der Zellen haben.

Expression der Steroidhormonrezeptoren und deren Kofaktoren SMRT,

SRC-1, p300 und NCoR

Es ist bereits erwiesen, dass die Steroidrezeptoren ER-o, ER- und PR eine
entscheidende Rolle bei der physiologischen Regulation von Wachstum und
Differenzierung von Zellen im Brustdriisenparenchym und anderen
Zielgeweben spielen und aullerdem bedeutenden Einfluss auf die Entstehung
von malignen Prozessen haben. Diese Rezeptoren dienen gewissermal3en als
Schaltstellen und nehmen Einfluss auf die Transkription von Genen innerhalb
der Zellen, entweder durch die Repression oder die Aktivierung der
Transkriptionsrate, abhéngig von der An- oder Abwesendheit verwandter
Hormone ( Torchia J. et al., 1998).

Seit einigen Jahren sind zahlreiche Koaktivatoren und Korepressoren
identifiziert worden, die eng mit dem Transkriptions-Mechanismus in
Verbindung stehen und als wichtige Modulatoren beim hormonellen Effekt auf
die Zielzellen gelten (Shang Y. et al., 2000). In Abwesendheit von Hormonen
unterdriicken nukledre Rezeptoren aktiv die Transkription von Genen {iiber die
Interaktion mit den nukledren Rezeptoren der Korepressoren SMRT (silencing
mediator for retinoid X receptor and thyroid hormon receptor) und NCoR
(nuclear receptor co-repressor) (Kurebayashi J, et al., 2000). Wenn die
Steroidhormone in die Zielzelle eindringen, trennen sich SMRT und NCoR von
dem DNA-Bindungsrezeptor, in Folge welcher eine Anzahl von Ko-
aktivatoren angeregt werden, die zu einer Aktivierung der Transkription
fithren (Leo C et al., 2000). Zahlreiche Koaktivatoren gehoren zu der p160
Familie, zu welchen unter anderem der SRC-1 (steroid receptor co-activator),
der TIF 2 (transcription intermediary factor 2) und der AIB1 (amplified in
breast cancer 1) zdhlen. Die Bedeutsamkeit dieser Koaktivatoren im
Zusammenspiel mit den Ostrogenrezeptoren ist in zahlreichen Studien sowohl
in vitro als auch in vivo demonstriert worden. So hat zum Beispiel das Fehlen
vom SRC-1 Gen in Méusezellen zu einer verminderten Ansprechbarkeit es

Ostrogenrezeptors, und somit zu einer Unterentwicklung der weiblichen
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Geschlechtsorgane der Versuchstiere gefiihrt (Xu J et al., 1998). In weiteren
Studien fand man ebenfalls heraus, dass E2 in der Hypophyse von Ratten das
SCR-1 down-reguliert und in Brustkrebszellen die Expression des SRC-1
fordert (Thenot S, et al., 1999).

CREB binding protein (CBP) p300 und TIF 2 dhneln sich in ihrem
molekularen Aufbau und Studien haben eine Interaktion zwischen den
einzelnen Faktoren und eine potenzierenden Wirkung auf die Transkriptionrate
beim gemeinsamen Vorkommen gezeigt (Torchia J, et al. 1997).

In einer Studie von Hudelist G. et al. aus dem Jahre 2003, ver6ffentlicht im
Breast Cancer Research and Treatment, 2003, wurde das Gewebe von 25
Frauen mit Mammakarzinom und das anzugehorige Normalgewebe auf die
Expression der Steroidhormonrezeptoren ER-a, ER-f3 und PR und die
Expression der Kofaktoren p300/CBP, TIF 2, AIB1, NCoR und SRC-1 und
deren Verhéltnis zueinander untersucht.

Es zeigte sich eine signifikant hohe Expression der AIB1 im high-grade
Karzinomgewebe mit einer erhéhten Expression von p300/CBP. Desweiteren
stellte die Studiengruppe um Hudelist et al. fest, dass ER-, p300 und AIB1
hiufiger zusammen im malignen duktalen Mammakarzinomgewebe als im
Normalgewebe vorkommen. Der im Tumorgewebe vorkommende ER-a
korrelierte signifikant hdufig mit PR und NCoR, wihrend die ER-B Expression
hiufiger mit SRC-1, TIF 2 und NCoR korrelierte. Im Gegensatz zu der Studie
von Hudelist et al., haben wir in unserer Studie nicht nur malignes
Brustdriisengewebe auf die Steroidrezeptoren und deren Koaktivatoren/Ko-
repressoren untersucht, sondern haben auch benigne Gewebeproben
(Mastopathien und Fibroadenome) sowie Carcinoma in situ Praparate
untersucht.

Bei den Koktivatoren haben wir uns auf p300 und SRC-1 und bei den Ko-
repressoren auf SMRT und NCoR beschrénkt, da in vorherigen Studien
eindeutig eine Korrelation zu den Steroidrezeptoren festgestellt worden ist. Im
Gegensatz zu Hudelist et al wurden unsere Priaparate ausschlieBlich bioptisch
mittels Jetnadelpunktion gewonnen, wéhrend in der Studie von Hudelist
Mastektomiegewebe verwendet worden ist. Aufgrund der kleineren Menge an
Gewebe was uns zur Verfiigung stand, kam es des 6fteren zum Mangel an
Normalgeweben, welches entweder gar nicht erst gestanzt wurde, oder bei den
Schnittanfertigungen nicht auf den Tragerobjekt aufgetragen wurde. So konnte

in einigen Schnitten nur das pathologisch veridnderte Gewebe, nicht aber das
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dazugehorige Normalgewebe angefiarbt und beurteilt werden, was das
Auswerten nur bedingt moglich gemacht hat. Hudelist et al. untersuchten ein
kleines Kollektiv von 25 Frauen die alle postmenopausal waren, wiahrend wir
mit 42 malignen Préparaten und einem Kollektiv von insgesamt 152
Gewebeproben eine wesendlich groflere Menge an Daten auswerten konnten.
In der oben genannten Studie wurden die Priparate nach 0 — 3+ bewertet,
wobei 0=neg. und 3+ die stirkste Anfarbung zeigte. Wir haben uns zunéchst
auf 0 und 1 beschrinkt, um so positive und negative Priparate zu identifizieren,
wurden jedoch aufgrund unserer Ergebnisse bei der statistischen Auswertung
dazu gedringt, die Bewertung von 1-12 auszuweiten, um eine bessere
Korrelation der einzelnen Faktoren untereinander zu gewéhrleisten. Dies birgt
zwar die Fehlerquelle einer verringerten Signifikanz aber hohe Spezifitit der
Werte. Der Koaktivator SRC1 sowie der Korepressor SMRT sind beide vor
allem im Zellkern zu finden, wobei der Koaktivator p300 sowie der Ko-
repressor NCoR sowohl in Nucleus als auch im Cytoplasma zu finden war.

In einer Studie wurde Endometriumgewebe von 49 Frauen auf ihre
Steroidrezeptoren und die Kofaktoren SRC-1, AIB1, TIF 2 untersucht. Hier
fanden sich vornehmlich die Koaktivatoren im Nukleus, welches mit der
Theorie konform geht, dass diese einen entscheidenden Einfluss auf die

Transkription von Genen ausiiben (Gregory et al. 2002, Hudelist et al. 2002).

7.4.1 Expression der Koaktivatoren und Korepressoren in benignen Mamma-

Lisionen

In der Literatur sind nur wenige Informationen zu Koaktivatoren bzw.
Korepressoren der Steroidhormonrezeptoren in benignem Mammagewebe zu
finden. Da man diese fiir Mediatoren der Karzinogenese hilt, haben sich die
meisten Studien auf maligne Prozesse beschrinkt und diese mit dem
Normalgewebe aus der gleichen Untersuchungsreihe verglichen (Hudelist G.,
et al. 2003). Vor allem iiber die Ostrogen — und Progesteronrezeptoren sind
zahlreiche Veroffentlichungen bekannt (sieche oben), sowohl in benignem als
auch in malignem Mammagewebe. In unserer Studie haben wir Mastopathie-
und Fibroadenomstanzen neben den Steroidhormonrezeptoren auch auf die
Koaktivatoren SRC-1 und p300 sowie auf die Korepressoren SMRT und NCoR
hin untersucht. Mit dem Korrelations-Koeffizient nach Spearman haben wir

jeden der Kofaktoren miteinander und mit den ERa und PR verglichen.
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Bei den Mastopathien zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Expression der Progesteronrezeptoren und dem Koaktivator p300 (p=
0,015) (siehe Tabelle 5 im Anhang). Ebenfalls signifikant hdufig korrelieren die
beiden Koaktivatoren p300 und SRC1 miteinander, was fiir eine gemeinsame
Interaktion bei der Aktivierung der Gen-Transkription spricht. Bei den
restlichen Kofaktoren scheint es keinen signifikanten Zusammenhang im
Auftreten zu geben, was allerdings auch auf unser kleines Kollektiv von nur 41
Stanzen zuriick zu fithren sein kann.

Auch bei den Fibroadenomen scheint es zwischen den einzelnen Kofaktoren
der Steroidhormonrezeptoren kaum signifikante Korrelationen zu geben. So
findet sich innerhalb des Fibroadenomgewebes nur eine deutlich signifikante
Korrelation zwischen dem Koaktivator p300 und dem Korepressor NCoR (p=
0,020) (siehe Tabelle 6 in Anhang). Diese beiden Kofaktoren kénnten im
Gleichgewicht zueinander stehen und sich gegenseitig regulieren und somit zu
einer eingeschriankten Gen-Transkription fithren, was das langsame Wachstum

der Fibroadenome erkliren konnte.

7.4.2 Expression der Koaktivatoren und Korepressoren in malignen

Mamma-Lisionen

Bei den malignen Mammastanzen haben wir uns auf die Carcinomata in situ
und die invasiven Mammakarzinome beschrénkt, wobei die geringe Anzahl der
nicht duktalen pathologischen Verdanderungen (lobulér, tubulér...etc.) mit ins
Kollektiv eingeschlossen wurden. Wie oben bereits beschrieben, haben
zahlreiche Studiengruppen bereits malignes Mammagewebe auf die
Steroidrezeptoren ER und PR, sowie auf Co-Faktoren wie SRC-1, TIF 2,
p300/CBP, NCoR und SMRT untersucht. In unserer Studie fanden wir
signifikante Korrelationen bei den Carcinomata in situ zwischen den Ostrogen-
und Progesteronrezeptoren (p< 0,001), wie es auch unter anderem von Hudelist
et al. 2003 beschrieben worden ist. Wenn einer der Steroidrezeptoren
expremiert wird, dann gréBtenteils auch der Andere. Dies spricht fiir eine
genetische Kopplung der Expression der Steroidrezeptoren innerhalt des

Carcinomata in situ Gewebes.
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Ebenso signifikant korreliert der Korepressor SMRT mit dem Ostrogenrezeptor
(p=0,008) und dem Progesteronrezeptor (p=0,039) (sieche Tabelle 7 im
Anhang). Auch im dazugehorigen Normalgewebe korreliert der SMRT mit dem
Ostrogenrezeptor (p=0,011), was eine enge Bindung der Steroidrezeptoren mit
diesem Korepressor zeigt. Dieses spricht flir eine wichtige Rolle des SMRT in
Zusammenhang mit der Gen-Transkription im Zellkern und einen
entscheidenden Faktor in der Karzinogenese. SMRT scheint also eine schnelle
Teilung der Tumorzellen zu verhindern und damit das charakteristische Bild

des wenig invasiven Wachstums der Carcinomata in situ zu erklaren.

Eine signifikante Korrelation gibt es auch zwischen dem Koaktivator SRC-1
und dem Korepressor NCoR (p=0,008). Ahnlich den Fibroadenomen stellen
hier wieder zwei Antagonisten der Gen-Transkription ein Gleichgewicht
zwischen Aktivierung und Repression innerhalb des Transkriptions-
Mechanismus im Zellkern da und kontrollieren sich auf diese Art gegenseitig.
Auch dieses fiihrt, wie bei den Fibroadenomen zu einer Verringerung der
Zellteilungsrate in der Zielzelle.

Gernot Hudelist et al. hat in seiner bereits erwéhnten Studie aus dem Jahre
2003 eine signifikante Korrelation zwischen ERa und PR (p=0,001) und NCoR
(p=0,043) in malignem Mammagewebe festgestellt. Dieses Ergebnis hat unsere
Studie nicht gezeigt. Wir fanden lediglich eine Korrelation von p= 0,311
zwischen dem ERa und dem Korepressor NCoR. Wir hingegen fanden eine
signifikante Korrelation zwischen den beiden Korepressoren SMRT und NCoR
(p=0,008) und einer Korrelation zwischen SMRT und dem Koaktivator SRC-1
(p=0,005). Ebenso korrelierten der Korepressor NCoR mit dem Koaktivator
p300 (p= 0,022).

Auf dieser Ebene scheint es also zu einer komplexen Interaktion zwischen den
einzelnen Kofaktoren zu kommen, die je nach Auspriagung und Hormonstatus
zu einer gesteigerten Gen-Transkription innerhalb der Tumorzelle fithren
konnen und somit zu einer erhohten Karzinogenese fiihren. Aufgrund des eher
kleinen Kollektivs unserer Studie und der Zusammenfassung der verschiedenen
Karzinomarten zu einer Gruppe, kann man nur wage die Rolle einzelner
Kofaktoren vorhersagen. Was unsere Studie auf jeden Fall gezeigt hat, ist ein
direktes Zusammenspiel der SMRT, SRC-1, NCoR und p300 untereinander und
mit den Steroidhormonrezeptoren. Wenn es therapeutisch gelingt einzelne

Kofaktoren, zum Beispiel die Koaktivatoren der Gen-Transkription im Zellkern
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7.5

zu hemmen, so wiirde dieses einen positiven Effekt auf die Karzinogenese der
einzelnen Zelle ausiiben. Ansdtze wie dieser haben bereits mit dem Her2/neu

Therapie Einzug in die Klinik erhalten.

Her-2/neu Expression in malignem Mammagewebe

Bei etwa 20 bis 25 von 100 Patientinnen weisen die Krebszellen in verstirktem
MaB so genannte Her2neu-Rezeptoren auf, tiber die Wachstums- und
Uberlebenssignale in die Zelle geleitet werden (Konecny et al 2003).

Her2 bedeutet ,,humaner (menschlicher) epidermaler Wachstumsfaktor-
Rezeptor 2. Es hat sich gezeigt, dass die Uberexpression dieser Her2-
Rezeptoren auf einen aggressiveren Tumor schlieBen ldsst. Ahnlich wie die
Hormonrezeptoren hat das Vorhandensein des Her2neu-Rezeptors einen sehr
starken pradiktiven Wert fiir das Ansprechen auf eine gezielte Behandlung, in
diesem Fall mit dem Antikorper Trastuzumab (Herceptin®), der die Funktion
des Rezeptors blockiert und die Signalweiterleitung unterbindet. Die Her2/neu
- Auspriagung wird ebenfalls mit einem Farbeverfahren gemessen und als Her2-
negativ und Her2-positiv der Auspragung 1+, 2+ oder 3+ angegeben. Dies sagt
aus, welche Mengen des Rezeptors auf der Zelloberflache vorhanden sind.

3+ zeigt die stiarkste Auspriagung an, die ein Ansprechen auf die
Antikorpertherapie wahrscheinlich macht, dies versteht man im allgemeinen
unter Her2/neu positiv. Bei Tumoren, die nur eine mittelgradige Expression
(2+) aufweisen ist eine spezielle Zusatzuntersuchung sinnvoll, die die Zahl der
Kopien des Her2neu-Gens im Zellkern misst (FISH = Fluoreszenz in situ
Hybridisierung). Mit diesem Verfahren lésst sich bei etwa 25 von 100 der 2+-
Patientinnen dann eine Vermehrung des Gens feststellen, und bei diesen ist
eine Herceptin-Behandlung ebenfalls sinnvoll. Die Bestimmung des Her2/neu-
Status soll heute bei jeder Brustkrebspatientin durchgefiihrt werden.
Patientinnen, deren Tumorzellen eine starke Auspragung des Her2neu-
Rezeptors auf der Zelloberfldche zeigen (Her2 3+) oder bei denen in der FISH-
Untersuchung zahlreiche Kopien des Her2neu-Gens in der FISH-
Untersuchung nachweisbar sind, erhalten zusétzlich zu Hormon- und/oder

Chemotherapie eine Behandlung mit Trastuzumab.
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Uber die prognostische Bedeutung des HER-2/neu-Onkogens wurde erstmals
1987 berichtet (Slamon et al. 1987). Ein positiver HER-2/neu-Status weist auf
einen aggressiveren, rascher metastasierenden Phénotyp und damit eine
schlechtere Prognose der Mammakarzinomerkrankung hin. Dies driickt sich in
einem verkiirzten rezidivfreien Uberleben sowie einer verkiirzten Gesamt-
tiberlebenszeit aus (Slamon et al. 1987, Slamon et al. 1989a, Gusterson et al.
1992, Toikkanan et al. 1992, Seshadri et al. 1993, Hynes und Stern 1994, Press
et al. 1997, Revillion et al. 1998).

Eine Amplifikation beziehungsweise Uberexpression ist hiufiger bei axillirem
Lymphknotenbefall, hoher Proliferationsrate, negativem Ostrogen-
rezeptorstatus sowie hohem Grading des Primdrtumors (Kallioniemi et al.
1991, Lovekin et al. 1991, McCann et al. 1991, Rilke et al. 1991, Winstanley et
al. 1991).

Ob ein positiver HER-2/neu-Status auch unabhéngig von anderen
Prognosefaktoren prognostische Relevanz besitzt, ist allerdings noch nicht
endgiiltig geklart (Revillon et al. 1998, Jacobs et al. 1999). Die teilweise
widerspriichlichen Angaben zum Stellenwert von HER-2/neu als
Prognosefaktor beim nodal-negativen Mammakarzinom sind vermutlich
groBtenteils auf technische und methodische Unterschiede in der Bestimmung
des HER-2/neu-Status zuriickzufiihren (Slamon et al. 1989b, Bianci et al. 1993,
Press et al. 1994b).

Auch in anderen malignen Tumoren wie dem Ovarial- (Berchuck et al. 1990,
Meden und Kuhn 1997), Pulmonal- (Kern et al. 1990), Endometrium- (Hetzel
et al. 1992, Saffari et al. 1995), Speicheldriisen- (Press et al. 1994a) und
Magenkarzinom (Ranzani et al. 1990) konnen HER-2/neu-Genamplifikationen
beziehungsweise Proteiniiberexpressionen nachgewiesen werden. Hier bedeutet
dies ebenfalls eine schlechtere Prognose beziiglich des rezidivfreien sowie des
Gesamtiiberlebens. Eine priadiktive Bedeutung hat ein positiver HER-2/neu-
Status beim metastasierten Mammakarzinom in Bezug auf das Ansprechen
einer Immuntherapie mit dem monoklonalen Antikdrper Herceptin® (siche
1.4.5) (Slamon et al. 2000).

Auch in unserer Studie haben wir den Her2/neu Status der malignen
Mammastanzen mit der Expression der Steroidrezeptoren und deren Ko-
Faktoren verglichen. Insgesamt lag und das Ergebnis der Her2/neu Expressioon
von 43 Préparaten vor (D .n =43), wobei 19 Stanzen den Score 0 (no=19)

erhielten, was einem Her2/neu negativ Status entspricht. 13 Stanzen zeigten
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eine schwache Expression Score 1+ (n1=13), wihrend 3 Priparate eine maBige
Auspriagung Score 2+ (n2=3) zeigten. 8 der insgesamt 43 untersuchten Stanzen
zeigten eine deutliche Her2/neu Uberexpression und erhielten damit den Score
3+. Auftillig zeigte sich bei den Priparaten mit der Uberexpression an
Her2/neu ein stets negativer Ostrogen- und Progesteronrezeptor (siehe Tabelle
21. Anhang). Die Koaktivatoren SRC1 und p300 zeigen in diesen Priparaten
eine deutlich starker ausgeprigte Expression als die Korepressoren SMRT und
NCoR (siehe Tabelle 21, Anhang). In der Praxis hat sich gezeigt, dass
Steroidrezeptor negative Mammakarzinome mit einer deutlichen
Uberexpression an Her2/neu oft ein wesentlich agressiveres
Wachstumsverhalten zeigen, als rezeptorpositive Karzinome. Eine der Ursache
dafuir konnte ein entkoppelter Mechanismus zur Steigerung der Gen-
Transkription im Zellkern durch die Koaktivatoren sein, denen ein

Kontrollsystem durch die Steroidrezeptoren und deren Korepressoren fehlt.
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8 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die hdufigste maligne Tumorerkrankung der Frau. Es
ist schon seit Jahren bekannt, dass die Steroidhormonrezeptoren fiir Ostrogen
und Progesteron einen entscheidenen Einflu3 auf das Tumorwachstum haben.
Medikamente, die ihren Ansatz auf dieser Hormonebene haben, wie zum
Beispiel das Antidstrogen Tamoxifen® oder Aromatasehemmer wie
Arimidex® oder Aromasin® , sind schon fest in die Therapieschemata des
Mammakarzinoms integriert. Die ,,targeted therapy* ist ein neuer Ansatz in der
Behandlung von Krebserkrankungen und Dank neuer Erkenntnisse der
Molekularbiologie und Biomedizin kénnen in der gezielten Krebstherapie
bestimmte Merkmale und Eigenschaften maligner Tumorzellen fiir die
Entwicklung neuer, spezifischer Arzneistoffe genutzt werden. In diesem
Zusammenhang stellt die Analyse molekularer Signaturen von Tumoren einen

wichtigen Ausgangspunkt fiir die Erstellung neuer Therapiekonzepte

In der vorliegenden Studie haben wir daher in benignen (Mastopathien und
Fibroadenomen) und malignen Mammaldsionen (Carcinomata in situ und
Mammakarzinom) die Expression der Steroidhormonrezeptoren aber auch
deren Koaktivatoren und Korepressoren untersucht. In allen untersuchten
Liasionsgeweben werden die Koaktivatoren SRC1 und p300 deutlich hdufiger
exprimiert, als die Korepressoren SMRT und NCoR. Auch in den
dazugehorigen Normalgeweben werden die Kofaktoren der
Steroidhormonrezeptoren exprimiert, jedoch quantitativ geringer. Desweiteren
konnte unsere Studie ein Gleichgewicht der Koaktivatoren zu den

Korepressoren in den benignen Mammaldsionen detektieren.

Bei den malignen Lisionen zeigte sich eine gleichmiBige Expression der
Ostrogen-und Progesteronrezeptoren. Eine signifikante Korrelation der
Korepressoren, besonders des SMRT, zu den Hormonrezeptoren im
Carcinomata in situ Gewebe konnte das langsam invasive Wachstum der CIS
erkldren, wihrend die komplexe Interaktion der Kofaktoren untereinander in
den Mammakarzinomzellen je nach Auspragung und Hormonstatus zu einer
gesteigerten Gen-Transkrition und somit moglicherweise zu einer erhohten

Karzinogenese fiihrt.
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Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine differenzierte Regulation
der Expression von Koaktivatoren und Korepressoren in der Karzinogenese

hin.
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12.1.1

12 Anhang Tabellen:

12.1

Tabelle 1: Mastopathien

Tabellen Kontingenzkoeffizient/Kappa aus 0/1 Werten

ER a Ldas | PR Lias | SMRT Lias | SRC1 Lias | NCOR Lis | P300 Lis

ER a Lés 0,000 0,081 0,185 n.b. 0,279 0,229
const.

PR Liés 0,000 0,189 n.b. 0,655 0,095
const.

SMRT Lis 0,000 n.b. 0,836 0,122
const.

SRC1 Lés 0,000 n.b. n.b.

const. const.

NCOR Liés 0,000 0,300

P300 Las 0,000

*kein NG
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12.1.2

Tabelle 2: Fibroadenome

ER a | ERa | PR | PRN SMRT | SMR | SRC1 SRC1 NCOR | NCOR | P300_ | P300_
Lis NG Lis G _Las TN _Las NG _Las NG Lis NG
G
ER a | 0,000 - 0,86 | --- 0,504. | --- n.b. - 0,080 -—- 0,524 | ---
Lis 5 const
ER a 0,000 - 0,057 - 0,132 | --- n.b. - 0,653 - 0,307
NG const.
PR La 0,00 | --- 0,569 -—- n.b. - 0,285 - 0,007 | ---
S 0 const
PR N - 0,000 - 0,433 | --- n.b. - 0,363 - 0,161
G const.
SMRT 0,000 - n.b. - 0,160 -—- 0,610 | ---
_Lias const
SMRT -—- 0,000 | --- n.b. - 0,612 - 0,600
NG const.
SRCI1 0,000 - n.b. -—- n.b. -
Lis const const
SRCI1 _ -— 0,000 - n.b. - n.b.
NG const const
NCOR 0,000 - 0,566 | ---
~Lis
NCOR - 0,000 - 0,512
NG
P300_ 0,000 | ---
Lis
P300_ - 0,000
NG
12.1.3
Tabelle 3: Carcinomata in situ
ER a ER a | PR Li | PR SMRT SMRT SRC1 SRCI1 NCOR NCOR P300 P300
Lis | NG |s NG |Lis |NG ~ |Lis | NG | Las | NG | Las | NG
ER a L | 0,000 - <0,001 - 0,006 - 0,198 - 0,437 -—- n.b. -
as const.
ER a N 0,000 | --- 0,567 | --- 0,240 --- 0,942 - 0,005 - 0,751
G
PR Lis 0,000 -—- 0,174 -—- 0,779 -—- 0,824 - n.b. ---
const
PR NG - 0,000 | --- 0,323 - 0,731 -— 0,717 - 0,965
SMRT _ 0,000 - 0,280 - 0,172 - n.b. ---
Lis const
SMRT_ - 0,000 - 0,527 - 0,368 - 0,512
NG
SRCI1 0,000 --- 0,037 - n.b. ---
Lis const
SRCI1 _ - 0,000 - 0,731 - 0,461
NG
NCOR_ 0,000 - n.b. -
Lis const
NCOR -—- 0,000 -—- 0,380
NG
P300_ L 0,000 -
EN
P300_N - 0,000
G
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12.1.4

Tabelle 4: invasive Karzinome

ERa |ERa | PR Ld | PR_
Lis NG |s NG

SMRT _
Las

SRCI1 _
Lis

NCOR _
Las

P300
Las

ER a L | 0,000 | — <0,001 | —
as

0,721

0,492

0,103

0,780

ER a N 0,000 | — 0,478

PR Lis 0,000 | —

PR_NG - 0,000

SMRT _
Lis

SMRT_

SRCI1
Lis

SRCI1_
NG

NCOR _
Lis

NCOR_

P300 L
as

P300_N
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12.2 Tabellen (berechnet mit 0-12 Werten nach Corr.koeff nach Spearman

12.2.1

Tabelle 5: Korrelation Mastopathien

ERalaes | PRLaes | SMRT Laes | SRC1Laes | NCOR Laes | p300 Laes
ERaLaes 80"6.'3.”0” 1,000 167 174 095 232 091
oefficient
Sig. (2-tailed) ,296 ,284 ,555 144 ,572
N 41 41 40 41 41 41
PR Laes gorrelation 167 1,000 -125 156 114 377()
oefficient
Sig. (2-tailed) 296 441 ,330 478 ,015
N 41 41 40 41 41 41
SMRT Laes Correlation 174 -125 1,000 293 207 058
Coefficient ’ ’ ’ ’ ' ’
Sig. (2-tailed) ,284 441 ,066 ,201 722
N 40 40 40 40 40 40
SRC1 Laes go"e.""‘.“o” 095 156 203 1,000 199 ATT(™)
oefficient
Sig. (2-tailed) ,555 ,330 ,066 213 ,002
N 41 41 40 41 41 41
NCOR Laes Correlation 232 114 207 199 1,000 226
Coefficient ’ ’ ’ ’ ' '
Sig. (2-tailed) 144 478 ,201 213 . ,156
N 41 41 40 41 41 41
p300 Laes g°"e.""‘.“°” 091 | 377¢) 058 | ,477(™) 226 1,000
oefficient
Sig. (2-tailed) 572 ,015 722 ,002 ,156 .
N 41 41 40 41 41 41
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12.2.2

Tabelle 6: Korrelation Fibroadenome

ERalLaes | PRLaes | SMRT Laes | SRC1Laes | NCOR Laes | p300 Laes

ERalaes g°"e.'a.“°” 1,000 199 -,226 020 -,025 216
oefficient

Sig. (2-tailed) ) ,352 277 ,925 ,905 ,299

N 25 24 25 25 25 25

PR Laes g°”e.'a.”°” 199 | 1,000 218 005 -110 186
oefficient

Sig. (2-tailed) ,352 ) ,305 ,983 ,609 ,384

N 24 24 24 24 24 24

SMRT Laes Correlation -226 218 1,000 -148 023 -,305

Coefficient ’ ’ ) ) ) )

Sig. (2-tailed) 277 ,305 . ,481 913 ,139

N 25 24 25 25 25 25

SRCT Laes Correlation 020 005 -148 1,000 168 222

Coefficient ’ ’ ’ ’ ’ ’

Sig. (2-tailed) ,925 ,983 481 : 422 ,287

N 25 24 25 25 25 25

NCOR Laes go”e.'a.“"” 2025 -110 023 168 1,000 | ,463()
oefficient

Sig. (2-tailed) ,905 ,609 913 422 . ,020

N 25 24 25 25 25 25

p300 Laes g°"e.'a.“°” 216 186 -,305 222 463(%) 1,000
oefficient

Sig. (2-tailed) ,299 ,384 ,139 ,287 ,020 )

N 25 24 25 25 25 25
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12.2.3

Tabelle 7: Korrelation Carcinomata in situ

ERalaes | PRLaes | SMRT Laes | SRC1Laes | NCOR Laes | p300 Laes

ERalaes gorrelation 1,000 | 636(%) | 401(™) 083 2217 135

Sig. (2-tailed) . 1000 008 598 162 389

N 44 43 42 43 43 43

PR Laes gorelation 636(*) | 1,000 319(%) 097 -130 132

Sig. (2-tailed) 000 _ 039 539 413 404

N 43 43 42 42 42 42

SMRT Laes g°”e.""‘.“°” 401(%) | ,319(%) 1,000 196 260 150
oefficient

Sig. (2-tailed) ,008 ,039 . 214 ,097 ,343

N 42 42 42 42 42 42

SRCllaes | Corelation -083 097 196 1,000 | ,397(*) 248
oefficient

Sig. (2-tailed) 598 539 214 . 008 108

N 43 42 42 43 43 43

NCOR Laes go”e.'a.""” 217 -130 260 | ,397(*) 1,000 211
oefficient

Sig. (2-tailed) ,162 413 ,097 ,008 : 174

N 43 42 42 43 43 43

p300 Laes Correlation -135 132 150 248 211 1,000

Coefficient ’ ’ ’ ’ ’ '
Sig. (2-tailed) ,389 404 ,343 ,108 174 .
N 43 42 42 43 43 44

- 88 -




12.2.4

Tabelle 8: Korrelation invasive Karzinome

ERalLaes | PRLaes | SMRT Laes | SRC1Laes | NCOR Laes | p300 Laes

ER a Laes gorre'la'tlon 1000 | 466(*) 237 147 -,160 -156
oefficient

Sig. (2-tailed) : ,002 131 ,353 311 324

N 42 42 42 42 42 42

PR Laes Correlation . *

Coefficient ,466(**) 1,000 ,014 ,223 -,331(%) -,085

Sig. (2-tailed) ,002 . ,931 ,155 ,032 ,594

N 42 42 42 42 42 42

SMRT Laes g°”e.""‘.“°” 237 014 1,000 | 428(**) 401(*) 261
oefficient

Sig. (2-tailed) ,131 ,931 . ,005 ,008 ,095

N 42 42 42 42 42 42

SRC1 Laes Corre_la_tlon 147 223 428(**) 1,000 100 -,076
Coefficient

Sig. (2-tailed) ,353 ,155 ,005 ) 527 ,630

N 42 42 42 42 42 42

NCOR Laes Correlation * *i *

Coefficient -,160 -,331(%) 401(*) ,100 1,000 ,352(%)

Sig. (2-tailed) 311 ,032 ,008 527 . ,022

N 42 42 42 42 42 42

p300 Laes Correlation -156 -,085 261 -,076 352(%) 1,000
Coefficient

Sig. (2-tailed) ,324 ,594 ,095 ,630 ,022 .

N 42 42 42 42 42 43

* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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12.2.5

Tabelle 9: Korrelation Normalgewebe Fibroadenome

ER a Laes PR Laes SMRT Laes SRC1 Laes NCOR Laes p300 Laes

ERaNG | Correlation 1,000 535(**) -,189 -,083 -,070 365

Coefficient

Sig. (2- 008 376 721 747 079

tailed)

N 24 23 24 21 24 24
PR NG Correlation -~ ok

conoator 535(**) 1,000 -,002 135 097 576(*)

Sig. (2- 008 993 570 661 004

tailed)

N 23 23 23 20 23 23
SMRTNG | Correlation 189 002 1,000 -,021 -313 -,200

Coefficient

Sig. (2- 376 993 929 136 348

tailed)

N 24 23 24 21 24 24
SRCTNG | Correlation 083 135 021 1,000 218 153

Coefficient

Sig. (2- 721 570 929 343 507

tailed)

N 21 20 21 21 21 21
NCORNG | Correlation -.070 097 -313 218 1,000 025

Coefficient

Sig. (2- 747 661 136 343 908

tailed)

N 24 23 24 21 24 24
P300NG | Correlation 365 576(*) -,200 153 025 1,000

Coefficient

Sig. (2- 079 004 348 507 908

tailed)

N 24 23 24 21 24 25

-90 -




12.2.6

Tabelle 10 : Korrelation Normalgewebe der Carcinomata in situ
ER a Laes PR Laes SMRT Laes SRC1 Laes NCOR Laes p300 Laes

ER a NG Correlation . .

Coefficient 1,000 -,023 ,400(*) 145 ,352(%) 013

Sig. (2- 889 011 372 028 939

tailed)

N 42 40 40 40 39 40
PRNG Correlation -,023 1,000 088 -,087 -,027 060

Coefficient

Sig. (2- 889 594 598 873 720

tailed)

N 40 40 39 39 38 38
SMRTNG | Correlation 400(*) 088 1,000 -211 -,094 148

Coefficient

Sig. (2- 011 594 190 569 370

tailed)

N 40 39 40 40 39 39
SRC1NG go”e.'a.“on 145 -,087 -211 1,000 246 296

oefficient

Sig. (2- 372 598 1190 131 067

tailed)

N 40 39 40 40 39 39
NCORNG | Correlation 352(*) -027 -,094 246 1,000 163

Coefficient

Sig. (2- 028 873 569 131 321

tailed)

N 39 38 39 39 40 39
P300ONG | Correlation 013 060 148 296 163 1,000

Coefficient

Sig. (2- 939 720 370 067 321

tailed)

N 40 38 39 39 39 43
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12.2.7

Tabelle 11: Korrelation Normalgewebe der Karzinome
ER a Laes PR Laes SMRT Laes SRC1 Laes NCOR Laes p300 Laes
ERaNG Corre'la'tlon 1,000 -,004 584(**) -119 173 -,092
Coefficient
Sig. (2- 982 ,000 484 306 587
tailed)
N 38 37 35 37 37 37
PR NG Corre_lgtlon -,004 1,000 -,092 -,344(*) 145 001
Coefficient
Sig. (2- 982 1606 ,040 ,400 ,997
tailed)
N 37 37 34 36 36 36
SMRTNG | Correlation 584(*) 092 1,000 108 -038 -019
oefficient
Sig. (2- 000 606 ,536 ,828 915
tailed)
N 35 34 35 35 35 34
SRCING | Borrelation -119 -,344(*) 108 1,000 044 144
oefficient
Sig. (2- 484 040 536 796 403
tailed)
N 37 36 35 37 37 36
NCOR NG gorrella_tlon 173 145 -,038 044 1,000 130
oefficient
Sig. (2- 306 400 828 796 443
tailed)
N 37 36 35 37 38 37
p300 NG Corre_la_tlon -092 001 -019 144 130 1,000
Coefficient
Sig. (2- 587 997 915 403 443
tailed)
N 37 36 34 36 37 39

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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12.3 Tabellen Anfirbung und Bewertung der Gewebe

Tabelle 12: ERa-Rezeptor und PR-Rezeptor Mastopathien und Fibroadenome

12.3.1
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12.3.2

ERa-Rezeptor und PR-Rezeptor

Carcinomata in situ

Tabelle 13:

PR
NG

k.NG

12
12

k. NG

k.NG

k.NG

PR
Lision

12

12

k. Cis

12

12

12

ER a

NG

12

k. NG

k.NG

ER a
Lision

12
12
12
12

12

12

12
12

12

12
12

12

12

Ca in situ

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22
23

24
25
26
27

28

29

30

31

32
33

34

35
36
37
38

39

40

41

42

43

44
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12.3.3

ERa-Rezeptor und PR-Rezeptor

invasive Karzinome

Tabelle 14:
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SMRT und SRC1 in
Mastopathie und Fibroadenom

12.34
Tabelle 15:
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12.3.5

SMRT und SRC1
Carcinomata in situ

Tabelle 16:

SRC1

NG

12
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12.3.6

SMRT und SRC1

Tabelle 17:

invasive Karzinome
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12.3.7

NCoR und p300

Tabelle 18:

Mastopathie und Fibroadenome
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NCoR und p300

12.3.8
Tabelle 19:

Carcinomata in situ
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NCoR und p300

12.3.9
Tabelle 20:

invasive Karzinome
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12.4 Tabelle Her2/neu

Tabelle 21: Expression des Her2/neu Status im Mammakarzinom

ER a PR SMRT SRC1 NCOR p300

Ca Ca Ca Ca Ca Ca
1 score 0 8 1 6 1 8 1 12 1 4 1 2
2 score 1 8 1 12 1 12 1 12 1 4 1 12
3 score 3 0 0 0 0 12 1 12 1 4 1 12
4 score 2 4 1 9 1 0 0 8 1 0 0 8
5 score 1 2 0 12 1 12 0 12 1 12 1 12
6 score 1 6 1 9 1 0 0 12 1 0 0 4
7 score 3 12 1 0 0 12 1 3 0 0 0 4
8 score 1 9 1 6 1 8 1 12 1 4 1 8
9 score 3 0 0 0 0 12 1 12 1 8 1 12
10 score 0 6 1 12 1 8 1 12 1 2 0 4
11 score 0 0 0 0 0 4 1 8 1 8 1 12
12 score 2 12 1 12 1 9 1 12 1 0 0 4
13 score 0 8 1 6 1 0 0 12 1 4 1 12
14 score 1 8 1 8 1 4 1 12 1 0 0 4
15 score 1 9 1 2 0 12 1 12 1 8 1 12
16 score 3 0 0 0 0 12 1 12 1 8 1 12
17 score 0 12 1 8 1 8 1 12 1 8 1 8

18 score 1 4

19 score 0 8 1 4 1 0 0 9 1 0 0 4
20 score 0 12 1 8 1 9 1 12 1 2 0 12
21 score 1 12 1 2 0 12 1 9 1 8 1 9
22 score 1 12 1 8 1 12 1 12 1 8 1 8
23 score 1 6 1 12 1 8 1 9 1 2 0 12
24 score 0 3 0 0 0 12 1 12 1 12 1 9
25 score 1 0 0 0 0 3 0 4 1 4 1 12
26 score 0 12 1 6 1 12 1 12 1 6 1 12
27 score 0 4 1 12 1 9 1 12 1 2 0 9
28 score 3 0 0 0 0 3 0 6 1 3 0 12
29 score 2 12 1 9 1 12 1 12 1 4 1 12
30 score 0 0 0 0 0 4 1 8 1 6 1 3
31 score 0 12 1 12 1 12 1 12 1 4 1 3
32 score 3 0 0 0 0 8 1 12 1 6 1 12
33 score 3 0 0 1 0 4 1 12 1 2 0 2
34 score 0 12 1 4 1 8 1 12 1 8 1 8
35 score 0 8 1 12 1 8 1 8 1 12 1 12
36 score 0 12 1 4 1 12 1 12 1 4 1 8
37 score 3 0 0 0 0 8 1 12 1 8 1 6
38 score 0 12 1 12 1 4 1 9 1 3 0 12
39 score 0 12 1 6 1 3 0 12 1 3 0 6
40 score 0 6 1 6 1 2 0 9 1 6 1 0
41 score 0 12 1 12 1 8 1 12 1 1 0 8
42 score 1 8 1 4 1 4 1 8 1 4 1 12
43 score 1 12 1 6 1 6 1 8 1 4 1 8
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Abstract

Immunhistochemische Untersuchung von Hormonrezeptoren und deren
Koaktivatoren sowie Korepressoren in verschiedenen Mammaliisionen

Das Mammakarzinom ist die hdufigste maligne Tumorerkrankung der Frau. Es
ist schon seit Jahren bekannt, dass die Steroidhormonrezeptoren fiir Ostrogen
und Progesteron einen entscheidenen Einfluf auf das Tumorwachstum haben.
Medikamente, die ithren Ansatz auf dieser Hormonebene haben, wie zum
Beispiel das Antiostrogen Tamoxifen® oder Aromatasehemmer wie
Arimidex® oder Aromasin® , sind schon fest in die Therapieschemata des
Mammakarzinoms integriert. Die ,targeted therapy* ist ein neuer Ansatz in der
Behandlung von Krebserkrankungen und Dank neuer Erkenntnisse der
Molekularbiologie und Biomedizin kénnen in der gezielten Krebstherapie
bestimmte Merkmale und Eigenschaften maligner Tumorzellen fiir die
Entwicklung neuer, spezifischer Arzneistoffe genutzt werden. In diesem
Zusammenhang stellt die Analyse molekularer Signaturen von Tumoren einen
wichtigen Ausgangspunkt fiir die Erstellung neuer Therapiekonzepte

In der vorliegenden Studie haben wir daher in benignen (Mastopathien und
Fibroadenomen) und malignen Mammaldsionen (Carcinomata in situ und
Mammakarzinom) die Expression der Steroidhormonrezeptoren aber auch
deren Koaktivatoren und Korepressoren untersucht. In allen untersuchten
Liasionsgeweben werden die Koaktivatoren SRC1 und p300 deutlich haufiger
exprimiert, als die Korepressoren SMRT und NCoR. Auch in den
dazugehorigen Normalgeweben werden die Kofaktoren der
Steroidhormonrezeptoren exprimiert, jedoch quantitativ geringer. Desweiteren
konnte unsere Studie ein Gleichgewicht der Koaktivatoren zu den
Korepressoren in den benignen Mammaldsionen detektieren.

Bei den malignen Lésionen zeigte sich eine gleichméfBige Expression der
Ostrogen-und Progesteronrezeptoren. Eine signifikante Korrelation der
Korepressoren, besonders des SMRT, zu den Hormonrezeptoren im
Carcinomata in situ Gewebe konnte das langsam invasive Wachstum der CIS
erkldren, wihrend die komplexe Interaktion der Kofaktoren untereinander in
den Mammakarzinomzellen je nach Ausprdagung und Hormonstatus zu einer
gesteigerten Gen-Transkrition und somit moglicherweise zu einer erhéhten
Karzinogenese fiihrt.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine differenzierte Regulation

der Expression von Koaktivatoren und Korepressoren in der Karzinogenese
hin.
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