Vergleich der Immunhistochemischen Bestimmung des
Steroidrezeptorgtatus im Paraffin- und Gefrierschnitt beim Mammeakarzinom

Inauguradissartation

Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin
der Justus-Liebig-Universitét Giefen

vorgelegt von Christian Philipp Spannagel
aus Hagen

Giessen 2003



Aus dem Medizinischen Zentrum
fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe
des Univergtésklinikums Giessen

Leiter:
Prof. Dr. med. H.-R. Tinneberg

Gutachter: PD Dr. med. MUnstedt

Gutachter: Prof. Dr. med. Schachenmayr

Tag der Disputation: 24. 07. 2003



Gewidmet meinen Eltern



Inhaltsver zeichnis

Inhaltsver zeichnis

1 Einleitung
1.1 Epidemiologie und Riskofaktoren
1.2 Atiologie und Pathogenese
1.3 Higtologie und Grading
1.4 Prognosefaktoren und prédiktive Faktoren

1.5 Der Einfluss der Steroidhormone Ostrogen und Progesteron

auf das Mammakarzinom
1.6 Hormontherapie
1.7 Der Stdlenwert der Steroidrezeptorbestimmung
1.8 Diagnostik
1.9 Thergpie
2 Fragestdllung
3 Patientenkol lektiv, Materialien und Methoden
3.1 Das Giefl}ener Mammakarzinom Gefrierschnitt Kollektiv
3.2 Methodik
3.3 Immunhistochemie
34 Satigtik
4 Ergebnisse
4.1 Immunhistol ogisches Resktionsmuster
4.2 Reaktionsmuster des Ostrogenrezeptors
4.3 Reaktionsmuster des Progesteronrezeptors

4.4 Vergleich der Steroidrezeptorexpression mit dem klinischen

Bild
4.5 Aussere Einflussgrossen auf die Steroidrezeptorexpression
5 Diskussion
5.1 Methodische Standortbestimmung

5.2 Vergleich der Immunresktiven Score (IRS)-Werte

5.3 Intengtét der Immunfarbung und Antell der exprimierenden

Zdlen
5.4 Beziehungen zu klinisch-pathol ogischen Parametern
6 Bildanhang
7 Literaturverzeichnis

Sate

© N oo o o

14
15
16
17
21
22
22
27
29
36
38
38
39

49

S7
57
61

64
66
69
73



Inhaltsver zeichnis

8 Danksagung
9 Lebendauf
10 Zusammenfassung

81
82
84



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Mammakarzinom is mit 19-22 % dler Krebserkrankungen der haufigse maigne Tumor
der Frau (Schmidt-Matthiesen, 1997). In der Bundesrepublik Deutschland erkranken ca
8-9 % dler Frauen im Laufe ihres Lebens an Mammakarzinom, was etwa 45000 Falen im
Jahr entspricht (Kaufmann et d., 2000). Mit 18 % dler Krebdoten ist es hinter dem
Bronchidkarzinom die zwethaufigste Ursache fir den Krebstot der Frau (Boring e 4d.,
1994). Beém Mann it der Bruskrebs mit weniger ds ein Prozent dler Féle ene Raritét
(Riede und Wittekind, 1993). Die Inzidenz und Mortdité variieren nach regionder Herkunft
unterschiedlich und schwanken hingchtlich der Mortdité zwischen weniger ds 6 in Jgpan
und fa 30 in England und Wdes (Aoki e d., 1992). Auch Unterschiede zwischen
ethnischen Gruppen snd deutlich; welle Amerikanerinnen erkranken deutlich h&ufiger am
Bruskrebs ds Amerikanerinnen schwarzer, lateinamerikanischer und indianischer  Herkunft
(Parkin et al., 1992).

Die megen Mammakarzinome werden im 6. Lebengahrzehnt entdeckt. Der Antel der
Frauen unter 40 Jahren betrégt ca 35 %, mit wahrschenlich zunehmender Tendenz (Schmidit-
Mathiessen, 1997).

1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Entgehung des Mammekarzinom id, wie die der megen Tumorerkrankungen,
multifektoridl und in ithrem Ablauf immer noch ungeklat. Man geht davon aus dass ca
5-10 % dler FErkrankungen auf genetische Pradispostion zurlickzufihren dnd.  Eine
besondere Rolle spiden dabel Trégerinnen einer Mutation der Tumorsuppressorgene BRCA-1
und BRCA-2. Diee ekranken nach Schézungen zu 70-90 % am Mamma- und/ oder
Ovaridkarzinom (Easton et al., 1993).

Weitere Riskofaktoren snd die Magtopathie 1ll. Grades, Adipodstas, en vorhergehendes
Madignom (Ovar, Uterus, Colon), Nullparitdt oder fortgeschrittenes Alter bel der ersten
Geburt, eine frihe Menarche, eine spdte Menopause, sowie das Alter (besonders Uber 50
Jahre). Be Vorliegen dler dieser Riskofaktoren (auf3er BRCA 1) liegt ein Erkrankungsrisko
von ca. 50 % vor (Nayfield et d., 1991).
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Die Tatsache, dass Karzinome multizentrisch vorkommen kénnen, lésst eine Erkrankung des
gesamten laktierenden Systems vermuten.

Die haufigge Lokdisaion des Mammakarzinoms ist der obere aulere Quadrant der Brust.
Morphologisch imponiert es oft as unschaf begrenzter hater Knoten. Von den zahlreichen
Vaianten der higologischen Klassfikation snd invasve duktde mit 6580 % und invasive
lobuldre Karzinome mit 10-15 % am haufiggten. Als wetere higologische Typen sden das
tubulére, das papillére, das mucinbse und das medulldre Karzinom genannt. Diese haben ihr
Pradilektionsdter in der Postmenopause und es wird ihnen ene geingere Mortditét
gegentber den beiden hdufigen Typen nachgesagt, mit 5-Jahresiiberlebensraten von ca. 95 %
(Béder et d., 1997). Alle anderen Karzinomtypen (adenoid-zystisch, sekretorisch, apokrin,
glykogenreich, kribriform, etc.) treten in ener Haufigkeit von weniger ds ein Prozent auf.

Das Mammekarzinom kann in verschiedene Richtungen wachsen. Be der  vertikaen
Audbreitung wéchst das Karzinom in die Tigfe und kann die Pectordismuskulatur infiltrieren.
Ulzerierende Karzinome brechen nach aufen durch die Haut und zefdlen oberfléchlich
(Schmidt-Matthiesen, 1997).

Das Mammakarzinom metastasert sowohl lymphogen as auch hématogen. Oft kommt es
zumindest zur lymphogenen Metadaserung. Sie kann auch gleichzatig mit der hdmatogenen
Metadaserung vondaten gehen. Be  der  lymphogenen Metasdaserung Seden  sSich
Karzinome der oberen @uleren Quadranten in den axilldren Lymphknoten ab. Bel den inneren
Quadranten breiten dch die Tumorzdlen durch die Thoraxwand hindurch in die retrogernaen
und supraclaviculdren Lymphknoten aus. Von dort aus metadaderen se in die Pleura, das
Mediastinum und die kontraaterde Mamma

Die hamaogene Metastasierung ist abhdngig vom Hormonrezeptordatus. Am héaufigsten (ca
70 %) snd Skelettmetastasen im Becken, den Wirbelkérpern und der Schédelkdotte. Die
Primartumoren sind meist  Ostrogenrezeptor-positiv - (ER+).  Ostrogenrezeptor-negative (ER-)
Tumoren metastaseren meis in die Lunge (60 %), die Leber (50 %) und das Gehirn (Riede
und Wittekind, 1993). Typisch fir das Mammakarzinom snd die frihzetige Metastaserung
und die langen Laufzeiten. So konnen Fernmetastasen Uber Jahre und Jahrzehnte klinisch
summ bleben.

1.3 Histologie und Grading

Grundlage fur die higtologische Eintellung der invasven Mammekarzinome ig die WHO-
Klassfikation von 1981, die 1992 nach Rosen und Oberman modifiziet wurde. Sie bezieht
sch auf den higologischen Phénotyp des Kazinoms die pathogenetischen Beziehungen
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werden nicht berlickschtigt. Da innerhadb eines Tumor mehrere Komponenten vorkommen
konnen, bezieht dch die diagnosische Nomenklatr auf den dominierenden Tel,
gegebenenfdls konnen wichtige Komponenten gleichartig gewertet werden (z.B. tubulo-
lobulé&res Karzinom).

Das invasiv duktale Karzinom kann sch in verschiedenen hisologischen Mugern wie z. B.
von Tumorzellen nachgeshmten Drisenschléuchen oder soliden Zdlbaken aushbilden. Das
duktdle Mammakarzinom imponiert in der Reged durch ene ausgepragte Kernpolymorphie
und infiltriert das umliegende Fettgewebe der Mamma (Wittekind et d, 1993).

Das invasiv lobulare Kazinom charakterisiet dch im  wesentlichen durch  saine
Kleinzeligkat, sain diffuses infiltrierendes Wachstum und die begleitende Desmoplase. Die
Tumorzdlrehen snd gansemarschatig angeordnet und  von  reichlichem  Stroma  (s0g.
»Zirrhoser Aspekt®) umgeben; des weteren umscheden de haufig die Milchgange und
bilden ein Schiel3schelbenmuster aus (Wittekind et d., 1993).

Das invasv medullare Karzinom zegt trotz enes hohen Kerngradings und ener hohen
Mitoserate (zdlreich und stromaarm) eine rdaiv gingige Prognose. Es fdlt ds gut
abgegrenzter  markiger Knoten auf. Das Srroma i mes durch Lymphozyten und
Pasmazellen durchsetzt, was mit einer guten Immunabwehr in Verbindung gebracht wird
(Wittekind et d., 1993).

Das muzinbse Karzinom ig en Tumor mit gdletatiger Schnittflache. Die von den
Tumorepithdien  produzierten  Schlemmengen  werden  grof¥entells im  Extrazdluléraum
deponiert (Wittekind et d., 1993).

Das papillare Karzinom imponiet durch mehrere Zdlrehen breiter Epithdzgpfen, die
papillére Formationen bilden (Wittekind et ., 1993).

Das tubuldre Karzinom besteht aus Gangwucherungen in schlauchformigen Formationen.
Diese Tubuli and von einer enzigen Rehe uniformer Epithdien audapeziet. Se snd massv
von skleroserendem Stroma umgeben und infiltrieren in das umliegende Fettgewebe en
(Wittekind et d., 1993).

Die higologischen und zytologischen Kiriterien zur Bedimmung des Madignitésgrades
(Grading) snd Tubulusbildung, Kernpleomorphie und Mitoserate. Sie werden nach der
Methode von Bloom wund Richardson, modifiziet nach Elson und Ellis (1991),
semiquantitativ. bestimmt. Das Grading korrdiet eng mit dem  Nodadatus, dem
Rezeptordtatus, der Frequenz an Rezidiven und der Mortalitét.
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Tabdle 1:
Kriterien des Gradings des Mammakazinom (modifiziet nach Bésder e d., 1992).

Summenscorewerte von 3-5 entsprechen einem geringen Mdignitéisgrad; 6 und 7 einem
madgem, 8 und 9 enem hohen.

g
2
5

Merkmae Kriterien

Tubulusausbildung >75%
10-75%
< 10%

Kernpolymorphie Geing
Mittelgradig
stark

Mitoserate 0-5/ 10 HPF
6-11/ 10 HPF
>/ 10 HPF

W N P W DN FPW DN PP

*HPF= high power field (400 fache Vergrofierung)

1.4 Prognosefaktoren und pradiktive Faktoren

Aufgaben der Prognosefektoren ist es, Vorhersagen Uber den Krankhetsverlauf, wie z.B.
Rezidivrisko, Fernmetastasierung und die Dauer des Uberlebens zu ermoglichen. Es gibt tber
180 bekannte Prognosefaktoren, wobe zum Tel noch ungeklat i, inwigfern Se gedgnet
snd Rigkopdientinnen zu identifizieren und Thergpieentscheidungen zu  beeinflussen. Bel
den sogenannten , klassschen® Prognosefaktoren mit gesicherter klinischer Redevanz handdlt
es dch um den axilldren Lymphknotenstatus, die Morphologie, den Steroidrezeptorstatus und
das Menopausendter. Von den sogenannten neueren Prognosefaktoren hat bidang noch
keiner die klinische Behandlungsroutine erreicht.

Ein pradiktiver Fektor hat eine Aussagekraft Uber das wahrscheinliche Ansprechen ener
bestimmten Therapie.

Zur Bestimmung des Lymphknotengtatus gehtrt die Erfassung der Anzahl der befalenen
Lymphknoten wie auch die Frage, ob der Tumor die Lymphknotenkapsel durchbrochen
hat oder nicht. Zur Zeit ig in der Diskusson, ob die Beckenkammsanze mit dem
cytologischen  Nachwes von  Mikrometasasen die  Erfassung  des  axillaren
Lymphknotenstatus  ablésen kann. Fir nodd negaive Kazinome it daneben die
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Tumorgrole en wichtiger prognostischer Faktor. Auch morphologische Faktoren wie
Grading, higologische Form, Lymphangioss cacinomatosa und vaskul&e Invason
besitzen eindeutige Beziehungen zum rezidivfreien Uberleben (Janicke et dl., 1997).

Da Seroidrezeptorgtatus korrdiet mit  Wachstumsgeschwindigkeit, dem Grading, der
Metastasierung und somit mit der Uberlebenszeit der Patientin. Er it darlber hinaus en
prédiktiver Faktor, da er Aussagen Uber das Ansprechen ener bestimmten Thergpie
machen kann, namlich der Hormonthergpie. Bel fehlendem Rezeptornachwels is ene
Hormonrezeptorthergpie in - den meisgen Fdlen snnlos Es zegen dch  dake
Korrdationen zwischen Rezeptorgehdt, Aneuploidie und dem Antell der sch in der S
Phase befindlichen Zdlen (McGuire & d., 1986). ER-podtive Tumoren sollen eher zu
oss&ren Metastasen fuhren, wahrend ER-negative Karzinome eher zu ener Flidiserung
der inneren Organe fihren (Clack et d., 1987). Zudem bedeht zwischen dem
Hormonrezeptorstatus und den ebenfdls ds Prognosefektoren genutzten  neueren
Proliferationsparametern wie TLI, S-Phase und KI-67/MIB 1 (Sehe unten) ene inverse
Korrddion. In der Vergangenhelt ist vid Uber die unterschiedliche Gewichtung von
Ostrogen- und Progesteronrezeptor spekuliert worden. Urspriinglich ging man von einem
hoheren Stdlenwert des Ostrogenrezeptors  beziiglich  seines  prognostischen  und
pradiktiven Wertes aus, da der Einfluss v. a des Ostrogens auf den Verlauf des
Mammakarzinoms bekannt war. Nachfolgende Studien belegen jedoch ene ebenso
wichtige Rolle des Progesteronrezeptors. McGuire et a. postulieren 1986 be Karzinomen
im Frihgtadium den Ostrogenrezeptor as wichtigsten Prognosefaktor fir geringere
Uberlebenszeiten, wéhrend ihnen  bel  weter  fortgeschrittenen Tumoren  der
Progesteronrezeptor geeigneter erscheint. So  werden auch die Ergebnisse  der
Hormontherapie durch Bestimmung des Progesteronrezeptors treffender vorausgesagt.
Collett e d. (1996) beurteilten das Verhdten ds Prognosefektor im Verlauf der
Erkrankung. So versarben in den ergen funf Jahren dSgnifikant mehr Frauen mit zweifach
rezeptornegativem  Prim&tumor.  Auf  den Gesamtbeobachtungsraum  bezogen lebten
jedoch nur PR-podtive Frauen langer ds PR-negative. Auf der S. Gdlener Consensus
Conference 1998 wurden beide Steroidrezeptoren as gleichwertig eingestuft (Zujewski et
a., 1998). Dort wurde vorgeschlagen dlen Frauen mit postiven Rezeptornachwels eine
Tamoxifen Thergpie zukommen zu lassen; unabhdngig vom Menopausenstaius und dem
TNM-Stadium (v. Minckwitz et d., 1998). Dennoch it die prognostische Wertigkeit des
Hormonrezeptorstatus welter umdlritten. Sait der ersen Publikation von Knight e 4.
(1977) wurden vide Sudien mit z. T. widersprichlichen Ergebnissen verdffentlicht. Be
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Kinsd et d. (1988) sowie McCarthy et d. (1990) steht das prognostische Ergebnis zu
Abhéngigkeit zu angewandten Nachweismethode. Im Gegensatz zur  biochemischen
Nachweismethode zeigten die immunhigochemischen Vefaren enen dgnifikanten
Unterschied in der Uberlebenszeit. Keshgegian und Cnaan (1996) beschrieben fir die
Kongdlaion ER-/ PR+ ene deutliche hohere Rezidivrae ds be zweifach pogtiver
Expression.

Zu den neueren Prognosefaktoren gehdren sogenannte zdlkinetische Parameter, die
Informationen Uber die proliferative Aktivitédt liefern. Dazu gehdren die Einbaurate an
radioaktiv markietem Thymidin (Thymidin Labding Index = TLI). Der Nachtal beseht
in der aufwendigen Inkubation von frischem Tumorgewebe mit radioaktiven Substanzen.
Proliferierende  Zdlen konnen auch mit  Hilfe monoklonder Antikdrper  gegen
Proliferdtions-asoziierte . Antigene mit immunhigochemischen  Techniken an
Gefrierschnitten  (KI-67) oder formdinfixieten Schnitten (MIB1) bestimmt  werden
(Janicke et a., 1997).

Zu den tumorbiologischen Faktoren gehOrt der Nachwels des Rezeptors fur den
epidermden  Wachdumsfaktor EGF, der mit Rezidiv, Tod und invers mit dem
Ostrogenrezeptortatus  korrdliert ist. Durch die Bestimmung des EGF-R is es moglich,
ER-negative Karzinome in Subgruppen mit jeweils guter und schlechter Prognose zu
unterteilen (Klijn et d., 1994).

Auch das durch Mutationen des Suppressorgens p53 inaktivierte Suppressorprotein |&sst
sch immunhisochemisch nachweisen. Der prognostische Wert i dlerdings noch in der
Debatte (Markiset a., 1995).

Wenn Mammakarzinomzellen den Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA) bilden,
kann Uber die Aktivierung von Pasminogen zu Plasmin ein zdloberflachenlokdisertes
Proteasesystem  entstehen, wodurch Proteine des Stromas und der Basamembran angedaut
werden. Wegen der nun leichteren Invason und Infiltration korrdieren erhdhte Werte von
UPA mit dem Auftreten friher Rezidive. Auch der Nachwes erhohter Werte des uPA-
Inhibitors PAI-1 (Plasminogenaktivetor-Inhibitor Typ 1) zeigt ene schlechte Prognose an
(Janicke et a., 1993).

Eine Korrdation mit einer schlechteren Prognose last sch auch mit Auftreten des c-
ebB2 oder synonym HER-2 Onkogens nachweisen. In der Multivarianzandyse steht es
beziiglich des prédiktiven Wertes hinter dem Lymphknotengtaius an zweiter Stelle. Um
en Mammakarzinom auszulésen, muss es mit verschiedenen anderen  Onkogenen
zusammenwirken (Té&u et d., 1994).
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15 De Einfluss der Steroidhormone Ostrogen und Progesteron auf das

Mammakar zinom

Dea Einfluss von Sekretionsprodukten der Ovarien auf Entsehung und Verlauf von
Mammakarzinomen wurde ersgmas 1896 von Beatson beschrigben. Neben ihren
physologischen Wirkungen i das Ausmdd der kazinogenen Auswirkungen auf den
Organismus der Frau umdritten. Wahrend es be ausschlieflicher Ostrogen-Applikation zu
enem dgnifikanten Andieg der Inzidenz des Endometriumkarzinoms kommt, sind die
Studienergebnisse Uber  die  Erkrankungswahrscheinlichkeit  bem  Ovarid-  und
Mammekarzinom  widerspriichlich.  Frauen mit  Mammakarzinom  haben  hohere
Ostrogenspiegel ds gesunde Frauen. Auch die niedrigere Inzidenz adatischer Frauen im
Verglech zu US-amerikanischen kann durch einen niedrigeren Spiegel erklat werden. Die
Ostrogen-Effekte, ob proliferativ, kokarzinogen oder direkt karzinogen, sind in ihrer
Wirkungsweise und in ihrem Wirkungsausmad grof¥enteils ungeklat (Beckmann e d.,
1997).

Odrogene  dimulieren  die  Proliferation des Drisenepithds der  Mamma.  Durch
Ostrogenbindung an Ostrogenrezeptoren (ER), welche spezifische Proteine mit einer hohen
Affinitt  fir Steroide snd, entstehen E-ER Komplexee Da be der biochemischen
Besimmungsmethode eine cytosolische Rezeptorfraktion ermittelt wurde, ging man lange
von ener Trandokation des E-ER Komplexes in den Nukleus aus. Nach Entwicklung von
Nachweisverfahren mit monoklonden Antikérpern nimmt man an, dass ein Cytosolrezeptor
nicht existent ist, sondern das Ostradiol ungebunden in den Nukleus diffundiert. Durch die
Aufbereitung des Gewebes in der DCC-Methode wird der Cytosolrezeptor ds
Praparationsartefakt  angesehen. Moglicheeweise wird en cytosolischer Rezeptor durch die
Waschschritte der Technik rausgespllt und kann dann nicht detektiert werden.

Der Ostrogenrezeptor selbst ist ein Polypeptid mit 595 Aminosiuren und hat eine GroRe von
66 kD. Wie dle Mitglieder der Steroidrezeptor-Superfamilie bedtzt er drel hochkonservierte
DNA Regionen. Region | enthdt die DNA-Bindedoméne, die aus 66 Aminosauren besteht
und dSch im Inneren des Molekils befindet (Green, 1988). Die Hormonbindedoméne liegt im
C-terminalen Ende der Rezeptoren in den Regionen Il und Il (O'Maley et d, 1990). Der
E-ER Komplex interagiet dann mit ds Transskriptionsaktivator mit  hormonresponsiven
Elementen in den Promotorregionen ostrogenregulierter Gene. Die durch Odtrogen vermittelte
Funktion wird durch Effektorproteine durchgefiinit. Dennoch sind auch Ostrogenrezeptor-
unabhdngige  Aktivierungsmechanismen  beschrieben  worden. Be  dem  Moddl  der
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Mehrschrittkarzinogenese  steht eine Stérung der  Ostrogen-vermittdten  Zdlproliferation im
Vordergrund.  Weitere  genetische  Defekte, zB. der DNA-Repar oder  der
Replikationsgenauigkeait, konnen dann zum Auftreten einer Neoplase fihren. Eine smultane
Applikation von Progesteron, vermittelt durch den Progesteronrezeptor (PR), reduziert die
Effekte der Ostrogen vermittdten Stimulation sgnifikant. Dieser Effekt wird durch ene
Reduktion der  Ostrogenrezeptoren-Expresson  und durch  ene Vedékung der
171- Steroiddehydrogenase  (Konversion von Ostradiol zum  schwécheren Osdtron)  erreicht
(Beckmann et a., 1997). Der ProgesteronRezeptor sdbst kommt as einziger Vertreter der
Superfamilie in zwe Isoformen vor: PR-A (Grofie 93 kD) und PR-B (Grofie 119 kD). Der
Progesteronrezeptor wird durch ein Gen kodiert, das auf dem Chromosom 11g22-23
lokdisert is. Die PR-Expresson und Synthese werden durch Edtradiol simuliert, wahrend
Progesteron seinen eigenen Rezeptor reprimiert und inhibiert. Inwiefern Odtradiol und die
Expresson von Ostrogenrezeptoren Uberhaupt Voraussstzung fir die Ausbildung von
Progesteronrezeptoren sind, ist umdritten. Ebenso umdritten ist, wie es zur Ausbildung des
Rezeptorphanotyps PR-/ER+ kommt, den es demnach nicht geben dirfte,

Dear Steroidrezeptor-Nachwels in Tumorzelen impliziet, dass es dch moglicheweise um
hormonabhéngige Karzinome handdt (Mirashi et d., 1990), die tellweise auf Hormontherapie
resgieren. Fur die Hormonunabhdngigket oder Antihormonresstenz  (Tamoxifenresistenz)
werden verschiedene Mechanismen verantwortlich gemacht: Zum enen en Velus der
Rezeptor-Expresson  (Selektion negativer  Zelpopulationen), zum anderen  veranderte/
verlorene Rezeptor-Funktionen durch Rezeptordefekte, wie z.B durch Punktmutationen, durch
ER Exon 5 Ddetion, durch Verlust des ER-Locus (LOH von 6g25.1), des PgR-Locus (LOH
von 11022-g23) oder des 1703 Steroiddehydrogenase-Locus (LOH von 17g21)(Beckmann et
a., 1997).

Indirekte hormonedle Einflussfaktoren auf die Steroidrezeptorexpresson spiegeln sich auch in
taglichen  Verhdtenswveisen  (orde  Kontrazeptiva,  Nikotin- und  Alkoholabusus,
Nahrungsfettanteil) sowie individudlen Charakterisika (Gewicht, Anzahl der Geburten, Alter
be der ersten Geburt etc.) wieder (Hidop et d., 1986). Diese Faktoren snd moglicherweise
auch auf Inzidenzunterschiede der Rezeptorpostivitdt bel verschiedenen ethnischen Gruppen
verantwortlich. So soll der Genuss von grinem Tee oder Soja bel adatischen Frauen zu einer
Absenkung der Ostradiol- Konzentration fihren (Nagata et d., 1997). Glass et d. (1990)
berichten auch Uber eine Zunahme ER-positiver Karzinome (,upward drift*) um 131 % in den
Jahren 1960-1985, was auf verdnderte soziobkonomische Begleitumstande zuriickgefihrt
werden kann. Allerdings haben sch in diessm Zetraum die Nachweismethoden erheblich
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verdndert, was eine Beurteilung schwierig macht. Dewallly et d. (1997) fihren den ,,upward
drift* auf Umweltgifte, spezidl das DDT zurlick.

Uber dnen dtersabhangigen Angiegy ER-postiver Kazinome berichten zahlreiche Autoren
(z.B. Clark et d, 1984; Fischer et a. 1983). Ungeklart ist worauf dieses zurtickzufihren ist.
Diskutiet werden neben ener peripheren Regulierung durch Steroidhormone auch eine
autonome Regulierung durch  tumoreigene  Synthesesysteme, die  unabhdngig vom
Menopausendaius ihr tumoreigenes Hormonmilieu schaffen. Van Landegham e d. (1985)
wiesen nach, dass die Ostradiolkonzentration in malignem Gewebe héher ist as in gesundem.
Allerdings widerspricht der Vorgelung, dass ene periphere Regulierung nicht in den
Madlignitdtsprozess eingreift der efolgreichen Anwendung der Hormontherapie. Bel Frauen
mit primérer Ovaidinsuffizienz wurden auch nur in 1 % de Fdle en Mammakarzinom
gesechen.

1.6 Hormontherapie

Etwa 80 % de posmenopausden Kazinome wachsen zum Zetpunkt der Diagnose
hormonaktiv. Die Hormontherapie ds adjuvante oder paliaive Behandlung ist besonders
bem deoidrezeptorpostiven  Mammekarzinom  indiziet.  lhr  Snn besteht  darin,
Ostrogenabhangig wachsende Tumoren von diesem Proliferationsreiz abzukoppel n.

Der bekannteste Vertreter endokriner Thergpeutika ist das Antidstrogen Tamoxifen, welches
be postmenopausden Patientinnen, bei welchen der Ostrogen- und Progesteronrezeptor
postiv (ER+/ PR+) befundet wird, Remissongaten bis zu 60 % errechen kann. Be
pramenopausalen Petientinnen ist es zu ca 25 % erfolgreich, bei posmenopausden zu ca
40 %. Rezeptornegetive Karzinome sprechen zu ca 10 % an (Schmidt-Matthiesen, 1997).
Tamoxifen bindet kompetetiv an den Ostrogenrezeptor. Ob Tamoxifen prophylaktisch an
Riskopatientinnen verabreicht werden sollte, wird momentan noch  diskutiert. Das
Anticsrogen Toremifen hat im Vergleich zu Tamoxifen ene geringere Restdsirogenaktivitét
und dementsprechend weniger Nebenwirkungen, wie zum Beigoiel das Risko zur
Aushildung eines Endometriumkarzinoms (Eiermann et d. 1997).

Auch GnRH Andoga (Enantone) konnen in der endokrinen Therapie verwendet werden:
Diese flhren durch ene verminderte Gonadotropinausschittung zur verminderten ovaridlen
Ostrogensynthese. Sie gehdren in der Pramenopause zu den Hormontherapeutika erster Wahl
(medikamenttse Kadtration). Sie werden auch as Depotpréparate gegeben. Die Ovarektomie,
die dem gleichen Sinn dient, wird heute nur noch selten durchgeftihrt (Eiermann et d., 1997).
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Des Waeiteren konnen auch Gestagene (Medroxyprogesteronacetat) verabreicht werden. Die
Remissongaen liegen dlgemein ba ca 35 %, bae PR-podtiven Kazinomen be ca
50-60 % (Schmidt-Matthiesen, 1997). Ein Nachteil sind die grof3en Nebenwirkungen.
Aromatasshemmer (Anadtrozol, Letrozol, Exemestan) hatten in klinischen Studien deutlich
hohere Remissongaten ds das Tamoxifen (Mouridsen e d., 2001). Sie vermindern die
Ostrogenproduktion, indem sie die Umwandiung von Androstendion zu Ostron blockieren.
Wahlweise kdnnen Aromatasshemmer auch intramuskuldr gegeben werden. In enigen Fdlen
wird nicht nur das Tumorwachsum gestoppt, sondern auch eine Rickbildung des Karzinoms
beobachtet. Exemestan soll auch bel Metastasen der Lunge und Leber wrksam sain und wird
eher an postmenopausae Patientinnen verabreicht (Piccart et a, 1999).

Ba de pdliagiven Hormonthergpie prémencpausder Patientinnen wird eine Kombination
verschiedener Prdparate empfohlen: Zunéchst Gabe von GnRH Andoga bis zur Progression
des Tumors, dann folgt ds zweter Thergpieschritt die Gabe enes Antiostrogen. Bl erneuter
Progresson konnen dann ds dritter Schritt Aromataschemmer oder Gestagene gegeben
werden. Die posmenopausde Thergpie verzichtet auf die Gabe von GnRH Andoga
(Eilermann et a., 1997).

1.7 Der Stedllenwert der Steroidr ezeptor bestimmung

Die Steroidrezeptorbesimmung beim Mammakarzinom hat adso sowohl bel der Suche nach
der passenden Therapie ds auch bel Prognosestellung grof¥e Bedeutung. Da be  der
Besimmung des Steroidrezeptorstatus verschiedene Methoden zur Verflgung sehen, sollte
man die in Bezug auf ihre Reiabilitdé und Vdiditst am besten geeignete Methode auswéahien.
Methoden zur Bestimmung snd zum enen die biochemische Methode und zum anderen die
verschiedenen immunhigtologischen Methoden am  Paraffinschnitt oder am Gefrierschnitt. Der
bisher gangige biochemische Nachwes, die DDC-Methode (Dextrane-Coated-Charcoal-
assay), wurde in  letzter  Zeit durch die Vortdle der  immunhistochemischen
Nachweismethoden verdrangt. So last ene heterogene Vertellung der Steroidrezeptoren
innerhadb des Tumors dch mit dem biochemischen Nachwes nicht efassen. Be
vergleichenden Studien zwischen biochemischer und immunhistochemischer Methode fanden
dch im intenationdlen Schrifttum Korrelationen postiver Befunde bem  Ostrogenrezeptor
und Progesteronrezeptor zwischen 65-93 % (Bohm et d., 1998). Die Diskrepanzen be der
quantitativen Beziehung beider Methoden waren noch grofder. Den immunhistochemischen
Bedimmungsmethoden wird in enigen Sudien die grolere prognosischel  pradiktive
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Bedeutung zugemessen. Ein Grund dafir kann neben den Préparationsartefekten die Tatsache
sin, dass nur die Konzentration der nicht mit endogenen Hormonen besetzten Rezeptoren,
nicht aber die asolute Bindungskapazitdt mit der DDC-Methode gemessen wird. Damit
konnen gerade bei pramenopausden Frauen ,maskierte’ Ostrogenrezeptoren dem Nachweis
entgehen (DiFronzo e d., 1990) Der Nachtel des moglichen Nachweises von
Steroidrezeptoren, die durch enen Rezeptordefekt funktiondl inaktiv dnd, glt fir die
biochemischen und immunologischen Nachweisverfahren gleichermalien.

Die immunhigochemische Besimmung der Steroidrezeptoren am  Paraffinschnitt mit  der
Biotin-Avidin-Peroxidase Féarbung it wohl die zur Zet gangigde Besimmungsmethode
Eine Besimmung des Progesteron- und Ostrogenrezeptors ist jedoch auch am Gefrierschnitt
und Paaffinschnitt mit Hilfe der APAAP-Methode und anderer  immunhistochemischer
Methoden mdglich. Welche Methode beziiglich ihres préadiktiven Wertes auf den Erfolg der
Hormontherapie der anderen Uberlegen ig, ist bidang noch unklar.

1.8 Diagnostik

Die Diagnostik zur Ermittdung des Steroidrezeptordatus as Arbetsfeld der vorliegenden
Studie wurde bereits beschrieben

Generdl ig bem Mammakazinom zwischen der Diagnogik im  Rahmen der
Vorsorgeuntersuchung und  Friherkennung und der Diagnosik  bel enem
mdignomverdéchtigen Befund zu  differenzieren. Bel  ederer  deht  die  klinische
Untersuchung der Brust und der regiondren Lymphknoten durch die Petientin sdbst oder
durch den Arzt, sowie die Mammographie im Vordergrund (DeWad et d., 1998).

Ein Mammographie-Screening sollte bei Frauen ab 40 in enjdrigen Abstdnden durchgefihrt
werden (American Cancer Society, 1998). Man schéizt, dass be 100 % Telnahme an
Reihenuntersuchungen die Mortditét bel Frauen Uber dem 50. Lebengahr um ca 25-30 %
gesenkt werden konnte (Koch et d., 2000).

Be bedts ehobenem, klinisch unklarem, mdignomverdéchtigen Befund  stehen
veschiedene Techniken zur Diagnosestdlung zur  Veflgung. Auch hier ig die
Mammographie von Vorrang und durch ene VergrofRerungsmammographie erganzt. Neben
drahlig audaufenden  Vedichtungen gdten  polymorphe  Mikrokdzfikationen  ds
Mdignitéiskriterien. Die Treffscherhat der Mammographie soll in Zukunft durch Computer
gestitzte Verfahren verbessert werden (Heywang-K ébrunner et al., 1996).

Die Feinnade punktion zur Gewinnung der Zytologie kommt bel der Abkl&rung von unklaren
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Verdichtungen zum Einsaz. Zusammen mit dem klinischen Befund, der Mammogragphie und
der Sonogrephie gehdrt de zu den vier diagnogtischen Standardverfahren, der sogenannten
Tetradiagnostik. Bel  dringendem Malignomverdacht kann dSe jedoch die higtologische
Abkl&rung nicht ersetzen, welche durch die Drill- oder Stanzbiopse durchgeftihrt wird. Diese
bieten be augechend groflfen Tumoren enfache Mdoglichketen zur préthergpeutischen
Diagnogtik. Ihr Vortell besteht darin, dass z. B. bel dteren Patientinnen durch die wegfdlende
Schndlschnittuntersuchung  ene  langere  Operationsdauer  vermieden  werden kann. Be
pathologischer Mamillensekretion kann eine Sekretzytologie efolgen. Auch wenn se sdten
aufschlussreiche  Ergebnisse  bringt, [&sst en podtiver  Tumorzedlnachwels mit  hoher
Treffacherheit eine Aussage Uber die Dignitét des Befundes zu (DeWad et d., 1998).

Kann nach Durchfihrung anderer Diagnosetechniken kein  eindeutiges Ergebnis  erzidt
werden, s0 ig die Extirpation des verdachtigen Bezirkes mit nachfolgender histologischer
Aufarbetung nétig. Fdls en sugpekter Herd klinisch nicht padpabd i, muss e préoperativ
mit Methylenblau oder einer Drahtnadel markiert werden, so dass die zuverldssge Entfernung
garantiert werden kann (DeWad et d., 1998).

Nach higologischer Aufarbeitung eines Mammakarzinoms is ene Diagnosik auf wetere
Fernmetastasen erforderlich. Zur Beurteilung des Knochenapparates eignet sich neben der
Skeettzintigraphie die Rontgenaufnahme. Die  KM-Agpirationszytologie dient ebenfals der
Frihdiagnostik ossérer Metastasierung.

Die Metastaserung der Leber und der Ovarien wird mit Hilfe der Sonographie diagnostiziert.
Die Computertomographie und die Magnetresonanztomographie konnen unklare Befunde zu
klden hdfen; die Computetomographie vor dlem ba Vedacht auf ene cerebrde
Metastaserung. Pulmonde Metastasen konnen durch die  Thorax- Rontgenaufnahme
fedgestdlt werden. Die Besimmung der Tumormarker CA 153 und CEA ha geringen
diagnostischen Wert, kann jedoch be der Velaufsoeurtellung hilfrech san.  Ein
postoperatives Angeigen oder en Angieg unter Chemothergpie spricht fir die Progredienz
des Krankheitsgeschehens (DeWad et d., 1998).

1.9 Therapie

1.9.1 Operative und radiologische Therapie

Die Primatherapie des Mammakarzinoms wird enersdts durch die klinischen und
higologischen Parameter, anderersats durch den Wunsch der Patientin bestimmt.  Jede
Thergpie soll individudl auf die Bedirfnisse der Patientin abgestimmt sain.
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Die operaive Primarthergpie kann ds brusterhdtende Thergpie oder ds modifizierte radikae
Mastektomie nach Patey mit oder ohne Wiederaufbau der Brust erfolgen (Le Quesne et 4.,
1997). Se efolgt in Kombinaion mit ener Axilladissektion zur Erhebung des
Lymphknotengtatus. Die brusterhatende Thergpie ha in den letzten Jahren immer mehr an
Bedeutung zugenommen.

Jedoch snd an eine brugterhatende Operation bestimmte Voraussetzungen gebunden, d. h.,
dass keine Kontraindikationen vorliegen. Absolute Kontraindiketionen sind eine ausgedehnte
Lymphangioss carcinomatosa, besonders grof3e Kazinome, en inflammatorisches Karzinom
und Multizentrizitdt (Leopold et d. 1989). Reative Kontrandikationen snd en zu
ewartendes schlechtes kosmetisches Ergebnis sowie ene Weigerung der  Petientin - zur
postoperativen Nachbestrahlung (Bohmert et al., 1998).

Am extirpieten Tumor <ollte ene Sdatenmarkierung vorliegen, um bea  unvollsténdiger
Exzison ene gezidte Nachressktion moglich zu machen. Die Entscheidung, ob
bruserhdtend vorgegangen werden solite, kann auch nach enem esten Eingriff getroffen
werden. Der Operateur entscheidet postoperativ, je nach Ergebnis der histopathologischen
Untersuchung (DeWad et d., 1998). Eine brusterhdtende Thergpie besteht immer auch aus
der adjuvanten Nachbestrahlung.

Die axillare Lymphonodektomie liefert den zur Zet noch aussagekréftigsen prognostischen
Fektor. Sie gdlt keinen kurativen Ansatz dar, sondern dient viedmehr as diagnogtischer
Eingriff, und i ohne Enfluss auf die Gesamtlberlebenszeit der Patientinnen. Da vide
Nebenwirkungen auf die Axilladissektion zuriickzufihren snd, wie zB. Lymphstau und ene
verléngerte Narkosezelt, gewinnen in jingster Zeit dternative Methoden an Bedeutung, wie
zB. die Sentind Node Untersuchung oder die endoskopische Lymphknotenextirpation
(Kaufmann et d., 2000). Durch die Extirpation des Wéchterlymphknotens (Sentind Node)
wird gelvertretend durch diesen ergen, die Tumorregion drainierenden Lymphknoten, eine
Ausssge zum dlgemenen Lymphknotengtatus moglich. Die vorhergehende Markierung des
Lymphknotens efolgt mit Hilfe von Technetium 99 makieten Albumin oder enes
Farbstoffs (Albertini et d., 1996).

Die endoskopische Lymphknotenextirpation befindet sch noch im Erprobungsstadium. Se
konnte eine Alternative zur Axilladissektion vor dlem in der Frihphase der Tumorerkrankung
werden (DeWad et d., 1998).

Eine Strahlenthergpie des Mammakarzinoms wird be  bruserhdtender Thergpie as
Nachbestrahlung mit mindestens 50 Gy und im Bereich des Tumor mit zusdzlich 10 Gy
durchgefiihrt. Be  ausgedehnter  Multizentrizitdt, be  High-risk-Tumoren und fdls
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Tumorantelle bis zum Absetzungsrand reichen, sollte auch trotz Magtektomie nachbestrahit
werden. Bel hohergradigem Befal der Axilla wird auch diese bedrahlt, wobel die Grenzen ab
welcher Anzahl befdlener Lymphknoten diesess efolgen sollte, nicht enhatlich definiert it
(Auberger et d., 1997).

1.9.2 Adjuvante Therapie

Die adjuvante podoperative medikamentose Thergpie in Form  ener Chemo- und
Hormontherapie zidt auf die Behandlung makroskopisch nicht schtbarer okkulter Streuherde
ab. Die Indikation zur adjuvanten medikamentdsen Thergpie wird individuel gestellt.

Bae da SGdlener Konsensus Konferenz 1998 wurden gemeinsame Richtlinien  zur
adjuvanten Hormon- und Chemothergpie verabschiedet. Welche Form der  Therapie
angewandt wird, richtet sich nach dem Hormonrezeptorstaius, dem Lymphknotenstatus, dem
Menopausengatus und der higtologischen Beurtellung (low/ minimd, intermediate, high risk
tumors). Der Konsensus beinhdtet ene gleéchatige Gewichtung von Ostrogen und

Progesteronrezeptor (Zujewski et a., 1998).

Tabele 2. Behandlungsschema nach der SL.Gdlener Consensus Conference 1998 (Zujewski
et a., 1998)

Lymphknoten Lymphknoten Lymphknoten  negetiv/
negetiv, minimal/ negdiv, intermediate| postiv,
Low risk risk high risk
Pramenopausa Keine Gabe oder | Tamoxifen +/- Chemotherapie +
ER oder PR Tamoxifen Chemotherapie Tamoxifen
Pogtiv
Postmenopausal Keine Gabe oder | Tamoxifen +/- Tamoxifen +
ER oder PR Tamoxifen Chemotherapie Chemotherapie
Pogtiv
Postmenopausal Kene Gabe Kene Gabe Chemotherapie
ER und PR
Negativ
Senium Keine Gabe oder | Tamoxifen +/- Tamoxifen
Tamoxifen Chemotherapie
ER und PR negativ Keine Gabe Keine Gabe Chemotherapie
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Die unterstiitzende Polychemothergpie <ollte be  prdmenopausden  Pdientinnen  mit
fortgeschrittenem Mammeakarzinom  (Lymphknotenbefdl, High-risk  Tumor)  durchgefthrt
werden. Ob diese bel podtivem Steroidrezeptorstatus mit einer Hormonthergpie kombiniert
werden kann, ist zur Zet noch in der Diskusson. Neuere Studien gehen von ener solchen
Kombinierbarkeit aus. Be posmenopausden Patientinnen <ollte ene Chemothergpie
durchgefihrt werden, fals bel diesen der Steroidrezeptorstatus negetiv ist. Derzeit gangige
Schemata snd die Polychemothergpien mit Cyclophosphamid + Methotrexat + 5-Hourouracil
(CMF) und/ oder Epirubicin + Cyclophosphamid (EC) oder die Monothergpie mit Vinorelbin.
Die Remissonsraten erreichen bis zu 55 % bel der adjuvanten Thergpie (Schmidt-Matthiesen,
1997).



Fragestellung

2 Fragestellung

Die Bestimmung des Steroidrezeptorstatus hat eine grolie prognostische und prédiktive, d.h.
thergpeutische Bedeutung. Es wurde der Frage nachgegangen, inwiewet dch  zwe
vaschiedene  immunhisochemische  Besimmungsverfahren, néamlich die  APAAP-Technik
an Gefrierschnitt und die Avidin-Biotin-Peroxidase Technik am Paraffinschnitt in  ihren

Ergebnissen voneinander unterscheiden.

Im enzelnen sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

Besehen Unterschiede beziiglich der  Expresson  (IRS) des Ostrogen- und
Progesteronrezeptors?

Unterscheidet sich das Expressonsmuster beziiglich der Intensitét der Farbung?

Unterscheidet dch das Expressonsmuster beziiglich des Antelles der exprimierenden
Tumorzdlen?

Wedche Beziehung besteht zwischen Ergebnissen der Begtimmungsverfahren und den
erhobenen  klinisch-pathologischen Parametern wie  Tumorgrading,  Tumorgrofie,
Lymphknotenstatus und Uberlebenszeit?

Wie snd &ul¥ere Einflisse auf das Expressonsergebnis, wie der subjektive Eindruck des
Untersuchers und Lagerungszeiten, zu bewerten?

Das langfrigige Zid der Untersuchungen i, €n in Bezug auf sane Reidbilitdt und Vdiditét
angoruchsvolles  immunhistochemisches  Bestimmungsverfahren  aufzuzeigen. Es <oll  erdrtert
werden, ob ene Standardiserung der  bisher  gangigen  immunhistochemischen
Detektionsverfahren notwendig ist. Dabel soll auch der Zeitaufwand und der Kostenpunkt der
Férbemethoden berticksichtigt werden.
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3 Patientinnenkollektiv, Materialien und Methoden

3.1 Das Gief3ener Mammakar zinom Gefrier schnitt Kollektiv

3.1.1 Allgemeine I nformationen zum Kollektiv

Das Patientinnenkollektiv ds Grundlage der vorliegenden Studie setzt sch aus Patientinnen
mit enem Tumor der Brustdrise zusammen, deren Gewebeproben am Inditut fir Pathologie
der Judstus-Liebig-Universitdt Gieffen untersucht und befundet worden sind. Die Petientinnen
wurden in den umliegenden Krankenhausern operiet. Von den 260 im Kollektiv erfassten
Patientinnen wurden 164 in der chirurgischen Abtellung des . Josephs-Krankenhauses
Giellen, 67 im Kraskrankenhaus Gief®en in Lich, 13 im Zentrum fir Frauenhelkunde und
Geburtshilfe der Universtéa Gief3en, 12 in der Klinik fir Chirurgie der Universtéd Gief3en,
zwe in der gynékologischen Abtellung des S. Josephs-Krankenhauses Gief?en und jewells
ene in den St&dtischen Kliniken in Dillenburg und Bad Nauheim operiert. Der Zetraum der
Asszrvierung umfasst die Jahre 1991 (Beginn der immunhistochemischen  Untersuchung der
Steroidrezeptoren im Indtitut fir Pathologie in Gief3en) bis 1995.

3.1.2 Charakteristika des K ollektives

Nicht dle der 260 im Kollektiv erfassen Patientinnen wurden in die verglechende Studie
Uber immunhisochemische Detektionsverfahren fir Steroidrezeptoren einbezogen, da die
notwendigen Einschlusskriterien nicht erflllt werden konnten. Diese Kriterien wurden wie
folgt definiert:

Erkennbar invasver Tumor im Gefrierschnitt ds auch im Paaffinschnitt, so dass en
paarweiser Vergleich dessaben Tumors moglich ist.

Ausreichende Tumorgrdl3e auf den Objekttragern. Dieses Kriterium ist wegen des oft
heterogenen Vertellungsmusters des immunregktiven Steroidrezeptors zu  berticksichtigen.
Als cut-off line wurde eine makroskopische Tumorgrosse von weniger ds 3 mm im

mittleren Durchmesser gewahlt.

Die verblicbenen Patientinnen bilden das Giel¥ener Mammakarzinom Gefrierschnitt Kollektiv
(GMGK). Es bedeht aus 246 Pdientinnen mit higologisch  nachgewiesenem
Mammamdignom und 14 Pdientinnen mit ener benignen Mammaerkrankungen, wie fibros
zydischen Magtopathien, Fibroadenomen, entzindlichen Hamatomen und einem benignen
Schwannom. Die Berlickgchtigung anderer Erkrankungen ds dem Mammakarzinom dient
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dazu das Resktionsverhdten der Antikorper auch an  nicht madigne erkranktem
Mammeagewebe zu testen und mit dem des Mammakarzinoms zu vergleichen. Bel bestimmten

Fragestellungen (Prognose etc.) wurden diese Fale nicht berlicksichtigt. Bel drel Patientinnen
konnten keine klinischen Daten erhoben werden.

Padle zu der Immunhigochemie wurden folgende klinische und pathologischen Parameter
retrospektiv erfasst:
Tumorgaging: Tumorgrof3e in cm/ Tumordtadium nach TNM-Klassfikation.
Lymphknotenstatus mit der Anzahl der extirpieten und befdlenen  Lymphknoter/
Lymphknotenstatus nach TNM-Klassfikation.
Durchbruch der Lymphknotenkapsd.
Fernmetastasen/ Status nach TNM-Klassfikation.
M etastasenlokalisation.
Hisologie:
Tumorhistologiel klinische Diagnose nach Pathol ogiebefund.
Mdignitét/ Grading G1-G3.
Mitoseindex, fdls vorhanden.
Origindderoidrezeptordatus, aufgeschiiissdt in den Index fir Farbeintensté und den
Index fur den Antell der geférbten Zdlen.
Petientendaten:
Alter der Patientinnen bel der Priméroperation.
M enopausengtatus.
Korpergrofie (cm).
K orpergewicht (kg).
Bodymassindex.
Nikotinabusus (jalnein).
Diabetes mdlitus (jalnein).

Das Giellener  Mammakarzinom Gefrierschnitt  Kollektiv. weist  folgende  histologische
Subtypen auf:

Invasv duktaes Karzinom: 180 Petientinnen (69,2 %).

Invasiv lobuléres Karzinom: 38 Petientinnen (14,6 %).

Invasiv muzinGses Karzinom: 6 Patientinnen (2,3 %).

Invasiv medulléres Karzinom: 2 Patientinnen (0,8 %).
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- Invasv tubuldres Karzinom: 8 Petientinnen (3,1 %).

- Invasv papillares Karzinom: 4 Petientinnen (1,5 %).

- Sondigeinvasve Tumoren (Metastasen, Lymphome u. @): 8 Patientinnen (3,1 %).

- Nicht invasive Erkrankungen der Mamma: 14 Petientinnen (5,38 %).

Be Tumoren mit Antellen mehrerer hisologischer Typen richtete sch die Zuordnung immer

nach der vorherrschenden Komponente.

53 Mammakarzinome (21,3 %) wurden gemd? ihres higtologischen Differenzierungsbildes ds
hoch differenziert und somit ds niedrig mdigne eingestuft (G 1), 96 Karzinome (38,6 %)
waren mittdgradig differenziet und somit von mittlerer Mdignitéd (G 2), wéahrend 54
(21,7 %) niedrig differenziert und von hoher Mdignitdt waren (G 3). Be 46 Patientinnen
(185 %) mit invesvem Mammaumor fand dch im  Pathologiebericht kein  erhobener
Mdignitasstatus.
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Die Charakteristika des untersuchten Gielfener Mammakarzinom Kollektives hingchtlich der
untersuchten klinischen Parameter Snd den folgenden Abbildungen zu entnehmen.

12

10

241)
(]

Anzahl der Falle (n
N

34 43 49 55 61 67 73 79 85

ALTER

Abb. 1. Alter der Patientinnen bel Priméaroperation (Jahren); n=241; Mittelwert 64,65
(SD=13,36)
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Abb. 2: Relative Haufigkeit der TNM Tumor stadien
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Abb. 3: Relative Haufigkeit des TNM Lymphknotenstatus
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Von den 246 Paientinnen mit invesvem Mammatumor fiden 13 Patientinnen (53 %) be
Krankheitsbeginn in die Altersgruppe bis 40 Jahre, 135 Pdientinnen (54,9 %) in die
Altersgruppe von 41-70 Jahren, 94 Patientinnen (38,2 %) waren dter ds 70 Jahre. Insgesamt
betrug das Durchschnittsalter des Gielener Mammakarzinom Kollektives 64,4 Jahre.

Von den 246 Paientinnen mit nachgewiesenem Mammamdignom waren 34 Patientinnen
(139 %) pramencpausa und 179 (73,1 %) postmenopausal, von 32 Patientinnen (13 %)
konnte der Menopausenstatus nicht eindeutig geklart werden.

Be 17 Patientinnen wurde ein beidsatiger Befdl der Brige festgestellt. 33 Patientinnen litten
an enem Diabetes mdlitus. Ein Nikotinabusus wurde bei 32 Patientinnen festgestdt.

3.1.3 Uberlebenszeiten innerhalb des K ollektives

Die Uberlebenszeiten der Pdtientinnen wurden efasst, indem die betreuenden Hausizte
gebeten wurden Uber den aktuelen Gesundhetszustand zu berichten. Im enzelnen wurden
folgende Parameter erfragt:

Aktudler Allgemeinzustand.

Uberlebensstatus, ggf. Todesdatum und Todesursache.

Letzter Beobachtungszeitpunkt.

Bekannte Rezidivel Metastasen.

Zeitpunkt und Lokalisation der Rezidivel Metastasen.

Weitere Thergpiema3nahmen (Hormontherapie, Chemotherapie).

In ca 75 % dea Fdle efolgte eine Rickmedung, oftmas mit nicht vollgandigen Daten, da
nur wenige Hausarzte Uber Art und Umfang der Therapie berichteten.
Insgesamt  konnten 43 TodeSfdle efast werden, be denen 37 dcher mit enem

Mammakarzinomrezidiv assoziiert waren.

3.2 Methodik

3.2.1 Sammlung der Paraffinpraparate
Unmittelbar nach dem Eintreffen des frischen Resektates im Eingangdabor des Inditutes fir
Pathologie wurde ein Tell des Tumormaterids in flissgem Stickgtoff tiefgefroren, um spéter

der Anfertigung des Gefrierschnitts zu dienen, wéhrend der andere Tell des Tumormaterias
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routinemddg zum Anfetigen der  Padffinschnitte  verwendet  wurde.  An diesen
Paraffinschnitten wurde daraufhin die Bestimmung des Steroidrezeptorstatus mit Hilfe der
Biotin-Avidin-Peroxidase  Methode  (diagnostische  Erstbestimmung)  durchgefihrt.  Der
Paraffinschnitt wurde dann mit ener Ildentifikationsnummer  versehen, im  Archiv  des
Ingtitutes fir Pethologie abgelegt.

3.2.2 Gewinnung des Gefriermaterials

Durch die Lagerung des Tumorgewebes in spezidlen kdteressenten Kungsoffbehdtern in
flissgem Stickstoff muss sch die GrofRe des Tumorprdparates der des Behdters anpassen.
Aus diessm Grund ig die DurchschnittsgrofRe des Gefrierschnitts kleiner ads die des
Paraffinschnitts. Besonders ausgepragt i der  Grolenunterschied  zwischen  Paraffin-  und
Gefrierschnitt bei  kleineren  Primé&tumoren (T1), da ederes be de Gewebeauswahl
diagnogtischen Vorrang haben musste.

Von den gepriften tumorreprésentativen tiefgefrorenen Gewebeproben wurden jeweils je
nach Grofie der Tumorprobe 10-14 Schnitte von 5 pm Dicke mit einem Gefriermikrotom
angefertigt. Diese wurden auf spezidle hochgeraenigte Objekttréger (Superfrost, Fa Menzel-
Glédser, USA) aufgezogen. Die Lagerung der nativen Schnitte erfolgt dann, bis zur
soezifischen Immunférbung, in enem Objekitrager-Gefrierschrank bel einer Temperatur von
-80° C.

3.2.3 Prifung der Diagnose/ Histologie

Von enem Schnitt jeder  Schnittsrie wurde ene  Hamaaun-Eosn-Férbung  (HE)
durchgefiihrt, welche der Identifizierung von tatséchlich erfasstem Tumorgewebe diente.

Fur den Fdl, da? d9ch higologisch kein invasver Tumorantell im Gefrierschnitt fand, sondern
normaes Mammagewebe, Fettgewebe, benigne Mammatumoren ud, wurde das
Gefrierpréparat erneut, diesmd von ener anderen Sdte angechnitten. Wenn sich nun
wiederholt kein invasver Tumorantel fand, wurden die Kriterien zur Aufnéhme in das
Patientenk ollektiv nicht erflillt und der Fal nicht gewertet.

In Zusammenarbeit mit Herrn Dr. F. E. Franke, Inditut fir Pethologie der Justus-Liebig-
Univergtéa Giellen, wurden sdmtliche higtologischen Diagnosen, sowohl der Paraffinschnitte
ds auch der Gefrierschnitte, aff  Zusammengehdrigkeit und Stimmigkeit der Prgparate
Uberpruift.

Die achivieten Padffinschnitte wurden dann ohne  Kenntnis  der  diagnostischen
Ergbesimmung, nach der Methode von Remmee und Stegner (1987) ein weteres Md
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evauiert, um den subjektiven Einflusses des Bestimmers auf das Ergebnis zu bestimmen. Bel
den folgenden Auswertungen wurde von der diagnostischen Erstbestimmung ausgegangen, da
das Zid des Vergleiches unterschiedlicher Methoden ist, Unterschiede oder Gemeinsamkeiten
in de klinichen Anwendung zu demondrieren. Be  Diagnosestdlung  unterliegt  die
Bestimmung des Steroidrezeptorstatus in der Regel ebenfals unterschiedlichen Personen.

Be der Evadudion wurden nur invesve Tumorzdlen bewertet. Ein Tumor mit innerhdb des
Praparats befindlichen rezeptorpositiven Zellen enes gesunden Epithels, ansonsten aber nur
rezeptornegetiven Karzinomzellen, wurde a's rezeptornegativ gewertet.

Vor der Gesamtauswvertung wurde fir jeden einzelnen geférbten PrimérantikOrper geprift, ob
die Antigenitét der Gefrierpréparate eventudl durch die Lagerzeit der tiefgefrorenen
Gewebsblocke beantréchtigt wurde. Es konnte diesbeziiglich keine Korreaion zwischen
dem Alter des Gewebes und der Expression des IRS festgestellt werden, so dass die von den
vewendeten  AntikOrpern markierten  Epitope  offenbar  auch  Uber léngere Lagerzeiten
(mindestens bis zu sieben Jahren) stabil detektierbar bleiben.

Verglichen wurde das Ergebnis der immunhistochemischen Farbung des Ostrogenrezeptors
am Gefrierschnitt in der Verdinnung des Primérantikorpers 1:100 und der APAAP-Methode
mit dem Paaffinschnitt in der Biotin-Avidin-Peroxidase-Methode bel 215 Patientinnen; bel
der Verdinnung des Primé&rantikdrpers 1:250 be 211 Patientinnen. Analog dazu wurde das
Ergebnis der Progesteronrezeptorbestimmung be 213 Patientinnen verglichen.

3.3 Immunhistochemie

Die EinfUhrung der Immunfluoreszenztechnik durch Coons 1941 war grundlegend fir die
Entwicklung der diagnogtischen Immunhisochemie und Immunpathologie. Aus der darauf
baserenden Enzymbriickentechnik entwickdten dch die der Sudie zugrunde liegenden
immunhigochemischen Bestimmungsverfahren (ER-ICA, PR-ICA). Die APAAP-Methode
und die Biotin- Avidin-Peroxidase-Methode.

Die immunhigtochemischen Detektionsverfahren baseren auf dem folgenden Prinzip: Ein von
eneg Maus oder enem Kaninchen sammender AntikOrper bindet sch an den humanen
nuklegr verankerten Steroidrezeptor. Ein welterer Brickenantikorper (Kaninchen anti Maus
bzw. Maus anti Kaninchen) bindet sch an diesen Komplex, der durch enen weteren, mit
enem bestimmten Molekil (APAAP bzw. Streptavidin)  versshenen  Antikorper
(Detektionsantikorper)  vervollgdndigt  wird. Diesss Molekll szt enzymatisch  enen
entgorechend  ausgewdhlten  Farbstoff  an (Neofuchsnhdtige  Entwicklungdésung — bzw.
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Diamino-Benzidin), der sch am Ort der Antikérperbindung im Gewebe niederschiagt. Durch
die Vedsdungen der Antikorperkette erecht man ene grolere Multiplikation der
Bindungsstelen.

Prgparation der Paraffinschnittee Das frische Tumorgewebe wurde in moglichst kurzer Zeit
nach Entnahme fir 24 h in 4% phosphatgepuffertem Paraformadehyd fixiert. Dann wurde das
Gewebe in e@nem automatischem 10 Schritt Zyklus (70-100 % Alkohol, Xylol) dehydriert.
Schliedich  erfolgte die Einbettung des Gewebematerids in  Paraffinwechs. Die vom
Blockmaterid abgetragenen 3-5 pum grof¥en Schnitte wurden auf hochgereinigte Objekttréger
(Fa Menzd) aufgezogen.

Be beden immunhigochemischen Methoden efolgte die Bestimmung nach dem
semiquantitativen Verfahren von Remmele und Stegner (1987), genauer nach dem Verfahren
A*. Diees Vefahren wies im Interobserver-Test die beste Reproduzierbarkeit auf. Der
~immunresktive Scoreé’ (IRS) ds Ergebnis der Bestimmung ergibt sch aus der Multiplikation
des Wertes der Farbeintensitét (Staining intensity=9) mit dem des prozentuden Antells der
podtiv gefabten Zdlen (PP). Die Féabentendtéd kann die Wete 1= schwache
Farbeintengtét, 2= médldge Farbeintenstédt, 3= dtarke Farbeintendté annehmen. Die Quantitét
der immunhigochemisch angefarbten geroidrezeptorpositiven  Tumorzellen  ergibt  folgende
Wertepaare:

1= Anteil der geférbten Zellen < 10 %
2= Antell der gefarbten Zellen > 10 %, <50 %
3= Antell der gefarbten Zellen > 50 %, < 80 %
4= Antell der gefarbten Zdlen >80 %

Sowoh S ds auch PP werden subjektiv geschétzt. Fir die Ermittlung von S it der
vorherrschende Sl-Grad ausschlaggebend.
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Tabelle 3. Bespide fir die Ermittlung des IRS nach Methode A* (nach Remmede und
Stegner (1987).

Neg. Zdlen (%) Pos. Zellen ges. | Schwach/méldg Stark pos. |PP | S IRS
(%) Pos. Zdllen (%) Zdlen

10 90 30 60 4 3 12

40 60 40 20 3 2 6

60 40 30 10 2 1 2

95 5 5 0 1 1 1

3.3.1 Die APAAP-Technik

Die Detektion der Priméarantikbrper am Gefrierschnitt erfolgte mit Hilfe der alkaische
Phosphatase- anti- alkdische Phosphatase (APAAP) Methode nach Cordell et a. (1984), die
u a be de Zusammensstizung der Puffer modifiziet wurde Die Intengtét der
immunhistochemischen Farbung héngt von der Konzentration des PriméantikOrpers in der
InkubationdOsung ab. Ist diese zu hoch, wird dem Untersucher en unverhdtnismédg grof3er
Antell hoch exprimierender Steroidrezeptoren vorgetauscht; umgekehrt be  zu  geringer
Konzentretion en zu niedriger Antel. Um ene moglichs glechméige Vetelung der
Intengtétsstufen zu ereichen, wurde im Vorfed der Farbungen fir beide Steroidrezeptoren
ene Vedinnungsreihe durchgefiihrt. Zundchst wurden Gefrierschnitte von 28 Pdientinnen
augewdhit. Be dar Bestimmung der Farbeintenstét am Paaffinschnitt waren von diesen
jewels deben mit keiner Expresson, geringer, mitlerer und hoher Intengté
(Beurteilungskriterien nach Remmele und Stegner) gewertet worden. Bel diesen Peatientinnen
wurden nun jewdls funf Gefrierschnitte mit enem Verdinnungsverhdtnis Primé&rantikorper
RPMI von 1:10, 1:100, 1:250, 1:500 und 1:1000 durchgefarbt. Fir den Progesteronrezeptor
delte 9ch die Vedinnung von 1:250 ds am gingdigsten, mit fir den Untersucher klar
unterscheidbaren  Intensitidtsstufen, heraus.  Fir den  Osdrogenrezeptor  hingegen  waren
Verdinnungen im Bereich von 1100 bis 1:250 gedignet. So wurde das komplette
Petientinnenkollektiv mit beiden Verdiinnungen jewells einmd durchgeférbt.
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Tabelle 4: Intengtatsstufen der Verdiinnungsreihe/ Ostrogenrezeptor

Verdinnung Verdinnung Verdinnung Verdinnung Verdinnung
110 1:100 1:250 1:500 1:1000
Sufe0 |4 6 8 10 9
Stufel |3 8 6 7 11
Sufe2 |2 5 5 6 5
Sufed |19 9 8 4 3
Tabele 5: Intenstétsstufen der Verdiinnungsrelhe/ Progesteronrezeptor
Verdinnung Verdinnung Verdinnung Verdinnung Verdinnung
1:10 1:100 1:250 1:500 1:1000
Stufe0 |2 6 7 11 12
Stufel |3 3 7 10
Sufe2 |3 10 9 4
Sufe3 |21 9 5 1

(Stufe O=keine Farbung, Stufe 1=geringe Farbeintenstd, Stufe 2=mittlere Farbeintengtét,
Stufe 3=dtarke Farbentensitét).

Im Vorfedd wurde bel 30 Schnitten eine Negativ-Kontrolle durchgefthrt, bel der die APAAP-
Methode ohne Priméantikorper durchgefihrt wurde. In keinem der Schnitte lie3 sich eine
Immunregktion feststellen.

Das methodische Vorgehen der APAAP Fabung umfaste dann die im folgenden
dargestelten Schritte:

Da es dch be dem Progesteronrezeptor-Antikdrper um enen Kaninchen anti Human
musste dort prim& en Maus ant

(MAK) in die Immunglobulinkette eingeschaltet werden.

Immunglobulin - handet, KaninchenBriickenantikorper

Re-Antigeniserung in der Mikrowdle (Behandlung der Objekttréger 6 x 5 Minuten bel
600 Waitt in Citratpuffer gefullten Klvetten).

5 Minuten Abkihlen im Waschpuffer.

Auftragen von ca 140 pl Primé&antikorper in der jewels bendtigten Endverdinnung-
Einwirkzeit 30 min bel Zimmertemperatur in feuchter Kammer.
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Mindestens 4 ma Spiilung im Waschpuffer.

Fur Progesteronrezeptor: Auftragen eine Brickenantikdrpers MAK mittdds Human-RPMI-
Gemisch (Verdiinnung 1:100)- Einwirkzeit 30 Minuten.

Auftragen des Brickenantikdrpers (LINK) mittedls Human-RPMI-Gemisch  (Verdinnung
1: 40)- Einwirkzeit 30 Minuten.

Mindestens 3 ma Spiilen im Waschpuffer.

Auftragen des Detektionsantikorpers (APAAP-Komplex) mit RPMI  auf  ene
Endkonzentration von 1 : 50 verdinnt — Einwirkzait 30 min.

Mindestens 3 md Spiilen im Waschpuffer.

Auftragen des Briickenantikorpers (Resktionverstarkung) — Einwirkzeit 10 Minuten.

3 md Spulen im Waschpuffer.

Erneutes Auftragen des Detektionsantikdrpers (APAAP-Komplex) — Einwirkzeit 10
Minuten.

Anschlief?end 10 ma Spllung im Waschpuffer.

Entwicklung der Reektion mit Hilfe der Entwicklerlésung auf langsamen Schiittler-
Entwicklungzat 20 Minuten.

Gegenfarbung mit Hamaaun — 2 Minuten.

Danach 2 md Spiilung mit Letungswasser.

Eindecken der fertig geférbten Prgparate mit 70-80 °C heilflem Glycergd (Faa DAKO
Hamburg).

3.3.2 DieBiotin Avidin-Peroxidase Technik (L SAB- Farbung)

Die Detektion der Primérantikbrper am Paraffinschnitt erfolgte mit Hilfe der Biotin-Avidin
Peroxidase Farbung (auch Labdled StreptAvidin Biotin Farbung), die 1981 von Hsu et d. ds
Biotin-Avidin-Complex-Methode beschrieben wurde. Das methodische Vorgehen umfasst die
im folgenden dargetdllten Schritte;

Entpaeffiniderung der Padffinschnitte in der folgenden Rehenfolge 10 min Xyldl, 10
min Aceton, 10 min Aceton-Waschpuffer-Gemisch (Verhdtnis 1:2).

10 minitige Inkubation der Paraffinschnitte in der Mikrowelle bei ca 600 Watt in
Mikrowdlenkivetten mit Zitronensaure, nach 5 Minuten erneutes Auffillen der Kivetten
mit Zitronensaure.

Nach der Inkubation anschliessende Aufflllung der Kivetten mit Aqua destilata.

20 mindtiges Auskihlen lassen der Klvetten.
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3 ma Spilen mit Trispuffer.

Blocken mit bovinem Rinderdbumin zur Absdtigung der ungpezifischen Bindungsdlen.
Dieses dient zur Abschwéchung der Hintergrundféarbung.

30 mindtige Inkubation in Methanol (90 ml) + H20 (10 m).

3 md Spulen mit Tripuffer.

30 minttige Inkubation mit dem Prim&antikbrper mit ca 100 pl/ Objekttréger in einer
feuchten Kammer.

8 md Spllen in Trigpuffer, nach Antikdrpern getrennt.

30 mindtige Inkubatiion mit enem Brickenantikorper (biotinylierter KaninchenAnti-
Maus Antikorper). Verdinnung 1. 200 mit Trispuffer.

3 ma Spilen mit Trispuffer.

30 mindtige Inkubation mit Streptavidin- Peroxidase. Verdiinnung 1:250 mit Trigpuffer.

3 ma Spllen mit Trispuffer.

8 Minuten lang die Objekttrager unter Abzug mit DAB (Diamino-Benzidin) beschichten
und in Trisouffer sammeln. (Fdls die Schnitte sch vor Ablauf der 8 Minuten braun
férben, muss man diese vorzeitig in die Pufferl 6sung stellen).

45 Sekunden Gegenfabung mit Hamdaun. Danach 2 madiges Spilen (Bléuen) der
Schnitte in Leitungswasser.

Eindeckeln der fertig gefarbten Préparate mit 70-80 °C heilfem Glycergd (Fa. DAKO
Hamburg).

3.3.3 Zusammensetzung der verwendeten Losungen
Citratpuffer: 9 ml Stammlésung A + 41 ml Stammlésung B + 450 ml Aqua degtilata
Stammlésung A: 21,01 g Zitronensdure (0,1 M) + 1000 ml Aqua destilata.
Stammldsung B: 29,41 g Natriumcitrat (0,1 M) + 1000 ml Aqua destilata.
Waschpuffer/Trispuffer fir 5 Liter: 45 g Tris-Base (FaSigma, Deisenhofen), 34,25 g
TrissHCl (Fa Sigma, Deisenhofen), 43,9 g NaCl in 625 ml Aqua dedtilata auflésen, pH
zwischen 7,4 und 7,6 eingtellen und auf 5 Liter mit Aqua destilata aufftllen.

RPMI- Ansazz. 50 ml RPMI (Fa. Biochrom, Berin), 450 ml Aqua dedtilata, 50 ml
inaktiviertes Rinderserum, 0,5 g Natriumacid, pH zwischen 7,4 und 7,6 eingelen.

Entwicklungd 6sung:

BendGtigte Ansdize:
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- Entwicklungspuffer: 87 g NaCl, 15 g TrisHCI, 49 g Tris-Base, 1750 ml Aquadedtilata.
-Propandiol- Ansatz: 21 g Propandiol, 1000 ml Aqua destilata.
-Neofuchsn- Ansaiz: 5 g Neofuchsin, 100 ml 2 N HCI.

Hergdlung:

1. Entwicklungd6sung und Propandiol- Ansatz zusammengief¥en, pH auf 9,75 eingellen.

2. Laevamisol (20 mg/ Klvette) abwiegen und der oben genannten Lésung hinzufligen.

3. Loésung I: Natriumnitrit ( 10 mg/ Kivette) dowiegen und in 250 pl Aqua dedtilatal
Klvette auflGsen.

4. Lésung 2: Ngphtol (25 mg/ Kivette) abwiegen und in 300 pl

Dimethylformamid auflésen.

Neofuchsan: 5 g Neofuchsin, 200 ml HCI.

Ldsungen 1 und 2 fir 1-2 Minuten stehenlassen.

Lésung 1 der Entwicklungspuffer-Propandiol- Lésung zugeben.

Ldsung 2 der Entwicklungspuffer- Propandiol- Losung zugeben.

Den pH- Wert der Gesamtlésung auf 8,8 eingellen.

© © N o O

10. Gesamtlésung durch einen feinporigen Filter filtrieren.

Hamdaun (fir die Gegenfarbung): 1 g Hamatoxylin + 0,2 g NalO® + 50 g Kdidaun +
1000 mg Aquadegtilata+ 50 g Chlorahydrat + 1 g Zitronensdure.

DAB-LGsung: 1 Teblette DAB (Diamino-Benzidin) der Fa. Dako wird in 10 ml Trispuffer
aufge6st. Dann Hinzugabe von 7,25 pl 30% igem Wasserstoffperoxid.

3.3.4 Antikor per
Folgende Antikorper wurden as Primérantikorper zur Detektion verwendet:

Maus anti  Human Osrogenrezeptor  Immunglobulin,  monoklona, 1gG  Kappa,
Konzentration 0,18 mg/ml, Katdognummer M 7047,Chargennummer 035, Klon 1D5, Fa
DAKO Hamburg (LSAB-Technik).

Maus anti Human Progesteronrezeptor Immunglobulion, monoklond, 1gG, Klon PGR
636, Fa. DAKO Hamburg (L SAB-Technik).

Maus anti  Human Ostrogenrezeptor  Immunglobulin,  monoklond, 1gG  Kappa,
Konzentration 0,18 mg/ml, Katalognummer M 7047, Chargennummer 035, Klon 1D5, Fa
DAKO Hamburg (APAAP-Technik; Verdinnung 1:100, 1:250).
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Kaninchen anti Human Progesteronrezeptor, polyklond, Kadognummer A 0098,
Chargennummer 035, Fa DAKO Hamburg, (APAAP-Technik; Verdinnung 1:250).

Folgende Antikorper wurden a's Sekundér-, bzw. Tertidrantikorper zur Detektion verwendet:

LINK Kaninchen anti-Maus Immunglobulin, polyklond, tberwiegend 1gG,

Chargennummer 065, Katalognummer Z 0259, DAKO Hamburg, Verdinnung 1: 40 (bel
APAAP-Technik).

APAAP Mouse Monoklond (-Klon AP7/6/7), Typ 1gG, Kappa, Konzentration 0,12
mg/ml, Chargennummer 025, Katdognummer D 651, DAKO Hamburg, Verdinnung 1:
50 (bei APAAP-Technik).

Biotinylaled Rabbit anti-Mouse Immunoglobulins, polyklond, Uberwiegend 19G,
Katdognummer E 354, Chargennummer 013, Konzentration 1,2 ¢/, DAKO Hamburg,
Verdinnung 1: 200 (bel LSAB-Technik).

Peroxidase-conjugated  Streptavidin - (with  Swine  anti  rabbit  Immunoglobulins,
Kaadognummer P 353), Katdognummer P 397, Chargennummer 074, DAKO Hamburg,
Verdinnung 1: 250 (bel LSAB-Technik).

3.4 Statistik

Die Daenefassung und Auswertung efolgte mit Hilfe des Computerprogrammes SPSS for
Windowsa , Verson 10.0. Grundlage der klinischen Daen waren die Befundakten im Archiv
des Inditutes fir Pethologie der JLU, die Patientenunterlagen in den Archiven des
Kreiskrankenhauses Gief¥en in Lich, des St.Josephs Krankenhauses Giefen, des Zentrums fur
Frauenhellkunde der JLU, der Klinik fir Chirurgie der JLU und die Daenbank des
Tumorzentrums Gie3en (Leter : Prof. Dr. H. von Lieven), wobe die Datensiize Uberpriift
und um die immunhistochemischen Parameter erweltert wurden.

Die Ergdlung der Graphiken und des Textes efolgte mit Hilfe der Computerprogramme
Cord Draw 6.0, Microsoft Word und Microsoft PowerPoint fir Windows 98 und Windows
XP.

Die Korreationen efolgten mit Anwendung des Spearman Rangkorrdationskoeffizienten, da
zwar die intevdlskdieten  Daen (zB. Rezeptordatus, Alter, Lymphknoten) in ener
linearen Abhéngigkeit voneinander sehen, aber die Vaiablen nicht aus ener normavertelten
Grundgesamtheit sammen.
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Die graphischen Daddlungen efolgten ds Saulendiagramme  (SPSS, Word),
Kreisdiagramme (Cord Draw) und Viefddetafeln (Word). Die Berechnung der klinischen
Mittelwerte und deren Standardabweichnung a's deskriptive Statistik erfolgte durch SPSS.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunbhistologisches Reaktionsmuster

Der  APAAP-gefabte  Gefrierschnitt  unterscheidet sich vom  Biotin-Avidin-Peroxidase
gefarbten Paraffinschnitt durch sein mikroskopisches Erscheinungsbild.

De Gefrierschnitt (Sehe Bildanhang 1,2,5,6) imponiert durch seine durch die APAAP-
Methode bedingte rétliche Fabung des Steroidrezeptors. Die rdtliche Férbung des
Hintergrundes ig dlgemein schwécher ds am Paaffinschnitt. Se am Progesteronrezeptor
jedoch im dlgemeinen kraftiger ds beim  Osrogerezeptornachwels. Bel einigen
Progesteronrezeptormarkierungen  findet sch ene diffuse inhomogene Farbung des
Stromas. Durch die Gegenfabung mit Hamaaun erscheint der Hintergrund in einem
blassen Blau. Der makiete Steroidrezeptor findet sch nukle&r sowie perinukledr
zytoplasmatisch.

Im Paraffinschnitt (Sehe Bildanhang 3/4,7,8) farbt sch der markierte Steroidrezeptor mit
der Biotin-Avidin-Peroxidase braun bis ockerbraun. Die gelegentliche Fabung des
Hintergrundes ist gdbbréunlich. Die Immunfarbung des Kernes ist homogen.

Wie bereits im Kapitd ,,Methodik® dargestdlt, kann der immunresktive Score (IRS) nach
Remmele und Stegner durch die Multiplikation des Wertes fur Farbungsintensté mit dem des
Antells der geférbten Tumorzdlen die Werte 0;1;2;3;4;6;8;9;12 annehmen.

In der klinischen Bewertung i es snnvoll, diese Werte in Uberschtlichere Bewertungsstufen
(Expressionsstufen) einzuteilen. Am Inditut fir Pathologie der Universté Gielen ig diee
Einteilung folgendermalen:

IRS O: keine Expression
IRS 1-3: geringe Expression
IRS 4-8: mittlere Expresson
IRS 9-12: hohe Expression

Die Eintelung in Expressonsstufen kann, wie auch die generdle Eintellung in postive oder
negative Expresson, dem behanddndem Arzt Hilfestdlung bei der Auswahl der Therapie
geben.
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4.2 Reaktionsmuster des Ostrogenrezeptors

4.2.1 Verteilungund Vergleich der Expression nach dem
Immunreaktiven Score (IRS)

30

20 1

Relative
Haufigkeit (%) 15 + -

Immunreaktiver Score (IRS)

Abb. 4: Vertelung des Immunreaktiven Score (IRS) bei Markierung des

Ostrogenrezeptors am  Paraffinschnitt mit der Biotin-Avidin Peroxidase-Farbung
(n=218)
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Abb. 5 Vertelung des Immunreaktiven Score (IRS) bei Markierung des
Ostrogenrezeptors am Gefrierschnitt mit der APAAP Methode (Verdunnung 1:100);
(n=248)

Be de Eintelung der IRS-Werte in podtive und negetive Expresson ( IRS 0-1= negdtiv;
IRS 2-12= positiv), kam es zu folgenden Ergebnissen:

Beim Ostrogenrezeptor gab es be 215 Pdientinnen 176 Ubereingimmungen (135
postiv; 41 negativ); keine Ubereingimmung ergab sich bel 39 Pdientinnen. Dieses
entspricht ener Korrdation in Bezug auf ihre Wertigkeit (Podtiv/ Negativ) von 0,819.
Die Korrddion ig auf dem Niveau ener Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,01 (2-satig)
ggnifikant.
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Tabelle 6: Wertigkeit des Ostrogenrezeptors

Gefrierschnitt
Negativ (IRS<2) | Pogtiv (IRS>1) Totd
Negativ 41 (19,1 %) 11 (5,1 %) 52
Paraffinschnitt (IRS<2)
Positiv 28 (13,0 %) 135 (62,8 %) 163
(IRS>1)
Total 69 146 215
Abwelchung Verdinnung [ : 100
um einen Ubereinstimmuny
ZX}’:";;J\ 29,3 %

Abweichung
um mehr als
einen Wert
46 %

Abb. 6. Rdative Ubereéingimmung bzw. Abweichung der IRS der
Ostr ogenr ezeptor bestimmung am Gefrier- und Par affinschnitt

Korreationen der Immunreaktiven Scores (IRS)

Bel der Korrdation nach Spearman, bel der die einzelnen, einander zugehdrigen Wertepaare
(Gefrierschnitt und Paraffinschnitt) eines Petienten miteinander korrdliet werden, betrug der
Korrelationskoeffizient fur dle Wertepaare:

IRS des Osrogenrezeptors am Gefrierschnitt  in - Korrdlation zum IRS  des

Odrogenrezeptors am Paraffinschnitt; 0,544 / Die Korreation it auf dem Niveau einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,01 (2-satig) sgnifikant.
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4.2.2 Verteilung und Vergleich der Intensitatsstufen

Tabdle 7: Die rdaive Hadfigkeit der Intenstisstufen des Ostrogenrezeptors
(Verdiinnung 1:100 und 1:250) am Gefrierschnitt und am Paraffinschnitt
Gefrierschnitt Paraffinschnitt

Verdinnung 1:100 1:250

Intengitét O 20,1 % 28,4 %

Intengitét 1 8,0% 115%

Intensitét 2 20,9 % 29,8 %

Intensitét 3 51,0 % 30,3 %

Verdiimung 1. 10f)
Abwskchund,
__— 333%™

Ubereinstim-
mung 48 %

Abweichung
um mehr als
gine Stufe
20 %

Abb. 7: Rdative Ubereingimmung bzw. Abweichung der Intensititsstufen der

Ostrogenr ezeptor bestimmung am Gefrier- und Par affinschnitt

Korreation der Farbentensitaten

Be de Korrdation nach Spearman, be der die Intendtéswverte des jeweiligen Patienten

miteinander  korreliet  werden, ergab dch

Korrdationskoeffizient:

for

das gesamte Kollektiv folgender

Intensitdt der Farbung des Ostrogenrezeptors am  Gefrierschnitt in - Korrelation  zur

Intensitét der Farbung des Ostrogenrezeptors am Paraffinschnitt: 0,5/ Die Korrdation ist

auf dem Niveau von 0,01 (2-saitig) Sgnifikant.

4?2
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4.2.3 Vertellung und Vergleich der Wertungsstufen fur die Farbequantitéat

Die rdative Haufigket (in %) der Wertungsstufen fir die Férbequantitét
Ostrogenrezeptors am Gefrierschnitt und am Paraffinschnitt verteilte sch gemél Tabelle 8:

Gefrierschnitt Paraffinschnitt
Verdinnung 1:100 1:250
Keine Farbung 20,2 % 29,2 %
<10% Farbung 74 % 3,3%
10-50% Féarbung 26,9 % 139%
50-80% Féarbung 24,4 % 239%
50-80% Farbung 21,1 % 29.7%

/

Abweichung
um eine
Stufe 37,4 %

Verdinmung 1, 106

Ubareinstim
-mung
8.8 %

Abweichung
urm mehr als
gine Stufe
238%

des

Abb. 8. Rdative Ubereingimmung bzw. Abweichung der Quantitatsstufen der

Ostrogenr ezeptor bestimmung
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Korreationen der Wertungsstufen fur die Farbequantitét

Bea der Korrdaion nach Spearman, bal der die Antelswerte der Féarbung fUr den jeweligen
Patienten miteinander korreiert werden, ergab sch fir das gesamte Kollektiv folgender
Korrelationskoeffiziernt:

Antell der Fabung des Osrogenrezeptors am  Gefrierschnitt  (Verdinnung 1:100) in
Korrdation zum Antell der Farbung des Ostrogenrezeptors am Paraffinschnitt: 0,545/ Die
Korrdation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-satig) ggnifikant.

4.3 Reaktionsmuster des Progesteronrezeptors

4.3.1 Vertellung und Vergleich der Expressonsmuster nach dem Immunr eativen Score
(IRS)

Relative
Haufigkeit (%) 10 — —

0 1 2 3 4 6 8 9 12

Immunreaktiver Score (IRS)

Abb. 9. Vertelung des Immunreativen Score (IRS) be Markierung des

Progesteronrezeptors am Paraffinschnitt mit der Biotin-Avidin-Peroxidase Férbung
(n=217)
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Relative
Haufigkeit (%) 10 — ——

Immunreaktiver Score (IRS)

Abb. 10: Vertelung des Immunreativen Score (IRS) bei Markierung des
Progester onr ezeptor sam Gefrier schnitt mit der APAAP-M ethode (n=248)

Be de Eintelung der IRS-Werte in podtive und negative Expresson ( IRS 0-1= negdiv;
IRS 2-12= positiv), kam es zu folgenden Ergebnissen:

Beim Progesteronrezeptor gab es bel 213 Patientinnen 162 Ubereingimmungen (130
postiv; 32 negativ); keine Ubereingimmung fand sich be 51 Patientinnen. Dieses
entspricht einer Korrelation in Bezug auf ihre Wertigkeit (Podtiv/ Negativ) von 0,76. Die
Korrdation i auf dem Niveau ene Irrtumswvahrscheinlichkeit von 0,01 (2-sdtig)
ggnifikant.
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Tabelle 9: Wertigkeit des Progesteronrezeptors

Abweichung
um mehr als
einen Wert
50,2 %

Abb. 11: Ubereingimmung bzw. Abweichung des |RS der
Progester onr ezeptor bestimmung am Gefrier- und Par affinschnitt

Korrelationen der Immunreaktiven Scores (IRS)

Be der Korrdation nach Spearman, bel der die einzenen, enander zugehdrigen Wertepaare
(Gefrierschnitt und Paraffinschnitt) eines Patienten miteinander korreliert werden, betrug der

Korreationskoeffizient fir dle Wertepaare:

IRS des Progesteronrezeptors am  Gefrierschnitt
Progesteronrezeptors am Paraffinschnitt: 0,58 / Die Korrelation ist auf dem Niveau einer

Irrtumswahrscheinlichkelt von 0,01 (2-satig) Sgnifikant.

in Korrdation zum

Paraffinschnitt
Negativ (IRS<2) | Postiv (IRS>1) Totd
Negetiv
32 (15,0 %) 21 (9,8 %) 53
o (IRS<2)
Gefrierschnitt _
Postiv
30 (14,0 %) 130 (61,0 %) 160
(IRS>1)
Total 62 151 213
Verdiimnung 1, 251)
Ubereinstimmung
Abweichunyg 25,8 %
urn einen
Wert23,9%

IRS des
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4.3.2 Verteilung und Vergleich der Intenstatsstufen
Die rdative Haufigkeit der Intenstésstufen des Progesteronrezeptors am Gefrierschnitt
und am Paraffinschnitt vertellte sich gemédl3 Tabdle 10:

Gefrierschnitt Paraffinschnitt
Intensitét O 17,8% 18 %
Intengtét 1 18,6 % 175%
Intensitét 2 251% 276 %
Intensitét 3 38,5 % 36,9 %

Verdinnung 1,250

Ubereinstim
-mung
6,7 %

/
Abweichung
um eine Abweichung
Stufe 344 % urn mehr als
eine Stufe
18,9 %

Abb. 120 Ubereingimmungen und Abweichungen der Intenstétsstufen der
Progester onr ezeptor bestimmung am Gefrier- und Par affinschnitt

Korrelation der Farbeintensitaten
Be der Korrdation nach Spearman, bel der die Intendtéiswerte des jeweligen Petienten
miteinander  korrdiet  werden, egab dch  fir das gesamte Kollektiv - folgender
Korrelationskoeffizient:
Intenstét der Farbung des Progesteronrezeptor am Gefrierschnitt in Korrdation zur
Intendtdt der Farbung des Progesteronrezeptors am  Paraffinschnitt:  0.476/  Die
Korrdation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-s4tig) Sgnifikant.

a7
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4.3.3 Vertellung und Vergleich der Wertungsstufen fur die Farbequantitéat
Tabdle 11: Die rdative Haufigkeit (in %) der Wertungsstufen fur die Farbequantitét des
Progesteronrezeptors am Gefrierschnitt und am Paraffinschnitt

Gefrierschnitt Paraffinschnitt
Keine Farbung 18 % 18,3 %
<10% Farbung 27,6 % 11,1%
10-50% Farbung 29,7 % 14,9 %
50-80% Farbung 159% 32,7 %
>80% Féarbung 8.8% 23,8 %

Verdiinnung 1:250)
Ubereinstim
-mung

0,8 %

/
Abweichung
um eine Abweichung
Stufe 43,3 % um mehr als
eine Stufe
259 %

Abb. 13: Uberéngimmung bzw. Abweichung der Quantititstufen der
Progester onr ezeptor bestimmung am Gefrier- und Par affinschnitt

Korreationen der Wertungsstufen fur die Farbequantitat

Bel der Korreaion nach Spearman, bel der die Antellsverte der Farbung fir den jewelligen
Paienten miteinander korreiet werden, ergab dch fir das gesamte Kollektiv folgender
Korre ationskoeffizient:
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Antell der Farbung des Progesteronrezeptors am Gefrierschnitt in Korrdation zum Antel
der Fabung des Progesteronrezeptors am Paraffinschnitt: 0,49/ Die Korrdation ist auf

dem Niveau von 0,01 (2-satig) Sgnifikant.

4.4 Vergleich der Steroidrezeptorexpression mit dem klinischen Bild

4.4.1 Korredationen mit dem klinischen Bild

Korreliet man die Expresson (IRS) der Steroidrezeptoren mit den geméss Pathologiebefund
erhobenen klinischen Werten kommt man zu folgenden Ergebnissen (Korrelationskoeffizient

nach Spearman):

Tabdle 12.: Steroidrezeptoexpression und Tumorgrading (Korrelation)

Peraffinschnitt Gefrierschnitt
Ostrogen-Rezeptor -0,341 -0,341
Progesteron Rezeptor -0,328 -0,227

Die Korrdationen snd auf dem Niveau ener Irrtumswvahrscheinlichkeit von 0,01 (2-satig)

ggnifikant.

Tabdle 13: Steroidrezeptorexresson und Mitoseindex (Korrelation)

Paraffinschnitt Gefrierschnitt
Ostrogen- Rezeptor -0,217* -0,380**
Progesteron Rezeptor -0,250* -0,216*

* Die Korrdaionen dnd auf enem Niveau ener Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 (2-

sitig) signifikant.

** Die Korrdation ist af einem Niveau ener Irrtumswahrschenlichkeit von 0,01 (2-satig)

sgnifikant.
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Tabdlle 14: Steroidrezeptorexpression und Tumorgrole (Korrelation)

Paraffinschnitt Gefrierschnitt
Ostrogen-Rezeptor -0,141* -0,114 n.s.
Progesteron Rezeptor -0,126 n.s. -0,041 ns.

* Die Korrddtion ig¢ auf dem Niveau ener Irrtumswahrscheinlichket von 0,05 (2-sdtig)

ggnifikant.

n.s.: Die Korrdationen snd nicht signifikant.

Tabelle 15: Steroidrezeptorexpressionl und Anzahl befalener Lymphknoten (Korrelation)

Paraffinschnitt Gefrierschnitt
Ostrogen-Rezeptor 0,041 n.s. 0,103 n.s.
Progesteron Rezeptor 0,188* 0,129 n.s.

*Die Korrdation ig¢ auf dem Niveau ene Irrtumswvahrscheinlichkeit von 0,01 (2-sdtig)

ggnifikant.

n.s.. Die Korrdationen snd nicht signifikant.

442  Vergleich

zwischen

klinischen

Steroidrezeptor expresson der Mammakar zinome
Tabdle 16: Klinische Mittedwerte am Gefrierschnitt; in Klammern die Standardabwei chung

(Mittelwerte) und

NER-/PR- | ER-/PR- NER+PR+ |ER+PRY
Alter (Jahren) a4 59,7 (16,2) 157 64,4 (13,1)
Bef. Lkn. (Anzah) 30 12 (18) 146 2.4 (5,3)
Tu.-GroRe (cm) 35 2,3 (0,99) 146 25 (1,3)
Grading 28 2,21 (0,79) 122 1,86 (0,68)
Mitosaindex 14 3,0 (1,83) 61 1,63 (1,48)
(MitoservBlickfeld)
Bodymass 38 27,1 (4,5) 133 26,3 (4,19)
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NER-/PR+ |ER-/PR+ NER+PR- | ERHPR-
Alter (Jahren) 24 60,3 (15,0) 32 68,39 (11,9)
Bef. Lkn. (Anzah) 22 52 (5.9) 29 3.9 (6,67)
Tu-GroRe (cm) 24 4,17 (2,34) 28 2,51 (1,15)
Grading 22 2,64 (0,58) 26 2,0 (0,65)
Mitosaindex 12 2,96 (2,47) 12 2,16 (1,23)
(Mitosen/Blickfeld)
Bodymass 21 28,1 (4,1) 28 26,2 (4,0)

Tabelle 17: Klinische Mittedwerte am Paraffinschnitt; in Klammern die Standardabweichung

NER-/PR- |ER-/PR- NERHPR+ | ER+/PR+
Alter (Jaren) 39 61,4 (15,3) 136 65,6 (13,4)
Bef. Lkn. (Anzah) 36 22 (32) 127 2,77 (6,83)
Tu.-GroRe (cm) 37 2,76 (1,7) 128 2.5 (1,24)
Grading 36 2,53 (0,61) 99 1,83 (0,62)
Mitossindex 17 3,0 (162) 55 1,65 (1,57)
(MitoservBlickfeld)
Bodymass 36 26,8 (4,7) 114 26,8 (4.2)

NER-/PR+ |ER-/PR+ nER+/PR- ER+/PR
Alter (Jahren) 27 59,2 (13,3) 14 71,8 (9,29)
Bef. Lkn. (Anzah) 25 3,08 (4,71) 14 1,93 (2,64)
Tu.-GroRe (cm) 23 2,94 (1,47) 14 2,82 (1,52)
Grading 22 2,1 (0,81) 13 1,85 (0,69)
Mitossindex 11 1,55 (0,65) 7 2,71 (0,95)
(MitoservBlickfeld)
Bodymass 25 26,1 (3,7) 13 25,8 (4,3)
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4.4.3 Ster oidrezeptor expression und Tumor histologie

Tabdle 18. Steroidrezeptorexpresson am Gefrierschnitt aufgeschliissdt nach  histologischen

Tumoren

ER-/PR- ER+/PR+ ER-/PR+ ER+/PR-
Ductd inv. 24 (75 %) 110 (71,9 %) 19 (76 %) 23 (76,7 %)
Lobul& inv. 3 (9,4 %) 28 (18,3 %) 3 (12 %) 2 (6,7 %)
Mucingsinv. 1(3,1%) 4 (2,6 %) 0 1(3,3%)
Medull&r inv. 1(3,1%) 0 1 (4 %) 0
Tubulér inv. 0 6 (3,9 %) 0 2 (6,7 %)
Papillér inv. 1(3,1%) 3(2,0 %) 0 0
Songtige Inv.| 2 (6,3 %) 2 (1,3 %) 2 (8 %) 2 (6,7 %)
Tumore

Tabdle 19: Steroidrezeptorexpresson am Paraffinschnitt aufgeschliissalt nach  histologischen

Tumoren

ER-/PR- ER+/PR+ ER-/PR+ ER+/PR-
Ductd inv. 30 (78.9 %) 91 (69,5 %) 20 (76,9 %) 10 (83,3 %)
Lobul&r inv. 3(7,9%) 28 (21,4 %) 3 (11,5 %) 0
MudinGsinv. 1(2,6 %) 4(3,1%) 0 0
Medull&r inv. 2 (5,3 %) 0 0 0
Tubular inv. 1(2,6 %) 6 (4,6 %) 0 0
Pepillér inv. 1 (2,6 %) 1 (0,8 %) 2 (7,7 %) 0
Songtige Inv.[0 1(0,8 %) 1 (3,8 %) 2 (16,7 %)

Tumore
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4.4.4 Steroidr ezeptor expression bel ver storbenen Patientinnen

Von den Patientinnen des Giellener Mammakarzinom Kollektives snd  nachweidich 43
versorben. Aufgrund der langen Laufzeiten des Mammakarzinoms und der relativ. wenigen
Todedfdle wurde auf eine Statistik mit Kaplan-Meer-Kurven verzichtet.

60

50

40
relative 30 -

Haufigkeit (%)
"l b il
0 | | | h ' : : ’_I :
6 8 9

0 1 2 3 4 12

Immunreaktiver Score

@ Gefrierschnitt
Paraffinschnitt

Abb. 14: Verteilung der IRS des Ostrogenrezeptorsder ver storbenen Patientinnen



Ergebnisse

45

40

35

30

relative Haufigkeit 25
(%) 20 ]

15 A

10 A

sl e 1 il i

o 1 2 3 4 6 8 9 12
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Abb. 15: Verteillung der IRS des Progester onrezeptors der verstorbenen

Patientinnen

4.5 AuRer e Einflussgr 6Ren auf die Steroidr ezeptor expression

4.5.1 Subjektiver Einfluss des Unter suchersauf die Ster oidr ezeptor expression

IRS des Ostrogenrezeptors am Paraffinschnitt  (diagnostische  Ergthesimmung)  in
Korrdation zum IRS des Odrogenrezeptors am  Paraffinschnitt  (Eigenbestimmung):
0,822 / Die Korrdation is auf dem Niveau ener Irrtumswahrschenlichkeit von 0,01
(2-satig) dgnifikant.

IRS des Progesteronrezeptors am Paraffinschnitt  (diagnogtische Ergtbestimmung) in
Korrdation zum IRS des Progesteronrezeptors am Paraffinschnitt  (Eigenbestimmung):
0,880 / Die Korrdation is auf dem Niveau ener Irrtumswahrschenlichkeit von 0,01
(2-=Atig) dgnifikant.
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45.2 Einfluss der Verdinnung des Primarantikérpers auf den Steroidrezeptornachwels

(am Beispiel des Ostrogenrezeptor- Gefrierschnitts)

25

|
\
|

20

|
]
]

Relative Haufigkeit 15
(%)

3l F

o 1 2 3 4 6 8 9 12

Immunreaktiver Score (IRS)

@ Verdinnung 1:100 B Verdinnung 1:250

Abb. 16: Relative Haufigkeit (in %) des IRS des Ostrogenrezeptors am Gefrierschnitt

bel ver schiedenen Verdinnungen des Primérantikér pers(1: 100/ 1:250)
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Abb. 17: Relative Haufigkeit (in %) der Intensitatsstufen des Ostrogenrezeptors am
Gefrierschnitt bei ver schiedenen Verdinnungen des Primarantikor pers (1:100/ 1:250)
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5 Diskussion

5.1 Methodische Standor tbestimmung

Be der Ostrogetr und Progesteronrezeptoranadyse gewann die  immunhistochemische
Bestimmung gegeniber der biochemischen immer mehr an Bedeutung. Zwar ist theoretisch
die Immunmakierung enes molekular defekten und waeterhin  funktiondl  inaktiven
Rezeptors moglich, aber Einwénde bestehen auch gegen die biochemische Methode. Als
Vortele der immunhistochemischen Vefahren werden vor dlem die bessere Konservierung
der Tumordgtruktur im Gewebeschnitt und somit die dchtbare heterogene Vertellung der
Steroidrezeptoren genannt (Remmele und Stegner, 1987).

Wetere Vorzige snd:

- Der immunhistochemische Rezeptornachweis, der auch ER-ICA (EstrogenReceptor-
I mmunoCytochemicad Assay) genannt wird, kann auch unterhab der fir den biochemischen
Nachweis erforderlichen Gewebsmenge von 0,3-05g ausgefiihrt werden (Remmee und
Stegner, 1987).

- Unabhdngigkeit von  der  pramenopausden  endogenen  Blockierung  der
Rezeptorbindungsstellen. Es kénnen auch endogen besetzte Rezeptoren nachgewiesen werden
(Pearl et al., 1988).

- Unabhéngigkait vom Umfang des Fett- und Bindegewebes und der

Tumornekrosen, da die Tumorzdlle und das Rezeptorprotein direkt schtbar gemacht werden
(Remmele und Stegner, 1987).

- Geringerer Zeitaufwand.

- Verzicht auf radioaktive Substanzen.

- Vermedung von Fehlbestimmungen an Nicht- Tumorgewebe durch optische

Kontrolle.

- Kein hohergradiger Konzentrationsverlust bindungsfahiger Liganden

(Wilkens et d., 1995)

Zahireiche Arbeten beschéftigten dch mit dem Auftreten moglicher Diskrepanzen zwischen
biochemischer und immunhistochemischer Rezeptorbestimmung. Dabel  konnte ene rdativ
haufige Nicht-Ubereingimmung der Rezeptorbefunde festgestellt werden. Nach Pearl und
Posey (1988) konnen bel der biochemischen Methode Rezeptoren blockiert werden, wenn
hohe endogene Hormonwerte vorliegen oder wenn eine Tamoxifenbehandlung durchgefinrt
wird. Diese Rezeptoren Sind der immunhistochemischen Bestimmung zuganglich.
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Im internationdem Schrifttum schwanken die Werte fir ene gesamtibereingimmende
Rezeptoranalyse beider M ethoden zwischen 65 % und 93 % (Bohm und Dietrich, 1997).

Aber auch innerhdb der Gruppe der immunhistochemischen Besimmungsverfahren gibt es
verschiedene methodische Vorgehensveisen.

Es wurde der Frage nachgegangen, ob dch be 2zwe verschiedenen  mdglichen
immunhigochemischen  Bestimmungsverfahren,  namlich  der APAAP-Technk  am
Gefrierschnitt und der Avidin-Biotin-Peroxidase Technik am Paraffinschnitt, eine grof3ere
Ubereingimmung oder dhnlich divergierende Ergebnisse finden lassen wiirden.

Das Zid dieser Untersuchungen i,

die Rdiahilitét verschiedener immunhistochemische Bestimmungsverfahren zu prifen

die Vdidité verschiedener immunhistochemisches Bestimmungsverfahren zu prifen

ene FErorterung, ob ene wdtee Sandadiserung  der  bisher  gangigen
immunhistochemischen Detektionsverfahren notwendig i<t.

Hierbel i anzumerken, dass ene Vergleichamoglichket zum ,wahren® Rezeptorstatus fehlt.
Es sollte eén Vefahren aufgedeckt werden mit der bestmdglichen Korrdation zu klinischen
Parametern und der Uberlebenszeit. Be der Immunrezeptorbestimmung interessiert vor alem
die Gite ds Verfahren zur Besimmung prédiktiver Faktoren.

In diesem Ramen gdlte gch vor dlem die Frage wo die Unterschiede und
Gemeinsamkeiten beider Methoden liegen. Diese wurden rein deskriptiv ermittelt, wobel
insbesondere auf den Immunresktiven Score, die Farbeintenstéd und die Anzahl geférbter
Zdlen engegangen wurde. Der Hormonrezeptorsaius wurde mit klinischen Parametern
korrdiet. Da vor dlem die be der Rezeptorandyse am Paraffinschnitt  angewandten
Techniken zur Re-Antigeniserung, wie zB. unterschiedliche  Zusammensstzung  des
Fixierungsmittels, enzymatische Techniken, vaiierende Mikrowellentechniken,
unterschiedliche Lagerungszaiten, ua nicht ohne Einfluss auf die immunhisochemische
Antigendargdlung snd, muss en Veglechen zum Sandad am Gerierschnitt jewells
postuliet  werden. Darlberhinaus kann  ene unsachgemde Vedinnung des
Primarantikorpers, des Brickenr und des Detektionsantikrpers das Ergebnis  der
immunhisgochemischen  Untersuchung  veranden  und  ggf. verfdschen.  Inwiewet ene
Technik und deren  richtige bzw. fasche Anwendung das  Ergebnis  der
Seroidrezeptorbestimmung  beainflusst, zeigt sch am Beigiid der von Bohm und Dietrich
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1997 durchgefiihrten Vertellungsanderung der Werte des Immunresktiven Score (IRS) nach
um 4 Sunden verzigertem Beginn der Formdinfixierung im Vergleich zu den IRS- Werten
be sofortiger Fixierung nach Gewebsentnahme am Paraffinschnitt. So nehm bel verspéteter
Fixieung der Korrdationskoeffizient ab, was indbesondere Proben mit ener  hohen
Expresson der Steroidrezeptoren mit einem IRS von 9 und 12 betraf, b Mammakarzinomen
mit enem IRS von £ 4 zdgten dch kene dgnifikenten Vednderungen. Unfixiete
Gewebdagerung begindigt die Autolyse mit zunehmender Proteolyse, en  unerwiinschter
Prozess, der insbesondere den cytosolische Steroidrezeptorantell betrifft. Gerade bel ener
retrogpektiven Rezeptoranadlyse am Paraffinschnitt, wie se be der Ergdlung diesr Sudie
durchgefihrt wurde, i von unterschiedlichen und mes nicht mehr nachvollziehbaren Zeiten
bis zur vollgéndigen Gewebdfixierung auszugehen. Diese Fixierungsgeschwindigkeit i vom
Zdtinterval zwischen Gewebeentnahme und Ankunft und Bearbeitung im histologischen
Eingangdabor (ganz Uberwiegend <30 Min.), aber auch von Grole und Beschaffenheit des
Tumormaterids (variierend von der diagnogtischen Probeexcison bis zum Ablatioprdparat)
abhangig. Pertschuk et d. (1996) sehen aus logistischen Grunden dennoch einen Vortel der
Paraffinschnitttechnik.  Eine Kihlkette muss  nicht  engehdten werden, Proben  fir
retrogpektive Untersuchungen snd besser lagerbar und die Thermolabilitét des Rezeptors soll
nicht ins Gewicht falen.

Von &nlichem Gewicht ig die Frage nach dem unterschiedlichen Einfluss der Biotin-
Avidin- Peroxidase-Methode auf der einen Seate und dem Einfluss der APAAP-.Methode auf
der anderen Seite. Wie unterscheiden sich die Farbungen hingchtlich der Férbeintensitét und
dem prozentuden Antell der gefabten Zdlen? Wie verhdt es dch mit ener moglichen
unterschiedlichen Vertellung der Intenstétsstufen und Quantitdtsstufen? Weches Zdlbild is
fur den Untersucher, der ja subjektiv beurtellen muss, eindeutiger?

Die Bewertung der immunhigochemischen Steroidrezeptorbestimmung nach Remmde und
Stegner i, wie ewdhnt, nur bedingt objektiv. Da jeder Untersucher seine egene
Interpretation dieses Bewertungsschemas vor Augen ha, i zwangdaufig mit individudlen
Abweichungen zu rechnen. Diesen Einfluss in représentative Grof3en oder Daten zu fassen ig
schwerlich  moglich, dennoch sollte e dem Klinker be der Interpretation  des
Steroidrezeptorbefundes dSets bewusst sn. Eine immunhistochemische
Besimmungsmethode sollte demnach zumindest eindeutig formuliet sein. Es i z B.
hilfreich, wenn die Intendté der Farbung das gesamte Spektrum von ,keiner Farbresktion®
bis ,darker Farbresktion® in moglichs weten, unterscheidbaren ,Siufen* erfasst. Das Wort
,Sufen” in diesem Sinne ist schlecht gewahlt, da es sich ja um flieRende Ubergange handelt,
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lehnt sch aer an die Stufeneintellung nach Remmee und Stegner an. Beck et a. (1986)
stzen die intra und interindividudlen Bewertungsunterschiede as gering an, was durch die
Ergebnisse der vorliegenden Studie tatsachlich bestétigt wird. Die Reproduzierbarkeit der
Score-Bewertung wird zudem ds rdativ gut erachtet. Mdoglicherweise lassen sch subjektive
Einflusgrof3en  kinftig durch den Einsstiz  computergesteuerter  Bildanalysesysteme  noch
weiter minimieren (Tuczek et d., 1990).

Ein generédles Problem der Bewetung der Rezeptorexpresson it ihre internationd
unterschiedliche Handhabung. Wéahrend sich im deutschsprachigem Raum die Methode nach
Remmde und Stegner  durchgesstzt  hat, snd im  Audand  unterschiedliche
Bewertungsverfahren dblich. So wird z. B. be Pertschuk et d. die Farbintendté zugunsten
der Féarbeguantitét weniger dak gewichtet. Das macht Vergleiche zu anderen Studien
schwieriger. Ein internationaer Konsens ware hier wiinschenswert.

Eine wetere Einflussgrole, unabhéngig von Fixierung, Férbemethode und Untersucher, sdlt
das unterschiedliche Maerid des Paaffin- und Gefrierschnitts dar. Durch die heterogene
Vertelung der Steroidrezeptoren innerhab des Tumors besteht die Gefahr, dass be geringer
Schnittgrofe pogtive und negetive Aredle in fascher Reation représentiert werden. Durch
den morphologischen Nachtell ener kleinen Schnittgrdle mit dem geschézten Minimum von
ca. 500-1000 andytischen Tumorzdlen, i das Risko das Mammekarzinom ds ,fasch
negativ’ zu befunden erhdht. Zu beriickschtigen i, dass das Gewebematerid fur die
Fixierung in Paraffin enersats und im flissgem Sticksoff andererseits ba demsdben Tumor
aus verschiedenen Tumoraredlen kommt. Fazit: Je grofer dso die Differenz der Schnittgrole
zwichen Paaffinschnitt (mit in der Regd zwischen 5000-50000 andyserten Tumorzellen)
und Kryostatschnitt, mit desto grofReren Diskrepanzen ist bei der Bewertung des prozentuaen
Antells der gefarbten Zdlen (Farbequantitét) zu rechnen.

Be diesr Sudie sollten ganz bewusst zwe haufig benutzte Methoden gegentiber gestdlt
werden, die sch sowohl in der Wahl des Maerids (Gefrieematerid/ Paraffinmaterid) ds
auch in dar Wahl der Fabemethodik (Biotin- Avidin- Peroxidase- Féarbung/ APAAP-
Féarbung) voneinander unterscheiden. Auf diese Weise wurde das Spektrum der gangigen
Techniken in ihren grofden Unterschieden erfasst. Sdbstverstdndlich lasst sich keine Aussage
dariber machen, welchen Antel jewels die Materidwahl und die Farbetechniken an den
fesdtgestdlten Diskrepanzen haben. Das Ausma der Diskrepanzen, mit ener Abwechung im
Positiven/ Negativen von 18,1 % am Ostrogenrezeptor von 23,7 % am Progesteronrezeptor
l&st aber ene wedtee Sandardiserung der immunhisochemischen Bestimmungsverfahren
der Steroidrezeptorexpression nétig erscheinen.
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Aufgrund der klinischen Reevanz diesr Studie wurden die beiden zur Zeit gangigsen
Férbemethoden, ndmlich die Biotin- Avidin- Peroxidase- Methode und die APAAP- Methode,
auggewdhlt. Neuere immunhistochemische Bedimmungsverfahren, wie z. B. die EnVidon
Methode oder die ImmunoMax- Methode konnten noch nicht geprift werden. Da in néherer
Zukunft aber mit ene groleren Vebretung dieser Detektionsmethoden, v. a der
preisgindigen und wenig zetaufwendigen EnVison Methode, zu rechnen i, muss auch
hier mit der Mdglichkeit einer direkten Auswirkung auf die Detektion der Steroidrezeptoren
und die entsprechend verénderte Befundmitteilung an den Kliniken gerechnet werden.

Bdling e 4d. veglichen 1999 verschiedene immunhigochemische Standardverfahren
(APAAP-, Avidin-Biatin, EnVison und ImmunoMax-Mehode ) hindchtlich ihrer
entsehenden Kosten und der fur ihre Durchfiihrung benttigten Zeit. Alle Methoden wurden
0 aufeinander abgestimmt, dass Se in bezug auf ihre Sengtivitdt und Spezifitét vergleichbar
waren und zu guten reproduzierbaren Ergebnissen flhren sollten. Die weit verbreitete und
etabliete  APAAP-Methode gdlte sch mit den  durchschnittlichen  Gesamtkosten  ohne
Primé&rantikdrper pro Schnitt von 3.62 € ds die teuarste und mit durchschnittlich 32 h
Farbezeit ds die zataufwendigde Methode dar. Die vergleichbaren Kogten fur die Avidin-
BiotinrMethode lagen be 049 € ba enem durchschnittlichen Zetaufwand von 2 h. Die
vergleichbaren Kogen fir die EnVison-Methode lagen bei 0.41 € und fir die ImmunoMax-
Methode bei 0.79 € Da man be der ImmunoMax-Methode mit kleineren Mengen an
Antikorpern auskommt, ist diese vor dlem be der Verwendung sog. ,teuerer Antikorper von
Vortell. Die Rezeptorbestimmung am Gefrierschnitt soll mit den handdsiblichen Kits ca
3md sovid kogten wie die am Paraffinmaterid (Wilkens et d., 1995).

5.2 Vergleich der Immunreativen Score (IRS)- Werte

In der Ergebnisanalyse der vorgelegten Arbeit falt auf falt auf, dass beide Methoden in der
Klinisch essentidlen Information ,ja oder nein® bem Osrogenrezeptor in 825 % und beim
Progesteronrezeptor in 76 % Ubereinstimmten. Noch deutlicher falen die Diskrepanzen aus,
wenn man die Korrdationen der jewels ermittedten Immunreativen Score-Werte betrachtet.
Der Korrelationskoeffizient nach Spearman liegt fur den Ostrogenrezeptor bei nur 0,536 und
fur den Progesteronrezeptor bel nur 0,580.

In ener @nlichen Sudie von Bohm und Dierich (1998) wurde das immunhistologische
Féarbeverhaten zwischen Kryostat- und Paraffinschnitt ebenfdls getestet mit jedoch anderen
Primérantikdrpern. Die Gesamtibereingimmung wurde beim Ostrogenrezeptor mit 89 % und
bem Progesteronrezeptor mit 92 % beziffert. Be ener Eintelung in funf verschiedene
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Bewertungsstufen wurden dlerdings auch Abwechungen von ener Bewertungsstufe as
Ubereingimmung  interpretiert.  Uber  dne  Unterscheidung  nach  richtig  positiven  und
negaiven Befunden berichten diese Autoren nicht. Die Korrdation zwischen den
immunhisochemischen Vefdren war dlerdings groer ds die zwischen Immunhigochemie
(Paraffinschnitt) und biochemischer Rezeptoranalyse.

Wilkens e d. (1995) berichten Uber eine Ubereindimmung im postiver/ negativer Befunde
des Ostrogenrezeptors von 97,8 % und des Progesteronrezeptors von 85,7 %. Es wurde hier
fur den Paraffinschnitt und Gefrierschnitt jeweils der gleiche Primérantikorper genommen.

Bei Pertschuk et al. (1996) liegen vergleichbare Werte fiir den Ostrogenrezeptor bei 72,9 %.
Ob diese, doch deutlich niedrigere Ubereingimmung daran liegt, dass Pertschuk et. Al fir den
Gefrier- und Paraffinschnitt jewells unterschiedliche Prim&antikorper verwendet haben (wie
in der vorliegenden Studie), it zu vermuten.

Auffdligkaeten zeigt auch die Haufigkatsvertellung der in der eigenen Arbeit ermitteten IRS
und Expressionsstufen beim Ostrogenrezeptor:

Am Padfinschnitt zeigten dch deutlich haufiger ER-negative Karzinome (31,6 %) ds am
Gefrierschnitt (24 %). In 28 Fdlen (13 %) wa der Paaffinschnitt ER-podtiv bel ER-
negativem Gefrierschnitt. Aber auch Karzinome mit hoher Expressionsstufe (IRS 12) fanden
dch am Paraffinschnitt mit 18 % haufiger ds am Gefrierschnitt mit 15,1 %. Wilkens e 4.
(1995) und Pertschuk et d. (1996) berichten jewells Uber einen hoheren Antell ER-negativer
Tumoren am Gefrierschnitt.  Dieses wird von Wilkens e d. mit ener hoheren
Paraffingangigkeit des verwendeten Antikorpers begrindet (1D5.26 , Fa  Immunotech,
Hamburg), adso des glechen Antikérpers in der ChagenApplikation enes anderen
Anbieters.

Be der Haufigkeitsverteilung der IRS und Expressonsstufen des Progesteronrezeptors fand
dch bem Padfinschnitt wesentlich héufiger eine hohe Expresson (IRS 9;12) ds beim
Gefrierschnitt.  Progesteronrezeptornegative  Mammakarzinome waren beim  Paraffinschnitt
(17,5 %) und beim Gefrierschnitt (17,7 %) in etwa gleich haufig.

In der Studie von Wilkens et d. (1995) waren im Gefrierschnitt 60,1 % und im Paraffinschnitt
64,4 % der Tumoren PR-pogtiv. 21 von 223 Kazinomen snd nur am Pareffinmaterid ds
positiv erkannt worden, 11 nur am Gefriermaterid.

Neumann et a. (1989) untersuchte 100 Mammakarzinome mit der APAAP-Methode im
Gefrierschnitt und im Bezug zu ener biochemischen Bestimmung. Die Autoren beschreiben
dabe enen redaiv hohen Antel (55 %) an PR-negativen oder schwach PR-pogtiven
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Tumoren; bezogen auf die biochemischen Werte wird der Antell fasch negativer Tumoren
hier auf 17 % beziffert.

Um den Rezeptorgehdt genauer zu eruieren, empfiehlt dch, dle diess Tumoren auch
biochemisch nochmds gezidt auf ihren Rezeptorgendt zu untersuchen. Zur genaueren
Aufklarung kann auch der klinische Verlauf des Mammakarzinoms und die Uberlebensdaten
diesr Peientinnen dienen. Die Ansprechraten auf eine endokrine Thergpie dienen z.B. be
Pertschuk a's Referenzgroi3e fir den vermuitlich ,wahren® Rezeptorgehadt.

Fur den klinisch tétigen Arzt ads Entscheidungstréger, ob as Ergebnis der Rezeptorandyse
ene Hormonthergpie durchgefiihit werden <oll oder nicht, it eine Eintelung in zu vide
Bewertungsstiufen verwirrend. So nltzlich die Besimmungsmethode nach Remmee und
Stegner fir den Untersucher ist, desto weniger interessant it de fur den Thergpeuten. Hier
sollte klar unterschieden werden zwischen rezeptorposdtiv und rezeptornegativ. Je  mehr
.fdsch pogtive’ oder ,fdsch negative® Befunde ene Besimmungsmethode zuldsst, desto
ungedgneter i de. Ein NichtUberengimmen zwischen rezeptorpodgtiv und  rezeptornegativ
des Ostrogenrezeptors von 17,5 % und des Progesteronrezeptors von 24 % ist as zu hoch zu
bewerten, da im Einzdfdl enge Konsequenzen fir die Durchfihrung ener suffizienten
Thergpie entstehen konnen. Die zu ewartende relativ hohe Zahl ,fasch negativer Befunde
kann anderersaits zu ene eher grofzigigen Indikationsstdlung zur Hormonthergpie fihren.
Immerhin sprechen 10 % dler biochemisch ds rezeptornegetiv getesteten Karzinome auf eine
Tamoxifentherapie an (Pertschuk et d.,1996). In der Studie von Neumann et a. (1989), in der
der Progesteronrezeptor biochemisch und immunhisgochemisch  bestimmt  wurde, wurde
bereits en hoher Antel (17 %) fadsch negativer Ergebnisse in der  Immunhisochemie
beschrieben. Solche fasch negativen Tumoren finden sch auch in den von Perot-Applanat et
a. (1987) publizierten Félen. Petschuk et d. (1996) beschreiben eine mogliche Ursache in
der Temperaturlabilitét des Rezeptors. Anders ds be den vorliegenden Fédlen fanden sch
jedoch bel der Ostrogenrezeptorbesimmung mehr ER-negative Fidle im Gefrieemaerid ds
im Paraffinmaterid.

Daraus lasst sich schlieRen, dass die Ubereingimmung zwischen der APAAP-Methode am
Gefrierschnitt und der Biotin-Avidin-Peroxidase Methode am Paraffinschnitt um so mehr
zunimmt, je grober das Eintelungsschema der Bewetung is. Die Frage nach
Ubereingimmung it somit zu einem Grofell eine Frage der Definition. Dieses macht einen
Veglech zu anderen vorliegenden Arbeaten, die ebenfdls immunhistochemische und/ oder
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biochemische Detektionsverfahren miteinander vergleichen, schwierig. Die Ergebnisse der
vergleichenden Studie zwischen der APAAP-Fabung am Gefrierschnitt und der LSAB-
Fabung am Paaffinschnitt weisen dlerdings deutliche Unterschiede in der  diagnostischen
Bewertung des Steroidrezeptorstatus beim Mammakarzinom auf.

5.3 Intenstat der Immunféarbung und Anteil der exprimierenden Zdlen

Es gdlt sich die Frage, ob die Unterschiede im Expressonsmuster zwischen Gefrier- und
Paraffinschnitt eher auf Diskrepanzen be der Farbungsintendté oder dem Antell der
gefarbten Zdlen zurtickzufiihren sind.

Die Korrdationskoeffizienten nach Spearman fur die Farbeintenstd (ER: 05; PR: 048)
waen auf enem dgnifikenten, der nicht optimden Niveau, &hnlich wie bem
Immunresktiven Score. Dabel  korrdiet der Antel der gefabten Zdlen an  beden
Steroidrezeptoren nur etwas besser (ER:0,55; PR:0,49).

Die Kreisdiagranme (Abb. 7,8,11,12,13) vermitteln den Eindruck, dass aufgrund der hoheren
villigen Uberéindimmungen der Farbepaare die Farbeintensitit besser korrdiert as der
prozentude Antell der gefarbten Zelen. Dieses igt jedoch nicht der Fal, da die Farbequantitét
in funf Stufen skdiet i und die Farbeintensté nur in vier. Be ene feineren Erfassung
anzelner Merkmae werden auch Unterschiede eher aufgenommen. Fir die Diskrepanzen be
der diagnostischen Bewertung der Steroidrezeptoren sind daher sowohl die Unterschiede in
der Fabungsntenstd as auch in der Férbequantitée anzufihren, wobei die erderen
deutlicher audfdlen ds die letzteren.

Der Ostrogenrezeptor zeigt am  Gefrierschnitt  deutlich haufiger eine hohe Intensitdt der
Fabung ds am Padffinschnitt. Be der Farbequantitét fand sich dagegen im Paraffinschnitt
haufiger en hoher Antell mit mehr als 80 % gefarbter Zdlen. Moglicherweise erscheinen am
Paraffinschnitt wegen der gékeren Hintergrundférbung und dem  ohnehin - schwécheren
IntenStétsniveau einige negative Zdlen ds fasch pogtiv. Eine andere Erklérung wére, dass
gnige Zdlen des Gefrierpréparates durch Lagerungs- und Antau-Artefakte ihre Antigenitét
velieeen und so ds fdsch negativ imponieren. Fir bede Theorien spricht, dass der
Paraffinschnitt im Mittd be datgefundener Immunfarbung in sich homogener wirkt. Uber
eine kréftiger wirkende Férbeintenstét am Gefrierschnitt berichten auch Briscoe et d. (1992).

Fir den Progesteronrezeptor war die Haufigkeitsvertelung der Intendtésstufen am Gefrier-
und Peraffinschnitt sehr dhnlich; bel keiner Stufe wurden Differenzen von mehr ds 25 %
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beobachtet. Bel der Farbequantitdt fand dSch dagegen bem  Paraffinschnitt  wesentlich
haufiger en hoher Antal mit mehr ds 80 % gefabter Zdlen ds an Gerierschnitt. Be in
egwa glecher Intengté lag bem Paaffinschnitt en hoherer Antell gefarbter Zelen vor. Be
beiden Methoden wurden Hintergrundf&rbungen gesehen, die fir die Detektion fasch
postiver Zdlen veantwortlich san konnten  Auch  @n  Antigenitdisverlus  in den
Gefrierschnitten, #hnlich wie beim Ostrogenrezeptor it zu diskutieren, da auch hier der
Paraffinschnitt im Mittel homogener a's der Gefrierschnitt reegierte.

Fiur die Differenzen be dem Antell der gefarbten Zdlen am Ostrogenrezeptor und am
Progesteronrezeptor kann auch die im Durchschnitt wesentlich  kleinere  Schnittfléche  des
Gefrierschnitts  verantwortlich gemacht werden. Kleinere Tumorausschnitte snd  weniger
représentativ.- ds grofere. Gerade durch die Immunhistochemie ist klar belegt, dass die
Vertalung rezeptorpostiver/ negativer Arede innerhdb enes Tumors sehr heterogen sain
kaon. In diessm Fal i der Padffinschnitt dem  Gefrierschnitt wegen der  grof3eren
Schnittfléche klar Uberlegen. Bel Kenntnis der Proliferationsaktivitét der ER-negetiven Zdlen
liefle d9ch moglicheeweise unter Berlickschtigung des prozentuden Antels ER-postiver
Zdlen die Zeitspanne abschédizen, wahrend der die Anti-Ostrogen-Thergpie auf ER-positive
Targetzdlen trifft (Tuczek e d., 1990). Ob die Proliferationsbestimmung jedoch be jedem
Tumor zur Standarddiagnostik wird, ist aus Kostengriinden fraglich.

Fur die Durchfiihrung einer endokrinen Thergpie fordern Beck et a. (1986), dass der Tumor
zum Ubewiegenden Tel aus ER-postiven Zdlen mit mittlerer Férbeintenstét  bestehen
misse. Er r&umt dabel ein, dass dieses nicht durch ene klinische Studie zur Ansprechrate und
Prognose gestiitzt wird. Dieses ig insofern in Frage zu ziehen, da beide Steroidrezeptoren
gleich gewichtet berlickschtigt werden sollten und zumindest fir den Progesteronrezeptor in
der Literatur Uber falsch negative Falle recht haufig berichtet wird (Neumann et d., 1989). Je
nach Bestimmungsmethode trifft dieses auch auf den Ostrogenrezeptor zu.

Fir die limitiete Schnittfléche des Gefrierschnittes snd im  wesentlichen zwe  Faktoren
verantwortlich: Die schwierigere Schnittfihrung mit dem Gefriermikrotom und die durch die
Aufbewahrungsbehdlter  vorgegeben Maximalgrole des Priparates. Sdbst bel  ener
verbesserten  Schnitttechnik - wirden  erwelterte  Lagerungskapazitdten grofere  (laufende)
Kosten erzeugen. Obwohl die Ubereingtimmungen der Féarbeintensitét und Farbequantitét des
Ostrogenrezeptors bei einer Verdinnung des Primarantikorpers auf 1:250 am Gefrierschnitt
héher sind ds be ener Verdinnung auf 1:100, ist die Korrdation der Immunrestiven Scores,
wie oben beschrieben, be einer Verdiinnung von 1:250 geringfligig kleiner.
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5.4 Beziehungen zu klinisch-pathologischen Parametern

Die Immunresktiven Scores (IRS) der Ostrogenrezeptor- und Progesteronrezeptorfarbungen
wurden mit den klinischen Parametern  Tumorgrading, Mitoseindex,  Tumorgrofie,
Lymphknotenbefdl und Bodymassndex Kkorrdiert. Dieses snd bekanntermalien Parameter,
die direkt oder indirekt in Bezug zum Steroidrezeptorstaius und zur Uberlebenszeit der
Paientinnen gehen.  Aus den  Korrdationskoeffizienten  kdnnen  Aussagen  zum
prognostischem bzw. pradiktivem Wert enes Detektionsverfahrens zur
Steroidrezeptorbestimmung getroffen werden.

Am Ostrogenrezeptor  korrdierten beide Bestimmungsverfahren signifikent negativ.- mit  dem
Tumorgrading und dem Mitoseindex, was auch aus anderen Studien bekannt ist (Tuczek et
d., 1990). Wéarend die Korrdationskoeffizienten fir das Tumorgrading am Gefrier- und
Paraffinschnitt in etwa gleich waren, lag der Korrdationskoeffizient fir den Mitoseindex be
der Gefrierschnittfarbung mit -0,380 deutlich hoher ds der des Paraffinschnittes mit -0,217 .
Die Korrdation zum Lymphknotenbefal und zum Bodymaidndex war ebenfals be der
APAAP-Methode am Gefrierschnitt hoher as ba der LSAB-Methode am Paraffinschnitt,
jedoch in beiden Félen nicht ggnifikant. Nach Tuczek et d. (1990) besteht keine Beziehung
zwischen dem ER-Gehdt der Tumoren und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen. Eine
ggnifikante Korrdation zur Tumorgrofe fand sSch in der vorliegenden  Studie am
Paraffinschnitt, nicht jedoch am Gefrierschnitt. Zur Tumorgrole be  Operation muss
dlerdings angemerkt werden, dass de in eder Linie vom Zetpunkt der Diagnosestellung
abhangt, und diese wieder von der Tumorgrofe, da die meisten Patientinnen den Tumor ab
einer gewissen Grofée selbst tasten, unabhéngig vom Rezeptorgtatus.

Wirft man enen Blick auf die IRS-Vertellung der verstorbenen Peatientinnen, so falt auf, dass
40,6 % am Gefrierschnitt und 52,8 % am Paraffinschnitt fir Steroidrezeptoren negativ waren.
Allerdings kann diese Aussage nur fir en rdaiv klenes Kollektiv von 40 (Gefrierschnitt)
bzw. 36 (Paraffinschnitt) Patientinnen gelten.

Ba dem Veglech dar APAAP-Methode am Gefrierschnitt mit der LSAB-Methode am
Paraffinschnitt zeigen beide Methoden bel der Bestimmung des Ostrogenrezeptors eine in
ewa gleche Beziehung zu klinischen Paametern. Hietbe sprechen etwas  hohere
Korrdaionskoeffizienten  bem  Mitossindex, bem  Lymphknotenbefdl und  bem
Bodymassndex fir lechte Vortele der APAAP-Mehode am  Gefrierschnitt, der
Steroidrezeptorstatus der  verstorbenen Petientinnen jedoch fir enen leichten Vortell der
LSAB-Methode am Paraffinschnitt bezogen auf ihren prognostischen Wert. Higtologisch it
bekannt, dass intraduktde Karzinome ene  kréftige ER-postive Reektion aufweisen. Be
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infiltrierendem Tumor weis die sromanvasve Komponente héufig weniger Rezeptoren auf
(Kohler e d., 1986). De drekte Zusammenhang 2zwischen Grading und
Ostrogenrezeptorgehat konnte fir beide immunhistologische M ethoden bestétigt werden.

Die IRS fir den Progeseronrezeptor Korrdierten be  beiden Bestimmungsverfahren
ggnifikat  inve's mit dem Tumorgrading und dem Mitossindex, wobe der
Korrdationskoeffizient der LSAB-Fabung am Paaffinschnitt in beiden Félen hoher lag.
Ebenso fand dch am Padfinschnitt eine  dgnifikant  inverse  Korrdation mit  dem
Lymphknotengtatus, am Gefrierschnitt jedoch nicht. Keine Korrdation bestand fir beide
Besimmungsverfahren  hingchtlich  der Tumorgréf?e  und des Mitosaeindex.  Der
Korrdationskoeffizient fir die TumorgrofRe war jedoch am Paraffinschnitt hoher, wohingegen
der Korrdaionskoeffizient fir den Mitoseindex am Gefrierschnitt hoher audfid. Neumann et
ad. (1989) beschrieben ene hochsgnifikante Korrdaion zwischen den immunhistochemisch
bestimmten PR-Gehdten (Gefrierschnitt und Paraffinschnitt) und dem Differenzierungsgrad
und der Proliferationsrate  (Ki67). Ebenso wurde en, jedoch nicht ggnifikanter,
Zusammenhang zur Tumorgréfie beobachtet.

An der Vetedlung der IRS-Werte der verstorbenen Patientinnen ist zu erkennen, diss bel der
APAAP-Farbung am Gefrierschnitt 26,2 % der Patientinnen den Progesteronrezeptor nicht
exprimierten, im Gegensatz 429 % bea der LSAB-Fabung am Paraffinschnitt. Anadlog zur
Odtrogenrezeptorbestimmung it auch hier das Kollektiv der verstorbenen Patientinnen
dlerdings reaiv klein. Pertschuk et d. (1995) verglichen in ihrer Studie das Angprechen auf
eine endokrine Thergpie be 74 Pdientinnen. Zuvor wurde eine Ostrogenrezeptorbestimmung
(Antikbrper  1D5) an Padffinschnitten und an  Gefrierschnitten  (Antikorper  H2225p)
durchgefiihrt. Dabel gdlte sch der durch 1D5 am Paraffinschnitt bestimmte Rezeptorgehdt
as der bessere prédiktive Faktor heraus (Kenddl's tau (r)=0,57; p=0,001; am Gefrierschnitt
Kenddl'tau (r=0,34; p=0,001). Bel der Bestimmung der Progesteronrezeptorexpresson
scheint die LSAB-Methode am Paaffinschnitt der  APAAP-Methode am  Gefrierschnitt
Uberlegen zu sain. Sowohl die Korrdaionen zu den klinischen Parametern ds auch die
Steroidrezeptorexpresson der verstorbenen Patientinnen lassen einen hoheren prognostischen
bzw. prédiktiven Wert der IRS-Werte bel der Bestimmung am Paraffinschnitt  erkennen.
Dieses ig vermutlich auf die durch den polyklonden Primérantikorper (Kaninchenantikorper)
bedingte Hintergrundférbung der Gefrierschnitte zurlickzufihren sain, die in diessr Form be
der Ostrogenrezeptorfarbung (monoklonaler Mausantikorper) nicht auftritt.

Bae dem Veglech zwischen der Steroidrezeptorexpresson und den klinischen Daten
(Mittelwerte) fdlt be der Kongdlaion ER-/ PR+ e@n durchschnittlich niedrigeres
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Erkrankungsdter bel einem deutlich hoherem Grading auff ads be der Kongdlation
ER+/ PR+. Auch die anderen klinischen Parameter wie Tumorgréle, Mitoseindex sowie die
durchschnittliche Anzehl befdlener Lymphknoten waren im  Vergleich deutlich  schlechter.
Auch Keshgegian und Cnaan (1996) beschrieben fir die gleiche Kongellation eine sgnifikant
héhere Rezidivrate. Untersucht wurde dieses an enem Kollektiv von 17 Patientinnen. Dieses
Phdgnomen wurde in der Literatur wenig beschricben und verdient scherlich eine weitere
Audeuchtung.

Fast man die Osrogen und Progesteronrezeptorbesimmung  zusammen, verstarben
Petientinnen, deren Tumoren die Rezeptoren am Gefrier- und Paaffinschnitt  nicht
exprimieten zu 21 % baw. zu 50 %. Im Umkehrschluss waren be  postiver
Rezeptorexpresson an beiden Steroidrezeptoren bel der APAAP-Methode am Gefrierschnitt
16 % der Patientinnen gestorben, be der Avidin-Biotin-Peroxidase Methode 12 %. Im
Ganzen betrachtet erscheint die Avidin-Biotin Peroxidase Farbung am Paraffinschnitt  der
APAAP-Fabung am Gefrierschnitt (iberlegen, was hauptsichlich auf die Uberlegenheit der
LSAB-Methode am Padffinschnitt be  der Bestimmung des Progesteronrezeptors
zurtickzufthren ig.
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6. Bildanhang
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Bildanhang 4: Ostrogenrezeptor/ LSAB am Paraffinschnitt, IRS=0
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Jildanhang 6: Progesteronrezeptor/ APAAP am Gefrierschnitt, IRS=0
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Bildanhang 8: Progesteronrezeptor/ LSAB am Paraffinschnitt, IRS=0
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Zusammenfassung

10 Zusammenfassung

Einleitung: Die Expression des Ostrogent und Progesteronrezeptors erlaubt eine Einschétzung
des Erfolgs der adjuvanten und pdliaiven Hormonthergpie und i somit von grof3er
klinischer Bedeutung. Es gibt jedoch verschiedene Methoden den Steroidrezeptorstatus zu
besimmen. Das biochemische Assay und immunhistochemische Vefaren am Pareffin- oder
am Gefrierschnitt.

Fragestellung: Inwieweit snd die Ergebnisse der Bestimmung des Steroidrezeptorstatus am
Paraffinschnitt mit  der BiotinAvidinPeroxidase Fabung mit dem Nachwels am
Gefrierschnitt mit der APAAP-Féarbung vergleichbar?

Materialien und Methode: Natives (tiefgefrorenes) und paraffinfixiertes Tumorgewebe von
215 Pdientinnen mit Mammakarzinom wurde immunhistochemisch auf die Expresson der
Steroidrezeptoren verglichen. Die Detektion der Rezeptoren efolgte beim Paraffinschnitt mit
der Biotin-Avidin-Peroxidase Technik und am Gefrierschnitt mit Hilfe der APAAP-Technik.
Die Schnitte wurden semiquantitativ nach den Richtlinien von Remmee und Stegner (1987)
ausgewertet. Die Ergebnisse wurden mit klinisch-pathologischen Parametern des Kollektives
verglichen.

Ergebnisse: Es zeigten dch héufiger Gstrogenrezeptornegative Karzinome am  Paraffinschnitt.
Diesr Unterschied zeigte sch am Progesteronrezeptor weniger ausgepragt. Die Korrdation
nach Spearman ergab einen Koeffizienten von 0,544 (p<0,001) beim Ostrogenrezeptor und
von 0580 (p<0,001) beim Ostrogenrezeptor. Die Uberéingimmung (positiver/ negativer
Rezeptorstatus) betrug 81,9 % beim Ostrogenrezeptor und 76 % beim Progesteronrezeptor.
Die Intendtéd der Fabung war am Gefrierschnitt héher. Der Verglech zu den klinisch
pathologischen Parametern  ergab insgesamt @ne bessae  Uberéingimmung  zum
Steroidrezeptorstatus am Paraffinschnitt, was in erder Linie auf die limitieten Korreaionen
zur Progesteronrezeptorbestimmung am Gefrierschnitt zuriickzufUhren ist.

Schlussfolgerung: Die APAAP-Mehode am Gefrierschnitt  verspricht ene  genauere
Differenzierung der Férbentengté, wahrend Paraffinschnitte aufgrund  morphologischer
Vortelle (Schnittgrél3e) eine genauere Einschdizung der Quantitdt geférbter Tumorantele
zulassen. Aufgrund  der Abweichungen im Podtive/ Negativen  erschent ene
Standardiserung der Detektionsmethoden snnvoll. Grundlage der Entscheidung  hinschtlich
des Standard sollte eine Untersuchung sein, bel der der Erfolg der endokrinen Therapie
bekannt is. Die Methode mit dem hochgten prédiktiven Wert sollte zum Standard erklért
werden. Eventudl kann es auch snnvall sein, mehrere Methoden zu kombinieren.





