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1. Einleitung

Brustkrebs ist die haufigste bosartige Neubildung bei Frauen in Deutschland.
Schétzungen der Dachdokumentation Krebs des Robert Koch Instituts gehen von
jahrlich 58000 Brustkrebsneuerkrankungen aus [1]. Das mittlere Lebenszeitrisiko von
Frauen, an Brustkrebs zu erkranken, betragt in Deutschland 9,2 %. Das heil3t, dass
durchschnittlich jede 11. Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs erkrankt. Es ist
eine Vielzahl von endogenen und exogenen Risikofaktoren fir das Mammakarzinom
bekannt. Dazu gehort z.B. die Lebensfilhrung (insbesondere Uberernahrung,
Alkoholabusus und wenig korperliche Aktivitdt), der hormonelle Status
(Hormonersatztherapie Uber mehrere Jahre in der Menopause, sowohl bei
Substitution von Ostrogenen alleine, als auch bei der Kombination mit Gestagenen).
So wurde in der britischen Studie “One Million Women Study” ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Hormonersatztherapie (HRT) in der Kohorte der
postmenopausalen Frauen und der erhdhten Inzidenz des Mammakarzinoms
bestatigt [2]. Die genetische Disposition (Tragerinnen der BRCA-1- und BRCA-2-
Genmutation) ist ursachlich fir maximal 5 bis 10% aller Mammakarzinome. Ebenfalls
werden reproduktive Faktoren diskutiert, dazu gehoéren eine frihe Menarche (< 12.
Lebensjahr), eine spate erste Schwangerschaft (> 30. Lebensjahr), eine geringe
Anzahl von Schwangerschaften, kurzes bzw. kein Stillen (< 6 Monaten) und eine
spate Menopause (> 55. Lebensjahr) [3,4,5,6]. Auch ionisierende Strahlung steht in
einem direkten Zusammenhang mit der Entstehung des Mammakarzinoms. Hier ist
das Lebensalter besonders wichtig: junge Frauen sind strahlensensibler. Besonders
die Strahlenexposition wahrend der Kindheit ist mit einem erhdhten Risiko fur das

Entstehen eines Mammakarzinoms im Erwachsenenalter verbunden [7].

Neben den genannten Risikofaktoren spielt die Bestimmung von prognostischen und
pradiktiven Faktoren eine wichtige Rolle fir die Therapie von Patientinnen mit einem
Mammakarzinom. Dabei handelt es sich zum einen um Merkmale, die eine gewisse
Aussage Uber den Krankheitsverlauf und das individuelle brustkrebsbedingte
Rezidiv- und Sterberisiko zulassen und zum anderen helfen, die Wahrscheinlichkeit
des Ansprechens auf eine spezifische Therapie einer Patientin einzuschatzen. Zu
diesen Faktoren zahlen das Alter der Patientin, der TNM-Status (beschreibt die
Grolle des Primartumors, den axillaren Lymphknotenstatus und die



Fernmetastasierung), die Morphologie des Tumors (histopathologischer Typ,
Differenzierungsgrad  der  Tumorzellen bzw. das Grading) und der
Steroidhormonrezeptor-Status des Tumors (Ostrogen- und Progesteronrezeptoren).
RoutinemaRig wird der HER-2/neu- (engl. human epidermal growth factor receptor)
Status des Tumors bestimmt, da seine Uberexpression in der Regel mit aggressivem
Verhalten des Tumors und entsprechend schlechter Prognose einhergeht. Aul3erdem
finden sich in der Literatur zahlreiche weitere Marker, die z.T. Verwendung in der
Praxis finden. Dazu zahlen etliche Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren, deren
direkte  oder indirekte  Beteilligung an der  Tumorentstehung, der
Tumorzellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Zellmigration und Invasion, sowie

an der intrazellularen Signaltransduktion von malignen Zellen von Bedeutung ist.
DCIS

Das duktale Carcinoma in situ (DCIS) der Brust ist eine Lasion, die keine Invasivitat
zeigt und nicht metastasiert. Das DCIS kann jedoch Ausgangspunkt eines invasiven
Mammakarzinoms sein, wenn es unentdeckt, bzw. untherapiert bleibt. Im DCIS
nehmen die Tumorzellen ihren Ausgang vom Epithel der Driisenausfihrungsgange
(der Milchgange). Die Tumorzellen werden durch die Basalmembran vom
umgebenden Stroma abgegrenzt. Ubergange vom DCIS zu einem invasiven
Karzinom stellen ein Kontinuum dar, welches mit dem gesunden Brustepithel
beginnt, sich Uber die atypische duktale Hyperplasie (ADH) und das DCIS fortsetzen
und schlieZlich in ein invasives Karzinom muinden kann. 20-50% der DCIS gehen
ohne Therapie innerhalb von 20 Jahren in ein invasives Karzinom Uuber [8].
Heutzutage ist die Detektion im Rahmen des Brustkrebsscreenings oder anderer
qualitatsgesicherter VorsorgemalRnahmen sehr gut, so dass mittlerweile das

Mikrokalk-assoziierte DCIS bis zu 25% aller neuen Mammakarzinome ausmacht.

Die DCIS zeigen eine grof3e biologische Variabilitat. Sie werden genauso, wie die
invasiven Mammakarzinome auch, von diversen tumorbiologischen Faktoren
beeinflusst. Bei guter Differenzierung zeigt sich fast immer eine ER und PR
Positivitdt. Diese Rate sinkt auf nur 30% bei den schlecht differenzierten Lasionen.
Dagegen steigt kontinuierlich die Proliferationsrate von den differenzierten zu den
schlecht differenzierten DCIS an. Genexpressionsanalysen zeigen nur geringe

Unterschiede zwischen DCIS und invasiven Mammakarzinomen. Dieser Umstand



legt die Vermutung nahe, dass die umgebenden Stromazellen ein wichtiger Faktor
fur die Tumorprogression von einem nichtinvasiven zu einem invasiven Geschehen
sind. Die Genexpressionsanalysen ergeben deutliche Unterschiede, wenn die

stromale Mikroumgebung mit in die Analysen einbezogen wurde [10,14].

Das DCIS stellt eine relativ spate Stufe in der Brustkrebsentwicklung dar. Die
Einteilung der DCIS Lasionen in low, intermediate oder high grade ist nicht nur relativ
gut reproduzierbar, sondern hat auch einen prognostischen Wert. Es hat sich
gezeigt, dass DCIS mit einem hohen nukledaren Grading ein hoheres
Lokalrezidivrisiko haben, als invasive Mammakarzinome [10,14]. Von daher werden
Bemuhungen unternommen, das Grading exakt zu bestimmen.

In den meisten Féllen werden heutzutage DCIS durch eine Tumorexzision und eine
postoperative Radiatio behandelt. Die Lokalrezidivrate liegt bei lediglich 10%, wobei
die Halfte invasive Rezidive sind. Eine Mastektomie wird gelegentlich bei grofR3en
DCIS oder bei unglnstigen Zusatzkriterien notwendig. Bei Lasionen Uber 5 cm
Durchmesser ist die Sentinel Lymphknotenbiopsie eine Option, da bei der
notwendigen komplexen histopathologischen Befundung gro3er DCIS Lasionen
leicht mikroinvasive bzw. kleine invasive Karzinom der Detektion entgehen kénnen.
Die sichere RO Resektion ist ein wesentlicher Faktor zur Rezidivvermeidung, daher
kommt der exakten Bestimmung der Resektionsrander eine grol3e Bedeutung zu
[9,11,12].

Syndecan-1

Um ihre Wirkung zu entfalten, bendétigen einige Wachstumsfaktoren, wie z.B. die
Familie der Heparin-Binding Growth Factors (HBGF) bei der Rezeptor-Bindung und
Signaliibertragung transmembrane Co-Rezeptoren. Die prominentesten Vertreter der
HBGF kommen aus der Fibroblast Growth Factor (FGF) Familie. Es handelt sich
hierbei um transmembrantse Rezeptor Tyrosinkinasen mit multiplen Aufgaben
wahrend der Tumorzellentstehung und —progression. Der wichtigste Vertreter der
FGF Familien, das FGF-2 ist ein wichtiger Angiogenesefaktor und wirkt zudem direkt
modulierend (stimulierend und hemmend) auf Mammakarzinomzellen. Die
stimulierende oder hemmende Wirkung wird insbesondere durch Proteoglykane als
Co-Faktoren bestimmt [15]. Proteoglykane sind glykosylierte Proteine, die nach ihren

Glykosaminoglykanketten in vier verschiedenen Gruppen eingeteilt werden:
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Heparansulfat-Proteoglykane, Keratansulfat-Proteoglykane, Chondroitinsulfat-
Proteoglykane  und Dermatansulfat-Proteoglykane. Die  transmembranen
Heparansulfat-Proteoglykane bilden zwei Hauptfamilien: Syndecane und Glypicane.
Die Syndecan-Familie besteht aus 4 Mitgliedern: Syndecan-1 bis —4, die sich durch
ihre extrazellulare Domane unterscheiden. Durch ihre zytoplasmatischen Domanen
kommt es zur Verbindung mit dem Zytoskelett, auf diesem Wege tragen sie zur Zell-
zu-Zell- und Zell-Matrix-Adh&sion, zur Zellproliferation und zur Zellmotilitdt bei.
Syndecan-1 (bekannt auch als CD138) ist eines der am besten erforschten Mitglieder
der Syndecan-Familie. Eine Expression des Syndecan-1 wurde in epithelialen Zellen,
bei Fibroblasten, Basalzellen der Epidermis, Hepatozyten, Trophoblastzellen,

Plasmazellen, Makrophagen und Endometriumzellen beschrieben [16,17,18].

Syndecan-1 ist ein durchaus wichtiger Faktor fir die Brustphysiologie und fir das
Wachstum von Mammakarzinomen. Normale Milchgadnge der Brust zeigen auf der
Oberflache der epithelialen Zellen eine charakteristische Syndecan-1 Lokalisation. Im
stromalen Gewebe einer gesunden Brustdriise wird kein Syndecan-1 nachgewiesen.
In  Mammakarzinomen kann Syndecan-1 in epithelialen Tumorzellen, in
Stromaanteilen oder aber auch in beiden Komponenten exprimiert werden. Haufig ist
eine hohe Syndecan-1 Expression mit einem aggressiven Tumorwachstum und einer

verstarkten Chemotherapieresistenz vergesellschaftet [13,19].

Auch von duktalen Carcinomata in situ (DCIS) wird von einer verstarkten Syndecan-1
Expression, &hnlich wie der bei invasiven Mammakarzinomen berichtet [14].
Allerdings ist die Bedeutung der Syndecan-1 Expression in DCIS unterschiedlicher
Kernmalignitaten unklar. Bislang gibt es keine hinreichenden Untersuchungen zum
Einfluss des Syndecan-1 auf die Tumorprogression von préa-invasiven hin zu
invasiven Tumoren oder zum spezifischen Expressionsverhalten der DCIS

Tumorzellen bzw. einer Syndecan- 1 Expression im peritumoralen (DCIS) Stroma.



Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Ziel war es, fiir die untersuchten DCIS Falle das mittlere rezidivfreie Uberleben zu
bestimmen. Nach einer exakten Charakterisierung der Krankheitsfélle sollte der
Einfluss allgemeiner und individueller epidemiologischer Einflussfaktoren auf die
Rezidivfreiheit gemessen werden. Insbesondere sollte hierbei die Rolle von Faktoren
wie des Lebensalters und des Menopausenstatus bei der Ersterkrankung untersucht
werden. Des weiteren sollen Lifestylefaktoren wie eine aktuelle oder frihere
Hormonersatztherapie und ein Nikotinabusus und konkrete therapeutische
Interventionen wie das Operationsverfahren, eine postoperative Radiatio der
erkrankten Brust und einer endokrinen Therapie bei positivem Hormonrezeptorstatus
des DCIS, Beachtung finden. Neben diesen epidemiologischen Faktoren werden
allgemeine pathologische Faktoren wie Grading, Wachstumsmuster und
Hormonrezeptorstatus am Kollektiv untersucht und mit dem rezidivfreien Uberleben

korreliert.

Das Hauptziel der Untersuchungen war es, die Bedeutung der Expression des Co-
Rezeptors Syndecan-1 in DCIS fur den Krankheitsverlauf zu untersuchen. Die
tumorbiologischen Untersuchungen schlieBen den Einfluss der Syndecan-1
Farbeintensitat und des Anteils positiv gefarbter Zellen, der zellularen Syndecan-1
Lokalisation und der Syndecan-1 Lokalisation im DCIS mit ein. Sowohl der Einfluss
der zuvor bestimmten epidemiologischen Faktoren, wie auch der allgemein-
pathologischen Kriterien auf die Syndecan- 1 Expression wird weitreichend
analysiert. Diese Daten sollen dann im Gesamtkollektiv und in den Subgruppen (low
grade, intermediate grade, high grade und frihinvasives Mammakarzinom) mit dem
rezidivfreien Uberleben korreliert werden. Eine wichtige zu klarende Frage ist, ob
zwischen den Subgruppen ein differentielles Expressionsverhalten besteht. Dieses
wirde ggf. eine aktive Rolle des Syndecan-1 auf den Grad des DCIS und unter
Umstanden fur den Tumorprogress vom low grade DCIS, Uber das intermediate und

high grade DCIS zum mikroinvasiven Karzinom nahelegen.



2. Material und Methoden
Patientenkollektiv und Materialherkunft

Grundlage der vorliegenden Arbeit sind Gewebeschnitte von Patientinnen, die
zwischen 2000 und 2006 wegen eines duktalen Carcinoma in situ (DCIS) an der
Frauenklinik des Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel operiert
worden waren. Als Vergleichslasionen wurden exemplarisch zusatzlich jeweils
Schnitte von atypischen duktalen Hyperplasien (ADH) und Carcinoma lobulare in situ
(CLIS) hinzugezogen.
Insgesamt standen von 127 Patientinnen archivierte reprasentative Hamatoxylin-
Eosin-Schnitte mit dazugehoérigen Paraffingewebeblécken zur Verfigung. Fur jede
dieser Patientinnen wurden die folgenden klinischen und pathologischen Daten
retrospektiv erhoben:

Alter der Patientinnen bei der Primaroperation

Kernmalignitatsgrad

Hormonrezeptorstatus

(Auftreten eines Rezidivs)

Intensitat der Syndecan-1 Expression

% der positiven Zellen im DCIS

Lokalisationsmuster im Gewebe

Die Patientinnen hatten schriftlich der spateren wissenschaftlichen Bearbeitung des
Tumormaterials zugestimmt. Die Durchfliihrung erfolgte nach Beflrwortung der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat Kiel. Die pathologische Begutachtung
im Rahmen der Primartherapie wurde im Institut fur Pathologie des

Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Kiel vorgenommen.

Hormonrezeptorbestimmung

Der Hormonrezeptorstatus der untersuchten Tumorpraparate wurde mittels
Immunhistochemie postoperativ im Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein, Campus Kiel bestimmt. Das Expressionsmuster des
Tumorgewebes wurde nach dem Immunreaktiven Score (IRS) nach Remmele und

Stegner ausgewertet [40]. Die Scorewerte zwischen 0 und 12 ergeben sich aus der
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Multiplikation der Punktzahlen fiur Farbeintensitat (O bis 3) mit den Punktzahlen fir

den Prozentsatz positiver Zellen (0 bis 4).

Methoden

Der praktische Teil der Studie wurde im onkologischen Labor der Frauenklinik des
UKSH, Campus Kiel in enger Kooperation mit dem Institut fir Pathologie des UKSH,
Campus Kiel durchgeftnhrt.

Schneiden der Gewebebldcke

Zur Anfertigung von Schnittpréaparaten wurde ein Rotationsmikrotom verwendet. Von
den gekuhlten Paraffinblécken wurden mit dem Mikrotom ca. 2-3 um diinne Scheiben
geschnitten. Die erhaltenen Schnitte wurden fur kurze Zeit in einem Kaltwasserbad
(Raumtemperatur) aufgefangen und danach in ein Wasserbad (35-40°C) gegeben.
Dadurch wurden eine Streckung und Faltenbildung vermieden. Die glatten
Paraffinschnitte wurden auf saubere, fettfreie und silanisierte 24x60 mm Objekttrager
aufgezogen. Durch die Aufbewahrung in einem Brutschrank bei 42°C tUber Nacht

wurden sie getrocknet und ihre Haftung auf dem Objekttrager verbessert.

Entparaffinieren und Rehydrieren

Zur Entparaffinierung und Rehydrierung der Paraffinschnitte wurden diese in Xylol
eingebracht und durch eine absteigende Alkoholreihe (Ethanol 96%, 80% und 70%)
und nachfolgende Spulungen mit TBS-Puffer und Aqua dest. in ein wassriges Milieu
uberfihrt. Um das Austrocknen der Schnitte und damit unspezifische Artefakte zu
vermeiden, wurden die Objekttrager zwischen den einzelnen Schritten der

immunhistochemischen Farbung in den TBS-Waschpuffer eingebracht.

Epitopdemaskierung durch Hitzebehandlung

Zur Demaskierung der Antigene wurde eine Mikrowellenbehandlung der
Paraffinschnitte durchgefiihrt. Die Schnitte wurden hierfir in ein hitzestabiles
Mikrowellengefa® mit 1 Liter Citratpuffer/Demaskierungspuffer (10 mmol, pH 6)

gegeben.
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Es erfolgte das ,Kochen“ der Schnitte in der Mikrowelle fir 20 min bei 1000 Watt.
Danach wurden die Schnitte fir 30 min bei Raumtemperatur und anschliel3end 5 min
unter flieRendem Leitungswasser abgekuhlt und in TBS eingebracht.

Um die endogene Peroxidaseaktivitdt zu unterdriicken, wurden die vorbehandelten
Paraffinschnitte fir 20 min bei Raumtemperatur mit Peroxidase-Blockierungslésung
inkubiert. Nachster Schritt war das dreimalige Spulen mit Waschpuffer. Vor dem
Auftragen des Primarantikdrpers wurden die Schnitte fir 20 min in ,normal goat
Serum*® (Dako Glostrup, Danemark , S 3022) (Verdinnung 1:50 mit 1%igem BSA =
Bovine Serum Albumine) inkubiert. Mit diesem Schritt wurde die unspezifische
Hintergrundfarbung vermieden. In einem weiteren Schritt erfolgte die Inkubation mit
dem priméren Antikorper (CD 138, Syndecan-1, Biozol, BLZ-03405) in optimaler
Verdinnung (1:1000) Gber Nacht bei 4°C. Die Schnitte wurden am nachsten Tag in
TBS-Waschpuffer grindlich 3 x 5 min bei Raumtemperatur gewaschen, um nicht
gebundene Antikdrper und unspezifische Reste wegzuspllen.

Eine zweite Inkubation erfolgte fir 30 min bei Raumtemperatur mit dem sekundaren
Antikdrper HRP Kaninchen/Maus (,ready to use“- Bestandteil des Dako kit K5007),
welcher an die Fc-Teile der primaren Antikérper bindet. Nach erneuter griindlicher
Spulung im TBS-Waschpuffer wurde die Substratentwicklung mit DAB-Chromogen
und Substratpuffer in Verdinnung 1:50 durchgefihrt. Das Braunfarben des Antigens
durch DAB-Chromogen wurde innerhalb von 10 min ausgelost und durch das
Uberfihren der Schnitte in eine Kivette mit Leitungswasser gestoppt. Danach
erfolgte die Gegenfarbung fir 10 min mit Hamalaun nach Mayer mit anschlieBendem
Waschen der Schnitte fir 10 min unter flieBendem Leitungswasser. Nach
Entwassern der Schnitte mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (80%, 96%, 100%
Ethanol, und schliel3lich Xylol), wurden diese mit Eindeckmedium (Fa. Leica Wetzlar,

Deutschland) bedeckt und mit einem Deckglaschen eingedeckt.
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Immunhistochemie (IHC)

Prinzip der Dako EnVision™-Methode

Mit Hilfe der Immunhistochemie kann man ein bestimmtes Antigen in einem
Gewebeschnitt nachweisen. Bei der vorliegenden Arbeit wurde die Dako EnVision™-
Technologie verwendet. Das Prinzip beruht darauf, dass zuerst ein primérer
unkonjugierter (unveranderter) Antikdrper, der gegen das darzustellende Antigen

gerichtet ist, an dieses angelagert wird.

Abbildung 1: Schema der Immunperoxidase-Farbung nach der Dako EnVisision™-Methode

(modifiziert nach Dako)
Schritt 1. Inkubation mit dem Primarantikérper.

Schritt 2: Inkubation mit dem Sekundarantikorper, der zusammen mit Peroxidase an das

Polysacharid gebunden ist.

Sekundérantikdrper

N7
u‘mwo

Peroxidase gebunden an Polysacharid O ) K

1’0‘ /4

\
Priméarantikérper
4 \\

Ant|gen

mDAB Braunfarbung|
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Im zweiten Schritt wird ein mit einem Polysacharidkomplex (Dextrankomplex) konjugierter
sekundarer Antikérper, der wiederum Tréger zahlreicher Peroxidase-Molekile ist,
angekoppelt. Nach Zugabe von Substratpuffer, Wasserstoffperoxid als Katalysator und des

3,3’-Diaminobenzidin- (DAB) Chromogens entsteht

Antikérper | Syndecan-1, CD138 | das farbige Endprodukt.

Klonalitat Monoklonal, Klon B-B4| Priméarantikorper

Herkunft Maus Fur die immunhistologische Analyse des

Tumormaterials wurde der folgende Priméarantikdrper

Verdinnung | 1:1000 gegen die beschriebenen Epitope verwendet. Die

optimale, spezifische Farbung der Schnitte bei

Detektion EnVision™ _ " , . ; .
gleichzeitig geringster Hintergrundanféarbung, die den

Firma BIOZOL Kontrast der spezifischen Reaktion erheblich

vermindern kann, wurde fir den priméren Antikorper

Code-Nr. BLZ-03405 durch vorhergehende Testreihen ermittelt. Durch
diese wurde fur den Antikbrper die optimale

Verdunnung, Inkubationszeit und —temperatur sowie die ndtige Antigendemaskierungszeit

erzielt.

Kontrollen

Bei der F&arbereihe wurden Positiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt. Als
Positivkontrollen diente Gewebe mit bekannter Expression von Syndecan-1 (invasiv
duktales Mammakarzinom).

Die Negativkontrollen dienten dazu, unspezifische Reaktionen zu erkennen. Dieses
wurde durch fehlendes Auftragen des Primarantikdrpers auf die oben genannten
Préaparate bei ansonsten gleicher Vorgehensweise erzielt.

Mikroskopische Auswertung

Die gefarbten Gewebeschnitte wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops ausgewertet.
Die Schnitte wurden zur Orientierung und zum Aufsuchen der reprasentativen DCIS
Regionen im Gewebe zunéchst bei 10- und 25-fach LupenvergréRerung betrachtet.

Danach erfolgte die Betrachtung und Auszdhlung der angefarbten Zellen bei 40-
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facher LupenvergroRerung. Als beurteilbar wurden solche Zellen angesehen, deren
Zellgrenzen erkennbar waren und die entweder durch den spezifischen Antikorper
oder durch die Gegenfarbung angefarbt waren. Die Zahl der angefarbten (positiven)
Tumorzellen wurde semiquantitativ abgelesen. Die Intensitat der Farbung wurde
folgendermal3en unterteilt:

0 = keine Anfarbbarkeit

1 = schwache Farbeintensitat

2 = malige Farbeintensitat

3 = starke Farbeintensitat

Daneben erfolgte jeweils eine Beurteilung, in welchem Zellkompartiment die zellulare
Farbung exakt lokalisiert ist (membranstandig, zytoplasmatisch oder nuklear). Bei
den Farbungen gegen Syndecan-1 wird auch Stroma markiert. Daher erfolgt
zusatzlich zu der reinen Betrachtung der Zellen, eine Evaluation der Syndecan-1-
Verteilung im DCIS Gewebe. Zur Beschreibung der Lokalisationen wurden hier die
Gruppen zentral, peripher und diffus (zentral und peripher) gebildet.

Statistik

Quantitative Gr6Ren wurden anhand von Mittelwert und Standardabweichung,
Minimum und Maximum sowie den Quartilen beschreibend dargestellt und mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test oder bei kleinen Fallzahlen in den zu vergleichenden
Gruppen mit dem Shapiro Wilk-Test auf Normalverteilung geprift. Aufgrund
signifikanter Abweichung von einer Normalverteilung erfolgten der Vergleich zweier
unabhangiger Stichproben mit dem U-Test und der Vergleich von mehr als zwei
unabhangigen Stichproben mit dem Kruskal-Wallis-Test, nur das Alter konnte

parametrisch mittels ANOVA analysiert werden.

Zu ordinal und nominal skalierten Gro6Ren wurden absolute und prozentuale
Haufigkeiten angegeben. Je zwei GroRen dieser Skalierung wurden in
Kontingenztafeln gegenubergestellt, so dass mit dem Chi-Quadrat-Test gepruft
werden konnte, ob eine Abhangigkeit bestand. Bei zu Kkleinen erwarteten
Haufigkeiten wurde alternativ der exakte Test nach Fisher eingesetzt.
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Mittels Kaplan-Meier-Analyse und Log Rang-Test oder Coxregression wurden die
untersuchten Parameter hinsichtlich Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben

untersucht.

Es wurde stets zweiseitig getestet und ein Signifikanzniveau von 5% zugrunde
gelegt. Eine Alpha-Adjustierung fur multiples Testen fand nicht statt, die Ergebnisse
wurden entsprechend vorsichtig interpretiert. Fir die Durchfihrung der statistischen
Berechnungen wurde IBM SPSS Statistics 20 (SPSS Inc. an IBM Company,

Chicago, IL) eingesetzt.
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Ergebnisse

Fur die Auswertung standen prinzipiell far insgesamt 127 Patientinnen
reprasentatives paraffiniertes DCIS Gewebe und auswertbare klinische Daten zur

Verfiigung. Das mediane Follow-Up der Patientinnen lag bei 45,4 Monaten.

Rezidivfreies Uberleben im Gesamtkollektiv
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Abbildung 2: Darstellung des rezidivfreien Uberlebens, n=127

Fur die Berechnung des rezidivfreien Uberlebens steht fir n=88 Patientinnen mit
DCIS ein ausreichendes Follow-Up zur Verfiigung. 11 Patientinnen erlitten ein DCIS
Rezidiv oder ein invasives Mammakarzinomrezidiv. 4 Patientinnen erkrankten an
anderen Malignomen oder verstarben aus einer nicht brustkrebsbedingten Ursache.
Insgesamt Uberlebten 88% der Patientinnen 96 Monate rezidivfrei. Damit liegt das
mittlere rezidivfreie Uberleben bei 86 Monaten.

In den Subgruppen unterschiedlicher Kernmalignitat fanden sich 16 low grade, 44
intermediate grade, 21 high grade und 7 high grade DCIS mit einer Mikroinvasion. In

der low grade, sowie in der high grade Gruppe mit Mikroinvasion trat wahrend des
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Follow-Up kein Rezidiv auf. 6 Falle mit einem intermediate grade DCIS und 4 high
grade DCIS rezidivierten im Lauf der Nachbeobachtungszeit. Die mediane
rezidivfreie Uberlebenszeit lag dabei in der intermediate Gruppe bei 85 Monaten und
in der high grade DCIS Gruppe bei 77 Monaten. Im Log-Rank-Test ergab sich kein
signifikanter Nachweis eines Unterschiedes fiir das rezidivfreie Uberleben zwischen
der intermediate grade und der high grade DCIS Gruppe (p=0,208) [Abb. 3].
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Abbildung 3: Darstellung des rezidivfreien Uberlebens nach Subgruppen

unterschiedlicher Kernmalignitéat bzw. unterschiedlichem Wachstumsverhalten.

Weder die Expression des Ostrogenrezeptors (p=0,657), noch des Progesteronrezeptors

(p=0,674) hatte einen Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben.

Allgemeine epidemiologische Einflussfaktoren auf die

Rezidivfreiheit

Das Alter der Patientinnen bei Diagnosestellung hatte in der durchgefiihrten Cox-

Regressions-Analyse keinen signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben
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(p=0,111). Die an dieser Studie teilnehmenden Patientinnen waren im Durchschnitt
58 Jahre alt (36-82 Jahre) (Median 59 Jahre).
Fiar 81 DCIS Patientinnen lagen Daten hinsichtlich ihres Menopausenstatus vor. 19

der Frauen waren pramenopausal. 62 waren postmenopausal.
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Abbildung 4: Korrelation des Menopausenstatus mit dem rezidivfreien Uberleben

Der postmenopausale Status ging im Vergleich mit pramenopausalen Patientinnen
mit einer deutlich verbesserten Rezidivfreiheit einher (statistischer Trend). In der Log-
Rank-Analyse ergab sich jedoch kein statistisch signifikanter Einfluss des

Menopausenstatus auf das rezidivfreie Uberleben (p=0,057).

Im Gesamtkollektiv lag zu 69 Patientinnen eine Information zu einer friheren
Einnahme von Hormonersatzpraparaten (HRT) vor. 38 DCIS Patientinnen hatten
friher keine HRT und 31 hatten eine Hormonersatztherapie erhalten. Fir eine
frihere HRT konnten keine ungiinstigen Einflusse auf das rezidivfreie Uberleben

nach DCIS (p=0,128) nachgewiesen werden.
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Abbildung 5: Korrelation einer friheren Hormonersatztherapie mit dem rezidivfreien
Uberleben

In einer weiteren epidemiologischen Analyse wurde der Einfluss eines friheren und
aktuellen Nikotinkonsums auf die Rezidivfreiheit nach DCIS untersucht. Zu 69
Patientinnen lagen dafir Daten zu einem etwaigen Nikotinkonsum vor. 46 der
Patientinnen hatten zu keinem Zeitpunkt geraucht. 17 hatten friiher geraucht und 6

Patientinnen rauchten noch bei der DCIS Diagnosestellung, bzw. danach.
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Abbildung 6: Einfluss eines friheren oder aktuellen Nikotinkonsums auf das rezidivfreie
Uberleben

In der Gruppe der Nichtraucherinnen ergaben sich im Follow-Up 3
brustkrebsbedingte Ereignisse, wahrend sich bei den Ex-Raucherinnen 2 Ereignisse
und bei den aktuellen Raucherinnen 3 Ereignisse (50% der an einem DCIS
erkrankten Frauen) eingestellt hatten. Im Log-Rank Test zeigte sich ein signifikanter
Einfluss des Nikotinkonsums auf ein verschlechtertes rezidivfreies Uberleben
(p=0,008).
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Einfluss verschiedener Therapiemodalitaten

Rezidivfreiheit in Abhangigkeit von einer endokrinen Therapie
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Abbildung 7: Einfluss einer endokrinen Therapie auf die Rezidivfreiheit nach DCIS

Von 75 vor Patientinnen lagen Follow-Up Daten und Daten zu einer medikamentdsen
Therapie vor, so daf3 sie fur die folgende Analyse auswertbar waren. 28 Patientinnen
hatten keine endokrine Therapie erhalten. 39 Frauen haben Tamoxifen als quasi
adjuvante Therapie erhalten, 7 einen Aromataseinhibitor und eine Patientin eine
Switch Therapie mit einem Aromataseinhibitor und Tamoxifen. Im Log-Rank-Test
ergab sich kein Vorteil fir eines der endokrinen Schemata. Insgesamt brachte auch
der prinzipielle Einsatz einer endokrinen Therapie (n=47) im Vergleich zu keiner
medikamentdsen Therapie (n=28) im Hinblick auf das rezidivfreie Uberleben keinen
Vorteil (p=0,815).
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Abbildung 8: Einfluss einer medikamentésen Intervention auf die Rezidivfreiheit nach DCIS

Rezidivfreiheit in Abhangigkeit vom Operationsverfahren

Von insgesamt 127 Patientinnen lagen von 124 aussagekraftige Operationsberichte
vor. 92 der DCIS Patientinnen waren danach brusterhaltend und 32 ablativ operiert
worden. Von den Patientinnen nach Ablatio blieben 29 rezidivfrei. Nach brust-

erhaltender Therapie traten 8 Rezidive auf.

Rezidivfreiheit in Abhangigkeit von einer postoperativen Strahlentherapie

Von 77 Patientinnen haben 42 keine Radiatio erhalten. 35 haben eine postoperative
Strahlentherapie erhalten. Darunter waren 4 mit low grade DCIS, 18 mit einem
intermediate grade, 11 mit einem high grade DCIS und 2 mit einem high grade DCIS
und einer Mikroinvasion. Der durchgefiihrte Log-Rank-Test erbrachte keinen Vorteil

fur das rezidivfreie Uberleben durch eine Strahlentherapie (p=0,941).
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Abbildung 9: Korrelation einer durchgeflihrten postoperativen Radiatio nach
brusterhaltender Therapie mit der Rezidivfreiheit (kumulativ fir DCIS Subgruppen,
unabhangig von der Kernmalignitat).

Allgemeine pathologische Einflussfaktoren auf die Rezidivfreiheit

In dieser Auswertung erbrachte die Cox-Regressionsanalyse keinen signifikanten
Einfluss fur die Grol3e des DCIS auf die spatere Entstehung eines Rezidivs
(p=0,206). Auch der tumorfreie Resektionsrand war keine signifikante Einflussgrol3e
fur die spatere Rezidivfreiheit (p=0,381). Fur 54 der DCIS Falle lagen die Daten
hinsichtlich einer Ostrogen (ER)- und Progesteronrezeptor(PR)-Expression mit
anschlieBendem Follow-Up vor. 7 der Tumoren zeigten keine ER Expression, 47
DCIS waren ER positiv. 22 DCIS waren PR negativ, 32 zeigten eine

immunhistochemisch nachgewiesene PR Expression.
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Abbildung 10a: Korrelation der Ostrogenrezeptor Expression mit dem rezidivfreien Uberleben
Abbildung 10b: Korrelation der Progesteronrezeptor Expression mit dem rezidivfreien
U

Uberleben.

Die Ostrogenrezeptorexpression hatte keinen signifikanten Einfluss auf die

Rezidivhaufigkeit (p=0,657). Auch fur die Progesteronrezeptorexpression fand sich
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im Log-Rank-Test kein signifikanter Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben
(p=0,674).

Wichtige tumorbiologische Faktoren und immunhistochemische

Ergebnisse

Einfluss der Syndecan-1 Farbeintensitat und des Anteils positiv gefarbter
Zellen

Insgesamt wurden 30 low grade, 58 intermediate grade, 29 high grade DCIS und 8
high grade DCIS mit Mikroinvasion in die Untersuchung eingeschlossen.
Exemplarisch wurden 2 CLIS ebenfalls mit untersucht. Die 4 unterschiedlichen
Diagnosen wurden mit der Farbeintensitat und dem Anteil positiv gefarbter Zellen
korreliert. Die Farbeintensitat korrelierte nicht mit dem Schweregrad der Diagnose.
Dem entgegen, zeigten sich im Kruskal-Wallis-Test signifikante Unterschiede
zwischen low grade und high grade DCIS (p=0,043), wie auch zwischen intermediate
und high grade DCIS (p=0,049) in Bezug auf die Anzahl S-1 positiver Zellen. Die
schwerere Diagnose korreliert jeweils mit einer hoheren Zahl Syndecan-1 positiver

Zellen.
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Abbildung 1l1a: Messung der Syndecan-1 Farbeintensitat in den DCIS Subgruppen
unterschiedlicher Kernmalignitaten (n.s.); 11b: Anteil Syndecan-1 positiver Zellen in
den DCIS Subgruppen unterschiedlicher Kernmalignitaten, signifikante Korrelationen:
low vs. high grade (p=0,043) und intermediate vs. high grade (p=0,049).
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Das Alter der Patientinnen korrelierte weder mit der Zahl Syndecan-1 positiver Zellen

noch mit der S-1 Farbeintensitat.
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Abbildung 12a: Korrelation des Patientenalters mit der zelluldren Syndecan-1
Lokalisation; 12b: Korrelation des Lebensalters mit der Syndecan-1 Lokalisation im
DCIS.

Auch der Menopausenstatus hatte keinerlei statistisch signifikanten Einfluss auf die
Farbeintensitat und den Anteil Syndecan-1 positiver Zellen (Mann-Whitney-U-Test,
p>0,05).
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Abbildung 13a: Korrelation des Menopausenstatus mit der Syndecan-1 Farbeintensitat;
Abbildung 13b: Korrelation des Menopausenstatus mit dem Anteil Syndecan-1 positiver
Zellen.

Zu 77 Frauen lagen Daten beziglich einer friheren Hormonersatztherapie (HRT)

vor. 33 Frau hatten eine HRT eingenommen, 44 hatte keine HRT erhalten. Eine
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frihere HRT hatte keinen statistischen Einfluss auf die zellulare Farbeintensitat und

den Anteil positiv gefarbter Zellen.
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Abbildung 14a: Korrelation einer friheren Hormonersatztherapie (HRT) mit der
Syndecan-1 Farbeintensitat; Abbildung 14b: Korrelation einer friheren HRT mit dem
Anteil Syndecan-1 positiver Zellen.

Von 77 DCIS Patientinnen lagen Information zu einem friherem bzw. aktuellen
Nikotinabusus vor. 51 haben nie geraucht, 19 haben friher geraucht und vor

langerer Zeit aufgehoért und 7 sind aktuelle Raucher.
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Abbildung 15a: Korrelation eines Nikotinabusus mit der Syndecan-1 Farbeintensitat (n.s.);
Abbildung 15b: Korrelation eines Nikotinabusus mit dem Anteil Syndecan-1 positiver
Zellen (n.s.).

Im Kruskal-Wallis-Test konnte kein Unterschied in den unterschiedlichen Gruppen in
Bezug auf die Farbeintensitat (p=0,88) oder den Anteil S-1 positiver Zellen (p>0,999)
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nachgewiesen werden. Ein Einfluss fir den Nikotinkonsum konnte statistisch nicht
nachgewiesen werden.
Von 94 DCIS Fallen zu denen Ostrogen- und Progesteronrezeptorbestimmungen

vorliegen sind 13 Ostrogenrezeptor-negativ und 61 positiv.
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Abbildung 16a: Korrelation des Ostrogenrezeptorstatus (ER) mit der Syndecan-1
Féarbeintensitat; Abbildung 16b: Korrelation des ER Status mit dem Anteil Syndecan-1
positiver Zellen.

Im Mann-Whitney-U Test erbrachte die Berechnung keinen Einfluss der
Ostrogenrezeptorexpression auf die Farbeintensitat von Syndecan-1 (p=0,247). Die
Analyse ergab jedoch, daR die Ostrogenrezeptorexpression negativ mit dem Anteil
S-1 positiver Zellen korreliert ist (p=0,032). Das bedeutet, dal’3 bei einem positiven
Ostrogenrezeptorstatus  signifikant seltener Syndecan-1 positive Zellen im DCIS
vorhanden sind.

Fiar 75 DCIS Félle liegen Angaben zum Progesterorezeptorstatus (PR) vor. Es sind
33 PR-negativ und 42 PR-positiv. Im Mann-Whitney-U Test zeigen sich statistisch
signifikante Unterschiede sowohl hinsichtlich der Intensitat (p=0,010), als auch des
Anteils Syndecan-1 positiver Zellen (p=0,004). Die S-1 Farbeintensitat war signifikant
starker bei den PR-negativen DCIS Fallen. Der Anteil S-1 positiver Zellen war
ebenfalls signifikant grof3er in der PR-negativen Population.
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Abbildung 17a: Korrelation des Progesteronrezeptorstatus (PR) mit der Syndecan-1
Farbeintensitat; Abbildung 17b: Korrelation des PR mit dem Anteil Syndecan-1 positiver
Zellen.

In der Cox-Regressionsanalyse ergab sich kein signifikanter Einfluss der Syndecan-1
Farbeintensitat im DCIS auf das rezidivfreie Uberleben (p=0,629). Auch der Anteil auf
Syndecan-1 positiv gefarbter Zellen im DCIS hatte keinen Einfluss auf die
Rezidivfreiheit (p=0,169).

Die zellulare Syndecan-1 Lokalisation

Insgesamt wurden flr diese Analyse 118 DCIS immunhistochemisch analysiert. Von
den 28 low grade DCIS zeigten 25 eine membranstandige, 1 eine zytoplasmatische
und 2 eine diffuse (membranstéandige und zytoplasmatische) Syndecan-1 Farbung.
Von den 54 intermediate grade DCIS zeigen 43 eine membranstandige, 4 eine
zytoplasmatische und 7 eine diffuse S-1 Farbung. Die 28 high grade DCIS Falle
waren in 16 Falle mit S-1 membranstandig, mit 6 Fallen zytoplasmatisch und mit 6
Fallen einer diffusen Syndecan-1 Expression. Bei den 8 Fallen eines high grade
DCIS mit Mikroinvasion zeigte sich 3 x eine membranstandige, 2 x eine
zytoplasmatische und 3 x eine diffuse S-1 Farbung. Mittels Chi-Quadrat-Test auf
linearen Trend konnte eine signifikante Assoziation zwischen der Diagnose und der
Farbelokalisation des Syndecan-1 gezeigt werden (p=0,001).

Ein signifikanter Einfluss des Menopausenstatus auf die zellulare Syndecan-1

Expression konnte nicht nachgewiesen werden, (Exakter Fisher-Test, p=0,332).
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Auch eine frihere Hormonersatztherapie hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
zellulare Syndecan-1 Farbung. Ein Einfluss eines Nikotinabusus (friher oder aktuell)
auf die zellulare Syndecan-1 Lokalisation konnte nicht nachgewiesen werden

(getestet mit einem exakten Fisher Test, p=0,582).

Auch durch den Einfluss unterschiedlicher Ostrogenrezeptorexpressionen (ER)
ergeben sich Unterschiede in der zellularen Syndecan-1 Verteilung. Von den 13 ER-
negativen DCIS zeigen 3 eine membranstandige, 5 eine zytoplasmatische und 5 eine
diffuse (membranstandige und zytoplasmatische) zellulare Farbung. Die 58 ER-
positiven DCIS teilen sich auf in 49 mit einer membranstandigen, 3 mit einer
zytoplasmatischen und 6 mit einer diffusen zellularen Syndecanl- Verteilung. Die
Unterschiede im Farbemuster sind im exakten Fisher-Test statistisch signifikant (p<
0,001). Die ER-positiven DCIS zeigen signifikant haufiger eine membranstandige
Syndecan-1 Farbung. Von den 32 PR-negativen DCIS zeigten 14 eine
membranstandige, 8 eine zytoplasmatische und 10 eine diffuse zelluldre Syndecan-1
Verteilung. Deutlich hiervon divergierte die Syndecan-1 Lokalisation in den PR-
positiven DCSI Fallen. 39 Falle weisen eine membranstandige und kein Fall eine
zytoplasmatische Syndecan-1 Verteilung auf. 1 DCIS zeigt keine Syndecan- 1
Farbung. Der Einfluss des Progesteronrezeptor-Status auf die zellulare S-1 Farbung
ist statistisch im exakten Fisher Test hochsignifikant (p< 0,001). Die PR-positiven
Falle zeigen fast ausschlie3lich eine membrantse Syndecan-1 Farbung. Die PR-
negativen Fallen zeigen in Uber der Halfte der Falle keine membrangebundene
Farbung von Syndecan-1, sondern in diesen Fallen einen diffusen oder
zytoplasmatischen Nachweis.

Die Syndecan-1 Lokalisation im DCIS

Auch die Syndecan-1 Lokalisation im Gewebe divergiert in Abhangigkeit vom
Grading teilweise deutlich. In 28 low grade Fallen (von 117 Féallen insgesamt) zeigt
sich die Syndecan-1 Expression in 11 Fallen diffus im Gewebe, in 11 Fallen mit einer
peripheren und 6 mal mit einer zentral im DCIS gelegenen S-1 Expression. Bei 54
intermediate grade DCIS zeigen 26 eine diffuse, 19 eine periphere und 9 eine
zentrale Expression von S-1. Die 28 high grade DCIS teilen sich auf in 22 Falle mit

einer diffusen Syndecan-1 Expression, 2 Falle mit peripherem und 4 mit einem
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zentralen Muster. Bei den 7 Fallen high grade DCIS mit Mikroinvasion zeigen in 6

Fallen ein diffuses und einmal ein peripheres Muster.

Abbildung 18: Beispiele unterschiedlicher immunohistochemischer Syndecan-1 Farbemuster
in DCIS (x 100 VergrtRerung). a) low grade DCIS mit geringer membrandser Syndecan-1
Zellfarbung in <5% der Tumorzellen und einer diffusen Gewebeverteilung; b) low grade DCIS
mit geringer membrandser Zellfarbung in <10% der Tumorzellen und einer zentralen
Gewebeverteilung; c) intermediate grade DCIS mit starker membrandser Zellfarbung in 80% der
Tumorzellen und einer diffusen Gewebeverteilung; d) intermediate grade DCIS mit geringer
membrandser Zellfarbung in <5% der Tumorzellen und einer peripheren Gewebeverteilung; e)
high grade DCIS mit einer starken zytoplasmatischen Farbung von 90% der Tumorzellen und
einer diffusen Gewebeexpression; f) high grade DCIS mit Mikroinvasion mit einer starken
membrandsen und zytoplasmatischen Zellfarbung in 70% der Tumorzellen und einer diffusen

Gewebeverteilung.

Im Chi-Quadrat-Test auf linearem Trend zeigt sich eine signifikante Abhangigkeit
zwischen den histologischen Diagnosen (Gradings) und der Lokalisation der
Syndecan-1 Expression im DCIS Gewebeverband (p=0,005). Ein signifikanter
Einfluss der Ostrogenrezeptorexpression auf die Syndecan-1 Verteilung im Gewebe
(zentral, peripher oder diffus lokalisiert) konnte nicht nachgewiesen werden (Exakter
Fisher-Test, p=0,250). Hiervon unterscheidet sich der Einfluss der
Progesteronrezeptorexpression deutlich. Von 71 DCIS Féllen in dieser Auswertung,
sind 32 PR-negativ und 39 PR-positiv. Von den PR-negativen sind 24 mit einer
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diffusen, 5 mit einer peripheren und 3 mit einer zentralen Syndecan- 1 Expression.
Bei den 39 PR-positiven DCIS zeigen sich 16 mit diffuser, 14 mit peripherer und 9 mit
zentraler Syndecan-1 Expression. Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigt daf3
zwischen der Progesteronrezeptorexpression und dem Expressionsmuster von
Syndecan-1 im Zellverband eine statistisch signifikante Assoziation besteht
(p=0,016).

Der Menopausenstatus zeigt im durchgefuhrten Chi-Quadrat-Test keinen Einfluss auf
die Lokalisation des Syndecan-1 im DCIS Gewebsverband (p=0,332). Auch eine
frihere Hormonersatztherapie hatte im Chi Quadrat nach Pearson keine Korrelation
zur Lokalisation der Syndecan-1 Expression im DCIS Gewebe gezeigt (p=0,067).
Auch ein mdglicher Nikotinabusus (friher oder aktuell) war im exakten Fisher-Test
ohne Korrelation zur Syndecan-1 Lokalisation im DCIS Gewebe (p=0,691).

Bei 50 DCIS Fallen mit vollstandigem Follow-Up zeigte sich eine diffuse Farbung fir
Syndecan-1 im Gewebe. 18 Falle wiesen eine periphere Farbung und 14 Falle eine
zentrale Farbung fur Syndecan-1 auf. Kein Fall mit zentraler Farbung rezidivierte. 7
Falle mit diffusem Farbemuster und 2 mit peripherem Farbemuster rezidivierten.

Die Analyse im Log-Rank-Test ergab fur die Syndecan-1 Lokalisation im DCIS

jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben (p=0,415).
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Diskussion

Insgesamt uberlebten 88% der Patientinnen 96 Monate rezidivirei. Damit liegt das
mittlere rezidivfreie Uberleben bei 86 Monaten [Abb. 2]. Die mediane rezidivireie Zeit
lasst sich statistisch nicht angeben, da der Zeitpunkt, zu dem die Hélfte der Patientinnen ein
Rezidiv bekommen hat, nicht erreicht wird. In der low grade DCIS Gruppe, sowie bei den
high grade DCIS mit Mikroinvasion trat wahrend des Follow-Up kein Rezidiv auf. Die
mediane rezidivfreie Uberlebenszeit lag in der intermediate grade DCIS Gruppe bei
85 Monaten und in der high grade DCIS Gruppe bei 77 Monaten. Damit ergab sich
ein Trend fiir ein langeres rezidivfreies Uberleben in der intermediate grade Gruppe.
Im Log-Rank-Test ergab sich allerdings kein signifikanter Nachweis eines
Unterschiedes firr das rezidivfreie Uberleben zwischen diesen beiden Gruppen [Abb.
3]. Insgesamt ist die Fallzahl in den Subgruppen relativ klein, so dass statistische
Auswertungen eine eingeschrankte Aussage haben muissen. Aul3erdem werden
Falle gemeinsam ausgewertet, die Uber einen relativ langen Zeitraum gesammelt
worden sind. Im Laufe dieser Zeit hat sich z.T. das therapeutische Vorgehen nach
DCIS erheblich verandert. Dadurch sind Patientinnen auch innerhalb biologisch
definierter gleicher Subgruppen teilweise unterschiedlich behandelt worden. Allein
dieser Umstand kann dazu gefuhrt haben, dass sich die biologischen Unterschiede
nicht statistisch signifikant im rezidivfreien Uberleben niedergeschlagen haben.

Allgemeine epidemiologische Einflussfaktoren auf die Rezidivfreiheit

Das Alter der Patientinnen bei Diagnosestellung hatte in der durchgefiihrten Cox-
Regressions-Analyse keinen signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben
und lag bei den an dieser Studie teilnehmenden Patientinnen im Durchschnitt bei 58
Jahren (36-82 Jahre) (Median 59 Jahre). Diese Altersverteilung entspricht in etwa
der groRer DCIS Kohortenstudien aus den USA [19,20]. Auch fur den
Menopausenstatus ergab sich kein signifikanter Einfluss auf das rezidivireie
Uberleben. Allerdings zeigte sich ein deutlicher Trend fir ein verbessertes
rezidivfreies Uberleben in der Postmenopause [Abb. 3]. Vermutlich ergab sich durch
die kleine Fallzahl pramenopausaler Patientinnen die in diese Analyse eingingen

keine statistische Signifikanz.
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Fur eine frGhere Hormonersatztherapie konnten in der vorliegenden Untersuchung
keine ungunstigen Einfluisse auf das rezidivfreie Uberleben nach DCIS
nachgewiesen werden [Abb. 4]. Dieses lasst sich durch Beobachtungen anderer
Gruppen erklaren. Hier hatte das Absetzen der HRT bei Ostrogenrezeptor-positivem
DCIS zu einer raschen und signifikanten Reduktion der Zellproliferation gefihrt [21].
Viele Arzte und Patientinnen setzen eine HRT kurzfristig im Zusammenhang mit
einer DCIS Diagnose ab. In der grol3en US-amerikanischen Wisconsin In Situ Cohort
(WISC) verblieben lediglich ca. 3% der DCIS Patientinnen unter HRT. Unter den
risikohaften Lebensstilfaktoren (Ubergewicht, Rauchen usw.) ist das Absetzen der
HRT der Faktor, der von den DCIS Patientinnen in der WISC Studie am ehesten
geandert wurde [22,23].

Seit ca. 20 Jahren werden DCIS mammographisch detektiert, dadurch ging jedoch
nicht wie erhofft, die Inzidenz der invasiven Karzinome zurlck. Erst der vor einigen
Jahren stattgefundene Rickgang der Hormonersatztherapien reduziert die Inzidenz

invasiver Mammakarzinome [24,25].

In einer weiteren epidemiologischen Analyse wurde der Einfluss eines friheren und
aktuellen Nikotinkonsums auf die Rezidivfreiheit nach DCIS untersucht. Hierbei
zeigte ein Nikotinkonsum eine signifikante Korrelation mit einem schlechteren
rezidivfreien Uberleben [Abb. 5]. Andere Gruppen berichten, daR bis zu 35% der
rauchenden Frauen nach der DCIS Diagnose das Rauchen aufgeben [22,23,25]. Die
rauchenden Frauen sollten dartber aufgeklart werden, daf® durch das fortwahrende
Rauchen nach einem DCIS das Rezidivrisiko steigen kdnnte. Allerdings weichen die
vorliegenden Daten von denen grol3erer epidemiologischer Studien ab, die allerdings
zum invasiven Mammakarzinom durchgefuhrt wurden. So konnte beispielsweise in
einer groRen Observationsstudie (Nurses Health Study) nach einem invasiven
Mammakarzinom keine erhthte brustkrebsbedingte Mortalitdt durch einen
fortgesetzten Nikotinabusus nachgewiesen werden [22]. In der grol3en
Kohortenstudie der Women’s Health Initiative (WHI) zeigt sich kein erhohtes Risiko
fur Raucherinnen an einem DCIS zu erkranken. Das Risiko in dieser Gruppe war im
Gegenteil eher reduziert (n.s.). Wenn Raucherinnen erkrankten, so gab es keine
Assoziation fur eine hohere Kernmalignitat [24]. Daten fur das Rezidivrisiko nach
DCIS bei Raucherinnen hat diese Studie allerdings nicht hervorgebracht. In der

Literatur gibt es insgesamt nur sehr eingeschrankt Daten zum Einfluss des
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Rauchens auf die Prognose nach einem DCIS. Da sich die DCIS Biologie doch von
der der invasiven Karzinome unterscheidet, ist eine direkte Ubertragung der Daten
des Rauchens nach invasiven Karzinomen auf die Situation beim DCIS nicht

maglich.

Einfluss verschiedener Therapiemodalitaten

Rezidivfreiheit in Abhangigkeit von einer endokrinen Therapie

Keine der endokrinen Therapien zeigte einen Vorteil gegeniiber den anderen
Substanzen [Abb. 6]. Insgesamt brachte auch der prinzipielle Einsatz einer
endokrinen Therapie im Vergleich zu keiner medikamentdsen Therapie im Hinblick
auf das rezidivfreie Uberleben keinen Vorteil [Abb. 7]. Mittlerweile wird die endokrine
Therapie nach DCIS und positivem Hormonrezeptorstatus nicht mehr mit Nachdrck
empfohlen. Allerdings stehen noch Daten gréf3erer randomisierter Studien zu dieser
Fragestellung aus [26].

Eine postoperative Strahlentherapie nach brusterhaltender Operation erbrachte im
durchgefiihrten Log-Rank-Test keinen Vorteil fir das rezidivfreie Uberleben [Abb. 8].
Allerdings waren die in dieser Analyse ausgewerteten Fallzahlen sehr klein. So
hatten im vorliegenden Patientenkollektiv Gber >50% keine postoperative Radiatio
erhalten. Bestrahlt worden waren 4/17 Patientinnen aus der low grade, 18/33 aus der
intermediate grade, 11/13 aus der high grade Gruppe und 2/2 aus der high grade
(mit Mikroinvasion) Gruppe. Die fehlenden Rezidive in der low grade DCIS Gruppe
belegen das niedrige Malignitatspotential dieser Lasionen. Da ein Teil der
Hochrisikolasionen bereits ablativ behandelt worden war, erscheint es auch nicht
verwunderlich zu sein, dass in dieser Gruppe keine Rezidive auftraten. Zudem traten
in diesen Gruppen zahlenmalRlig nur wenig DCIS Falle auf. Die meisten Falle
verteilten sich bei der Erstdiagnose auf die intermediate und high grade Falle.
Heutzutage ist eine Radiatio jedoch, unabhéngig vom Grad der Kernmalignitat, Teil
einer brusterhaltenden Behandlungsstrategie [26].

Prinzipiell ware eine Aussage zum Nutzen einer Strahlentherapie fur die einzelnen
DCIS Subgruppen (aufgeteilt nach Kernmalignitat) interessant. Insbesondere fir das

low grade DCIS erscheint die Datenlage hinsichtlich des Nutzens einer Radiatio dinn
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zu sein. Der detaillierte Nutzen einer Radiatio fur alle DCIS Félle (einschlief3lich der
low grade Falle) wird jedoch ausschlielich durch grol3e prospektive

Multicenterstudien zu uberprifen sein.

Wichtige tumorbiologische Faktoren und immunhistochemische Ergebnisse

Die Expression von Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor zeigte im untersuchten
Kollektiv im Log-Rank Test keine Korrelation mit dem rezidivfreien Uberleben nach
DCIS Diagnose. Allerdings war nur von der Minderheit des Gesamtkollektivs der
Rezeptorstatus bekannt, so dass die kleinen Fallzahlen die Aussage der Statistik

beeinflusst haben kénnen.

Einfluss der Syndecan-1 Farbeintensitat und des Anteils positiv gefarbter
Zellen

In Subgruppenanalysen wurden low grade, intermediate grade, high grade DCIS
und high grade DCIS mit Mikroinvasion in die Untersuchung eingeschlossen.
Exemplarisch wurden 2 CLIS ebenfalls mit untersucht. Die Syndecan-1
Farbeintensitat korrelierte nicht mit dem Schweregrad der Diagnose [Abb 10a].
Allerdings zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen low grade und high grade
DCIS, wie auch zwischen intermediate und high grade DCIS in Bezug auf die Anzahl
Syndecan-1 positiver Zellen. Die schwerere Diagnose korreliert jeweils mit einer
hoheren Zahl Syndecan-1 positiver Zellen [Abb 10b].

Es ist bereits friher von anderen Gruppen berichtet worden, dass in Proben von
invasiven Mammakarzinomen membrangebundenes Syndecan-1 im Vergleich zu
benignem Mammagewebe deutlich hochreguliert ist [27,28,29] und dadurch
Wachstumsfaktoren, wie z.B. FGF-2 verstarkt im Tumorbereich gebunden werden
konnen [15,30,39]. Bei invasiven Mammakarzinomen Kkorreliert eine starke
Expression von Syndecan-1 mit einem aggressiven Tumortyp, einer verstarkten
Tumorangiogenese und mit einer schlechten Prognose [17, 19, 31]. Die verstarkte
Expression korrelierte in Untersuchungen deutlich mit einem schlechteren Grading
der Mammakarzinome [32]. Wird die Syndecan-1 Expression in priméren
Karzinomen zu der in Rezidiven verglichen, fallte eine deutliche Hochregulierung der
Expression auf [32]. Haufig zeigt sich eine verstarkte intrazellulare, teilweise auch

perinukleare intravesikulare, Konzentration von Syndecan-1 in Tumorzellen von
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aggressiven Karzinomen. Gut differenzierte Tumoren dagegen weisen haufiger eine
Syndecan-1 Expression auf der Zelloberflache, &hnlich wie es bei benignem Epithel
der Fall ist [32]. Zuséatzlich zeigen die Syndecan-1 positiven Karzinome eine
reduzierte Chemosensitivitat [31,33]. Offensichtlich vermag eine Chemotherapie
jedoch auch eine Downregulation der Syndecan-1 Expression zu verursachen [33].
Allerdings ist nicht bei jedem Tumor die Syndecan-1 Expression erhoht, sondern
kann auch deutliche Variabilititen zeigen. Bei einem Teil der Tumoren wird im
Verlauf der Tumorprogression die Syndecan-1 Expression sogar herunter reguliert
[32]. Zusatzlich gibt es in vitro Hinweise auf entgegengesetzte Funktionen der
l6slichen Form des Syndecan-1, die eher hemmend auf proliferative Vorgange, aber
fordernd auf die Zellinvasion wirkte [30]. Ein offensichtliches Ergebnis der
vorliegenden Untersuchung ist es, dass auch beim DCIS eine hohere Zahl
Syndecan-1 positiver Tumorzellen mit einer héheren Kernmalignitat korreliert ist. Es
kann daher vermutet werden, dass Syndecan-1 einen mittelbaren oder unmittelbaren

Einfluss auf das Wachstumsmuster des DCIS und auf die Tumorprogression hat.

In dieser Untersuchung korrelierte das Alter der Patientinnen, ihr Menopausenstatus,
wie auch eine frihere Hormonersatztherapie oder ein Nikotinabusus weder mit der
Zahl Syndecan-1 positiver Zellen noch mit der Syndecan-1 Farbeintensitat [Abb.
1la,b und 12a,b und 13a,b und 14a,b]. Andere Autoren beschreiben, daf3 bei Frauen
in der Postmenopause mit Mammakarzinom oder bei Mammographie-dichtem
Brustdriisengewebe die Syndecan-1 Expression vom Epithel in das Stroma verlagert
ist [34]. Dabei sei das epitheliale Syndecan-1 Muster mit einem ER negativen
Phanotyp vergesellschaftet und die stromale Syndecan-1 Expression mit einem ER
positiven Tumortyp [35]. Im Rattenmodell sanken die Gesamtlevel der HSPG nach
einer Oophorektomie und stiegen nach Ostradiolsubstitution wieder an [36]. Ebenso
fuhrte eine Gabe von Gestagenen (Progesteron) allein und auch in Kombination mit
Ostradiol zu einer verstarkten Expression von Heparansulfatproteoglykanen im
Brustgewebe [36]. Weiter erstaunen die Ergebnisse vor dem Hintergund friherer
Arbeiten, die zeigten, dall ein direkter HormonEinfluss, z.B. im Verlauf des
Menstruationszyklus, die Syndecan-1 Expression in gesundem Brustgewebe
reguliert hat. So wurde gezeigt, dal3 Syndecan-1 wahrend der Lutealphase signifikant

(funffach) schwacher exprimiert wird, als in der Follikelphase [37].
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Die vorliegende Untersuchung zeigte keinen Einfluss der Ostrogenrezeptor-
expression auf die Farbeintensitat von Syndecan-1. Die Analyse ergab jedoch, dal3
die Ostrogenrezeptorexpression negativ mit dem Anteil Syndecan-1 positiver Zellen
korreliert ist. Das bedeutet, daR bei einem positiven Ostrogenrezeptorstatus
signifikant seltener Syndecan-1 positive Zellen im DCIS vorhanden sind [Abb. 15a,b].
Die S-1 Farbeintensitdt war signifikant starker bei den Progesteronrezeptor-
negativen DCIS Féllen. Der Anteil S-1 positiver Zellen war ebenfalls signifikant
groéRer in der PR-negativen Population [Abb. 16a,b].

Insgesamt ergab sich kein signifikanter Einfluss der Syndecan-1 Farbeintensitat im
DCIS auf das rezidivfreie Uberleben. Auch der Anteil Syndecan-1 positiv gefarbter

Zellen im DCIS hatte keinen Einfluss auf die Rezidivfreiheit.

Die zellulare Syndecan-1 Lokalisation

Von den low grade DCIS zeigen nahezu alle eine membranstandige Syndecan-1
Farbung. Von den intermediate grade DCIS zeigt die Mehrzahl eine
membranstdndige und eine Minderheit eine zytoplasmatische oder eine diffuse
Syndecan-1 Farbung. Die high grade DCIS Félle waren etwas haufiger mit
membranstandiger, als mit zytoplasmatischer und diffuser Syndecan-1 Expression
nachweisbar. Die Félle eines high grade DCIS mit Mikroinvasion zeigten sich
ausgewogen mit membranstandiger, zytoplasmatischer und diffuser Syndecan-1
Farbung. Die Unterschiede zwischen den DCIS mit den unterschiedlichen
Kernmalignitaten sind deutlich. Es besteht eine signifikante Assoziation zwischen der
Diagnose und der Farbelokalisation des Syndecan-1.

Neben dem nukledren Grading ist auch die Ostrogenrezeptorexpression (ER) mit
einem spezifischen zellularen Muster der Syndecan-1 Expression korreliert. So
zeigen ER-negative DCIS eher eine Syndecan-1 Expression auch im Zytoplasma,
wahrend die ER-positiven DCIS Uberwiegend einen membranstandigen Syndecan-1
Nachweis aufweisen. Die ER-positiven DCIS zeigen signifikant h&ufiger eine
membranstdndige Syndecan-1 Farbung. Von den Progesteronrezeptor-negativen
DCIS zeigt sich ein gemischtes Syndecan-1 Muster (relative Gleichverteilung der
Falle mit membranstandiger, zytoplasmatischer und diffuser zellularer Syndecan-1
Verteilung). Deutlich hiervon divergiert die Syndecan-1 Lokalisation in den PR-
positiven DCIS Fallen. Diese weisen ausnahmslos eine membranstandige

Syndecan-1 Verteilung auf.
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Die signifikante Haufung einer verstarkten membranstandigen Syndecan-1
Expression in low grade DCIS und Hormonrezeptor-positiven und signifikante
Haufung der zytoplasmatischen Lokalisation bei high grade, sowie Hormonrezeptor-
negativen DCIS Féllen, legt die Vermutung nahe, dass die membrandse Expression
von Syndecan-1 einen eher antiproliferativen Effekt vermitteln kdnnte, wahrend die
zytoplasmatische Expression mit einer eindeutig aggressiveren DCIS Biologie
einhergenht.

Weder der Menopausenstatus, noch eine frihere Hormonersatztherapie oder ein
Nikotinabusus hatten einen Einfluss auf die zellulare Syndecan-1 Expression. Auch
eine frihere Hormonersatztherapie hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
zellulare Syndecan-1 Farbung. Ein Einfluss eines Nikotinabusus (friher oder aktuell)
auf die zellulare Syndecan-1 Lokalisation konnte ebenfalls nicht nachgewiesen
werden. Offensichtlich sind die untersuchten Lifestylefaktoren keine Einflussfaktoren
der Syndecan-1 Expression. Von daher kann vermutet werden, dass uber ihre
Optimierung oder Modifikation kein Einfluss auf eine Syndecan-1 bedingte
Progression hin zu DCIS mit hoherer Kernmalignitat oder gar zu einem invasiven

Wachstum genommen werden kann.

Die Syndecan-1 Lokalisation im DCIS

Ein signifikanter Einfluss der Ostrogenrezeptorexpression auf die Syndecan-1
Verteilung im Gewebe (zentral, peripher oder diffus lokalisiert) konnte nicht
nachgewiesen werden. Bei invasiven Mammakarzinomen ist eine enge Assoziation
zwischen einer Syndecan-1 Expression und dem Fehlen des Ostrogenrezeptors, wie
auch einer hohen Proliferationsrate beschrieben worden [38]. Dieses lasst sich
offensichtlich auch auf die Situation beim DCIS Ubertragen, da hier abhangig vom
Hormonrezeptor-Status signifikant unterschiedliche Raten Syndecan-1 positiver
Zellen nachgewiesen werden konnen [Abb. 15a,b und 16a,b]. Bei den ER-negativen
Fallen finden sich Uberproportional haufig (ca. 50%) Syndecan-1 positive Zellen,
wohingegen bei den ER-positiven im Median nur ca. 20% der Zellen eine Syndecan-
1 Positivitat aufweisen.

Dieses verhdlt sich analog ebenso bei der Progesteronrezeptorexpression. Von den
PR-negativen sind die Uberwiegende Zahl mit einer diffusen Syndecan- 1
Expression. Von den PR-positiven DCIS zeigen sich die Expressionsmuster sowohl
diffus, als auch peripherer und mit zentraler Syndecan-1 Expression. Allerdings
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divergierte die Syndecan-1 Lokalisation im Gewebe in Abhangigkeit vom Grading
teilweise deutlich. In low grade Féllen zeigte sich die Syndecan-1 Expression in
uberwiegend nicht diffus, sondern auch peripher oder zentral im DCIS. Bei
intermediate grade DCIS Fallen zeigt sich etwas Uber der Halfte eine diffuse
Expression. Die high grade DCIS zeigen zum grofdten Teil eine diffuse Syndecan-1
Expression. Bei den Féllen mit high grade DCIS und Mikroinvasion zeigt sich fast
ausschlieBlich ein diffuses Muster. Die Abh&angigkeit zwischen dem nukledren
Gradingund der Lokalisation der Syndecan-1 Expression im DCIS Gewebeverband
war statistisch hochsignifikant [Abb. 17]. Auch wenn kein Fall mit einer zentralen
Syndecan-1 Expression ein spateres Rezidiv entwickelte, ergab sich insgesamt fur
die Syndecan-1 Lokalisation trotz der auffalligen Expressionsmuster in den einzelnen
Subgruppen kein statistisch signifikanter Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben.
Statistisch lasst sich retrospektiv nicht ermitteln, ob die geringe Fallzahl der
Subgruppen hier keine Korrelation erbracht hat oder ob ein vielleicht zu geringer
Einfluss der Lokalisation der Syndecan-1 Expression im DCIS Gewebe dazu gefluhrt
hat, dass sich die Unterscheide der Syndecan-1 Lokalisation in den Subgruppen
unterschiedlicher  Kernmalignitat sich  nicht im rezidivfreien  Uberleben
niedergeschlagen hat.

Diese Beobachtungen decken sich mit denen anderer Gruppen, die zum invasiven
Mammakarzinom gearbeitet haben. Bei diesem sind namlich in Abh&ngigkeit vom
Wachstumsmuster ebenfalls unterschiedliche Muster der Syndecan-1 Expression
aufgefallen. Zusatzlich ist bekannt, dass die Produktion von Syndecan-1 in reaktiven
stromalen Fibroblasten eine optimale Mikroumgebung fir ein beschleunigtes
Zellwachstum und eine gesteigerte Angiogenese bietet [17, 29].

Lebensumstande bzw. Lifestylefaktoren wie der Menopausenstatus, eine frihere
Hormonersatztherapie und ein Nikotinabusus hatten keinerlei Einfluss auf die

Lokalisation der Syndecan-1 Expression im DCIS.

Somit sind als wesentliche Aussagen der Arbeit eine signifikante Korrelation der
DCIS Kernmalignitat mit der Zahl Syndecan-1 positiver Zellen und ein Trend flr ein
langeres rezidivfreie Uberleben bei niedriger Kernmalignitat des DCIS zu nennen.
Zwischen DCIS unterschiedlicher Kernmalignitdten war die Farbelokalisation des
Syndecan-1 im DCIS signifikant unterschiedlich. Zusatzlich ist die

Hormonrezeptorexpression invers mit dem Anteil Syndecan-1 positiver Zellen
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korreliert, so dass bei einem positiven Hormonrezeptorstatus signifikant seltener
Syndecan-1 positive Zellen im DCIS vorhanden sind. Die Syndecan-1
Farbeintensitat oder der Anteil Syndecan-1 positiver Zellen im DCIS hatte allerdings
keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben.

Die teilweise signifikant divergenten Syndecan-1 Farbemuster in den DCIS
unterschiedlicher Kernmalignitdten deuten darauf hin, dass Syndecan-1 einen
direkten Einfluss auf das Wachstumsmuster des DCIS und auf die Tumorprogression
haben kdnnte.

Zusammenfassung

Einleitung: Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren sind bei invasiven
Mammakarzinomen z.T. an der Tumorentstehung und - progression beteiligt. Um
ihre Wirkung zu entfalten, bendtigen einige Wachstumsfaktoren bei der Rezeptor-
Bindung und Signalubertragung Co-Rezeptoren. So kann z.B. FGF-2 (Fibroblast
Growth Factor-2) modulierend (stimulierend und hemmend) auf
Mammakarzinomzellen wirken. Seine modulatorische Wirkung wird insbesondere
durch Heparansulfat Proteoglykane (HSPG) als Co-Faktoren bestimmt. Das
Syndecan-1 (CD138) ist deren wichtigster Vertreter. Haufig ist bei
Mammakarzinomen eine hohe Syndecan-1 Expression mit einem aggressiven
Tumorwachstum und einer schlechteren Prognose vergesellschaftet. Auch duktale
Carcinoma in situ (DCIS) zeigen haufig eine verstarkte Syndecan-1 Expression.
Allerdings sind das Ausmald und die tumorbiologische Bedeutung der Syndecan-1
Expression in DCIS unterschiedlicher Kernmalignitaten unklar. Ein differentielles
Expressionsverhalten zwischen den Subgruppen wirde fur eine aktive Rolle des

Syndecan-1 bei der Zelldifferenzierung und der DCIS Tumorprogression sprechen.

Material und Methoden: Besonders die Syndecan-1 Farbeintensitat, der Anteil
positiv gefarbter Zellen, die zellulare Syndecan-1 Lokalisation und die Lokalisation im
DCIS sind von Interesse. Es stehen von 127 Patientinnen, die von 2000 bis 2006
wegen eines DCIS operiert worden waren, archivierte Hamatoxylin-Eosin-Schnitte
mit dazugehdrigen Paraffingewebeblécken, sowie den klinischen und

pathologischen Daten zur Verfugung. Nach spezifischer Syndecan-1
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Antikodrperfarbung wird die Zahl der positiven Tumorzellen semiquantitativ bestimmt

und die Farbeintensitat nach einem Score bewertet.

Ergebnisse: Die mediane Follow-Up-Zeit der Patientinnen (n=88) liegt bei 45,4
Monaten. Das mittlere rezidivfreie Uberleben bei 86 Monaten. In der low grade,
sowie in der high grade Gruppe mit Mikroinvasion trat wahrend des Follow-Up kein
Rezidiv auf. Die mediane rezidivfreie Uberlebenszeit liegt in der intermediate Gruppe
bei 85 Monaten und bei den high grade DCIS bei 77 Monaten (kein signifikanter
Unterschied zwischen diesen beiden, (n.s., p=0,208)). Das Alter, der
Menopausenstatus (p=0,057) und eine frihere Hormonersatztherapie zeigen keinen
signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben. Im Log-Rank Test zeigt sich ein
signifikanter Einfluss des Nikotinkonsums auf ein verschlechtertes rezidivireies
Uberleben (p=0,008). Es ergibt sich kein statistischer Vorteil fir das rezidivfreie
Uberleben durch eine der endokrinen Therapien oder eine Strahlentherapie. Die
DCIS Kernmalignitat korreliert zwar nicht mit der Syndecan-1 Farbeintensitat, jedoch
signifikant mit der Zahl Syndecan-1 positiver Zellen (low vs. high grade, p=0,043 und
intermediate vs. high grade DCIS, p=0,049). Das Patientenalter, der
Menopausenstatus, ein Nikotinkonsum und eine frihere HRT korrelieren nicht mit
der Zahl Syndecan-1 positiver Zellen oder der S-1 Féarbeintensitat. Es zeigt sich kein
Einfluss der Ostrogenrezeptorexpression auf die Farbeintensitat von Syndecan-1
(p=0,247), jedoch eine negative Korrelation der Ostrogenrezeptorexpression mit dem
Anteil S-1 positiver Zellen (p=0,032). Das bedeutet, dal} bei einem positiven
Ostrogenrezeptorstatus signifikant seltener Syndecan-1 positive Zellen im DCIS
vorhanden sind. Der  Progesterorezeptorstatus (PR) zeigt statistisch einen
signifikanten Einfluss auf Intensitat (p=0,010), als auch auf den Anteil Syndecan-1
positiver Zellen (p=0,004). Die S-1 Farbeintensitat, wie auch der Anteil S-1 positiver
Zellen ist signifikant starker bei den PR-negativen DCIS Fallen. Einen signifikanten
Einfluss des Menopausenstatus, einer friheren HRT oder eines Nikotinabusus auf
die zellulare Syndecan-1 Expression konnte nicht nachgewiesen werden. Es ergibt
sich auch kein signifikanter Einfluss der Syndecan-1 Farbeintensitat im DCIS oder
der Zahl Syndecan-1 positiver Zellen auf das rezidivfreie Uberleben. Allerdings kann
eine signifikante Assoziation zwischen der Diagnose und der Farbelokalisation des
Syndecan-1 gezeigt werden (p=0,001). So tritt bei hohergradiger Kernmalignitat
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neben einer membrangebundenen Syndecan-1 Farbung auch haufiger eine

zytoplasmatische, bzw. eine diffuse Farblokalisation auf.

ER-positive DCIS zeigen signifikant haufiger eine membranstandige Syndecan-1
Farbung als ER-negative Falle [p=0,001). Analog findet sich dieses Ergebnis beim
Progesteronrezeptorstatus. Hier zeigt sich die zellulare S-1- Expression bei PR+
Fallen ausschliel3lich membrangebunden und bei PR- Fallen auch diffus und
zytoplasmatisch (p=0,001).

Es besteht eine signifikante Abhangigkeit zwischen dem Grading und der
Lokalisation der Syndecan-1 Expression im DCIS Gewebeverband (p=0,005). In low
grade DCIS zeigt sich Syndecan-1 in 40% diffus im Gewebe, in 40% mit einer
peripheren und in 20% mit einer zentral im DCIS gelegenen S-1 Expression. Bei
intermediate grade DCIS sind 47% mit diffuser, 35% mit peripherer und 17% mit
einer zentralen S-1 Expression. Bei den high grade DCIS zeigen 79% eine diffuse
Syndecan-1 Expression, 7% ein peripheres und 14% ein zentrales Muster. Bei den
high grade DCIS mit Mikroinvasion zeigen in 86% ein diffuses und 14% ein
peripheres Muster. Ein signifikanter Einfluss der Ostrogenrezeptorexpression auf die
Syndecan-1 Verteilung im Gewebe (zentral, peripher oder diffus lokalisiert) konnte
nicht nachgewiesen werden.

Hiervon unterscheidet sich der Einfluss der Progesteronrezeptorexpression deutlich.
Von den PR-negativen zeigen ca. 80% eine diffuse, 12% eine periphere und 8% eine
zentrale Syndecan- 1 Expression. Bei den PR-positiven DCIS zeigen sich 40% mit
diffuser, 35% mit peripherer und 25% mit zentraler Syndecan-1 Expression. Der Chi-
Quadrat-Test nach Pearson zeigt dal3 zwischen der Progesteronrezeptorexpression
und dem Expressionsmuster von Syndecan-1 im Zellverband eine statistisch
signifikante Assoziation besteht (p=0,016). Fiur die Syndecan-1 Lokalisation im DCIS

ergibt sich kein statistisch signifikanter Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben.

Diskussion: Es ergibt sich ein Trend fiir ein langeres rezidivfreie Uberleben in der
intermediate grade (vs. High grade) DCIS Gruppe. Signifikante Unterschiede
bestehen zwischen low grade und high grade DCIS, wie auch zwischen intermediate
und high grade DCIS in Bezug auf die Anzahl Syndecan-1 positiver Zellen. Die
hohere Kernmalignitat korreliert mit einer hoheren Zahl Syndecan-1 positiver Zellen.

Zusatzlich ist Hormonrezeptorexpression invers mit dem Anteil Syndecan-1 positiver
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Zellen korreliert, so dass bei einem positiven Hormonrezeptorstatus signifikant
seltener Syndecan-1 positive Zellen im DCIS vorhanden sind.

Dieses verlauft analog zu den invasiven Mammakarzinomen, bei denen eine starke
Expression von Syndecan-1 mit einem aggressiven Tumortyp und einer
schlechteren Prognose korreliert. Es kann vermutet werden, dass Syndecan-1 einen
Einfluss auf das Wachstumsmuster des DCIS und auf die Tumorprogression hat,
allerdings konnte kein signifikanter Einfluss der Syndecan-1 Farbeintensitat oder des
Anteils Syndecan-1 positiver Zellen im DCIS auf das rezidivfreie Uberleben
nachgewiesen werden. Zwischen DCIS unterschiedlicher Kernmalignitaten ist die
Farbelokalisation des Syndecan-1 signifikant divergent, was auf einen Einfluss bei

der Tumorprogression hindeutet.
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