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1.Einleitung

1.1 Klinik des Mammakarzinoms

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist in den letzten Jahren zum héufigsten Organkarzinom der Frau nicht
nur in der Bundesrepublik,"*° sondern auch in der gesamten westlichen Hemisphére geworden,
wobei unser Kulturkreis im Vergleich zu nicht Erst-Welt-Landern einer seit ca. 20 Jahren stei-
genden Inzidenz unterliegt.’**® In Deutschland erkranken jihrlich ca. 46.000 Frauen neu an
Brustkrebs.

Also muss zur Zeit etwa jede 12. Frau in der Bundesrepublik im Laufe ihres Lebens damit
rechnen, an Brustkrebs zu erkranken und damit durchschnittlich 6 Jahre ihrer ausstehenden
Lebenserwartung zu verlieren. Diese Erkrankung verursacht durch krankheitsbedingten Ar-
beitsausfall und Kosten der Diagnostik und Therapie eine nicht zu unterschdtzende 6konomi-
sche Belastung.

Abgesehen von den finanziellen Auswirkungen auf die Gesellschaft besteht eine psychische
Belastung der Betroffenen, da die Diagnose ,,Krebs* eine Lebenskrise, die mit starken Angsten
und fiir manche Patientinnen mit einer Todesbedrohung verbunden ist, hervorruft."’

Hieraus erklért sich die Dringlichkeit, mit der nach verbesserten diagnostischen und therapeuti-

schen Werkzeugen gesucht wird.

1.1.2 Atiologie

Wihrend die genauen Ursachen fiir die Entstehung des Mammakarzinoms noch unbekannt
sind, sind einige pradisponierende Faktoren inzwischen genauer untersucht. Zu diesen Faktoren
gehort unter anderem die genetische Disposition. Haben Verwandte ersten Gerades bereits ein
Karzinom entwickelt, so liegt das Risiko der nachfolgenden Generation, an Brustkrebs zu er-
kranken, zwei bis neun mal hoher.” Auch wenn minnliche Verwandte ersten Grades an Brust-
krebs erkrankt sind, ist das Risiko am Mammakarzinom zu erkranken gegeniiber der Kontroll-
gruppe deutlich erhoht.'”® Dies mag daran liegen, dass innerhalb der so belasteten Familien
haufig Verénderungen des Chromosoms 17 vorliegen und vererbt werden.”” Harada et al.
konnten eine Beziehung zwischen Mutationen der Genloci 1721 bzw. 17p13 und niedriger
Tumordifferenzierung nachweisen.”*"'"” Aber auch Verénderungen der Chromosome 1 und 6
wurden, wenn auch in einer geringeren Héufung, als urséchlich fiir die Entstehung des Brust-

krebs erkannt.'®



Weiterhin wurden ionisierende Strahlung und die Ansammlung kanzerogener Stoffe im mam-
miren Fettgewebe als disponierende Faktoren beschrieben.””’

Das Erkrankungsrisiko ist jedoch auch bei vermehrter Ostrogenprisenz erhdht, gleichgiiltig, ob
die Ostrogene endogen entstehen oder durch Kontrazeptiva kiinstlich zugefiihrt werden. Also
steigt das Erkrankungsrisiko bei frither Menarche (unter 12. Lebensjahr) und spit beginnender
Menopause.5 32,66

Dagegen scheint frithes Gebdren ein protektiver Faktor zu sein, da Nullipara und Spétgebéren-
de (nach dem 30. Lebensjahr) hiufiger von diesem Karzinom heimgesucht werden.” Ange-
nommen wird eine iiber Induktion wachstumsregulatorischer Gene verstérkte Zellproliferation,
die dann auBer Kontrolle gerdt. Damit beginnt Brustkrebs Ostrogenabhidngig und endet in ei-
nem Ostrogenunabhingigen Status.*® Hyperkalorische Erndhrung, insbesondere hoher Fettkon-

sum, ist ein weiterer disponierende Faktor.”

1.1.3 Stadien

Die Stadieneinteilung des Mammakarzinoms erfolgt nach UICC (Unio internationale contra

168

cancerum) - und baut auf der TNM - Klassifikation auf. Diese gibt Auskunft iiber Tumorgro-

Be, assoziierte Lymphknoten und etwaige Fernmetastasen.

Tab.1 Stadieneinteilung nach UICC (5. Auflage,1997)

Stadium 0 Carcinoma in situ

Stadium I T1a, No oder N1a; T1b, No oder N1aMo

Stadium II To, N1v; T1b, N1b; T2a, No oder N1a; T2a, N1b; T2b, N1b
Stadium 111 jeder T3 mit N; jeder T4 mit NM; jeder T mit N2 oder N3
Stadium IV jedes TN mit M

T steht fiir Tumorgrofe, wobei

T1 einer Tumorgrofe von hochstens zwei cm,
T2 von mindestens zwei cm und
T3 von mindestens fiinf cm entspricht.

T4 wird in vier weitere Gruppen unterteilt mit



a: Fixation an der Brustwand,

b: Odem, Ulzeration, Infiltration der Haut oder Satellitenknoten der gleichen
Brust,

c: sowohl a als auch b treffen zu und

d: inflammatorisches Karzinom.

N gibt Auskunft {iber Zahl und Lokalisation der axilliren Lymphknotenmetastasen:

N1 entspricht hierbei hochstens vier, N2 mehr als vier homolateralen Lymphknotenmetastasen

und N3 nicht axilliren Lymphknoten oder Lymphddem des Armes.

Existenz von mindestens einer Fernmetastase wird mit M| ausgedriickt, das Fehlen von

Fernmetastasen durch M.

1.1.4 Prognose und klinisch relevante prognostische Faktoren

Die Stadieneinteilung gibt auch erste Informationen iiber den zu erwartenden Krankheitsver-
lauf des diagnostizierten Brustkrebses.

Ein kleiner Tumor hat erfahrungsgemif eine bessere Prognose als grole Tumoren. Hat das
Karzinom bereits Lymphknoten befallen sowie Metastasen gebildet, verschlechtern sich au3er-
dem die Aussichten der Patientinnen.”'**'">

Je spéter der Tumor diagnostiziert wird, desto wahrscheinlicher ist es, dass sich bereits maligne
Zellen aus dem priméren Tumorverband gelost haben und z.B. im Kreislauf zirkulieren. Trotz
vollstindiger Entfernung des Tumors ist dann die Gefahr der nachtriglichen Absiedlung von
Metastasen sehr grof3.””'®

Zusitzlich wird der Verlauf und auch die Therapie dieser Systemerkrankung durch das Vor-
handensein bzw. Fehlen von Hormonrezeptoren — indirekter Indikator der Tumordifferenzie-
rung - beeinflusst. Liegen Hormonrezeptoren im Tumorgewebe vor, kann ein Therapieversuch
mit Antihormonen, wie z.B. Tamoxifen®, vorgenommen werden, der sich auf den Verlauf der
Krankheit giinstig auswirkt.>'"’

Im Gegensatz zu der positiven Rolle der Rezeptoren steht die negative Wirkung der Gegen-
wart von Entzlindungszellen, die iiberzuféllig hdufig mit einer infausten Prognose korreliert.
""Multilokales Vorkommen in einer Brust ist hiufig und hat keinen Einfluss auf die Uberle-

benswahrscheinlichkeit der Patientin. Dagegen ist bilaterales Auftreten der Erkrankung seltener

und geht mit hohem Risiko fiir frithen Tod und Tumorrezidiv einher.” Zusitzlich zu den biolo-



gischen Parametern beeinflusst auch die Behandlungsart des priméren Tumors die Uberlebens-
dauer, Lénge des rezidivfreien Intervalls und Lebensqualitit. Am giinstigsten flir den Verlauf
der Krankheit, wenn auch nicht fiir die Psyche der Patientin, scheint immer noch die radikale
Mastektomie zu sein.'*'” Vorsichtige Versuche mit Teilresektionen fithren auch heute noch
bei einigen Tumoren zu frithen Rezidiven, obwohl auf dem Gebiet der adjuvanten Therapien
grofle Fortschritte gemacht wurden. Neben der klassischen Behandlung mit Antihormonen
(s.0.) , Bestrahlung und Chemotherapie lassen derzeit Therapieversuche mit monoklonalen

2 .
sowie der Versuch, therapeu-

Antikorpern, die im Tierversuch Metastasierung verhindern,"
tisch wirksame Substanzen an tumorspezifische Antikorper zu binden, um am Tumor und sei-
nen Metastasen besonders hohe Konzentrationen zu erreichen, hoffnungsvoll in die Zukunft
blicken.”*>'"*

Der wichtigste prognostische Parameter fiir die Selektion von Patientinnen, die einer adjuvan-
ten systemischen Behandlung bediirfen, ist der Lymphknotenstatus, obwohl dieses Werkzeug
nicht immer seinem Anspruch gerecht wird, da ein Teil der Lymphknoten - negativen Patien-

144,152

tinnen trotz geringer TumorgroBe wider Erwarten friihzeitig Rezidive aufweisen. Ein ge-

nauerer prognostischer Indikator wére also wiinschenswert.

1.2 Pathologie des Mammakarzinoms

1.2.1 Klassifikation, Grading und pTNM

Klassifikation

Unter dem Begriff Mammakarzinom summieren sich viele histologisch voneinander abgrenzba-
re Neoplasien, die sich in ithrem Erscheinungsbild und beziiglich ihrer malignen Potenz z.T.
erheblich unterscheiden, wenn auch die Herkunft aus dem Driisenkorper allen gleich ist. Eine
erste Ubersicht verschafft die Einteilung der WHO in nicht - invasive Karzinome, invasive Kar-
zinome und Morbus Paget der Mamille. Die nicht-invasiven, noch prd-malignen epithelialen
Tumoren teilen sich in zwei Untergruppen, die intraduktalen Carcinoma in situ (CIS), die den
Milchgéngen entstammen, und die lobuldren CIS, die als Entartung die Driisenldppchen bevol-
kern. Ebenso spalten sich die invasiven Karzinome in iiberwiegend duktal geprigte Karzinome,
die etwa 70% dieser Gruppe ausmachen, lobulér differenzierte Karzinome, die in ca. 20% der

Fille diagnostiziert werden, sowie die selteneren Karzinome mit ungewo6hnlicher Differenzie-



rung, zu denen u.a. medulldre, papilldre, adenoid-zystische, tubuldre und metaplastische Karzi-
nome gehoren.

Die Aufteilung in die oben beschriebenen zwei Hauptgruppen und diverse Sonderformen folgt
der Tradition und morphologischen Gesichtspunkten, ldsst sich jedoch histogenetisch eher

nicht begriinden.'”’

Tumor - Grading

Weiterhin werden die Karzinome durch das Grading ihrer Differenzierungs- und Malignitét-
seinschdtzung nach in drei Gruppen eingeteilt. Das Prozedere, welches die Zuweisung zu die-
sen Gruppen vereinheitlicht, erfolgt nach einem vom Bloom und Richardson 1957 eingefiihr-
ten Schema,'® das in modifizierter Form bis heute benutzt wird.”® Ohne Beriicksichtigung des
Tumortyps werden hier verschiedene histologische und zytologische Merkmale erfasst.

Das Schema beruht auf der Beurteilung erstens der Differenzierung der Tubuli und Acini,
zweitens der Pleomorphie der Kerne und drittens der Haufigkeit der Mitosen. Jedes Kriterium
hat drei verschiedene Auspriagungsgrade, die mit Punktwerten beschrieben werden. Addition

dieser Punkte fiihrt zu folgenden Ergebnissen (Tab.2):

Tab.2 Tumor — Grading modifiziert nach Bloom/ Richardson

Grading Punktwert Differenzierung
G1 3-5 hoch
G2 6-7 mittel
G3 8-9 niedrig

Der prognostische Wert ist hierbei hoher als bei anderen Schemata, *° da bereits frithzeitig
durch verschiedene Untersucher signifikante Beziehungen zwischen diesem Grading und der

. . . 24,174
Uberlebenszeit nachgewiesen werden konnten. "

pTNM

Weitere Informationen iiber das Tumorleiden werden in der pTNM - Klassifikation codiert, die

Grundlage der unter 1.1.3 dargestellten Stadieneinteilung ist und dort bereits erldutert wurde.



1.2.2 Histomorphologie

Die Morphologie des invasiven duktalen Karzinoms ist in hohem Malle uneinheitlich, was
schon dadurch deutlich wird, dass die histologische Diagnose ,,duktales Karzinom* eine Aus-
schlussdiagnose ist. Dies schldgt sich auch in seiner englischen Bezeichnung NOS - not other-
wise specified- nieder.” Hier wird eine Vielfalt von Formen zusammengefasst, die keine Re-
gelmiBigkeiten aufweisen. Die Zellkerne der Tumorzellen kdnnen sowohl relativ gleichmaf3ig
sein als auch pleomorph und bizarr. Haufig weisen duktale Karzinome gro3e Mengen Stroma
auf, welches von einzelnen Karzinomzellen durchsetzt ist, wobei die infiltrativen Zellen in Fel-
dern locker zusammenliegen. Innerhalb des Tumors kommt es oft zu szirrhosen, papillotubula-
ren, soliden oder sarkomatdsen Differenzierungen, die solitdr oder auch gemeinsam vorliegen

. 1
konnen. '’

Dagegen ist das /lobulire Karzinom besser definiert. Der klassische lobuldre Typ zeigt génse-
marschartig hintereinanderliegende Zellen sowie schieBscheibenartig um residuale Milchgang-
strukturen formierte Zellgruppen. An vielen Stellen ist der Tumor diffus invasiv, ohne dass hier
bestimmte Muster ausgebildet werden. Die Zellen sind klein und gut voneinander abgegrenzt,
scheinen sich abzustof3en und haben rundliche Nuclei.

Der hier abgrenzbare pleomorphe Typ des lobuldren Karzinoms enthélt eine Mischung von
klassisch angeordneten Zellen, soliden und alveoldren Wuchsformen. An wenigen Stellen zeigt
sich eine Tendenz zu Zellaggregationen. Zwischen den regelrecht geformten Zellen kommen

einzelne Zellen mit bizarr geformtem Zytoplasma vor.

Von den selteneren Formen ist das tubuldre Karzinom durch noch gut erkennbare und zumeist

hohe Differenzierung der Tumordriise gekennzeichnet.

Weiterhin ldsst sich ein tubulo - lobuldres Karzinom abgrenzen, welches die typische Differen-
zierung des klassischen lobuldren Karzinoms neben tubuldren Strukturen mit gut geformten
zentralen Lumina aufweist. Auch diese Form ist diffus infiltrierend, zeigt aber in der Ndhe der

invasiven Zonen oft eine SchieBscheibenformation. Die Nuclei sind gering pleomorph.'”

Bei den muzindsen Karzinomen scheint der gesamte Tumor in PAS und Alcian positiven

Schleimseen zu schwimmen, seine Zellen bilden Inseln und ahmen ein kribriformes oder papil-



laires Muster nach. Diese Tumoren haben gegeniiber dem umgebenden Gewebe eine glatte,
gepresste Grenze, jedoch keine Kapsel. Innerhalb des Tumors findet sich nur wenig Stroma,
keine lymphoiden oder histiozytéren Infiltrate und auch keine Nekrosen. Selten ist mit dem
infiltrierenden Tumor ein CIS assoziiert.

Papilldre Tumoren sind gut umschrieben und enthalten sklerosierende Foci. Die papilléren
Strukturen werden kaum von Stroma unterbrochen, mit Ausnahme von fibrovaskuldren Grup-
pierungen. Wenn die Tumoren schleimreich sind, kann die Abgrenzung vom muzindsen Karzi-
nom schwierig sein. Sowohl Zytoplasma als auch Nuclei sind vielgestaltig. Enthdlt der Tumor
ein Carcinoma in situ, so ist es vom papilldren oder kribriformen Typ.

Das scharf abgegrenzte, einheitlich wirkende medullire Karzinom besteht aus unregelmifig
geformten, untereinander verbundenen Tumorinseln, die das umgebende Gewebe zusammen-
pressen, ohne dass sich eine echte Kapsel bildet. Der Tumor ist stromaarm, enthilt aber ein
ausgepragtes lymphoplasmazellulires Begleitinfiltrat. Seine Tumorzellen haben reichlich
Zytoplasma und enthalten grof3e, bizarr geformte Nuclei. Oft ist es schwierig, die Tumorzellen
voneinander abzugrenzen."

Eine weitere Entitét bildet das kribriforme Karzinom, welches netzartig untereinander verbun-
dene Nester infiltrativer Tumorzellen in szirrhosem Bindegewebe, das stellenweise eingezogen
ist, zeigt.'"'"?

Diese Typisierung der Tumoren folgt WHO Kiriterien, die seit 1981 Giiltigkeit besitzen.

1.2.3 Immunbhistologie

Zu der Beurteilung der Tumoren gehdrt heute auch die Untersuchung auf verschiedene Mole-
kiile, die von Tumorzellen exprimiert und durch Antikdrper nachgewiesen werden konnen.
Besondere Stellung beim Mammakarzinom haben der Nachweis des Ki-67 Antigens durch den
MIB1 Antikérper sowie der Nachweis von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren durch

entsprechende Antikorper.

MIBI
Das nukledre Ki-67 Antigen wird in allen aktiven Phasen des Zellzyklus exprimiert und ist da-

7 Durch Farbung der Kerne mit dem fiir dieses Antigen

mit der Zellproliferation assoziiert.
spezifischen monoklonalen Antikérper kann daher genauer als durch das Zihlen von nativ

sichtbaren Mitosen bestimmt werden, welche Zellen sich in der Reproduktionsphase (G1, S-,



G2-, M- Phase) befinden Die Zellteilungsrate stellt die Wachstumsfraktion eines Tumors

dar und ist ein Indiz fiir die Malignitit einer Neoplasie.”*"*

Steroidhormonrezeptoren

Ostrogen- und Progesteronrezeptoren sind Transmembranproteine, die mit Steroidhormonen
eine Verbindung eingehen, sich nukleédr verlagern und dabei so verdndern, dass innerhalb der

Zelle eine Anderung der Proteinbiosynthese eintritt.® Die Expression dieser Rezeptoren in ge-

17 und ihr Erhalt bei maligne entarteten Zellen als

2,15,40

sunden Brustzellen wurde nachgewiesen

Ihr Vorhandensein bedeutet hiufig
13,131

Zeichen einer noch guten Differenzierung identifiziert.
eine gilinstige Prognose fiir die Patientin und erméglicht die Therapie mit Antihormonen.
Auch Rezeptoren flir andere Steroidhormone wie Androgene und Glucokortikoide wurden
nachgewiesen, sie sind jedoch von geringer prognostischer und klinischer Relevanz.''>'** Neu-
ere Arbeiten konnten jedoch die Wirkung von Glucocorticoiden auf die Apoptose und die Be-
deutung fiir das Uberleben der Karzinompatienten nachweisen.'"''® Heute werden Ostrogen-
und Progesteronrezeptoren routinemifig immunhistochemisch an paraffinasservierten Gewe-

bepriparaten durch monoklonale Antikorper nachgewiesen.'>***14%16

1.2.4 Pathologisch relevante prognostische Faktoren

In den vorangegangenen Kapiteln wurden bereits wichtige prognostische Faktoren wie Tu-
morgroBe und Lymphknotenbefall genannt. Die Differenziertheit eines Tumors, ausgedriickt
durch histologischen Typ sowie Erhalt bestimmter Fihigkeiten, wie z.B. der Schleimbildung
und Produktion von Oberflichenmolekiilen, gibt ebenso Hinweise iiber die Prognose wie die
Beurteilung des Gradings der Tumoren. Weitere klassische Prognosefaktoren sind der Befall
von Lymphspalten und Blutgefilen — Lymphangiosis bzw. Himangiosis carcinomatosa. Die
bisher entdeckten Faktoren konnten jedoch immer nur fiir einen Teil der Patientinnen eine
Vorhersage ermdglichen, so dass die Suche nach absoluten prognostischen Markern weiter-
geht. Als weiterer Faktor wird heute die Angiogenese diskutiert. Verschiedene Autoren™”
beschrieben ausgeprigte Angiogenese als unabhiingigen Faktor zur Auslese der Patientinnen,

120,121,176

die wegen der infausten Prognose zusétzlicher Therapie bediirfen. Die Verhinderung

der Angiogenese wurde auch als moglicher Therapieansatz beschrieben.'**'%



Onkogene, wie z.B. c-erbB, waren in den letzten Jahren Mittelpunkt intensiver Forschung und
haben einigen Voraussagewert bewiesen. c-erbB-2, auch unter den Namen neu-Onkogen,
HER-2 und MACI117 bekannt, ist ein 185 kDa Transmembranprotein mit Tyrosinkinaseakti-
vitdt der intrazelluliren Doméne, wird auf Chromosom 17q21 kodiert'® und ist Rezeptor fiir
den epidermal growth factor (EGF)."” Auch die Aussagekraft dieses Onkogens wird in der
Literatur unterschiedlich bewertet: Einige Arbeitsgruppen sehen in ihm einen unabhdngigen

3 andere sehen zwar Korrelationen mit

prognostischen Indikator fiir das Mammakarzinom, "
dem Nodalstatus, hoherem Grading und Ostrogennegativitit, jedoch keinen unabhiingigen Pri-
diktor.®*”* Pathologische Werte von c-erbB korrelieren also mit bereits erfolgter Tumorpro-
gression und sind damit auch fiir die Therapiewahl entscheidend. Auch bei kleinen Tumoren
sollte dann eine adjuvante Chemotherapie (z.B. mit Trastuzumab®) durchgefiihrt, bei groBeren

. . . 1 119.14 . .. .
Tumoren auf eine brusterhaltende Operation verzichtet werden.*””""*'** Seit einiger Zeit wer-

den auch Adhésionsmolekiile beziiglich ihrer Bedeutung fiir Karzinome untersucht.

1.3 Zelladhésion in der Tumorpathologie

1.3.1 Adhésionsmolekiile

Auf der Zelloberfliche liegen sog. Adhdsionsmolekiile, die typischerweise aus transmembranen
oder mit Glycophosphatidylinositol verbundenen Proteinen bestehen. An sie konnen Makromo-
lekiile der extrazelluliren Matrix (ECM), benachbarte Zellen sowie Botenstoffe spezifisch bin-
den. Auf der intrazelluldren Seite der Plasmamembran interagieren die zytoplasmatischen Do-
ménen der Adhésionsrezeptoren mit Proteinen, die eine Verbindung zum Zytoskelett herstel-
len. Damit integrieren Adhdsionsmolekiile die Zelle in Gewebe, unterstiitzen Zellmotilitdt so-
wie spezialisierte Aktivititen und leiten extrazelluldre Signale ins Innere der Zelle. Fehlen be-
stimmte Adhésionsmolekiile, wird die Kommunikation von Zellen untereinander und mit der
ECM verhindert und dadurch kann auch die Kontaktinhibition, die normalerweise einer unge-
regelten Lagerung von Zellen vorbeugt, aufgehoben werden.” Zudem fithrt der Verlust der
addquaten Adhésion an die ECM in der gesunden Zelle zum programmierten Zelltod. Dieser
durch ,,Heimatlosigkeit* hervorgerufene Prozess wird Anoikis genannt und dient der Erhaltung
einer korrekten Zellzahl in Epithelien.”' In aktuellen Verdffentlichungen wurde nachgewiesen,

158

dass der Zusammenbruch der Anoikis zur Malignitdt von Brusttumoren beitrdgt. ™ Folgende
Adhésionsmolekiile wurden bereits identifiziert und ihre Struktur und Bedeutung niher unter-

sucht.
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Integrine

Die groBte Familie der Adhesionsmolekiile bilden die Integrine. Sie werden durch Trans-
membranglycoproteine gebildet, die sich zu nicht-kovalent gebundenen a- und - Heterodime-
ren zusammenlegen, welche entsprechend ihrer Komposition verschiedene Rezeptoren bilden
konnen. Bis heute sind etwa 15 Alpha- und neun Beta- Untereinheiten identifiziert worden. In
gesunden Zellen haben sie wichtige Aufgaben bei der Gerinnung (o,3;-Integrine) und bei der
immunologischen Abwehr (o4f,-Integrine). Als Oberflichenmolekiile, die mit Laminin und
Fibronektin Verbindungen eingehen, spielen sie eine Rolle bei der Tumorprogression. Der La-
mininrezeptor (o,) kann zur Ausschiittung von Metalloproteasen fiihren, die beim Durchbruch
durch die Basalmembran von Bedeutung sind. a, ist Teil eines Kollagen-/ Laminin-Rezeptors,
o, entspricht einem Kollagen-Rezeptor-Anteil, a; bildet eine Kollagen- / Fibronektin- / Lami-
nin- Rezeptoruntereinheit, a5 und o gehdren zum Fibronektinrezeptor. 30

Die Expression von a4 B-Integrinen an der Zelloberflache konnte direkt mit dem metastatischen
Potential von Tumorzellen in Verbindung gebracht werden:

In den Brustkrebszellen und auch im umgebenden residualen Normalgewebe war die Expressi-
on von o Ps-Integrinen 1.V. zu normalem Brustgewebe vermindert, was auf den frithen Verlust
dieser Molekiile bei der malignen Transformation hinweist.®> Ebenso ist der Verlust von O,

03-, Pi- und Bo- Untereinheiten in maligne transformiertem Brustgewebe bekannt. *''"-'*7

E - Cadherin

Ein weiteres Adhidsionsmolekiil, welches beziiglich seines Einflusses auf die Metastasierung
untersucht wurde, ist das E - Cadherin. Es vermittelt Kalzium abhidngige, gleichartige Zell —
Zell - Adhédsionen. Die intrazelluldire Doméne ist mit dem Aktinfilament verbunden. E - Cadhe-
rine spielen eine Rolle bei der Embryonalentwicklung sowie bei der Erhaltung einer normalen
Gewebearchitektur. Es lie sich nachweisen, dass Antikorper gegen Cadherine Zusammenhalt
und Ausrichtung der Zellen zerstoren und fiir eine vermehrte Migration der Zellen sorgen. In-
vitro-Studien zeigten, dass durch kiinstlichen Verlust von E - Cadherinen in gut differenzierten
Tumoren metastatisches Potential entsteht.'” Beim Mammakarzinom konnte der Verlust von
E - Cadherinen beim lobuldren Karzinom festgestellt werden, wiahrend duktale Karzinome oft

114

erhaltene Cadherinexpression zeigen. ~ Ein unabhingiger prognostischer Wert konnte trotz

der Verbindung zu einigen histologischen Kriterien nicht nachgewiesen werden.'”
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Laminin-Rezeptor

Weiterhin ist der 67 kDa Laminin-Rezeptor, der nicht zur Gruppe der Integrine gehort, von
besonderem Interesse. Seine iibermdfige Expression korreliert deutlich mit dem verkiirzten

Uberleben der Patienten und vermehrter Metastasierung.”®'"

1.3.2 Metastasierung und Zelladhédsion

Bei der physiologischen Wanderschaft bestimmter Zellen, wie z.B. Lymphozyten oder embryo-
nalen Zellen, dienen einige Adhisionsmolekiile dem Auffinden von Zielorten. Haben diese Zel-
len ihren Bestimmungsort erreicht, sorgen andere Rezeptormolekiile fiir eine Bindung an die
ECM und benachbarte Zellen. Im Rahmen der Embryonalentwicklung lauft wahrend der Um-
wandlung epithelialer in mesenchymale Zellen folgendes ab:

Es werden epitheliale Zellen, die polarisiert sind und iiber sog. tight junctons, adherend juncti-
ons und Desmosomen miteinander in Verbindung stehen, elongiert und mobilisiert. Der Verlust
sowohl der Polaritét als auch der Zellverbindungen fiihrt zu einer verédnderten Zellart mit neu-
en Eigenschaften und Aufgaben — das Mesoderm entsteht. Insgesamt werden dhnliche Mecha-
nismen bei der malignen Entartung von Zellen in Gang gesetzt. Malignes Potential wird in einer
Reihe kleiner Schritte erworben, eine Vielzahl von Molekiilen spielen dabei eine Rolle:

Die Zelle wird iiber Mutation der Onkogene und Tumorsuppressorgene transformiert, so dass
sich die Zell - ECM- und Zell - Zell- Verbindungen und damit das Adhésionsmolekiilmuster
verindert und die Zelle einen Schutz vor Anoikis (s.0.) erhilt.>”' So erhilt die Zelle die Fihig-
keit, die natiirliche Kontaktinhibition auler Kraft zu setzen, um sich ungehemmt vermehren zu
konnen. Die Grundlagen der malignen Transformation und der epithelial — mesenchymalen
Umwandlung sind also dhnlich.'"® Die unkontrollierte Proliferation ist eine Voraussetzung fiir
weitere genetische Diversifizierung, iiber die dann invasives und metastasierendes Wachstum
ermOglicht wird. Nicht alle Tumoren sind jedoch auch in der Lage zu metastasieren.

Abhingig von Mutationsart und — ort der genetischen Alterationen sollen nur 1000 von 10’
Tumorzellen in der Lage sein, den primiren Tumorort nach Durchbrechen der Basalmembran
zu verlassen.'” Auf dem Weg der Tumorprogression sind weitere Schritte notwendig, um die
Zelle mit metastatischem Potential zu versehen. Die Zelle muss die Basalmembran durchdrin-
gen und durch Blut- und Lymphgefde wandern konnen. Die Basalmembran wird mit Hilfe

proteolytischer Enzyme {iberwunden, z.B. mit Metalloproteasen, Serin- oder Cystein-
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proteasen. 102,138

Im Gefil3 interagieren dann Tumorzellen iiber Adhésionsmolekiile untereinan-
der oder mit Blutzellen. Die so gebildeten ,,Thromben sind weitestgehend gegen den Angriff
der korpereigenen Abwehr geschiitzt und konnen dann ungehindert bis in das kapillire Netz
der Zielregion geschwemmt werden.'” Auch hier muss die Zelle die Gefidwand, das Gewebe
und die Basalmembran durchdringen, bevor sie erneut mit Hilfe der Adhédsionsmolekiile eine
Verbindung mit der ECM eingehen und unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren proliferie-
ren kann.”” Zur erfolgreichen Absiedlung von Metastasen gehort letztlich auch die Ausschiit-
tung Angioneogenese fordernder Faktoren. Auf dem Weg der Metastasierung spielen Adhési-
onsmolekiile demnach eine vielfiltige Rolle und sind fast an jedem Schritt beteiligt. Ein Adhi-

sionsmolekiil, das Objekt intensiver Forschung beziiglich seiner Rolle innerhalb der metastati-

schen Kaskade ist, wird mit CD 44 bezeichnet.

1.3.3 CD44 - molekulare Grundlagen

Unter dem ,, cluster of differentiation" CD44 werden verschiedene Molekiile, die einem Ge-
nort, und zwar dem kurzen Arm des Chromosoms 11p13 entspringen, zusammengefasst.”® Das
von Dalchau et al. 1980 erstmals durch den Antikorper F10-44-2 definierte Molekiil * er-
scheint in der Fachliteratur unter vielen Namen, unter denen getrennte Forschungen betrieben
wurden, bevor 1989 die unter Pgp-1 (phagocytic glycoprotein-1)"’, Hermesantigen ** und
ECM 1II (extracellular matrix receptor) "> bekannten Molekiile als identisch mit CD44 er-

kannt und die Ertrige der Forschungen zusammengestellt wurden.”

Genetische Grundlagen

Fiir die Synthese des CD44 - Molekiils stehen 21 Exons zur Verfligung, von denen zehn fiir
das Standardmolekiil benutzt werden. Ein Teil codiert fiir die transmembrane, ein weiterer fiir
die intrazelluldre Region. Dieser Anteil ist fiir alle CD44 - Molekiile gleich. Ein letzter Anteil
dieser Exons ist fiir die Erstellung der extrazelluliren Region des Standardmolekiils verant-
wortlich.

Die restlichen elf Exons dienen durch alternatives Splicing der mRNA der Herstellung der ver-

schiedenen Varianten (Abb.1).
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Abb.1: Neun beim Menschen vorkommende Exons von CD44, Epitope der monoklona-

len Antikorper und die hiufigsten Kompositionen der varianten Exons
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Die Varianten unterscheiden sich vom Standardmolekiil dadurch, dass je nach Benutzung der
Exons, verschiedene bis zu 420 AS lange Ketten eingeschleust werden. Diese Insertionen wer-
den meist stark glykosyliert.

Das CD44s (standard)-Molekiil ist ein Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht
zwischen 85900 und 90000 Da.” Es entsteht aus post-translationalen Modifikationen eines 37
kDa Ursprungsmolekiils. Zu den Modifikationen gehoren Glykosylierung iiber N- und O- Ver-
bindungen. Weitere Modifikationen durch Anlagerungen von Chondroitinsulfat in die Isofor-
men ergeben ein Molekulargewicht von 180 — 200 kDa.** CD44 ist ein saures Protein mit vie-
len Phosphoserin- bzw. Threoninresten und Disulfidbriicken. Das Proteinriickgrat besteht aus
einer zytoplasmatischen Region mit 72 Aminosduren (AS) , einem in der Membran liegenden

Anteil aus 21 AS sowie einem extrazelluldren Teil, der etwa 270 AS enthilt.

Extrazelluldre Region

Die aminoterminalen 180 Aminosduren des extrazelluliren Teils weisen innerhalb der Familie

der Sdugetiere eine Homologie von rund 85% auf.
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Diese Region enthilt sechs Cysteinresiduen, von denen man glaubt, dass sie drei Disulfidbrii-
cken formen, fiinf Stellen fiir N-Glycosylierung ( bei AS 25, 57,100,110 und 120) sowie eine
Verbindungsregion, die wegen ihrer Ahnlichkeit mit anderen hyaluronsiurebindenden Protei-
nen CLP - Domine (cartilage link protein) genannt wird (35% Homologie).”' Innerhalb der
CLP- Domine scheinen besonders die AS von Arg 150 bis Argl62 fiir die Bindung an Hyalu-
ronsdure wichtig zu sein, da Fusionsproteine, denen dieser Teil fehlt, eine deutlich geringere
Affinitdt zu Hyaluronséure zeigen. Auch Punktmutationen in diesem Bereich gehen mit einer
erniedrigten Bindungskapazitit einher.”’ Eine membrannahe Region der extrazelluliren Domé-
ne von etwa 75 AS ist vergleichsweise variabel und enthilt sieben mogliche Stellen fiir Carbo-
hydratisierung. Die Bedeutung dieser Region fiir die Bindungskapazitdt von Hyaluronsaure
wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Wahrend Lesley et al. nach Inhibierung der O -
Glykolysierung keine Effekte auf die Bindung an HS fanden, wiesen Dasgupta et al. nach, dass
fehlende O - Glykolysierung die Bindung einiger Kolonkarzinomzelllinien an HS verstirk-
t 6.33’100

In der Mitte dieser Region zwischen AS 222 und AS 223 befindet sich die Anlagerungsstelle
fiir weitere AS Sequenzen, die durch alternatives Splicing der elf ,,variablen* Exons entste-

hen 154

Transmembranregion

Die Transmembrandomine stimmt innerhalb der Sduger zu 100% iiberein. Sie ist nicht an der
Bindung von HS beteiligt und selbst Ersatz durch die Transmembranregion von CD 45 schmé-

lert das Bindungsvermégen nicht.'”

Zytoplasmatische Region

Der zytoplasmatische Anteil des Molekiils besteht aus 72 Aminoséduren, die zu 85% zwischen
den Sédugern gleich ist. Grundsitzlich obliegen diesem Anteil zwei Arten von Funktionen:

Erstens das ,,inside — out signaling*, bei dem Anderung des intrazelluliren Anteils zu einer An-
derung der Bindungsfihigkeit an extrazelluldre Liganden fiihrt, und zweitens das ,,outside — in
signaling®, bei dem die Bindung von Liganden zu Anderungen der intrazelluliren Domine fiih-
ren, die weitere Ereignisse triggern.'”” Durch mutierte Molekiile, denen der intrazellulire An-

teil fehlte und die damit auch eine geringere Bindungsaffinitdt fiir Hyaluronsdure hatten, konn-
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te nachgewiesen werden, dass der zellinnere Anteil von CD44 an der Regulation der Liganden-
bindung beteiligt ist.""" Abbildung 2 zeigt den putativen Aufbau des CD44
Molekiils.

Abb.2: Schematische Darstellung des Aufbaus von CD44 (modifiziert nach Screaton'*®)
Knorpelproteoglykan-
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o = Stelle fiir O-Glycosylierung

Die intrazellulire Doméne steht iiber Proteine der ERM Gruppe (Ezrin, Radixin, Moesin) mit

139 Weiterhin besteht eine Assoziation der

den Aktinfilamenten des Zytoskeletts in Verbindung.
intrazelluldren Doméne mit Ankyrin, deren Vorhandensein ebenfalls Voraussetzung fiir die
Bindung von Hyaluron zu sein scheint.'” In verschiedenen Zellen entwickelt CD44 eine be-
stimmte Verteilung an der Zelloberflache. So liegt der Hauptanteil von CD44 in Leukozyten

173

am Zellkdrper, nicht aber in den Mikrovilli. ° In Epithelzellkulturen, die sich zu einem Gewebe

zusammenlegen, konzentrieren sich die CD44 - Rezeptoren an den lateralen Zellmembranen,
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wo die Zellen untereinander Kontakte ausbilden, wenden sich jedoch von der apikalen Seite

11
ab.'"®

1.3.4 CD44 - topographische Verteilung und Embryologie

CD44 kommt auf vielen Zellen des menschlichen Korpers, aber auch bei verschiedenen Tieren
vor. So lassen sich nur geringfligig andersartige CD44-Molekiile auch bei Ratten und anderen
Nagern finden (s. 1.3.3) Die topographische Verteilung beim Menschen ist fiir die einzelnen
Isoformen unterschiedlich. Die varianten Formen von CD44 sind bestimmten Gruppen von

Zellen vorbehalten, wobei sich die Ergebnisse verschiedener Forscher widersprechen.

4v

Wihrend einige Forscher® starke Reaktionen ihrer Antikdrper gegen 4v in Schilddriisen-,
Prostata-, Brust- und respiratorischem Gewebe fanden, berichten andere'® , 4v ausschlieB3lich
in der Epidermis und im Osophagusepithel gefunden zu haben und selbst dort nur auf die basa-
le Zellage beschriinkt. Ahnliche Differenzen finden sich in der Literatur auch beziiglich der

anderen Varianten.

6v

Eine Expression von 6v findet sich nur auf squamosen Epithelien der Epidermis, Schwei3drii-
sen, Gingen der Speicheldriisen, Lunge und des Osophagus.

Im Vergleich dazu beschreiben Fox et al. starke Expression von 6v zusétzlich auf Zellen der

Prostata und der Schilddriise.*®

LAY

Weiter verbreitet ist 9v, welches nur im Gehirn, Nebenniere sowie Pankreasazini, Hepatozyten
und Ovar nicht gefunden wird."”*'®

Zusitzlich zeigen sich die Varianten v6 und v9 auch auf Leukozyten nach antigener und mito-

gener Stimulation."*

standard
Das CD44 - Standardmolekiil kommt dagegen in fast allen Organen vor, auch in nicht — epi-

thelialen Zellformen. Dabei gleicht seine Verteilung der seines Hauptbindungsmolekiils, dem
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126,169,175

Hyaluron. Positive Reaktionen mit Antikorpern gegen CD44s zeigen sich im zentralen

Nervensystem z.B. in Astrozyten, Mikroglia und Stratum granulosum. Auch lymphatische Zel-
len, Blutzellen, Fibroblasten und Endothel sind CD44s positiv. Wéahrend frithere Forschungen
negative Ergebnisse bei der Reaktion von Antikorpern gegen CD44s mit Gallengéingen, bron-

70,126

chialen Epithelien, Endothel und dem gesamten Darmtrakt ergeben hatten, zeigen sich

13 Die Unterschiede kénnen durch ver-

auch diese Gewebe positiv bei neueren Forschungen.
schiedene Bindungsaffinititen der von den genannten Autoren benutzten unterschiedlichen

Antikorper erklart werden und bediirfen nédherer Untersuchung.

Embryonale Expressionsmuster

In embryonalem Gewebe ist die Verbreitung von CD44 geringer, gleicht jedoch den Mustern,
die in adultem Gewebe gefunden wurden.

4v lasst sich in fotalem Gewebe nicht finden, 6v wird von fetaler Haut exprimiert, 9v Ausbil-
dung ist besonders in Haut, Lunge, Mesonephron und Paramesonephron sowie Harnblase
deutlich, wihrend der Magen-Darm-Trakt kein 9v aufweist. Eine genauere Unterscheidung, zu
welchem Zeitpunkt welches Molekiil in der Embryonalentwicklung auf welchen Zellen auf-
taucht, kann bisher nur an Nagern getroffen werden. In entscheidenden, frithen Entwicklungs-
stadien des Mausembryos iiberwiegt die Expression von CD44s in Herz, Somiten und Extremi-

tatenknospen."’

Meist stimmt diese starke Expression von CD44s mit der Ausbildung von
Hyaluronsiure, dem Hauptliganden von CD44, {iberein.

In den Fillen, wo diese Koexistenz nicht der Fall ist, hat in-situ-Hybridisation jedoch die An-
wesenheit von CD44v ergeben. Nachweislich konnen Anstiege des Hyaluronsduregehalts in
Gebieten der Zellproliferation und -migration, wie sie bei der Embryogenese vorkommen, ge-
funden werden. So wird z.B. Hyaluronsdure am neunten Tag post coitum iiberall im cranialen
Mesenchym, nicht aber in den Somiten oder Extremitdtenknospen gefunden.” In spiteren
Entwicklungsstadien verdndert sich dann das Verteilungsmuster. Gemeinsam mit anderen Ad-

hasionsmolekiilen scheint CD44 tuber Zell-Zell- und Zell-Matrix- Interaktionen einer feinen

Regulation zu unterliegen und zu embryonaler Entwicklung beizutragen."’

1.3.5 CD44 - physiologische Funktion
CD44 wird auf der Oberfldche vieler Zellen mesodermaler, neuroektodermaler oder himopoe-

tischer Herkunft gefunden. Zuerst war nur seine Présenz auf Zellen, die zum lymphatischen
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System gehoren, bekannt und daher wurde das Molekiil unter dem Namen ,lymphocyte ho-
ming receptor" gefiihrt. Normalerweise zirkulieren Lymphozyten im Blut und lymphoiden Ge-
weben. CD44 beteiligt sich daran, dass Lymphozyten an bestimmten Stellen an das Endothel
der postkapilliren Venolen binden und den Kreislauf verlassen konnen.'*"'”

Zusétzlich scheint CD44 die Extravasion von aktivierten T-Zellen in entziindliche Regionen zu
ermdglichen.” Wie oben bereits beschrieben, ist CD44 ein Rezeptor fiir Hyaluronsdure. Durch
die Bindungsaffinitdt ermoglicht CD44 Zellen von ihrer urspriinglichen Stelle zur HS zu
migrieren.'”* Die Verbindung des intrazelluliren Teils von CD44 mit dem Zytoskelett lisst
auBBerdem eine Regulation der Hyaluronbindungsfiahigkeit zu (s.1.3.3.). Jedoch vermag CD44
HS nicht nur zu binden’, sondern sich auch am Abbau dieses Molekiils zu beteiligen.’’ CD44
kann sich auch an andere Molekiile der extrazelluldiren Matrix binden, so sind Kollagen, Lami-
nin und Chondroitin - 4 - sulfat als mogliche Liganden fiir CD44 nachgewiesen worden.'**
Weiterhin besteht auch die Moglichkeit von Bindung der CD44 - Molekiile untereinander.
CD44 v10 wird von anderen CD44 - Molekiilen erkannt. So kénnen Zell - Zell -Interaktionen

11
entstehen.''®

1.3.6 CD44 - Bedeutung in der Tumorbiologie

Die Beteiligung von CD44 an der Fahigkeit der Lymphozyten, den Blutfluss zu verlassen,
durch GefiBwidnde zu wandern und sich im Lymphknoten festzusetzen und dort zu vermeh-
ren, scheint unbestritten gesichert. Eine Bedeutung fiir CD44 in der Tumorbiologie konnte
1991 von Giinthert et al im Rattentumormodell nachgewiesen werden. Dieser Arbeitsgruppe
gelang es durch Transfektion einer nicht metastatischen Zelllinie (BSp73AS) eines Pankreas-
adenokarzinoms mit CD44v-cDNA Metastasierung iiber das Lymphsystem zu induzieren.’
Weitere Studien zeigten, dass Antikorper gegen variante Formen von CD44 die Absiedlung
von Metastasen und auch die physiologische Aktivierung von Makrophagen verhindern konn-
te. ®'*’ Die Erkenntnis, dass ein einziges Molekiil in der Lage war, metastatisches Potential auf
nicht metastasierende Tumorzellen zu iibertragen bzw. AK gegen dieses Molekiil Metastasie-
rung verhindern konnten, fiihrte zu weiteren Nachforschungen, die die Bedeutung des Mole-
kiils fiir die menschlichen Tumoren kldren sollten. In vielen Karzinomtypen kann CD44 nach-
gewiesen werden, doch ist die Bedeutung der Ausbildung dieses Molekiils nicht fiir alle Tu-

mortypen gleich.'® Tatsichlich zeigte sich, dass in Haut- und Hirntumoren die Bildung von
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95,141

Metastasen nicht abhingig von CD44v war. In Melanomen jedoch korreliert die Prasenz

von CD44v mit der Malignitit der Tumoren.*’**>'*

Besondere Bedeutung zeigte die Variante v6 fiir das Kolonkarzinom. Hier konnte diese Vari-
ante in allen malignen Veréinderungen nachgewiesen werden.”"">"'*

Auch beim Magenkarzinom ist die Verteilung der Varianten von Bedeutung. Wihrend v5 im
Siegelringzellkarzinom exprimiert wird, ist v6 ausschlieflich dem Karzinom vom intestinalen
Typ vorbehalten.”®**¢140:149

Die Bedeutung von CD44 ist fiir den Menschen also nicht so eindeutig festzulegen, wie fiir das
Rattenmodell. CD44 kann auf metastasierenden Zellen vorhanden sein, seine Prasenz jedoch ist

keine Grundvoraussetzung fiir metastatisches Verhalten.

1.3.7 CD44 - Bedeutung beim Mammakarzinom

Ebenso widerspriichlich wie die Aussagen zur Rolle von CD44 fiir die Metastasierung mensch-
licher Tumoren im Allgemeinen stellt sich die Bedeutung dieses Molekiils fiir das Mammakar-
zinom im Besonderen dar. Manche Forscher konnten eine Beziehung zwischen Entdifferenzie-
rung der Tumoren und der Uberexpression von CD44 Varianten herstellen.** Hinweise, dass
CD44 ein unabhingiger Prognosefaktor sei, ergaben sich nicht. Andere Autoren beschreiben
eine Korrelation von v6 mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen und wiesen nach,
dass v6 ein unabhéngiger Pridiktor fiir die Prognose sei.”” Dem widersprechen die Daten wei-
terer Forschungsgruppen, die zwar eine Beziehung zwischen CD44s sowie 9v und Tumorgro-
Be und Grading herstellen konnten, jedoch keine CD44 Varianten als unabhingige prognosti-
sche Marker entdeckten.”** Weitere Arbeitsgruppen sehen zwar einen Zusammenhang von
CD44 mit metastatischem Verhalten von Mammakarzinomen, treffen aber keine genauen Aus-
sagen iiber Korrelationen.” Nachgewiesen werden konnte jedoch, dass bereits in frithen Sta-
dien der Tumorprogression eine Anderung des Expressionsmusters bei Brustkrebs eintritt.’
Eine weitere Bedeutung fiir den zukiinftigen Einsatz von CD44 Markern wird in der Beurtei-
lung verdichtiger pramaligner Verinderungen gesehen.'”” Weitere Untersuchungen der ge-
nauen Vorgédnge an CD44 - Rezeptoren bei der Tumorprogression wurden von Bourguignon
et al. durchgefiihrt. Hier gelang der Nachweis, dass bestimmte Kinasen die CD44v - Interakti-
on mit Ankyrin, die mit der metastatischen Zellmigration zusammenhéngt, zu modifizieren

vermogen.”"?
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2. Problemstellung

Das Ziel dieser Untersuchungen besteht darin, eine Beziehung zwischen bereits prognostisch
angewandten Faktoren und dem CD44 Adhidsionsmolekiil aufzuzeigen und die Rolle von
CD44 beziiglich der Prognose des Mammakarzinoms zu priifen. Dazu mussten zunichst am

vorhandenen Kollektiv die typischen Tumoreigenschaften dargestellt werden.

2.1 Proliferationsmarker MIB1, Ostrogen- und Progesteronrezeptor beim Mammakarzinom

MIB1

Wie eingangs erwidhnt, ist die unkontrollierte Proliferation maligne entarteter Zellen nicht nur
Charakteristikum eines Tumors, sondern auch Voraussetzung fiir infiltratives Wachstum. Mit
dem monoklonalen Proliferationsmarker MIB1 wurden in den Tumoren die Zellen nachgewie-
sen, die sich in der G1-, S-, G2- und M-Phase des Mitosezyklusses befinden. Dies wurde dann

mit den klinisch ermittelten Daten des Krankheitsverlaufes verglichen.

Hormonrezeptoren

Die klinische und prognostische Bedeutung des Ostrogen- und Progesteronrezeptors wurde im
Kapitel 1.2.4 bereits ausfiihrlich dargestellt. Die Ergebnisse des immunhistochemisch nach
Remmle et al."”’ durch die anti -Progesteronrezeptor - Antikorper (mPR1) und anti - Ostro-
genrezeptor — Antikorper (1D5)-Féarbungen ermittelten Hormonrezeptorstatus wurden mit den

Tumoreigenschaften und prognostischen Faktoren in Beziechung gesetzt.

2.2 CD 44- Isoformen beim Mammakarzinom

CD44 und seine Varianten wurden als wichtige Adhédsionsmolekiile bei der zielgerichteten Be-
wegung von Lymphozyten in und aus Geweben und Gefilen erkannt. Der Nachweis von
CD44 auch auf anderen Geweben, insbesondere auf Tumorzelloberflichen, gab Anlass zur
Spekulation iiber die Beteiligung dieses Oberflichenmolekiils an der erfolgreichen Metastasie-
rung von Tumorzellen. Erste Analysen bei Darmtumoren sowie beim Retinoblastom zeigten
eine signifikante Verbindung zwischen Metastasierungsverhalten, Prognose und CD44 - Ex-
pression. Es folgten Studien an diversen Karzinomen, insbesondere auch am Mammakarzinom.

Doch bis heute sind die Ergebnisse der verschiedenen Forschungsgruppen widerspriichlich.
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Das mag an der geringen Fallzahl und geringen Nachbeobachtungszeit der meisten dieser Stu-
dien liegen. Die vorliegende Arbeit vergleicht jedoch die Expression von CD44 - Standard und
seinen Varianten mit den klassischen prognostischen Faktoren und dem klinischen Verlauf an

einem Kollektiv von 266 Patientinnen mit einer Nachbeobachtungszeit von mehr als 10 Jahren.

2.3 CD44-Antikorper und Paraffinmaterial

Standardisierte immunhistochemische Féarbemethoden und - protokolle lagen bis dato nur fiir
cryopriservierte Gewebeproben vor, obwohl die Paraffingingigkeit der meisten Antikdrper
gegen das CD44 - Antigen bereits beschrieben wurde. Die Herausforderung bestand also zu-
nichst darin, geeignete Antikdrper aus einem grof3en Pool von Angeboten zu selektieren und
ein angemessenes Protokoll sowohl fiir die Vorbehandlung der Paraffinschnitte als auch den

eigentlichen Féarbeprozess zu finden.

2.4 CD 44, prognostische Faktoren und klinischer Verlauf

Die so gewonnenen immunhistochemischen Préparate werden dann beziiglich ihrer Farbequan-
titdt und - qualitdt nach einem fiir dieses Kollektiv entwickelten Auswertungsschema beurteilt.
An diese Datenevaluation schliefit sich der statistische Vergleich mit den bereits am Patien-

tengut erhobenen klassischen prognostischen Daten und dem klinischen Verlauf an.
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3. Material und Methode

3.1 Patientenauswahl

Die in dieser Arbeit analysierten Gewebeproben stammen von Patientinnen, die in der Frauen-
klinik des Universitidtsklinkkums GieBBen wegen eines invasiven Mammakarzinoms zwischen
1982 und 1992 behandelt wurden. Insgesamt liegen von 266 Fillen in Kooperation mit der
onkologischen Ambulanz (PD Dr. K. Miinstedt) komplette klinische Verldufe {iber einen Beo-

bachtungszeitraum von bis zu 13 Jahren vor.

3.2 Tumormaterial

Bei dem Tumormaterial handelt es sich um 255 invasive Mammakarzinome und 60 Carcinoma
in situ von verschiedenem histologischen Typ. Das asservierte Tumormaterial besteht aus 460
Formalin fixierten und in Paraffinblocke eingebetteten Gewebeproben. Einige Tumoren sind in
mehreren Paraffinblocken dokumentiert, in einigen Féllen sind mehrere Blocke mit LK — Me-
tastasen vorhanden. Von 79 Fillen liegen flir diese Arbeit somit sowohl Primirtumor als auch
Lymphknotenmetastasen zur Untersuchung vor, in 159 Fillen nur der nodal - negative Primér-
tumor, 17 mal nur die Lymphknotenmetastasen. Von einem Fall existiert ausschlieBlich eine

Lebermetastase.

3.3 Préparate
Vor der weiteren Behandlung mit verschiedenen Techniken wurden von jedem Paraffinblock
auf einem Leica-Mikrotom Schnittprdparate von ca. 2 um Dicke angefertigt, auf Poly-L-

Lysin beschichtete Objekttrager gebracht und 12 h bei 36°C getrocknet.

3.4 HE -, PAS -, Alcian - Farbung
Zur Vorbereitung fiir diese drei Farbungen wurden die Priparate fiir 10 min in reinem Xylol
entparaffiniert und anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe je zweimal mit 100%igem,

95%igem und 70%igem Alkohol sowie Aqua dest. rehydriert.

Die HE-Férbung erfolgte 7 min in Hidmalaun und nach 10 miniitigem Spiilen mit Leitungs-

wasser in Eosin - Losung (4 min ).
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Fiir die Alcian-Fiarbung wurden die Objekttrager zundchst mit 1%iger Essigsdure behandelt,

danach 10 min in Alcian-Blau und nach Spiilen in Aqua dest. 5 min mit Kernechtrot gefarbt.

Bevor die Priparate fiir die PAS-Farbung 13 min in Schiffsches Reagenz und zur Gegenfir-
bung 5 min in Himalaun eingebracht werden konnten, wurden sie mit 1%iger Perjodsdure be-
handelt. Nach Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (verwendete Konzentrationen s.o.)
und Eintauchen der Objekttrager in Xylol wurden die Préparate mit Diatex ® und Deckgli-

schen fixiert.

3.5 Klassifikation und Grading der Tumoren
Die solchermal3en gefarbten Préiparate dienten der Klassifikation sowie dem Grading der Tu-
moren. Dabei wurde folgendes Klassifikationsschema verwendet. Zunichst erfolgte eine Zutei-

lung zu einer der Gruppen

1. duktales Karzinom,
2. lobuldres Karzinom,

3. Sonderformen.

In einem weiteren Schritt wurden die Tumoren einer genaueren Klassifizierung innerhalb dieser
Gruppen unterworfen, um auch typische Wachstumsmuster und Zellanordnungen beriicksichti-
gen zu konnen. Die duktalen Karzinome wurden nun nach szirrhdsen, papillotubuldren, solid-
tubuldren, solid-medulldren und sarkomatdsen Formen unterschieden. Das lobuldre Karzinom
teilte sich in den klassischen, pleomorphen und tubulolobulidren Typ. Als Sonderformen wur-
den tubulidre, kribriforme, mucindse und papilldre Karzinomformen zusammengefasst.

Das Grading der Tumoren folgt dem Schema nach Scarff-Bloom-Richardson, das drei ver-
schiedene Grade der Malignitdt festlegt. Grad 1 weist hierbei nur eine geringe Zahl von Mito-
sen, eine geringe Kernpolymorphie sowie einen vergleichsweise hohen Grad der tubuldren
Driisendifferenzierung auf. Grad 3 dagegen zeichnet sich durch eine hohe Mitoserate, eine
ausgepriagte Kernpolymorphie sowie eine niedrige Differenzierung aus. Ein Grading von 2

nimmt eine Mittelstellung zwischen den beiden genannten Extremen ein (s. Absatz 1.2.1).
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3.6 Immunhistochemische Farbungen
Diese Farbemethoden dienen der Darstellung von Oberflichenantigenen durch Antigen-

Antikdrper- Bindungsreaktionen.

3.6.1 Vorbehandlung der Préaparate

Um immunhistochemische Farbungen zu ermoglichen, bediirfen die Préparate einer Vorberei-
tung:

Die Paraffinschnitte wurden zunéchst jeweils 10 min in Xylol, Aceton und ein Aceton/ Trispuf-
fergemisch (1:2) getaucht, um sie zu entwachsen. Die Epitope an der Zelloberflache der ge-
schnittenen Préparate sind trotz dieser Entparaffinierung in Xylol nicht frei fiir die Reaktion
mit Antikorpern, da sich bei der Formalinfixierung Methylbriicken zwischen den verschiedenen
Oberflichenantigenen ausbilden.”® Den geschnittenen und entparaffinierten Priparaten muss,
um diese vorhandenen Bindungen zu 16sen, Warmeenergie zugefiihrt werden.

Wihrend der iiblichen Behandlung in Wasserbad oder Mikrowelle 16sten sich die Tumorschnit-
te, insbesondere solche, die Verkalkungen enthielten, zu einem Grof3teil von den noch verwen-
deten normalen Standardobjekttragern ab und gingen so flir die weitere Untersuchung verlo-
ren. Zundchst musste ein Protokoll gefunden werden, welches ein zuverldssiges Ergebnis mit

geringer Verlustrate ermoglichte. Tabelle 3 zeigt die verwandten Methoden und ihre Ergebnis-

se.
Tab.3 Vorbehandlungsmethoden und ihre Ergebnisse
Methode Dauer Farbeergebnis Verluste
Mikrowelle 3 min schwach keine
6 min mittel 9 von 10
9 min stark 9 von 10
12 min - alle
3*2 min stark 1 von 10
6*2 min stark 3 von 10
Wasserbad 10min schwach 2 von 10
15 min schwach 4 von 10
20 min stark 7 von 10
25 min stark 7 von 10
30 min stark 9 von 10
Autoklav - alle
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Die Testung verschiedener Erwiarmungszeiten und Intervalle ergab die niedrigste Ablosungsra-
te bei gleichzeitig gut erhaltener Firbequalitit in der Mikrowelle. Die in Zitronensdure dqui-
librierten Priaparate wurden dreimalig bei 600 Watt fiir drei Minuten erhitzt; zwischen den Er-
warmungsintervallen wurde zum Schutz vor Verlusten die kochende Zitronensdure gegen kiih-

le ausgetauscht. Die Versuche wurden mit einer entsprechenden Positiv- und Negativkontrolle
durchgefiihrt.

3.6.2 Methoden

Nach der unter 3.6.1 beschriebenen Vorbehandlung standen die Praparate fiir die immunhisto-
chemischen Farbungen nach der APAAP bzw. DAB Methode bereit. Die Darstellung von An-
tigenen in Geweben und Zellen durch Immunfirbung ist ein dreistufiger Prozess, bei dem zu-
nichst ein Antikdrper an das nachzuweisende Antigen gebunden wird. Nach Reaktion des An-
tigen — Antikorperkomplexes mit einem sekundédren Reagenz (Link-Antikorper), das als Brii-
ckenantikorper zu einem Enzymchromogenkomplex dient, werden die Bindungen mit einer

Farbstoffreaktion sichtbar gemacht.

3.6.2.1 Antikorper

Die Antikérper wurden unter zwei verschiedenen Gesichtspunkten ausgewahilt.

Wihrend die Antikdrper gegen das Ki67-Ag ( = MIB1) sowie die Antikdrper gegen den Os-
trogen- bzw. Progesteronrezeptor der genaueren Beschreibung des zu untersuchenden Tu-
mormaterials dienten und bereits in der Routineuntersuchung der Mammakarzinome Verwen-
dung finden, entsprachen die monoklonalen CD44-Antikorper der Untersuchungseinheit und
sollten beziiglich ihrer Aussagen iiber das Mammakarzinom tberpriift werden.

Bei einer eingehenden Untersuchung der Paraffingingigkeit verschiedener CD44v- und
CD44s-Produkte mussten einige als ungeeignet verworfen werden, da sie trotz hoher verwand-
ter Konzentrationen, langen Inkubationszeiten und entsprechender Mikrowellenvorbehandlung
des Tumormaterials keine spezifischen Reaktionen im untersuchten Gewebe zeigten. Diese

Gruppe der Antikorper ist in Tabelle 4 wiedergegeben:
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Tab.4 Nicht-paraffingdngige Antikorper
Antikorper Clone Spezifitit Herkunft Verdiinnung

CD44 10-44 Standard U.Giinthert 1:10
CD44 25-32 Standard U.Giinthert 1:3

CD44V 11-10 Isoform v 4 U.Giinthert 1:5

CD44V 11-31 Isoform v 6 U.Giinthert 1:2

CD44V 11-09 Isoform v 6 U.Giinthert 1:2

CD44V VFF-7 Isoform v 6 Bender 1:10

CD44V VFF-9 Isoform v 7 Bender 1:10
CD49 EAl Integrin alpha 6 Dianova 1:10

Die in Tabelle 5 aufgelisteten Antikorper erwiesen sich als paraffingdngig und von zufrieden-

stellender Qualitét.

Tab.5 Paraffingdngige Antikorper
Antikorper Clone Spezifitit Herkunft Verdiinnung
BBAI0 2C5 Standard Biermann GmbH 1:100
BBAIll 3G5 Isoform v 3 Biermann GmbH 1:300
BBA13 2F10 Isoform v 6 Biermann GmbH 1:250
CD44V 11-24 Isoform v 9 U.Glinthert 1:5
CD44V VFF-8 Isoform v 5 Bender 1:500
MIBI Mibl Ki-67 Dianova 1:10
Progesteron 10A9 C-terminale Sequenz Dianova 1:50
Ostrogen 1D5 N-terminale Doméine Dako 1:100

3.6.2.2 APAAP- Methode

In weiteren Versuchen erwies sich die DAB- Methode fiir den MIB1- und die verschiedenen
CD44 - Antikorper als unterlegen. Die APAAP - Methode™ wurde dann bei diesen Antikor-
pern angewendet, wie es sich bereits bei cryopriservierten Proben empfohlen hatte. APAAP ist
ein Akronym flir alkalisch Phosphatase anti - alkalische Phosphatase. Die Préparate wurden
nacheinander sowohl mit dem - entsprechend der unten aufgefiihrten Rezeptur fiir RPMI (An-
hang 8.1) - verdiinnten Primérantikorper als auch mit verdiinntem Link - Antikérper (s.u.) und
mit dem APAAP - Komplex je 30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert und zwischen je-

der Inkubation viermal in Tris — Puffer (s. Anhang 8.2) gewaschen. Wiederholung der Inkuba-
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tionen mit Link und APAAP fiir je zehn Minuten dienten der Verstarkung der Reaktion. Tabel-
le sechs zeigt die entsprechenden Antikorper der APAAP — Technik.

Tab.6 Antikorper der APAAP - Technik
Verdiinnung in
Antikorper Clone Spezifitit Herkunft RPMI
APPAP AP7/6/7 AP Dako 1:50
LINK 7259 Kaninchen Anti Maus Dako 1:25

AnschlieBend wurden die Objekttridger unter stindigem Riitteln zur besseren Verteilung fiir 25
Minuten der Entwicklungslosung (s. Anhang 8.1) ausgesetzt.

3.6.2.3 DAB - Methode

Fiir die Ostrogenrezeptor - und Progesteronrezeptor - Antikdrperfirbung hat sich in der Rou-
tine bereits die DAB-Methode als glinstig erwiesen. Bei dieser Methode wird ein Enzymkom-
plex (Streptavidin — Peroxidase) durch eine Entwicklerlosung aus Diaminobenzydin-
tetrahydrochlorid ( DAB® ) sichtbar gemacht. Um unerwiinschte Kreuzreaktionen mit endo-
gener Peroxidase zu verhindern, wurden die nach dem unter 3.6.1 beschriebenem Verfahren
vorbehandelten Prédparate fiir 30 Minuten in 3%ige Wasserstoffperoxyd-Losung getaucht und
anschlieBend ausgiebig mit Tris - Puffer gespiilt. Es folgten je 30 miniitige Inkubationen mit
dem in BSA - Puffer verdiinnten Primérantikorper, dem biotinylierten Kaninchen - Anti — Maus
- Antikorper (Link) und der Streptavidin - Peroxidase (Enzymkomplex). Zwischen den einzel-
nen Schritten wurde stets viermal mit Tris - Puffer gespiilt. Zur Entwicklung wurden die Ob-

jekttrager acht Minuten mit DAB®-Losung beschichtet.

3.6.3 Gegenfirbung und Eindecken
Im Anschluss an die oben beschriebenen Férbeschritte wurde bei beiden Methoden eine Gegen-

farbung mit Hdmalaun fiir 45 Sekunden vorgenommen. Daraufthin wurden die Priparate mit

Glycergel® (DAKO) und Deckgldschen bedeckt.



28

3.7 Auswertverfahren (Datenevaluation)
Um den verschiedenen Reaktionsmodalitdten gerecht zu werden, bedurfte es filir die verschie-

denen Antikdrpergruppen unterschiedlicher Verfahren der Auswertung.

3.7.1 Ermittlung des immunreaktiven Score (IRS) von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren
Zur Bewertung der Hormonrezeptoren konnte das modifizierte Verfahren zur Ermittlung eines

134 Dabei wurden sowohl

immunreaktiven Score nach Remmle und Stegner Anwendung finden.
die liberwiegend vorliegende Intensitdt (SI) der Farbereaktion als auch der Anteil positiver
Zellen pro Préparat (PP) berticksichtigt. Die Bestimmung dieser beiden Modalitdten unterliegt
der subjektiven Schitzung des Untersuchers, jedoch soll die Einschidtzung des SI anhand des
Vergleichs mit einer Positivkontrolle erfolgen (Abbott — Kit®). Codierung beider Informatio-
nen (SI und PP) in Kategorien von null bis drei (vier) und Multiplikation dieser ergeben den

aussagekriftigen Endwert (Score) zwischen null und zwolf.

3.7.2 Beurteilung von MIB1

Zur Beurteilung der Mitoserate der Tumoren wurde die MIB-1-Immunreaktion herangezogen
(1.2.1). Die Anzahl der positiven Zellen, das hei3t in Teilung befindlicher Zellen, wurde in vier
an verschiedenen Stellen des Tumors liegenden high-power-fields (HPF) ausgezihlt ebenso wie
die Gesamtzahl der in den HPF vorliegenden Zellen. Aus diesen Zahlen wurde dann der Pro-
zentsatz positiver Zellen auf alle vorliegenden Zellen berechnet, im Schnitt ca. 250 Tumorzel-

len. AnschlieBend wurde die Wachstumsfraktion wie in Tabelle 7 eingeteilt:

Tab.7 Beurteilung der MIB-1-Immunreaktion
Anzahl pos. Zellen im HPF |  Score

0-15% 0

15 - 50% 1

50 - 100% 2

3.7.3 Beurteilung der CD44 - Reaktion
In die Beurteilung der CD44-Reaktion gingen Intensitdt, Anteil positiver Zellen sowie Ort der
Immunreaktion ein. Die Einteilung der Intensitét erfolgte in drei Gruppen:

keine Reaktion (= null), schwache Reaktion (= eins) und starke Reaktion (= zwei).



29

Der Anteil der positiven Zellen wurde daraufthin abgeschétzt, ob er negativ war, unter fiinf % -
also fokal positiv, zwischen fiinf und 75% (heterogen positiv) oder iiber 75% lag ( homogen

positiv) und dementsprechend mit null, eins, zwei oder drei bewertet.

3.7.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des Datenverarbeitungsprogramms SPSS™. Neben
der Kaplan - Meier — Analyse der Uberlebensdaten erfolgte die Statistik mittels Chi-Quadrat-
Test (Pearson), ggf. mit Fisher’s Exact-Test bei kleinen KollektivgroBBen. Die fiir verschiedene
Tests notwendige Einteilung erfolgte nach Klassifikationsstufen, die in den vorhergehenden
Kapiteln dargestellt wurden. Zusdtzlich wurden die Tests auch an dichotomisierten Daten
durchgefiihrt, z.B. durch Gleichsetzung von null und eins (= null) sowie von zwei und drei (=
eins). Zur multifaktoriellen Analyse des Kollektivs wurde mit Spearmans Korrelationen und der

Coxschen Regressionsanalyse gearbeitet.
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4. Ergebnisse

4.1  Deskription des Mammakarzinomkollektivs

Es wurden fiir diese Studie 250 Patientinnen mit invasivem Brustkrebs nachbeobachtet, wobei
der mittlere Beobachtungszeitraum sechseinhalb Jahre betrug. Minimal wurden die Patientin-
nen zwei Jahre nachkontrolliert, maximal 13 Jahre. Zur Beschreibung des Patientenkollektivs
wurden zunichst das Alter der Patientinnen bei Studienbeginn und Studienende sowie die U-

berlebenszeit deskriptiv statistisch ermittelt (Tabelle 8).

Tab.8 Patientinnenalter und Uberlebenszeitraum
Mittelwert Minimum | Maximum
Alter bei Studienbeginn (Jahre) 58,237 21,88 86,04
Alter bei Studienende (Jahre) 64,023 22,56 92,15
Uberlebenszeitraum (Monate) 69,438 2,89 157,97

Von den Patientinnen waren bei Diagnosestellung 26 % pramenopausal, 13,2 % perimenopau-
sal und 60,8 % postmenopausal. Wahrend der Studiendauer erlitten 85 Patientinnen ein Tu-
morrezidiv. Zusétzlich wurde liberpriift, ob die Patientinnen bei Studienende lebten oder ver-
storben waren, wobei die Verstorbenen unterteilt wurden in Patientinnen, die durch das Karzi-

nom verstarben und solche, die durch andere Erkrankungen ablebten (Tabelle 9).

Tab.9 Uberleben und Tod wihrend der Studie
Anzahl Prozent
Pat. hat liberlebt 157 62,80
Pat. ist verstorben 93 37,20
davon am CA verstorben 72 28,80

4.1.1 Allgemeine Klassifikation, Grading und pTNM

Die Ergebnisse der allgemeinen Klassifikation sind in Abb. 3 graphisch veranschaulicht. Im hier
vorliegenden Kollektiv lieBen sich unter den Primdrtumoren 205 duktale und 22 lobulire Kar-
zinome sowie 28 Sonderfille klassifizieren. Zusatzlich fanden sich 60 Carcinoma in situ, die

neben den invasiven Tumoren bei einzelnen Patientinnen vorlagen, ferner 79 Lymphknotenme-

tastasen (Abb.3).



31

Abb.3 Haufigkeiten der allgemeinen Klassifikation
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Das einheitlich neu durchgefiihrte Tumorgrading erfolgte nach der unter 3.5 beschriebenen
Methode und fiihrte zu den in Tabelle 10 gezeigten Ergebnissen:

Tab.10 Haufigkeiten der Tumorgrade
Haufigkeit %
Gl 44 17,3
G2 131 51,3
G3 80 314
Gesamt 255 100

Die pTNM Klassifikation wurde aus den pathologischen Originalunterlagen iibernommen und

lag im Patientenkollektiv wie in Tabelle 11 und 12 vor:

Tab.11 Haufigkeit der Tumorgréf3en
Hiufigkeit )
pT, 73 29.9
pT: 130 53,3
pTs 16 6,6
pT,4 25 10,2
Gesamt 254 100




32

Tab.12 Haufigkeiten des Nodalstatus
Hiufigkeit %
PNy 119 49,8
pN: 104 43,5
pN2/3 16 6,7
Gesamt 239 100

Fernmetastasen waren zum Zeitpunkt der Diagnose bei 16 Patientinnen dokumentiert. Wie
unter 1.2.4 beschrieben, gehort auch der Befall der Haut zu den klassischen Prognosefaktoren
und korreliert iiberzufillig hiufig mit einem schlechten Krankheitsverlauf. Die iiberwiltigende
Mehrzahl der Patientinnen dieses Kollektiv zeigten keinen Befall der Haut, knapp 8 % zeigten

eine Hautinfiltration (Tabelle 13):

Tab.13 Haufigkeit des Hautbefalls

Hiufigkeit | Prozent

kein Befall 226 91,9

exulzerierter Tumor 9 3,7

Befall des M. pectoralis 3 1,2

M.Paget der Mamille 6 2,4

mikroskop. Befall der Haut 2 0,8

Gesamt 246 100

Der Einbruch in Lymph — und Blutgefdf3e ist ein Zeichen fortgeschrittenen infiltrativen Wachs-

tums und fand sich in einer Verteilung entsprechend Tabelle 14.

Tab.14 Verteilung von Lymph- und Hiamangiosis carcinomatosa
Lymphangiosis carcinomatosa Héamangiosis carcinomatosa
Haufigkeit Prozent Haufigkeit Prozent
Ja 103 422 3 1,2
Nein 141 57,8 241 98,8

4.1.2 Spezielle Histomorphologie

Wie unter 1.2.2. beschrieben, lassen sich die Tumoren neben der allgemeinen Klassifizierung

zusitzlich nach histomorphologischen Gesichtspunkten in Untergruppen einteilen. Threr Mor-
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phe nach wurden die Tumoren diesen Kollektivs in zwolf Subtypen unterteilt, die in der fol-
genden Tabelle aufgefiihrt sind. Zusétzlich sind die Haufigkeiten entsprechend ihres Vorkom-
mens angegeben (Tabelle 15):

Tab.15 Haufigkeiten der verschiedenen histologischen Typen
Subtyp Haufigkeiten in Prozent
szirrhos 68 27,6

papillo - tubuléir 60 24.4
solid - tubular 26 10,6
solid -medullir 43 16,9
metaplastisch 2 0,8

lobulir,klassisch 11 4.3

lobuléir,pleomorph 17 6,7
tubulir 10 3.9
kribriform 7 2,8
mucinos 4 1,6
papillir 1 0,4

Um aussagekriftige Fallzahlen zu erreichen, wurden die oben beschriebenen Wachstumsfor-
men weiterhin unter Beriicksichtigung ihrer engeren Verwandtschaft wie folgt zusammenge-
fasst: Papilldre und papillo-tubulire Wachstumsformen wurden zu einer Entitdt zusammenge-
fasst, ebenso tubuldre und kribriforme. Die {iberwiegend solid strukturierten Tumorarten wur-
den summiert, ebenso die beiden lobuliren Tumorklassen. Die wenigen sarkomato-
sen/metaplastischen Karzinome wurden den szirrhosen Wachstumsformen zugefiigt, die Hau-

figkeiten sind in Tabelle 16 wiedergegeben:

Tab.16 Haufigkeit von Wachstumsformen engerer Verwandtschaft

Subtyp Haufigkeiten Haufigkeit in Prozent

szirrhos / metaplastisch 70 28,1

papillo - tubuléir/ papillir 61 24,5

solid - tubulidr/ -medulliir 69 27,7

lobuléir 28 11,2

tubulér/kribriform 17 6,8

mucinos 4 1,6

Gesamt 249 100




34

4.1.3 Korrelationen zu prognostischen Faktoren

Bei dem Vergleich der Wachstumsformen mit den klassischen prognostischen Faktoren zeigte
sich eine hochgradig signifikante Korrelation der differenziert hdher einzustufenden
Wachstumsmuster zu niedrigem Grading (rho=0,473; p<0,01), dem Hormonrezeptorstatus
(rho=0,198; p<0,001), geringer Expression des Proliferationsmarkers MIB1 (rho=0,185;
p<0,01) sowie signifikante Korrelationen zu geringem Nodalstatus (rho=0,153; p<0,05) und
geringer TumorgroBe (rho=0,153; p<0,05).

4.1.4 Korrelationen mit Uberlebensfunktionen

Um die Zuverldssigkeit der erhobenen Daten weiterhin zu priifen, wurden sowohl die
morphologischen Daten als auch die bekannten prognostischen Faktoren in Bezug auf ihren
Aussagewert fiir die Uberlebensfunktionen getestet. Hier zeigten sich hochsignifikante
Korrelationen zwischen den Uberlebensdaten und Grading (rho=0,214; p<0,01), Nodalstatus
(tho=0,341; p<0,01) und TumorgréBe (rho=0,288; p<0,01). Dementsprechend driicken sich

auch die oben genannten Daten in der Kaplan-Meier-Analyse aus:

Abb.4: Kaplan-Meier-Kurven der klassisch prognostischen Faktoren in 250 Féllen von

Brustkrebs
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Korrelationen liefen sich auch zwischen den histologischen Typen mit hoher Differenzierung
und langer rezidivfreier Zeit (rho=0139; p<0,05) sowie langer Uberlebenszeit nachweisen

(tho=0,128; p<0,05).

42  Proliferationsmarker MIB1, Ostrogen - und

Progesteronrezeptor

4.2.1 MIBI

Die Bedeutung des MIB1 AK wurde bereits in Kapitel 1.2.3 dargestellt. In diesem Kollektiv
fanden sich nur etwa 1/5 der Tumoren mit ihrer Wachstumsfraktion unterhalb der 15 % Gren-
ze. Tabelle 17 gibt die gruppierten Haufigkeiten sowie die entsprechenden Prozentzahlen wie-
der.

Tab.17 Haufigkeit von MIB 1 Gruppierungen im Kollektiv

MIB1 Haufigkeit %
<15% 50 22,1
15 - 50% 165 73
>50% 11 4.9
Gesamt 226 100

Diese Ergebnisse wurden dann mit den klassischen Prognosefaktoren, dem histologischen Ty-
pus und den Uberlebensdaten in Beziechung gesetzt. Es liegen statistisch signifikante inverse
Korrelationen von MIB 1 zum Alter der Patientinnen bei Studienbeginn (rho= -0,159; p<0,05)
sowie zur Uberlebenszeit (rho= -0,179; p<0,01) vor. Statistisch hochsignifikant ist ferner die
Korrelation von hohen MIB 1 Werten zum karzinominduzierten Tod (rho=0,185; p<0,01).
Beziiglich der klassischen Prognosefaktoren finden sich jeweils hochsignifikante Zusammen-
hinge zum Nodalstatus (rho=0,209; p<0,01), TumorgroBe (rho=0,227; p<0,01) und Grading
(tho=0,336; p<0,01). Es besteht eine inverse Korrelation zum Ostrogenrezeptorstatus (rho=-
0,168; p<0,05). Die Korrelation zur Progesteronrezeptorexpression war statistisch interessan-
terweise nicht signifikant. Auch zwischen niedrig differenzierten Wachstumsformen und hohem
Anteil an MIB 1- positiven Zellen besteht eine hochsignifikante Korrelation (rho=0,185;
p<0,01).
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4.2.2  Ostrogen - und Progesteronrezeptor

Das vorhandene Tumormaterial wurde mit den unter 3.6.2.1 beschriebenen kommerziell erhilt-
lichen Ostrogen- und Progesteronrezeptor Antikorpern gefirbt.

Das Ergebnis waren nukledre Anfirbungen, die in ihrer Qualitdt mit internen (unverénderten
duktalen Epithelien) und externen Positivkontrollen vergleichbar waren. Die Tabelle 18 gibt

die Expressionsverteilung der Steroidhormone innerhalb dieses Kollektivs wieder:

Tab.18 Expressionsverteilung der Steroidhormone

PR - IRS | Hiufigkeit | % || ER-IRS | Hiufigkeit | %
0 107 47,6 0 123 54,7

1 17 7,6 1 13 5,8

2 18 8 2 1 6,2

3 2 0,9 3 11 4,9

4 14 6,2 4 18 8

6 27 12 6 23 10,2

8 7 3,1 8 10 4,4

9 16 7,1 9 3 1,3

12 17 7,6 12 10 4.4
Gesamt 225 100 Gesamt 225 100

Zwischen dem Hormonrezeptorstatus und dem Alter ist statistisch auf dem 5% Niveau ein in-
verser Zusammenhang zu sichern (rho=0,137; p=0,042), ebenso besteht eine Korrelation zum
Menopausenstatus sowie der Hormonrezeptoren (rho=0,77; p<0,01) untereinander. Die ge-
genldufige Beziehung zum Grading ist hochsignifikant (rho=0,343; p<0,01), zu den hochdiffe-

renzierten Wachstumsformen besteht eine geringere Korrelation (rho=0,16; p<0,01).

4.3 CD44 - Isoformen

Die unter 3.6.2.1 genannten Antikérper gegen CD44 wurden am gesamten Kollektiv analy-
siert. Dabei entfielen aufgrund der schlechten Paraffingéingigkeit die in Tabelle 4 aufgefiihrten
Marker. Hier konnten trotz hoher Konzentrationen des Primdrantikorpers und langen Vorbe-
reitungszeiten in der Mikrowelle entweder keine ausreichenden Anfarbungen erzielt werden
oder es zeigten sich unspezifische Anfirbungen des Stromas. Mit den AK der Tabelle 5 konn-
ten einwandfreie Féarbeergebnisse erzielt werden. Betrachtet wurde neben der Verteilung der
CD44 - Molekiile im Tumor auch die Expression in Lymphknotengewebe und im in situ Karzi-
nom. Die Anfirbungen waren sowohl fiir die invasiven Tumoren als auch fiir die Lymphkno-
tenmetastasen ausgesprochen heterogen. So fanden sich neben vollstdndig negativen Tumoren

auch iiberwiegend positiv reagierende Tumoren sowie gering und stark reagierende Fille.
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Auch die Carcinoma in situ zeigten kein einheitliches Expressionsmuster. Beispiele fiir die Im-

munreaktivititen sind in Abbildung 5 gezeigt.

Abb.5: CD 44 Isoformen bei invasiven und in situ Mammakarzinomen

Die Immunreaktion stellt sich rotfarbig dar.

A:

CD 44s (BBA 10) wird von diesem metaplastischen Karzinom intensiv expri-

miert.(APAAP, x 80)

Neben invasiv lobulidren Karzinomanteilen exprimiert auch das in situ Karzinom mit
pagetoidem Ausbreitungsmuster innerhalb der aufgeweiteten Gangstrukturen

CD44v3.(APAAP, x 80)

Zeigt die Ubersicht eines stark CD44v5 positiven invasiven duktalen Karzi-

noms.(APAAP, x 80)

Das Expressionsmuster von CD44v6 am Beispiel eines duktalen in situ Karzinoms.

(APAAP, x 160)

Zeigt die Ubersicht eines heterogen CD44v6 exprimierenden Tumors von invasiv - lo-
buldrem Typ mit den typischen gidnsemarschartig angeordneten Tumorzellen. (APAAP,

x 80)

In diesem invasiven Karzinom vom kribriformen Typ zeigt sich die Expression von
CD44v9 an den basalen, dem Stroma zugewandten Polen der Tumorzellen. (APAAP, x
80)
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4.3.1 Standardform CD44s

Der AK BBA 10 gegen das CD44-Standardmolekiil zeigt wenig zytoplasmatische Reaktion,
angefarbt wurde vor allem die dem Bindegewebe zugewandte Seite der Brustdriisenzellen mit
basolateraler Betonung. Wie Tabelle 19 zeigt, findet sich CD44s in fast allen Tumoren,
Lymphknoten und Carcinoma in situ. Die meisten Tumoren exprimieren CD44s jedoch hetero-
gen. Rein positive und rein negative Tumoren sind selten.

Es lieB sich eine deutliche Korrelation zwischen der Expression von CD44s im invasiven Tu-
mor und korrespondierenden Lymphknoten nachweisen. Eine Korrelation von Expression im
CIS zu der im Lymphknoten (Fallzahl n=17) bzw. von Expression im CIS und invasiven Karzi-

nom war statistisch nicht zu beweisen.

Tab.19 Haufigkeiten und Korrelationen von CD44s in verschiedenen Geweben
CD44s CIS Invasiver Tumor LK
Expression | Hiufigkeit % Hiufigkeit Y% Hiufigkeit Y%
0% 2 4,3 15 6,6 13 14,1
<5% 9 19,1 71 31,4 28 30,4
5-75% 27 57,5 120 53,1 34 37
> 75% 9 19,1 20 8,8 17 18,5
Gesamt 47 100 226 100 92 100
1 | 1 |
r=0,316; p=0,32; n =46 r=0,551; p<0,01;n=73

r=0,105;p=0,688; n=17
4.3.2 Variante Formen CD44-v

4.3.2.1 CD44v3

Die Verteilung der Expression der Variante v3 ist von der Standardform geringgradig ver-
schieden. Im Tumor und Lymphknoten liegen mehr negative bzw. schwach positive Félle vor
als stark positive. Die Verteilung in den in situ Karzinomen verschiebt sich jedoch zugunsten
der positiven Fille (Tabelle 20).

Eine statistisch relevante Korrelation liegt hier allerdings nur zwischen der Expression im Tu-

mor und in der korrespondierenden Lymphknotenmetastase vor.
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Tab.20 Haufigkeit und Korrelationen von CD44 v3 in verschiedenen Geweben
CD44 v3 CIS Invasiver Tumor LK

Expression | Haufigkeit Y% Hiufigkeit Y% Hiufigkeit Y%
0% 3 6,7 68 30,1 34 36,6
<5% 12 26,6 70 31 23 24,7
5-75% 27 60 69 30,5 23 24,7

> 75% 3 6,7 19 8,4 13 14
Gesamt 45 100 246 100 93 100

r=-0,082;p=0,601;n=43 r=20,569; p<0,0l;n="74
l |

r=-0,394;p=0,146; n= 15
Der AK BBAI1 gegen das v3 Epitop erzielte insgesamt eine geringe Farbeintensitét, jedoch
war diese zur Beurteilung der Expressionsquantitidt ausreichend. Es bestand vereinzelt eine
geringe zytoplasmatische Reaktion.
4.3.2.2 CD44v5
Der AK VFF 8 gegen die Variante 5 war der einzige AK, der eine deutliche zytoplasmatische
Reaktion hervorrief. Trotzdem war stets die Anfiarbung der Zellmembran von der zytoplasma-
tischen Farbung abgrenzbar.
Ahnlich wie bei der Variante v3 bestand hier nur eine signifikante Korrelation zwischen der
Expression von CD44v5 in Tumor und Lymphknotenmetastase. Die Verteilung des v5 Epitops
war in allen drei Geweben dhnlich, lediglich im CIS lag eine etwas geringere Zahl negativer

Tumoren vor.

Tab.21 Haufigkeit und Korrelationen von CD44v5 in verschiedenen Geweben
vS CIS Invasiver  Tumor LK
Expression | Haufigkeit Y Haufigkeit Y% Hiufigkeit )

0% 1 3 43 19,2 17 19,1
<5% 8 24,2 55 24,6 20 22,4
5-75% 19 57,6 95 42.4 37 41,6
> 75% 5 15,2 41 13,8 15 16,9
Gesamt 33 100 234 100 99 100

r=0,145;p=0,418;n=33

r=0,570; p<0,01; n= 68

r=0,211;p=0,558;n=10
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4.3.2.3 CD44v6

Der AK BBA 13 erwies sich als besonders zuverldssig, eine zytoplasmatische Reaktion fand
sich nicht. Hier zeigen sich statistische Signifikanzen zwischen den Verteilungsmustern der
Expression von CD44 v6 in CIS und invasivem Tumor sowie zwischen invasivem Tumor und
Lymphknotenmetastase. Das Verteilungsmuster in den verschiedenen Gewebepositionen des
Tumors dhnelt dem der beiden vorangegangenen Varianten. Auch hier erschienen im CIS we-
niger nicht-exprimierende Zellen vorzuliegen als im invasiven Anteil der Tumoren (Tabelle 22).

Tab.22 Haiufigkeit und Korrelationen von CD44v6 in verschiedenen Geweben

CD44 v6 CIS Invasiver Tumor LK
Expression Hiufigkeit % Hiufigkeit Y% Hiufigkeit Y%
0% 3 6 20 9 18 19,4
<5% 7 14 57 25,6 20 21,5
5-75% 24 48 100 448 36 38,7
> 75% 16 32 46 20,6 19 20,4
Gesamt 50 100 223 100 93 100

r=0,414;p=0,004;n=47 r=0,604;p<0,0l;n=73
l |

r=0,264;p=0,305;n=17

4.3.2.4 CD44 v9

Der AK gegen die Variante 9 (11-24) zeigte eine saubere Anfirbung der basolateralen Memb-
ranregionen, zytoplasmatische Reaktionen lagen nicht vor.

Auch hier ist, wie bei allen bereits beschriebenen Varianten, das Expressionsmuster sehr hete-
rogen. Es besteht eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem Verteilungsmuster von

CD44 v9 im invasiven Tumor und Lymphknotenmetastase.
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Tab.23 Haufigkeit und Korrelationen von CD44v9 in verschiedenen Geweben

v9 CIS Invasiver Tumor LK
Expression Hiufigkeit % Hiufigkeit Y% Hiufigkeit | %
0% 3 4,8 36 16,3 19 21,3
<5% 16 25,4 65 29,4 18 20,2
5-75% 37 58,7 80 36,2 28 31,5
> 75% 7 11,1 40 18,1 24 27
Gesamt 63 100 221 100 89 100
l | l |
r=0,194; p=0,148; n=58 r=0,650; p<0,01; n=67

r=0,2;p=0,148; n=21
Im Vergleich der dichotomisierten Daten fillt auf, dass sich das Verhéltnis positiver zu negati-
ven Tumoren in invasiven Tumorgeweben mit Ausnahme der Variante 3 stark dhnelt. Sowohl
im Primdrtumor als auch in den Lymphknotenmetastasen iiberwiegen die positiven Félle ( =
Tumoren mit mehr als 5% immunreaktiver Zellen). Rund 40% der Tumoren sind demnach als
CD44 negativ zu werten, 60% als positiv. Das Verhéltnis von positiven zu negativen Tumoren
ist nur fiir die Variante v3 umgekehrt (Abbildung 6). In in situ Karzinomen sind die Expressi-
onsmuster dagegen filir alle Varianten und das Standardmolekiil gleich (Abb.6). Insgesamt lie-
gen hier ca. 10% mehr CD44 exprimierende Zellen vor als in den invasiven Tumoranteilen. Fiir
CD44v3 hat der Anteil der positiven Félle im invasiven Tumor dagegen um mehr als 30% im
Vergleich zum in situ Karzinom abgenommen, wohingegen sich das quantitative Verhéltnis der
Expression im Primdrtumor und Lymphknotenmetastase annédhernd entspricht. Diese Ergebnis-
se decken sich mit den Interkorrelationen, die in den Tabellen 19 bis 23 dargelegt wurden. Hier
lieBen sich signifikant gleichsinnige Interkorrelationen zwischen der Expression in invasivem
Tumorgewebe und Lymphknotenmetastasen darstellen, die Sonderstellung von CD44v3 konn-

te jedoch nicht bestétigt werden.
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Abb.6 Verteilung der CD44 - Isoformen in CIS, ICA und Lymphknoten
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Zwischen den CD44 - Isoformen zeigten sich in der Rang — Korrelationsanalyse nach
Spearman hochgradig signifikante Abhédngigkeiten bzw. Interkorrelationen, und zwar nicht
nur - wie zu erwarten - zwischen den Varianten und der Standardform, sondern auch der
einzelnen Varianten untereinander. Das heillit, wenn eine CD44 Isoform exprimiert ist, ist

auch die Wahrscheinlichkeit der Co — Expression anderer varianter Exons sehr hoch (Tab.

24).
Tab.24 Korrelationen zwischen CD44s und v in invasivem Tumorgewebe
CD44v3 | CD44 vS | CD44 v6 | CD44 v9 CD44s

CD44v3 |rho 0,449 0,55 0,518 0,502
Sig. p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
n 219 219 218 223

CD44v5 |rho 0,418 0,41 0,251
Sig. p<0,01 p<0,01 p<0,01
n 216 214 219

CD44v6 |rho 0,538 0,398
Sig. p<0,01 p<0,01
n 213 218

CD44v9 |rho 0,47
Sig. p<0,01
n 217
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Extrem deutliche und hochst signifikante Abhéngigkeiten der Varianten untereinander betrafen
die invasiven Karzinome und die Lymphknotenmetastasen (nicht gezeigt). Hatte die Variante
CD44v3 in der deskriptiven Statistik eine Sonderstellung mit vermehrt negativen Fillen einge-
nommen, korrelierte sie dennoch in der multivariaten Analyse mit den {ibrigen Isoformen, al-

lerdings auf niedrigem Expressionsniveau.

4.4.1 Korrelation von CD44 - Isoformen im invasiven Primédrtumor zu prognostischen Fakto-
ren

Die multifaktorielle Analyse der CD44 - Expression im invasiven Primadrtumor ergab im Ver-
gleich zu den klassischen Prognosefaktoren einige signifikante Korrelationen. Der Antikdrper
gegen v6 ergab eine inverse Korrelation mit der Tumorgréf3e sowie eine gleichsinnige Bezie-
hung zum Hormonrezeptorstatus (Tab.25) und dem Menopausenstatus. v6 war aulerdem mit
der tubuldren Wachstumsentitét signifikant assoziiert ( nicht gezeigt). Fiir die Expression des
Standardmolekiils sowie von v9 ergab sich eine schwache, inverse Korrelation zum Tumorsta-
dium. CD44s korrelierte invers mit MIB1 im Gewebe, d.h. geringe Expression von CD44s
ging mit erhohter proliferativer Aktivitdt einher. v3 korrelierte gleichsinnig zum Alter bei Tu-
morauftreten und zum Hormonrezeptorstatus.

Tab.25 Korrelation von CD44 im Primirtumor zu prognostischen Faktoren

CD44v3 |CD44v5 |CD44v6 |CD44v9 |CD44s
Alter rho 0,149
p 0,025
n 226
Menopause rho 0,149
p 0,026
n 215
OST rho 0,182
p 0,007
n 221
pT rho -0,156
p 0,02
n 222
Hormonrezeptor rho 0,168 0,15
p 0,014 0,028
n 216 214
MIB-1 rho -0,167
p 0,02
n 194
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Im Prinzip war die Expression von CD44s und Varianten ganz iiberwiegend mit giinstigen
prognostischen Indikatoren korreliert. Dies deutet am ehesten auf eine Beziehung zu Prozessen
der Tumordifferenzierung hin. Die Kaplan-Meier-Analysen konnte weder im Log-Rank-Test,
im Testverfahren nach Breslow oder Tarone-Ware eine Beziehung zu den Uberlebensdaten mit
aussagekriftigen Parametern und Signifikanzen nachweisen. Dies gilt sowohl fiir das rezi-
divfreie Uberleben als auch fiir das Gesamtiiberleben. Abbildung 7 zeigt die grafische Darstel-
lung der CD44 - Isoformen im untersuchten Kollektiv beziiglich des Gesamtiiberlebens. Auf
die Darstellung bzgl. des rezidivfreien Uberlebens wird hier verzichtet, da sich aufgrund der
fehlenden Signifikanzen hier keine wesentlichen Abweichungen ergeben. In der Abb.7 ist auf
den Abszissen die Uberlebenszeit in Monaten, auf den Ordinaten das kumulative Uberleben in

Prozent dargestellt.

Abb.7 Kaplan — Meier-Uberlebensfunktionen der CD44 - Isoformen in 250 invasiven
Mammakarzinomen
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4.4.2 Korrelation von CD44 in Lymphknotenmetastasen zu prognostischen Faktoren
Interessanter Weise lag ein hochgradig signifikanter Zusammenhang fiir die Expression aller

Varianten in den Lymphknotenmetastasen und dem Hormonrezeptorstatus vor, fiir die Varian-
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ten v3, v5 und v6 bestand auflerdem eine inverse Korrelation zu dem Proliferationsmaker
MIBI1(Tabelle 26). Beides deutet wiederum auf eine Bedeutung von CD44 als giinstigem prog-
nostischen Faktor hin.

Weder fiir die Expression der CD44 - Isoformen im invasiven Karzinom noch im in situ Karzi-
nom konnte eine statistisch signifikante Beziehung zu den Uberlebensfunktionen hergestellt
werden.

In der multifaktoriellen Analyse konnte jedoch fiir eine Reihe von Isoformen eine inverse Kor-
relation der Expression in Lymphknotenmetastasen zum rezidivfreien Uberleben und zum
durch das Mammakarzinom verursachten Sterben hergestellt werden. Auffillig ist hier, dass
nur die Variante CD44v6 keine Korrelationen zu den Uberlebensdaten aufweist (Tabelle 26).
Invers bedeutet in dieser Darstellung, dass die Expression der CD44 - Isoformen mit einer
giinstigen Prognose verkniipft ist, d.h. eher als molekularer Differenzierungsmarker des Tu-

mors zu interpretieren ist.

Tab.26 Korrelationen von CD44 in Lymphknotenmetastasen zu prognostischen Fakto-
ren
CD44v3 |CD44v5 |CD44v6 |CD44v9 |CD44s

Rezidivireies rho -0,238 -0,222 -0,303 -0,282
Uberleben p 0,03 0,047 0,006 0,01

n 83 81 80 83
Tod durch rho -0,243 -0,283 -0,307
Mammakarzinom |p 0,019 0,007 0,003

n 93 89 92
pT rho -0,211

p 0,044

n 92
Hormonrezeptor |rho 0,303 0,437 0,344 0,218

p 0,003 <0,01 0,001 0,041

n 92 88 92 88
MIB-1 rho -0,26 -0,356 -0,324

p 0,038 0,005 0,009

n 64 61 64

Die Kaplan-Meier-Analyse zeigte nun auch eine signifikante Beziehung (Log Rank 6,13,
p=0,013; Breslow 4,29, p=0,038; Tarone-Ware 5,37, p=0,0020) zwischen Expression von
CD44s in Lymphknotenmetastasen und lingeren Uberlebenszeiten, einen Zusammenhang, der

fiir die Expression im Primdrtumor noch nicht nachzuweisen war (Abb.8).
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Abb.8 Kaplan-Meier-Uberlebensfunktionen von CD44s im Primértumor und Lymph-
knotenmetastase
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Im Gegensatz dazu haben die Unterschiede fiir das Uberleben bei vorhandener bzw. fehlender

Expression der Varianten im Lymphknoten eine Signifikanz nur knapp verfehlt (Abb. 9).

Abb.9 Kaplan-Meier-Uberlebensfunktionen von CD44v in Lymphknotenmetastasen
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5. Diskussion

Die Kausalitét fiir Tumorprogression und Metastasenbildung ist in ihrer Komplexitét bisher nur
abstrakt verstanden. Daher waren die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Giinthert, Zoller, Pon-
ta und Herrlich, die 1991 vermuten lieBen, dass ein einziges Molekiil in einer spezifischen Iso-
form, CD44v6, in der Lage ist, metastatisches Potential auf Tumorzellen zu transferieren, Auf-
sehen erregend.”’ Dies gab Anlass zu der Hoffhung, dass ein grundlegender und einzelner Me-
chanismus, der zur Entwicklung von Malignitdt in Tumoren fiihrt, erkannt wurde. Viele Ar-
beitsgruppen versuchten darauthin, die am Modell einer Pankreaskarzinom-Zelllinie erhobenen
Befunde an menschlichen Tumoren nachzuvollziehen und die tumorbiologische Relevanz von
CD44 und seinen Isoformen zu priifen.”"” Die vorliegende Arbeit ist Teil dieser Bemiihun-
gen, da rasch monoklonale Antikdrper hergestellt wurden, die den direkten Nachweis der Ex-
pression verschiedener CD44 - Isoformen in Tumorgeweben zulassen.'*

Allerdings widersprechen sich die Ergebnisse der verschiedenen Forschungsgruppen und nur
fiir wenige Tumoren kann eine Korrelation der CD44 - Expression zu klinischen oder patholo-
gischen Daten als gesichert gelten. Beim Magenkarzinom zum Beispiel wurde eine Assoziation
bestimmter CD44-Varianten zu unterschiedlichen histologischen Tumortypen festge-
stellt.”**'* In kolorektalen Karzinomen fehlt offenbar die Verbindung von CD44 - Isoformen
zur Malignitit der Tumoren.”’ Einige Untersucher berichten sogar iiber den Verlust der Ex-
pression von CD44v6 in malignen Geweben.*™'*' Am widerspriichlichsten stellen sich die Be-
funde unterschiedlicher Studien bzgl. der Bedeutung von CD44 aber fiir das Mammakarzinom
dar. Hier reicht das Spektrum von der Erkenntnis, CD44 - Isoformen seien kein unabhéngiger
Faktor und eher als Differenzierungsmarker zu begreifen,*”** bis hin zu dem Postulat, CD44v6
sei ein entscheidender und unabhingiger Prognosefaktor, der mit dem Auftreten von Lymph-
knotenmetastasen korreliere.” Letztere Studie ist aus dem Umfeld des eigenen Arbeitskreises
offen kritisiert worden.”” Nachfolgende Studien beschreiben Anderungen des CD44-
Expressionsmusters bereits in frithen Stadien der Tumorprogression, wobei diese in der Beur-
teilung pramaligner Verinderung méglicherweise helfen konnen.*'**

Aufgrund der uneinheitlichen und unklaren Wertung von CD44 werden in der vorliegenden
Dissertation seine wichtigsten Isoformen beim menschlichen Mammakarzinom analysiert. Mit
auf Zuverlédssigkeit gepriiften monoklonalen Antikérpern wird die prognostische Bedeutung
dieser Gruppe von Adhésionsmolekiilen an Paraffinmaterial eines reprdsentativen und aussage-

kréftigen Patientenkollektivs abgeschitzt. Dies geschieht im Vergleich zu anerkannten patho-
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logischen und molekularen Prognosekriterien und einer langen Nachbeobachtungszeit der Pati-
entinnen. Die generelle und signifikante Ubereinstimmung der klassischen Faktoren (siehe 4.1
und 4.2) mit der etablierten Literatur legt nahe, dass die Grundvoraussetzungen und Anforde-
rungen an das untersuchte Patienten- und Tumorkollektiv sicher erfiillt wurden.** Digitalisierte
Daten und eine Software-gestiitzte Evaluation konnen hier ferner der umfassenden und objek-

tiven Auswertung dienen.

In situ Karzinome

Betrachtet man die in situ Karzinome, so verhalten sich alle Isoformen gleichartig. Ein Grof3teil
der Tumoren ist flir alle Isoformen positiv. Dies stimmt mit dem Wissen iiberein, dass vor al-
lem die Standardform des Molekiils auch in gesundem Brustgewebe und nicht malignen Ver-
anderungen vorkommt.*®

In multifaktoriellen Untersuchungen ldsst sich kein Zusammenhang zwischen Expression von
CD44s oder v im in situ Karzinom und den Prognosefaktoren herstellen. Das Vorhandensein

oder Fehlen der Expression zeigt ebenfalls keinen Einfluss auf den klinischen Verlauf.

Invasive Tumoren

Zunidchst féllt bei den quantitativen Erfassungen auf, dass die Expression von CD44v3 in Pri-
mértumoren eine Sonderstellung einzunehmen scheint. Im Gegensatz zu allen iibrigen Isofor-
men und zu seinem Vorkommen im in situ Karzinom exprimiert mehr als die Hélfte der Fille
dieses Exon nicht, was ein erster Hinweis darauf sein kann, dass ein Zusammenhang besteht
zwischen maligner Transformation und Verlust der Expression von v3. Trotzdem korreliert
CD44v3 gleichsinnig und hochsignifikant mit den iibrigen Isoformen und dem Standardmolekiil
in den multifaktoriellen Analysen (Tab.25). Es liegt also gleichartiges Verhalten auf abge-
schwichtem Expressionsniveau vor.

Auch die iibrigen Formen von CD44 weisen eine starke Interkorrelation auf. Diese Konkor-
danz der verschiedenen Varianten mit der Standardform zeigt sich auch im lichtmikroskopi-
schen Vergleich. Damit entsprechen die Ergebnisse der Tatsache, dass bei zelluldrer Expressi-
on der CD44 Varianten immer auch der Standardanteil des CD44 - Molekiils vorhanden ist
(vgl. Abb.1), da die Varianten durch zusitzliche Insertion von Produkten alternativen Splicings
in das Standardmolekiil entstehen. Bei der Untersuchung der CD44 - Isoformen auf Korrelati-

onen mit klassischen Prognosefaktoren und klinischem Verlauf zeigen vor allem die Varianten
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v3 und v6 viele Signifikanzen, so z.B. mit hoherem Patientenalter, erhaltenen Hormonrezepto-
ren und eine gegenliufige Beziehung zum Tumorstadium. V6 korreliert zusétzlich noch mit
tubuldrer, also histologisch differenzierter Tumorwachstumsform. Die Tendenz zu positiven
Prognoseparametern manifestiert sich auch bei der Isoform v9 (korreliert mit langem Uberle-
ben) und der Standardform ( Korrelation zu niedrigem Nodalstatus und geringer Tumorwachs-
tumsfraktion ). Lediglich Isoform v5 zeigt keine Beziehung welcher Art auch immer zu Prog-
nosefaktoren oder klinischem Verlauf. Insbesondere die Isoformen v3 und v6, in geringerem
MafBe auch v9 und s, konnen damit als Differenzierungsmarker angesehen werden. Ihr Erhalt in
invasivem Gewebe zeugt vom Erhalt einer gewissen urspriinglichen Differenzierung und ist

damit eher Hinweis auf eine giinstigere Prognose.

Lymphknotenmetastasen

Die Expression von CD44 im invasiven Primidrtumor und korrespondierender Lymphknoten-
metastasen zeigen eine starke Korrelation. Der Erhalt dieses Molekiils im invasiven Tumor
setzt sich also in der LK - Metastase fort. Fille, die in der Metastase CD44 neu exprimieren,
spielen also statistisch gesehen eher keine Rolle. Dementsprechend zeigen sich hochsignifikante
Korrelationen zwischen der Expression von CD44 und giinstigen prognostischen Faktoren.
Insbesondere v3 ist hochsignifikant mit niedrigem Tumorstadium, geringer Tumorwachstums-
fraktion, erhaltenem Hormonrezeptorstatus, langem rezidivfreien Uberleben und selten mit Tod
durch das Mammakarzinom korreliert. Auch v9 und s zeigen in dieser Studie Verbindung mit
positivem klinischen Verlauf (langem rezidivfreien Uberleben und seltenerem Tod durch
Brustkrebs). Hier zeigt auch Variante 5 eine Korrelation zu positiven Prognosefaktoren (erhal-
tenem Hormonrezeptorstatus und geringer Wachstumsfraktion) sowie klinischem Verlauf (lan-
ges rezidivfreies Uberleben). Die erzielten Ergebnisse an Lymphknotenmetastasen sind hoch-
bis hochstsignifikant (auf kleiner 0,01% Niveau), wihrend die meisten Korrelationen auf Pri-
mértumorebene auf unter 0,05% Niveau signifikant waren.

Erhaltene CD44 - Expression in Metastasen erweist sich jetzt auch als giinstiger Einfluss auf
die Uberlebensdaten. Fiir das Standardmolekiil zeigt sich dies auch in den Kaplan-Meier-
Kurven (Abb.8). Diese Tendenz ist angedeutet auch fiir die Varianten erkennbar, auch wenn
hier die Signifikanz in der Kaplan-Meier-Statistik knapp verfehlt wurde (Abb.9). Hier ldsst sich
spekulieren, dass die fehlende Signifikanz durch relativ niedrige Fallzahlen bedingt ist und bei

Auswertung eines gréferen Kollektivs wahrscheinlich wére.
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Als unabhéngiger prognostischer Faktor ist CD44 damit nicht geeignet, das Molekiil kann je-
doch als Differenzierungsmarker (besonders deutlich bei den Varianten v3 und v6) verstanden
werden und gibt eher Hinweis auf eine giinstige Prognose. Die neuen Erkenntnisse beziiglich
der Verbindung des CD44 - Rezeptors mit dem Zytoskelett und seines Vorkommens an den
lateralen Zellmembranen, wo die Zellen untereinander Kontakte bilden, die die Bildung von
Geweben erméglichen,'”' stehen dazu in gutem Einklang.

Die Bedeutung von CD44 fiir die Metastasierung ist damit noch ungeklédrt. Der Unterschied
zwischen den klinisch erhobenen Daten und den Ergebnissen des Rattenmodells legt nahe, dass
dieses Modell nicht den komplexen Vorgang der Entwicklung von maligner Potenz erkliren
kann. Die Tatsache, dass mit CD44v6 metastatisches Potential in einem Rattentumormodell
iibertragen wurde, mag viele Ursachen haben. Die im Modell verwendeten Zelllinien entspre-
chen offenbar nicht mehr einem natiirlichen Tumor, der sich an Ort und Stelle entwickelt hat
und im umgebenden Ursprungsgewebe normalen Zellkommunikationen unterliegt.

Solange die tatsdchliche Funktion von CD44s und -v in Organen nicht erforscht ist, werden
weiterhin widerspriichliche Ergebnisse filir verschiedene Tumoren und deren Abhédngigkeit von
CD44 unerklédrbar bleiben. Derzeit versuchen einige Forschungsgruppen sowohl die Funktion
als auch die Wirkmechanismen der Signaltransduktion des CD44 - Molekiils zu erforschen und
so die Anderungen, die durch Bindung von Molekiilen an CD44 entstehen, offen zu le-
gen.'"""” Auch das Verstindnis der Regulationsmechanismen fiir alternatives Splicing der
mRNA ist notwendig, um zu verstehen, wie und zu welchem Zweck bestimmte Splicingpro-
dukte exprimiert werden und andere nicht.* Dabei kann nicht davon ausgegangen werden,
dass diese Mechanismen in allen Organen gleich sind.”

Die Erforschung der Bedeutung von CD44 in immunologischen Zellen ist schon weiter fortge-
schritten und hat bereits Eingang in géngige Modelle gefunden. Die Tatsache, dass CD44 auf
T-Zellen und Granulozyten diesen Zellen die Extravasion in infizierte Gewebe und Adhdsion an
Zellen sowie die Aggregation von Lymphozyten™ erméglicht, hatte anfinglich zu der Spekula-
tion Anlass gegeben, metastasierende Zellen wiirden (dank CD44) die Migrationsmechanismen
dieser Zellen der immunologischen Abwehr imitieren.” Die Expression von CD44 in zahlrei-
chen gesunden Geweben und die fehlende Assoziation einer Neoexpression von CD44 im Falle
eines invasiven Verhaltens hat diese Vermutung bereits widerlegt. Obwohl seine Bedeutung fiir
die Tumorbiologie noch nicht vollstidndig geklart ist, bleibt CD44 aber auch aufgrund der un-

terschiedlichen Verbindungen zu klassischen Prognosefaktoren in verschiedenen Tumortypen
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ein hochinteressantes Adhisionsmolekiil. Rasche Aufkldrung der Ursachen und Mechanismen
fir maligne Entartung durch CD44 ist allerdings derzeit nicht zu erwarten. Aus dem Misser-
folg, CD44v6 als zentrales Molekiil der malignen Entartung zu etablieren, ergibt sich die Fol-
gerung, dass auch vielversprechende Zufallsbefunde wie die der Forschungsgruppe von U.
Glinthert nicht das Verstidndnis komplexer Vorgénge ersetzen konnen, sondern im besten Fall

richtungsweisend sind.
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6. Zusammenfassung

Adhisionsmolekiilen wird eine entscheidende Rolle in der Tumormetastasierung zugeschrie-
ben. Besonders flir den Hyaluronrezeptor CD44 und seine Isoformen liegen diesbeziiglich
widerspriichliche Ergebnisse vor. Die vorliegende Arbeit hat daher die potentielle Bedeutung
dieser Gruppe von zelluldiren Adhisionsmolekiilen an einem groBBen Mammakarzinomkollektiv
untersucht. Dazu wurden zundchst geeignete Antikorper und immunhistochemische Protokolle
gepriift, die eine erfolgreiche Verarbeitung von paraffinasserviertem Material zulieBen. In
Zusammenarbeit mit der Frauenklinik des Universititsklinikums Gieen (PD Dr. K. Miinstedt)
wurden 255 invasive Mammakarzinome untersucht, von denen in 79 Fillen Priméartumor und
Lymphknotenmetastasen, in 159 nur der nodal-negative Tumor und in 17 Fallen nur Lymph-
knotenmetastasen als Gewebe zur Verfiigung stand. Zu allen Féllen lagen Verlaufsbeobachtun-
gen von bis zu 13 Jahren vor, die klassischen Prognosefaktoren waren entweder vollstandig
vorhanden oder aber fiir diese Arbeit neu erhoben worden. Die Immunhistologie mit CD44 -
Antikorpern wurde mit der sensitiven APAAP Technik systematisch durchgefiihrt, und die
membranstdndigen immunreaktiven Signale durch semiquantitativen Auswertungsschemata
erfasst. Die statistische Auswertung erfolgte mittels etablierter Verfahren (SPSS™), wobei
wesentliche klinische, histologische und pathologische Faktoren mit beriicksichtigt wurden. Als
Zeichen der Représentativitdt des untersuchten Kollektivs zeigten sich alle klassischen Progno-
sefaktoren in Ubereinstimmung mit der gingigen Literatur. Fiir CD44 und seine Isoformen
konnte jeweils eine hohe Interkorrelation untereinander sowie mit der Standardform nachge-
wiesen werden, wobei letzteres aufgrund der molekularen CD44 - Struktur zu erwarten war.
Dagegen zeigten sich nur einzelne Korrelationen zwischen der Expression von CD44 - Isofor-
men und prognostischen Faktoren, z.B. eine inverse Korrelation zwischen CD44v3 und v6 im
Primértumor und der Tumorgrof3e, eine erhdhte Expression von CD44v6 in der Postmenopau-
se sowie in besser differenzierten Tumoren. War in Lymphknotenmetastasen die Expression
von CD44 - Isoformen erhalten, bestand ein niedriges Tumorstadium, ein positiver Hormonre-
zeptorstatus sowie ein lingeres rezidivfreies Uberleben. Zu dem Proliferationsmarker MIB 1
bestand eine inverse Korrelation. Im Gegensatz zu Daten anderer konnte damit eine Korrelati-
on von CD44 zu ungiinstigem Krankheitsverlauf auch in einem groBen und lang nachbeobach-
tetem Patientenkollektiv nicht nachgewiesen werden. Ebenso konnte die eigene Arbeit CD44
und die analysierten Isoformen nicht als unabhéngige prognostische Faktoren aufzeigen. Statt-

dessen zeigte sich Korrelation v.a. von CD44v6 zu Faktoren, die mit einer gilinstigeren Prog-
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nose einhergehen. Diese Korrelation wird umso deutlicher je konstanter CD44 in der Tumor-
progression erhalten bleibt. Damit erscheinen CD44 und seine Isoformen weniger als prognos-
tischer, sondern eher als erginzende Differenzierungsmarker. Die Ergebnisse stehen damit in
gutem Einklang mit Befunden, die die eigene Forschungsgruppe bereits an benignen Tumoren
und in situ Karzinomen der Mamma erhoben hatte. Sicher muss die Auffassung revidiert wer-
den, dass CD44 ein zentrales Molekiil der Tumorgenese oder Tumorausbreitung ist, wie nach
initialen Versuchen am Rattenmodell angenommen. Weitere Grundlagenforschung zu CD44
und seinen Varianten ist notwendig, um die Bedeutung dieses interessanten Molekiils in ge-

sunden Geweben und seine tatsidchliche Rolle in der Tumorbiologie zu kléren.
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7. Abstract

Adhesion molecules play a pivotal role in cancer progression and formation of metastases. In
particular, the hyaluronat receptor CD44 and its isoforms (or variants, CD44v) attracted notice
in tumors of different organs including the breast. In the latter, however, the published findings
are controversial. Therefore, the presented study analyzed the potential role of CD44 isoforms
using well-established anti-CD44 monoclonal antibodies on paraffin-embedded tissues of a
large breast cancer collective. This material comprises 255 cases of invasive breast cancer,
which were followed clinically for up to 13 years (PD Dr. K. Miinstedt, Department of Obstet-
rics and Gynecology, Justus-Liebig University Giessen). In 79 cases, tissues of both, the pri-
mary tumor and its corresponding lymph node metastasis, were available, in 159 cases the
nodal negative tumor tissue and in 17 further cases tissues of lymph node metastases only. For
all cases, the classic prognostic factors (such as pTNM, tumor grading, MIB1, ER, PR) have
already been determined or were reevaluated. Immunhistochemistry was performed by the
APAAP technique and the membranous staining pattern of anti-CD44 antibodies was recorded
in a semiquantitative manner. Statistical analyses were done using the standard software SPSS
regarding all important clinical, histological and pathological factors. The impact of the latter
on tumor progression and patients survival matched very well with data from literature, prov-
ing the quality of the analyzed tumor collective. The expression of CD44 isoforms showed a
strong correlation to each other and, in particular, to CD44 (standard) because of the molecu-
lar organization. In contrast, only a weak but significant correlation between CD44v and estab-
lished prognostic factors were found. The expression of CDv3 and v6, for example, was in-
creased in smaller tumors and CD44v6 was associated with post-menopause and higher tumor
differentiation. Lymph node metastases, positive for CD44 isoforms, correlated with lower
tumor stages, a positive estrogen hormone receptor status and longer disease free survival
times. Furthermore, an adverse correlation to tumor cell proliferation (MIB1) was found. In
conclusion, the expression of CD44 and its isoforms is not linked to a poor clinical outcome or
represents as an independent prognostic factor in our long-term followed tumors. In contrast,
CD44 and especially CD44v6 rather indicate a better prognosis in primary tumors and tumors
already metastasized to local lymph nodes. This group of adhesion molecules thus may reflect
cellular differentiation, which may be lost during tumor progression or not. The findings
matches well with other studies of our group, analyzing normal tissues, benign tumors and in

situ carcinomas of the breast. Yet, there is no striking evidence for a key role of CD44 in the
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initiation and progression of breast cancer. Further research is necessary to understand the

implication of this polymorphous adhesion molecule in normal tissue and neoplasm.
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9. Anhang
9.1 Reagenzien
1. Héamalaun
lg Héamatoxylin
+ 0,2g NalO3
+ 50g Kalialaun
+ 1000ml A.dest
+ 50g  Chloralhydrat
+ g Zitronensaure
2. Propandiol
21g Propandiol
+ 1000ml A.dest
3. Neufuchsin
5¢g Neufuchsin
+ 1000ml 2N HCl
4. RPMI — Ansatz (pH 7,4 — 7,6)
50ml RPMI
+ 450ml A.dest
+ 50ml inaktiviertes Rinderserum
+ 0,5¢g Natriumazid
5. Entwicklerlosung (1 Kiivette & 10 Schnittpridparaten)

35ml Entwicklungspuffer
12,5ml Propandiol

20mg Laevamisol

10mg Natriumnitrit
0,25ml A.dest

25mg Naphtol

+ o+ o+ o+ o+



9.2 Puffer
1.

+ 0,3ml

+ 0,1ml

BSA Puffer:
2g

+ 100g
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Dimethylformamid
Neufuchsin

Bovinserumalbumin

Tris Puffer (pH7,2)

Zitratpuffer (0,01 mol; pH6):

1,92 g
+ 1000ml

Zitronensaure wasserfrei

A.dest

Tris — Waschpuffer (Ansatz fiir 101):

87,8¢g

+ 68,5g

+ 9,0g

+ 1250g

Entwicklungspufter
87¢g

+ 15¢g

+ 49¢

+  1750g

NaCl
Tris — HCI
Tris — Base

A.dest

NaCl
Tris - HCI
Tris — Base

A.dest
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