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1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

Weltweit stellt das Mammakarzinom die haufigste maligne Erkrankung bei Frauen und die
zweithdufigste Krebstodesursache nach dem Bronchialkarzinom dar (WHO and International
Agency for Research on Cancer (IARC) 2017). Laut der Gesundheitsberichterstattung des Ro-
bert Koch-Instituts (Berlin) aus dem Jahr 2015 erkrankten im Jahr 2012 in Deutschland 69.550
Frauen an Brustkrebs. Dies entspricht einer Inzidenz von 169,1/100.000. Die Atiologie des
Mammakarzinoms ist bislang nicht vollstandig geklart. Als wichtigster populationsbezogener
Risikofaktor des Mammakarzinoms z&hlt heute das Alter der Patientin bzw. des Patienten. Die
Tumorgenese verlauft nach modernen Erkenntnissen in einer mehrstufigen Kaskade von Zell-
wachstum und -proliferation. Neben einer mdglichen inflammatorischen oder radiogenen Ge-
nese sind zu 80-90% Gen-Dysregulationen und Mutationen fur Entstehung und Progression des

Tumors verantwortlich.

Die Grundlage der exakten Stadieneinteilung von Tumoren bildet die TNM-Klassifikation. Sie
beschreibt deren anatomische Ausbreitung und wird heute gemaR der Ubereinkunft der UICC
(International Union Against Cancer) ublicherweise angewandt (vgl. Tabelle 6 und Tabelle 7,
Anhang). Das histopathologische Grading dient der Angabe des Differenzierungsgrades inva-
siver Mammakarzinome und wird auch in neueren Studien immer wieder als wichtiger Prog-
nosefaktor zusammen mit weiteren morphologischen und molekularen Faktoren bestatigt (E-
hinger et al. 2017).

Hinsichtlich der Therapie richtet sich die jeweilige Behandlungsstrategie nach der Art des
Brustkrebses sowie nach dessen Auspragung. Die chirurgische Therapie dient der lokalen Tu-
morkontrolle im Bereich der Brust und Lymphabflussgebiete (S3-Leitlinie 2018). Unterschie-
den werden eine brusterhaltende Operation (BET) mit nachfolgender Radiatio von einer modi-
fizierten radikalen Mastektomie (MRM) mit oder ohne anschlie}ende rekonstruktive MaRnah-
men (S3-Leitlinie 2018). In der Regel werden die Patientinnen nach der Operation mit einer
adjuvanten Therapie weiterbehandelt. Die postoperativ-unterstiitzende (adjuvante) systemische
Hormon- und/oder Chemotherapie ist heute ein Teil der Therapie des primaren, nicht metasta-
sierten Mammakarzinoms (Untch et al. in Kreienberg et al. 2010). Neoadjuvante Therapien sind
bei Patientinnen mit lokal fortgeschrittenem, primar inoperablem oder inflammatorischem
Mammakarzinom indiziert. Sie ist gegeniber der adjuvanten Chemotherapie hinsichtlich des

Uberlebens als gleichwertig zu betrachten, jedoch kann sie die Rate an BET anheben (von



Minckwitz et al. 2011; Jonat et al. 2011, S3-Leitlinie 2018). Beim Vorliegen von Fernmetasta-
sen wird der Hormontherapie der VVorzug gegeben, weil sie insbesondere bei Langzeitanwen-
dung weniger belastend fiir die Patientin ist. Um die Rezidivrate zu senken und die Entstehung
von Fernmetastasen zu verhindern, ist die Radiotherapie mit Gammastrahlen obligater Bestand-
teil der Therapie nach brusterhaltender Operation und wird unter bestimmten Voraussetzungen
(pT4, pT3 pNO RO bei Vorliegen von Risikofaktoren, > 3 befallene axillare Lymphknoten, ggf.
auch bei weniger Lymphknoten und gleichzeitig hohem Rezidivrisiko, R1- bzw. R2-Situation
ohne Nachresektionsmoglichkeit) auch nach einer Mastektomie angewandt (EBCTCG 2011,
S3-Leitlinie 2018).

1.2 Prognosefaktoren beim Mammakarzinom
1.2.1 Prognostische Marker: Definition und Anforderung

Prognosefaktoren dienen der Einschatzung der Malignitat des Tumors und des Krankheitsver-
laufes und somit dazu, eine Aussage bezlglich der Wahrscheinlichkeit des Wiederauftretens
der Erkrankung (Rezidiv, Metastasierung) oder des Eintritts des Todes zu treffen. Aus ihnen
kann eine prognoseorientierte Therapieplanung hergeleitet werden. Relevanz erhélt ein prog-
nostischer Faktor, wenn er zu einer Verbesserung des Gesamtiberlebens, des rezidivfreien
Uberlebens oder der Lebensqualitat beitragt (Harris et al. 2016). Pradiktiv ist ein Biomarker
dann, wenn er zu einer Aussage bezlglich der Wirksamkeit einer Therapie fiihren kann. Bevor
ein neuer prognostischer Faktor als solcher akzeptiert werden kann, sollte er gewisse Anforde-

rungen erfullen (Harris et al. 2016):

- Biologisches Modell / biologische Hypothese als Rationale fur den klinischen Nutzen

- Reproduzierbare und validierte Nachweismethode fur eine breite Anwendbarkeit

- Eindeutig definierte Schwellenwerte fir eine klinische Entscheidungsfindung

- Qualitatssicherung der (Labor-)Tests

- Studien mit prospektiver statistischer Planung

- Statistische Signifikanz in multivariaten Analysen

- Eindeutige Resultate in mindestens einer grof3en, gut geplanten prospektiven, moglichst
multizentrischen Studie bzw. in einer multizentrischen Phase-111-Studie

- Validierung der Bedeutung in prospektiver Konfirmationsstudie bzw. in Meta-Analyse,

besser noch in einer ,,Pooled* Analysis.



Ein ,,neuer” Faktor sollte sich von den etablierten Faktoren abgrenzen, indem er entweder die
prognostische Sicherheit erhoht, u.U. auch in Kombination mit anderen etablierten Markern,
oder eine valide und Klinisch relevante Auswahl der Therapie zulésst. Man kann ,,klassische®,

etablierte Faktoren, von ,,modernen®, tumorbiochemischen Faktoren unterscheiden.

1.2.2 Klassische Prognosefaktoren beim Mammakarzinom

Als klassische Prognosefaktoren werden morphologische Faktoren, wie Grading, histologi-
scher Typ, Lymphangiosis oder Himangiosis, und der pTNM-Status mit TumorgroRe, axilla-

rem Lymphknotenbefall und Fernmetastasierung verwendet.

Die TumorgroRe stellt einen wichtigen unabhangigen Prognosefaktor des Mammakarzinoms
dar, besonders bei nodal-negativen Patientinnen. Auch das histologische Grading gehort zu den
etablierten Prognosefaktoren, wie Schwartz et al. in ihrer im Jahr 2014 publizierten grofRange-
legten Studie des SEER-Programms mit 161.708 Brustkrebspatientinnen bestatigten. Der ne-
gative Einfluss von TumorgroRe, Lymphknotenstatus und -anzahl auf die Uberlebenszeit wurde
in zahlreichen, hier nur beispielhaft aufgefuhrten, Studien untersucht (Rosen et al. 1993; Cutuli
et al. 2001; Kreienberg et al. 2010; Weissenbacher et al. 2010; Rose et al. 2015) und im Jahr
2016 erneut von Diessner et al. anhand der Daten von 9.625 Brustkrebspatientinnen bestéatigt.

Die Lymphangiogenese stellt einen weiteren relativ jungen morphologischen Progno-separa-
meter dar. Die Lymphangiogenese scheint nach bisherigen Untersuchungen verantwortlich fiir
die Ausbreitung der Tumorzellen Uber die Lymphbahnen in andere Organe zu sein und damit
zur Metastasierung von Tumoren beizutragen (Alitalo et al. 2005; Aleskandarany et al. 2015).
VVon Tumorzellherden in intratumoralen LymphgeféaRRen streuen Tumorzellen in andere Organe
(Lymphgefalinvasion). Die Anzahl der tumoralen Lymphgeféalie kann Uber spezifische En-
dothelmarker wie LYVE-1 (LymphgefaR-Hyaluronsdure-Rezeptor-1) oder D2-40 (Immunglo-
bulin 1gG1) detektiert werden, und dartber eine Korrelation zwischen Lymphgeféal3dichte und
Uberleben oder Metastasen hergestellt werden (Abe et al. 2016). Es konnte bei invasiven
Mammakarzinomen eine Korrelation von peritumoralen lymphovaskuldren Invasionen mit
schlechter Uberlebensprognose gezeigt werden (Bono et al. 2004; Aleskandary et al. 2015; Abe
et al. 2016). Schoppmann et al. (2004), EI-Gohary et al. (2008) und Abe et al. (2016) fanden
mithilfe von D2-40 eine signifikante Korrelation zwischen tiberwiegend peritumoraler Lymph-
gefaRdichte und Lymphmetastasen. Niemiec et al. (2014) ermittelten eine Korrelation zwischen



der Lymphgefaldichte im Zellverband der stromalen Fibroblasten und dem Grading der Tumo-
ren. G3 und triple-negative Tumoren wiesen die héchsten Dichten auf.

Der Zusammenhang zwischen LymphgefaBinvasion und einer Uberexpression von Wachs-
tumsfaktoren wie VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), hier insbesondere VEGF-C und
D sowie TGF-p (Transforming Growth Factor-a) wurde bisher kontrovers beschrieben: Nicht
alle Studien, welche Lymphangiogenese beim Mammakarzinom beschreiben, finden auch er-
hohte VEGF-Expressionen. Hier scheinen die chemische Struktur des Markers sowie der Ort

der Lymphangiogenese (peri- oder intratumoral) eine Rolle zu spielen.

1.2.3 Molekulare Prognosefaktoren

Molekulare Marker zeigen Veranderungen auf molekularer Ebene an. Dies kann eine veran-
derte Genexpression, eine Mutation des gesamten Genoms oder nur einer Base (z.B. Promotor-
methylierung), oder die veranderte Expression von Wachstumsfaktoren sein. Da diese Veran-
derungen bereits in Frihstadien oder bei VVorsorgeuntersuchungen erkannt werden kénnen, wird

ihnen heute hohe Bedeutung beigemessen.

1.2.3.1 Ostrogen- (ER) und Progesteron-(PR)-rezeptorstatus

Immunhistochemische Marker werden zur Unterscheidung der Karzinom-Subtypen herange-
zogen. Die Erkenntnis, dass das Mammakarzinom dstrogenabhéngiges Wachstum zeigt, fiihrte
zur Entdeckung der Hormonrezeptoren, wichtiger Transkriptionsfaktoren. Der Hormonrezep-
torstatus definiert den Anteil an Tumorzellen, welche im Zellkern Hormonrezeptoren tragen,
also auf Ostrogen oder Progesteron reagieren. Der Nachweis wird immunhistochemisch durch
eine Anfarbereaktion mithilfe monoklonarer Antikdérper durchgefiihrt. Sowohl der international
gebrauchliche Allred-Score (Harvey et al. 1999) als auch der in Deutschland meist eingesetzte
Immunreaktive Score nach Remmele und Stegner (1987) eignen sich dafiir. Beide ermitteln
Scores Uber die Farbeintensitat und die Anzahl angefarbter Zellen. Bei positivem Ergebnis wird
der Tumor dann als ER+ oder PR+ bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass nahezu alle
invasiven Mammakarzinome ER+-Zellen aufweisen, jedoch in unterschiedlicher Menge (All-
red et al. 2004; Ellmann et al. 2009). Der Gberwiegend exprimierte Typ der ER-Untereinheiten
ist ER-alpha.



Da sich nach derzeitigem Kenntnisstand ER-positive Zellen aus pramalignen Vorlauferzellen
entwickeln, empfehlen die aktuellen ASCO (American Society of Clinical Oncology) / CAP
(College of American Pathologists) Leitlinien, auch beim Ansprechen von weniger als 10% der
Tumorzellen (> 1%) von einem positiven Hormonrezeptorstatus zu sprechen. Ein negativer Re-
zeptorstatus besteht nur bei weniger als 1% immunreaktiver Tumorzellkerne (Goldhirsch et al.
2011; Hammond et al. 2010).

Der Hormonrezeptorstatus ist damit eher ein pradiktiver als ein prognostischer Marker. Die
Ermittlung des Ostrogen (ER) und Progesteron (PR oder PgR)-Status gehort heute zur Basisdi-
agnostik, um eine geeignete Therapieempfehlung geben zu kdnnen. Die wenigen Studien, die
sich mit der prognostischen Relevanz befassen, sind bisher widersprichlich. Einige Ergebnisse
zeigten, dass ein positiver Ostrogenrezeptorstatus sowie ein positiver Progesteronrezeptorstatus
mit einem langeren Gesamtiiberleben unter Chemotherapie einhergeht (Bogina et al. 2015; Nor-
denskjold et al. 2016; Gluz et al. 2016), wohingegen beispielsweise Chan et al. (2015) an grof3en
Kollektiven eine Korrelation zwischen ER+ und dem Risiko von Rezidiven und friihzeitigem
Tod ermittelten. Wie Salmen et al. (2014) in ihrer Auswertung der Daten von 7.965 Brustkrebs-
patientinnen sahen, hat der Progesteronrezeptorstatus am meisten klinische Relevanz bei nega-

tivem ER-Status und guter Differenzierung des Tumors.

Wie die Heterogenitat des Mammakarzinoms zeigt, sind Dignitat und Tumorentwicklung mul-
tifaktoriell bedingt. Einige Autoren weisen daher z.B. auf einen altersabhdngigen Zusammen-
hang bezlglich des Rezeptorstatus hin, auch spielen TumorgréRe und Differenzierung ebenso
wie der HER2/neu-Status zusatzlich eine Rolle, sodass der Hormonrezeptorstatus nur ergén-
zend bewertet werden kann (Ono et al. 2016). Die Therapieresistenz einiger ER-positiver Tu-
moren wird wiederum auf Mutationen des ER-Gens zuriickgefuhrt (Thomas und Gustafsson
2015).

1.2.3.2 Wachstumsfaktoren und -rezeptoren
HER2/neu- Status

Die HER2 (human epidermal growth factor receptor 2)/neu-oder c-erb-B2-Tyrosin-Kinase ist
einer der Rezeptoren des EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)-Komplexes, welche sich
im Gegensatz zu den Hormonrezeptoren an der Zelloberflache befinden, und eines der wesent-

lichen Onkogene. Auch dieses Protein kann immunhistochemisch analysiert werden. Es wird



vom c-erb-B2-Gen (cellular avian erythroblastosis homologue B2) kodiert, welches auf Chro-
mosom 17921 lokalisiert ist. Punktmutationen oder auch Genamplifikationen flihren zu einer
HER2/neu-Uberexpression, welche weitere Genexpressionen beeinflusst und tiber Signaltrans-
duktionswege wie die MAPK-Kaskade und die P13-K-Kaskade Tumorzellproliferation, Migra-
tion und Apoptose verstarkt (Worthington et al. 2010; Lauring et al. 2013; Kirouac et al. 2016).
In Mammakarzinomen wurden Korrelationen zwischen HER2/neu-Uberexpressionen und ge-
ringerem Uberleben bzw. dem Auftreten von Rezidiven ermittelt (Al-Kuraya et al. 2004; Tiezzi
et al. 2007; de Roos et al. 2007). HER2/neu-Uberexpression oder Genamplifikationen wurde
mit einer H&ufigkeit von 10 bis 20 % der Tumoren entdeckt (Ross et al. 2009). HER2/neu ist
daher einer der Marker zu Unterscheidung der Subtypen.

Die biologische Aktivitat des HER2/neu ist auf dessen Affinitat zur Homodimerisierung und
Bindung an andere Wachstumsfaktoren zurtickzufuhren (Yarden 2001; Lauring et al. 2013;
Kirouac et al. 2016). HER2/neu und Hormonrezeptoren beeinflussen sich auf diese Weise ge-
genseitig: so wurden Hochregulierungen des Ostrogenrezeptors durch HER2/neu analysiert
(Arpino et al. 2008).

Der HER2/neu- Status gilt heute als wichtiger evidenzbasierter Faktor, der bei der Erstellung
von Therapiekonzepten zum Einsatz kommt (Jonat et al. 2011; Kreienberg et al. 2010; Untch
et al. 2015).

Die Beteiligung der Wachstumsfaktoren an der Tumorgenese ist vielfach bestatigt worden. Ins-
besondere bei therapieresistenten Karzinomen spielt die Hochregulierung von EGFR, VEGF
und TGF-p eine wichtige Rolle (Xu et al. 2011; Zavadova et al. 2014). So fanden Hadzisejdi¢
et al. (2010) hinsichtlich der Expression von EGFR eine Korrelation zwischen nukledrem
EGFR und geringem Uberleben. Nukleares EGFR war in 40% der Fille zu finden, wogegen
membranstandiges EGFR nur bei 2% der Karzinome nachgewiesen wurde. Zavadova et al.
(2014) fanden erhohte VEGF- und TGF-B-Werte bei hormontherapieresistenten Mammakarzi-
nomen. Die Untersuchungen von Scherbakov et al. (2013) ergaben, dass EGFR und VEGF
insbesondere an der Tumorproliferation bei Ostrogen-unabhangigem Wachstum, also ER-ne-
gativem Status eine Rolle spielen. Bahnassy et al. (2015) fanden eine Hochregulierung von

VEGEF in triple-negativen Karzinomen.

Die hohe Variabilitat von TGF-f hinsichtlich seiner Bindungsméoglichkeiten an Proteine der
Bindegewebszellen und hinsichtlich seiner Transmembran-Rezeptoren bedingt die Vielfalt an



Interaktionen im Zellzyklus. In der Tumorgenese verlduft die Aktivitat von einer Tumorsupp-
ression in frihen Stadien hin zu einer Tumorprogression (Pinkas et al. 2006). Pang et al. (2014)
fanden eine Korrelation zwischen verminderter Expression des TGF-f3 Rezeptors 11l (TBR3)
und Tumoren schlechter Differenzierung und geringem Uberleben. Sie verstehen TGF-B daher
als Marker fur triple-negative Karzinome. Es gibt allerdings bisher wenige aussagekréftige Stu-
dien.

Die Analyse von Wachstumsfaktoren sollte aufgrund ihres heterogenen biochemischen Verhal-
tens in Karzinomen nur in Kombination mit anderen Markern ausgewertet werden. Wie die
Studie von Tripsianis et al. (2013) und die Ubersicht von Patani et al. (2013) zeigt, hat die Co-
Verwendung der Marker HER2, IL-6, TNF-a und TGF-p hohe prognostische Relevanz.

1.2.3.3 Zellzyklus-Faktoren

Die Analyse des Proliferationsfaktors Ki-67 dient ebenfalls zur Unterscheidung der moleku-
laren Tumor-Subtypen. Ki-67 ist ein nukledres Antigen, das durch das MIK67-Gen kodiert
wird. Es wird im Zellkern produziert und wahrend der Proliferation der Zellen exprimiert
(Scholzen et al. 2000). Der Nachweis wird mithilfe des monoklonalen Antikorpers Ki-67 durch-

gefuhrt.

Ki-67 wird in der Klassifikation als Ergdnzung eingesetzt, da seine alleinige Aussagekraft nach
zahlreichen Studien nicht belegbar ist (Park et al. 2012; Harbeck 2013). Der Ki-67-Labeling-
Index (Prozent der Zellen mit Ki-67) ist mit dem Metastasierungs- und Rezidivrisiko korreliert
(Aziz et al. 2016; Ehinger et al. 2017) und erlaubt eine Aussage zur Prognose des Mammakar-
zinoms und, wie neue Studien zeigen, eine erheblich bessere Differenzierung der Subtypen
(Park et al. 2012; Criscitiello et al. 2014; Wishart et al. 2014; Niemic et al. 2015; Cirqueira et
al. 2015: Aziz et al. 2016). So fanden Liu et al. (2017) bei 125 Patientinnen mit triple-negativ-
Karzinom erhohte Ki-67-Werte.

Cyclin D1 (kodiert durch das CCDN1-Gen) und Cyclin E sind wesentliche, den Zellzyklus
kontrollierende Proteine. Sie sind an der Steuerung der Zellproliferation durch Regulation der
Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) und der Aktivierung diverser Gene beim Ubergang der G1
zur S-Phase beteiligt. Wie Studien ergaben, sind die Cycline auch an der Regulation von

Wachstumsfaktoren beteiligt, was ihre Bedeutung in der Tumorgenese unterstitzt. In Abhén-



gigkeit des Tumorstatus und -differenzierungsgrades, des Geschlechts und des Alters der Pati-
enten sollte die Interpretation der Cyclin-Expression ebenfalls nur in Kombination mit anderen

Markern erfolgen.

Ein weiteres Protein der Zellzykluskontrolle ist das Tumorsuppressorprotein P53, bzw. das Gen
TP53. Mutationen von TP53 gelten seit langem als wesentlich fur die Karzinogenese. Aber
auch hier sind die Studienergebnisse in Abhangigkeit des Tumorstatus und Subtyps heterogen.
Veranderte Expression von TP53 oder Punktmutationen dienen in Kombination mit anderen
Markern, wie HIF-alpha, HER2/neu, Cyclin D1 und Ki-67 zur Prognostizierung des Mamma-
karzinoms (Bos et al. 2004; de Ross et al. 2009; Mylona et al. 2013).

Die Proteine der Gene BRCA 1 und 2 sind in normaler Expression wichtige Transkriptions-
faktoren in der Regulierung des Zellzyklus, indem sie beispielsweise Chromosomenstabilitat
und DNA-Reparatur regulieren. Mutationen in BRCA 1 und 2 fuhren zur Inaktivierung ihrer
ursprunglich tumorsuppressiven Wirkung und damit zum Entgleisen des Zellmetabolismus
(Welcsh et al. 2001). BRCA-Gene gelten als etablierte Nachweisparameter fiir das hereditére
Mammakarzinom. Korrelationen zu anderen molekularen Parametern, wie z.B. zum Hormon-
rezeptorstatus, werden bisher kontrovers beschrieben. So fanden Bane et al. (2007) BRCA2-
Mutationen korrelierend mit einem positiven ER-Status. In anderen Studien wurden Korrelati-
onen mit schlechter differenziertem Gewebe und negativem ER-Status gefunden (Schmutzler
et al. 1997; Okada et al. 2012; Yang et al. 2015).

1.2.3.4 Faktoren der Invasivitat und metastatischen Kapazitat

Der Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (UPA) und dessen Inhibitor Plasminogen-Aktiva-
tor-Inhibitor 1 (PAI-1) kennzeichnen das Potenzial der Tumorzellen zur Invasion und Metasta-
senbildung. Die Enzyme uPA/PAI-1 erfilllen wichtige Funktionen einerseits der Proteo-
lyse/Fibrinolyse, andererseits der Adhé&sionsunterstiitzung von Tumorzellen an Zellmembranen
und sind damit in Chemotaxis, Proliferation und Angiogenese involviert (Reuning et al. 2003;
Harbeck et al. 2004). Die prognostische Relevanz wurde in vielen Studien bestétigt: So zeigen
Patientinnen mit einem niedrigen PAI-1- Level eine signifikant bessere Uberlebenswahrschein-
lichkeit als Patientinnen mit einem erhdhten PAI-1. Die Plasminogen-Parameter dienen heute
zur Einschétzung der Therapieoptionen bei Patientinnen mit Nodal-negativem Mammakarzi-
nom (Harbeck et al. 2013, Kolben et al. 2016).



1.2.3.5 Genexpressionstests

Fur adjuvante Therapieentscheidungen kann heute mittels einer Reihe von Genexpressionstests
flr Patientinnen mit frihem hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom durch die zusétzlich
gewonnenen prognostischen Informationen tber die individuelle Tumorbiologie ein mdglichst
prazises Rezidivrisiko abgeschatzt werden. Der Risikoeinschatzung kommt insofern eine be-
deutende Rolle zu, als dass Patientinnen mit einem geringen absoluten Risiko nur einen gerin-
gen absoluten Nutzen von einer adjuvanten Therapie haben. Der Erstellung genomischer Profile
des Tumors, sogenannte Gensignaturen, werden daher herangezogen, um Patientinnen, welche
von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren kénnen, von denen, denen eine nebenwir-
kungsreiche Therapie erspart bleiben kann, abzugrenzen (S3-Leitlinie 2018). Neben den klas-
sischen Klinisch-pathologischen Prognosefaktoren kommen heute in Deutschland bereits ver-
schiedene verfuigbare Genexpressionstests zum Einsatz (u.a. EndoPredict®, MammaPrint®,
Oncotype DX®, Prosigna®) (Sinn et al. 2013). Die Ergebnisse der OPTIMA Prelim Machbar-
keitsstudie mit 313 Patientinnen aus 2016 zeigen jedoch, dass verschiedene kommerziell ver-
fligbare Genexpressionstests zu unterschiedlichen Risikoeinteilungen der individuellen Patien-
tin fihren konnen. Aus diesen unterschiedlichen Risikoeinteilungen resultieren in der Folge
2.T. divergente Empfehlungen fur oder gegen eine Chemotherapie (Bartlett et al. 2016; Stein et
al. 2016).

1.2.4 Stromale Genexpression als prognostischer Marker
1.2.4.1 Interaktion Tumor — Tumorstroma

Die Interaktion zwischen Epithel und Stroma ist bereits fur die normale Entwicklung der Brust-
drise und ihre Funktion notwendig. Daruber hinaus wird auch der Bedeutung der Wechselwir-
kung zwischen Tumorzellen und Stroma fur die Karzinogenese seit einigen Jahren in wissen-
schaftlichen Untersuchungen zunehmend Beachtung geschenkt. Sind es zum einen die Tumo-
repithelzellen, die durch Invasion und Angiogenese das Stroma infiltrieren bzw. Signale auslo-
sen und im Stroma Verénderungen initiieren, so beeinflusst andererseits das Stroma selbst die

Tumorprogression.

Vom Tumor ausgehende Chemotaxis der Monozyten, die Wanderung von Mastzellen in die
EZM (extrazellulare Membran) und die Expression von TGF-f und VEGF bereiten die EZM
und die Basalmembran durch Degradation der Strukturproteine fir die Angiogenese und Mig-

ration der Tumorzellen vor, wobei Proteasen eine besonders wichtige Rolle spielen (Kim et al.
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2006; Fakhrjou et al. 2016). Andererseits konnen Veranderungen in Stromazellen, wie ein Un-
gleichgewicht von Fibrinbildung und Fibrinolyse, das Tumorwachstum sowohl férdern als auch

inhibieren.

Das Stroma stellt Bindegewebe Uberwiegend aus Kollagenfasern dar, worin neben Mastzellen
und Lymphozyten aktivierte Fibroblasten, so genannte cancer associated fibroblasts (CAF), ak-
tiv sind. Die Aufgabe von stromalen Fibroblasten liegt in Generierung und Reparatur interzel-
lularen Gewebes, also des Kollagens. Die Interaktion mit CAF und deren Steuerung der Zella-
dhéasion und Migration tragt nun ebenfalls entscheidend zur Tumorprogression bei (Kim et al.
2006; Angelucci et al. 2012; Fu et al. 2013; Augsten 2014; Loi et al. 2014). CAF &hneln in ihrer
Aktivitat hinsichtlich Kollagensynthese und Steuerung von Wachstumsfaktoren und Interleu-
kinen wie IL-6 den Fibroblasten in einer tberschiefenden Wundheilungsreaktion (Gabbiani et
al. 2003; Kalluri et al. 2006; Erez et al. 2013; Augsten 2014; Osuala et al. 2015; Fakhrjou et al.
2016). Daher wird die Tumorprogression auch mit einem hamostatischen System verglichen,
welches auf3er Kontrolle gerét.

Die Aktivierung der CAF erfolgt ber PDGF und TGF-f: Tumorzellen aktivieren Thrombozy-
ten, welche PDGF, IGFal, VEGF, TGF-B1 und Selectine sezernieren (Lal et al. 2013). Unter
der Einwirkung dieser Wachstumsfaktoren differenzieren Fibroblasten zu Myofibroblasten,
den wichtigen Untereinheiten in der nachfolgenden Reaktionskaskade: Sie entwickeln Eigen-
schaften wie Muskelzellen und passen sich dem umliegenden Gewebe an. Einmal aktivierte
CAF setzen in der Folge ihrerseits eine Signalkaskade in Gang, welche ausgehend vom Stroma
Makrophagen rekrutiert, woraufhin weitere Uberschiisse von Wachstumsfaktoren sezerniert
werden, welche die Tumorprogression fordern (Gabbiani et al. 2003; Augsten 2014; Acerbi et
al. 2015).

1.2.4.2 Genexpressionen in stromalen Fibroblasten

Aufschlussreiche Analysen der letzten 6 Jahre konnten zeigen, dass sich das Expressionsspekt-
rum der stromalen Fibroblasten sehr stark von dem der Fibroblasten gesunden Gewebes (NF)
unterscheidet (Sadlonova et al. 2009; Bauer et al. 2010; Pasanen et al. 2016). Sadlonova et al.
(2009) analysierten in Fibroblasten aus Mammakarzinomen 420 Gene, welche ein unterschied-
liches Expressionsprofil in NF bzw. CAF zeigten. In der Regel sind die Expressionen in NF
geringer als in CAF, es gibt jedoch einige besondere Abweichungen. Unter den 27 Genen, die
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Bauer et al. (2010) in CAF von primaren Mammakarzinomen herunterreguliert gegenuber nor-
malen Fibroblasten (NF) analysierten, befanden sich auch die Gene von AKR1C1 und
AKR1C2.

Bei der Untersuchung der stromalen Aktivitat wurde deutlich, dass sich die Genexpression von
der des gesunden Gewebes insbesondere hinsichtlich Zytokinen, EZM-Molekilen und Pro-
teasen unterscheidet (Casey et al. 2009; Sadlonova et al. 2009; Bauer et al. 2010). Neuere Un-
tersuchungen ergaben auch die Aktivierung von VEGF durch CAF (Wang et al. 2017). Die
Vaskularisierung, insbesondere die Lymphangiogenese, aber auch die Kollagenbildung, wer-
den durch erhohte Level von VEGF, Laminin-a-2 und FGF-2 sowie TGF-$ gesteuert (Vitolo
et al. 2001; Mylona et al. 2007; Niemic et al. 2014; Acerbi et al. 2015).

Zahlreiche Studien der letzten 5 Jahre bestétigen, dass die Histochemie des Stromas demnach
zur Beurteilung und Prognostizierung von Karzinomen herangezogen werden sollte. Weitere
Studien unterstiitzen die Annahme, dass das Expressionsprofil stromaler Zellen mit dem Tu-
mortyp und der -progression korreliert. So untersuchten Schoppmann et al. (2012) die Podopla-
nin-Expression in Mammakarzinomen, welche in diversen Tumorentitaten einen statistischen
Zusammenhang mit einer schlechten Prognose aufwies. Bei 9 bzw. 8% der Patientinnen war
die Expression auch in Stromazellen erhéht und korrelierte mit geringerem Uberleben. Wie
Tchou et al. (2012) herausfanden, variiert die CAF-induzierte Genexpression zwischen den
Subtypen des Mammakarzinoms. In der Studie von Frings et al (2013) fanden die Autoren einen
Zusammenhang zwischen der PGDF-Expression von CAF und HER2/neu / ER-Tumoren sowie
einem hohen Grading. In der Untersuchung von Niemic et al. (2014) korrelierte die stromale
LymphgefaRdichte mit G3, triple-negativen Karzinomen und der Expression weiterer Zytokine.
Die Untersuchung von Kim et al. (2015) von Proteinexpressionen aus CAF in Tumoren unter-
schiedlicher Metastasierung ergab Variationen zwischen Lungen-, Knochen- und Lebermeta-
stasen. Nach Park et al. (2016) unterscheidet sich die Expression der CAF-induzierten Proteine

in invasiven duktalen Mammakarzinomen von der in lobuldren Karzinomen.

1.2.4.3 AKRI1C1 und AKR1C2: Potential als Prognose-Marker?

In diesem Zusammenhang kommt den Aldo-Keto-Reduktasen (AKR) AKR1C1 und AKR1C2,
welche beim Mammakarzinom in luminalen Epithelzellen und in Myofibroblasten gefunden
wurden, hohe Bedeutung zu. Die AKR-Superfamilie fungiert als Katalysator fir Oxidations-

Reduktions-Reaktionen in diversen Geweben, nicht nur bei Sdugetieren, sondern z.B. auch in
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Mikroorganismen. Beim Menschen wurden bisher 15 unterschiedliche AKR-Proteine entdeckt.
Die AKR1C-Familie (Hydroxysteroid-Dehydrogenasen, in englischen Publikationen HSD)
umfasst vier Enzyme AKR1C1-4, die alle von dem AKR1C1-Gen auf Chromosom 10p15-p14
codiert werden. AKR1C1-4 sind monomere Proteine aus 323 Aminosduren, wobei AKR1C1
und C2 sich nur in 7 Aminosduren unterscheiden. Sie wurden bisher tberwiegend in der Pros-
tata, in der Zervix und der Brustdrise gefunden und regulieren die Aktivierung von Andro-
gen-, Ostrogen- und Progesteronrezeptoren sowie des GABA-Rezeptors (Barski et al. 2008;
Penning et al. 2009, Penning et al. 2015).

Diese vier AKR1C-Proteine werden in der Literatur auch unter der Bezeichnung 20a-HSD ge-
fuhrt, was ihre Aktivitatszentren im Progesteron-Metabolismus kennzeichnet. Dabei reagiert
AKRI1C2 allerdings auch als 3a-HSD, wie im Weiteren gezeigt wird. AKR1C1 und AKR1C2
sind in verschiedene Wege des Progesteron-Metabolismus involviert. Beide Isoformen redu-
zieren Progesteron zu den inaktiven Metaboliten 20-a-Hydroxyprogesteron (20a-HP) sowie
5o-Dihydrotestosteron (5a-DHT) zu 3a-Androstandiol und dariiber hinaus Ostrogen zu 17p-
Ostradiol (Penning et al. 2015). AKR1C2 katalysiert zusitzlich die Reduktion von 5a-DHP zu
30-HP (Rizner et al. 2014). Die Progesteronmetaboliten haben eine wichtige Funktion in der
Hemmung von Zellproliferation und -adhdsion, indem sie iber die Bindung an membranstan-
dige Rezeptoren proliferationshemmende Aktionen wie Apoptose und die Regulierung von Ad-

hasionsfaktoren beeinflussen (Wiebe et al. 2006).

Die Herunterregulierung der Reduktasen und die nachfolgende Reduktion von 200-DHP und
3a-HP fuhrt nicht nur zu einer Erhéhung der Expression des Gegenspielers, der proliferativen
5a-Reduktase, sondern auch zu héheren Progesteron-Ausschittungen mit nachfolgender Tu-
morprogression (Wiebe et al. 2013; Ji et al. 2004). Somit kdnnte AKR1C1 und AKR1C2 eine

tumorprotektive Funktion zugeschrieben werden.

Beide Reduktasen wurden in Mammakarzinomen reduziert gefunden (Lewis et al. 2004; Ji et
al. 2004; Pau et al. 2010; Hlavac et al. 2014). Wie Wiebe et al. (2013) zeigen konnten, hemmt
3a-HP die Tumorprogression in ER/PR-negativ-Karzinomen. Zusammenhdange zwischen der
Aktivitat der AKR1C im Brustgewebe und Brustkrebs wurden bislang noch nicht publiziert.
Die Publikation von Hlavac et al. (2014) gibt jedoch folgenden Hinweis: Im Kollektiv von 68
Mammakarzinomen wurden hohere intratumorale Expressionen von AKR1C1 und AKR1C2
im Anschluss an die neoadjuvante Therapie ermittelt.
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In der umfangreichen Analyse von Sadlanova et al. (2009) der Proteinexpressionen in Mamma-
karzinom-Stroma und normalen Fibroblasten wurde ein Zusammenhang zwischen erhohter Ex-
pression des EZM-Proteins FBLN1 (Fibulinl) im Stroma und verminderter Tumorproliferation
gefunden. Es lage daher die Vermutung nahe, dass auch weitere Proteine der stromalen Expres-

sion im Zusammenhang mit der Tumorproliferation stehen.

Die stromale Expression derartiger reprasentativer Gene bzw. Proteine kdnnte damit eine prog-

nostische Relevanz besitzen. Der AKR1C-Familie kommt damit eine besondere Bedeutung zu.

1.3 Problemstellung und Zielsetzung

Wie die Ubersicht zeigt, gibt es eine Reihe molekularer Marker, die Aussagen zur Prognose des
Mammakarzinoms zulassen, jedoch wiederum mit einer Reihe anderer Abldufe korreliert sind.
Die Heterogenitat des Mammakarzinoms limitiert daher die Relevanz einzelner prognostischer
Marker. Es erscheint derzeit sinnvoll, unterschiedliche molekulare Parameter zu einer Aussage
beziiglich Dignitat und Prognose des Mammakarzinoms heranzuziehen. Wie die Studien der
jungsten Zeit herausarbeiten, ist die Tumorgenese dulRerst komplex und insbesondere von einer
Interaktion zwischen Tumor und Tumorstroma abhdngig. Signalinduktionen seitens des
Stromas initiieren Verénderungen in Gen- und Proteinexpressionen, welche Tumorzellzyklus
und Migration beeinflussen. Das Stroma als Ausldser der Tumorprogression sollte demnach

intensiv betrachtet werden, wobei genetischen Verénderungen eine hohe Bedeutung zukommt.

Die vorliegende Arbeit dient dazu, die prognostische Relevanz der Proteinexpression von
AKR1C1 und AKR1C2 zu Uberprifen. Zielsetzung ist die Darstellung von AKR1C1 und 2
sowie weiterer Proteine entsprechend ihres Expressionsverhalten in stromalen Fibroblasten und
in Tumorzellen unter Beriicksichtigung von Alter, Tumorstadium, Nodalstatus, Rezidiv, Ge-

samtiiberleben und krankheitsfreiem Uberleben.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv fur diese Arbeit umfasste 504 Mammakarzinom-Patientinnen, die sich
zwischen den Jahren 1997 und 2010 zur Therapie des Tumors in der Universitatsfrauenklinik
Kiel Schleswig-Holstein befanden. Die chirurgische Therapie erfolgte im Brustzentrum
(Mammazentrum) des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel. Als Grundlage

der Datensatzgewinnung dienten die Patientenakten der Universitatsfrauenklinik Kiel.

Es galten folgende Einschlusskriterien: Vollendung des 17. Lebensjahres, Therapie des
Mammakarzinoms an der Universitatsfrauenklinik, Kiel. Alle Patientinnen wurden vorab Uber
die Ziele der Studie informiert und gaben ihre schriftliche Einverstandniserklarung zur Teil-
nahme und Entnahme von Tumorbiopsien. Die Studie wurde von der Ethikkommission geneh-

migt.

Unter diesem Gesichtspunkt wurden alle Arztbriefe und Operationsberichte der Universitats-
frauenklinik zwischen 1997 und 2010 zusammengetragen und in einem Register festgehalten.
Auf diese Weise wurden Informationen aus Anamnesebdgen, préaoperativer Diagnostik, Ope-
rationsberichten, histologischen Befunden, Entlassungsberichten und Nachuntersuchungen des
Mammazentrums der Universitatsfrauenklinik sowie des Instituts fur Pathologie extrahiert. Es
wurden Patientinnen mit Erstdiagnose eines Mammakarzinoms im Zeitraum von 1997 bis 2009
ausgewahlt. Die daraus gewonnenen Daten wurden durch eine Evaluierung aller histopatholo-
gischen Befunde von Mammakarzinomen in der Tumordokumentation der Universitatsfrauen-
klinik ergénzt. Die Recherche ergab somit ein Kollektiv von 454 Patientinnen mit invasivem
Mammakarzinom und 50 Patientinnen mit DCIS (Ductal Carcinoma In Situ), wovon etwa 100
Patientinnen mit dem Event Rezidiv und 80 Patientinnen mit dem Event Tod gekennzeichnet

waren. Insgesamt waren 386 der 504 Patientenproben auswertbar.

Die auf diese Weise extrahierten Daten wurden tabellarisch in einem Register erfasst (Microsoft

Excel). Dieses Register enthielt abschlieRend folgende Komponenten:

Allgemeine Patientencharakteristika: Alter zum Diagnosezeitpunkt, Erstdiagnose, Ge-

schlecht
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Tumorcharakteristika des Primartumors: Tumorstadium vor und ggf. nach Chemotherapie,
Nodalstatus, Grading, histologischer Subtyp, Resektions-Status (R-Status), Befall des Lymph-
gefaRsystems (L-Status), Fernmetastasen (M-Status), Einbruch in die Venen (V-Status), Re-

zeptorstatus (Ostrogen und Progesteron, HER2/neu).

Durchgefihrte adjuvante bzw. neoadjuvante Therapie: Bestrahlung, Chemotherapie, endo-
krine Therapie.

Vorliegen eines intra- oder peritumoralen Carcinoma in situ
Vorliegen von Fernmetastasen, Rezidiv und Simultantumoren

Follow-Up (Zeitpunkt des letzten Follow-Up und Ergebnis (Tod, Todesursache). Hieraus er-
folgte die Berechnung von Disease Free- und Overall Survival.

Das mediane Follow-Up betrug 46 Monate mit einer Reichweite von 0 bis 168 Monaten.

2.2 Laborgerate und Materialien

2.2.1 Gerate

Mikrowellengerat (Sharp R332, Sharp Electronics Europe GmbH, Hamburg)
Accu Jet (Pipettierhilfe)

Inkubator

Deckglaschen, Langenbrinck Teningen, Deutschland
Préazisionswaage 2001 MP2, Sartorius, Goéttingen, Deutschland
Lichtmikroskop Axiovert 25, Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Kdihlschrank, Siemens

Magnetruhrer mit Heizplatte

Mikroskop, Axioskop, Zeiss, Goéttingen, Deutschland
Statistische Auswertung: R-Software

Mikrotom HM 400R

Objekttrager Superfrost®Plus, Menzel-Gléser, Braunschweig

pH-Meter pH 300, Hanna Instruments, Kehl am Rhein, Deutschland
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Paraffin, Langenbrinck Teningen, Deutschland
Research Pipetten, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Trockenschrank, Ehret, Emmendingen, Deutschland

Vortex (Genie 2), Scientific Industries, Darmstadt, Deutschland

2.2.2 Puffer, Medien und Lbdsungen

Xylol/ Xylol- Isomere Gemisch 2,51 Riedel-de Haen; Art.: 16446

100%iger Alkohol, 96%iger Alkohol, 70%iger Alkohol

Citratpuffer

0,01 molare Zitronensédure (Citronensaure-Monohydrat, Fa. Merck, Darmstadt)
1 molare Natronlauge (NaOH (1N), Fa.Merck, Darmstadt)

Destilliertes Wasser, aufbereitet mit einer Seradest SD 2800 Patrone, Zitt-Thoma Laborbedarf-

Glasblé&serei, Freiburg, Deutschland
pH-Wert: 6,0
TBS Puffer

83,69 NaCl (Walter GmbH&Co KG, Kiel, Deutschland), 12g Tris(hydroxymethyl)-aminoethan
(Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

25% HCL (Salzséure Fa.Merck, Darmstadt, Deutschland)

Destilliertes Wasser

pH-Wert: 7,4-7,6 NaCl

Blocking solution fur die endogene Peroxidase

Hydrogenperoxide 30% Merck 8.22287.1000 1L UN2014

PBS- Puffer pH 7,6

PBS Dulbecco Instamed (Biochrom, Berlin, Deutschland) in Aqua dest.
0,8-0,9%ige NaCl-Losung in 0,03M Phosphatpuffer

Waschpuffer
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DAB Substrat und Chromogen
Bright-DAB-Substrate Kit Immunologic BS04 sample
Hamalaun Lésung

Merck 1.09249.0500 Mayers Hamalaun Lésung RSS
Leitungswasser

Eindeckmedium

Eukitt, Kindler R10-90/21-38, 59-25-37

Roti-mount/ Roth Art.: HP68-1

2.3 Immunhistochemie
2.3.1 Erstellung eines Tissue Micro Array (TMA)

Die Tissue Micro Array-Technik beruht auf der Uberlegung, durch parallele Anordnung unter-
schiedlicher Gewebeproben in einem Paraffinblock die Mdglichkeit zu einer Simultanbestim-
mung immunhistochemischer Daten ganzer Patientenkollektive erreichen zu kdnnen (Kononen
et al. 1998). Tissue Micro Arrays bestehen aus Paraffinbldcken, in denen bis zu 1000 separate
Gewebekerne im Array Mode angeordnet sind. Flr die Entnahme von Gewebeproben wird in
der Regel eine Hohlnadel mit 0,6mm Kerndurchmesser verwendet. Die Gewebeproben werden
aus in Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten klinischen Biopsien oder Tumorproben
entnommen und in einen leeren Paraffinblock (Empféangerblock) in einem Abstand von 0,7 bis
0,8 mm transferiert und bei 40°C eingeschmolzen. Die Oberflache jeder Probe ist damit 0,28
Quadratmillimeter grof3. Dadurch kénnen Mehrfach-Proben oder Gewebeproben grol3er Pati-
entenkollektive nach einem Dunnschnitt dieses Blocks gemeinsam geférbt und ohne einen

Wechsel des Objekttragers unmittelbar nacheinander betrachtet werden.

Zur Analyse werden Schnitte des Paraffinblocks hergestellt. Man entnimmt dazu Proben aus
den Paraffinblocken (Spenderblécke), die einerseits klein genug sind, um den Block nicht zu
zerstéren und andererseits grol? genug, um die Morphologie der Probe beurteilen zu kdnnen.
Nach einer kurzen Erwarmung, um die Stanze der Probe mit dem Paraffinblock zu verbinden,
wird der Tissue Array Block im Mikrotom fixiert und geschnitten. Dann wird der Dunnschnitt
auf den Objekttrager aufgebracht, fixiert und anschliefend mit HE (Hamatoxylin-Eosin) gefarbt

und analysiert. Hierbei erscheinen Zellkerne blau-violett und Zytoplasma rosa.
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Tissue Micro Arrays erlauben es, eine Vielzahl von Gewebeproben gleichzeitig zu untersuchen,
sowie bis zu 100 Folgeschnitte anzufertigen. Es empfiehlt sich, nach jeder Folge von 50 Schnit-
ten neue HE-Schnitte zu farben, um Fehler durch die mogliche Anderung der Morphologie des
Gewebes zu vermeiden (Kallioniemi et al. 2001). Der Nachteil, dass jeder Kern nur einen
Bruchteil des Gewebes darstellt, wird durch das Erstellen mehrfacher Stanzen aus einer Gewe-
beprobe ausgeglichen. Eine grofiere Stanzdicke geht mit weniger Proben einher.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Anfertigung der Tissue Micro Arrays mit einem Perso-
nal Tissue Arrayer MTA-1 (Alpha Metrix Biotech) und einer StanzgrélRe von 1 mm. Der Emp-
fangerblock wurde aus thermostabilem Paraffin hergestellt. Die Anordnung der TMA und die

Anzahl der Proben sind aus den ,,TMA-Maps* im Anhang zu ersehen.

Biopsie Nadel, 1 mm

Biopsy Needle

— | :
2999000
200000

AT OLEBGBEERD

Spenderblock Empfangerblock

Tissue Array Slide

Objekttrager

Abbildung 1: Herstellung eines Tissue Micro Array (In Anlehnung an Shannon et al. 2008)

2.3.2 Anfertigen der Paraffinschnitte

Zur Anfertigung der Schnittpraparate wurden die tiefgefrorenen Paraffinblocke in ein Rollen-
mikrotom (Modell 2050 Supercut, Fa. Reichert und Jung, Nussloch, Deutschland) gespannt und
anschlieBend mit quergestelltem Messer und einer Schnittdicke von 2-5um geschnitten. Die in
einem auf 50°C erwdrmten Wasserbad temperierten Schnitte wurden dann auf Objekttrager
(Super Frost Plus, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen. AnschlieBend wurden diese Ob-
jekttrager bei 37°C im Inkubator Gber Nacht getrocknet. Die Praparate wurden anschlieRend

bei Zimmertemperatur gelagert.
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2.3.3 Immunhistochemische Farbung

Die Immunhistochemie bezeichnet den Nachweis von Antigenen in Geweben, im tbergeord-
neten Sinn spezifischer Molekdile wie Proteine, anhand von sichtbaren Reaktionsprodukten, die
bei der Bindung eines markierten Antikorpers an das Protein entstehen. Als Antikdrper kénnen
Enzyme oder Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden. Bei der in der vorliegenden Arbeit an-
gewandten enzymatischen oder auch indirekten Methode erfolgte die Analyse der Proteinex-
pression der Gene AKR1C1 und AKR1C2 mit Hilfe spezieller Primar-Antikérper und konju-

gierter Sekundar-Antikdrper, welche tber Peroxidase markiert sind.

Der Ablauf der Farbreaktion erfolgt in zwei Schritten (Abb. 2). Der erste Schritt der Farbung
ist die Inkubation mit dem Primarantikorper, worauf die Bindung des EnVision-Polymeranti-
korpers an den Primarantikdrper folgt. Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten sekun-
daren Antikorpern (EnVision™ System, Dako, Agilent Technologies) handelt es sich um Per-
oxidasemarkiertes Polymer, konjugiert an Ziege-Anti-Kaninchen Immunglobuline in Tris-HCI-
Puffer. Es wurde Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) verwendet. Die Poly-
mere sind patentrechtlich geschiitzte Polymerkonjugate, deren Rickgrat aus einem inerten
Dextranmolekul bestehen. Daran kdnnen neben durchschnittlich 70 Peroxidasemolekilen wei-

tere 10 Antigenmolekile gebunden werden.

AN AN

Antigen
Schritt 1 Schritt 2

Abbildung 2: EnVision™ -Methode (in Anlehnung an Boenisch et al. 2006)
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2.3.4 Immunhistochemische Analyse
2.3.4.1 Wahl der Antikorper und ihrer Konzentrationen

Die Wahl der Antikorper, ihre jeweiligen Verdiinnungen, die Inkubationszeiten sowie der je-
weilige immunhistochemische Ablauf wurden zuvor in mehreren Versuchsreihen evaluiert. Die

verwendeten Antikorper sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Protein Primar-Antikorper / Verdinnung 1g-Sub- Hersteller
Ursprung klasse

AKR1C1 Kaninchen, 1:50 in PBS IgG GeneTex
polyklonaler Antikorper
[N1C2]

AKR1C2 Maus, nonoklonaler Anti- 1:100 in PBS lgG1 Kappa Abnova
korper Clone 1G1

Sekundar-Antikorper

Peroxidase-markiertes Poly- = Gebrauchsfer- Dako,
mer konjugiert an Ziege- tig, gepufferte Agilent
Anti-Kaninchen Immunglo- = Lésung

buline in Tris-HCI-Puffer

Tabelle 1: Verwendete Antikérper

2.3.4.2 Féarbeprotokoll

Die zuvor angefertigten Paraffinschnitte der Tissue Micro Array wurden Uber Nacht bei 37°C
inkubiert, mit Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) entparaffiniert und anschlieRend durch eine
absteigende Alkoholreihe dehydriert. Diese Reihe bestand aus 3x Xylol, 3x 100%igem Alko-
hol, 2x 96%igem Alkohol, 2x 70%igem Alkohol.

Durch die Fixierung von Gewebeproben in Formalin kann es, bei formalinsensitiven Epitopen,
zur Veranderung vieler Epitopstrukturen kommen. Dieses als Maskierung eines Epitops be-
zeichnete Ph&nomen, entsteht infolge chemischer Quervernetzungen, die sowohl innerhalb (in-
tramolekulare Cross-Links) als auch zwischen verschiedenen Proteinen (intermolekulare

Cross-Links) auftreten kénnen.

Ergebnis dieser Maskierung kann sowohl ein partieller als auch ein totaler Verlust der Immun-

reaktivitat sein.

Zur Demaskierung wurden die TMA in 1000mL Citratpuffer, pH 6,0, bei 900 Watt 20 Minuten
in einer handelslblichen Mikrowelle bis nahe dem Siedepunkt erhitzt, anschlieRend nochmals
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20 Minuten bei Raumtemperatur abgekuhlt und 5 Minuten unter mehrfachem Austausch von
Leitungswasser gewaschen. Zum Blocken der endogenen Peroxidase wurden die Objekttrager

in Waschpuffer gesetzt um Farbeartefakte durch Luftsauerstoff auszuschlief3en.

Das Blocken der endogenen Peroxidaseaktivitét soll eine unspezifische braune Hintergrundfar-
bung am Ort der Reaktion, die das spatere mikroskopische Auswerten stark erschwert, verhin-
dern. Dazu wurden die TMA in 3%iger Hydroxyperoxid-Losung (H202, Stammlésung 30%ig,
1:10 Verdunnung mit Aqua dest. oder Methanol) inkubiert. Die Inkubationszeiten kénnen Ta-
belle 2 entnommen werden. Anschliefend wurden die Objekttrager wieder unter Leitungswas-

ser ausgewaschen und in Waschpuffer platziert.

Um die Hintergrundférbungen weiter zu reduzieren, wurden die Schnitte fiir 20 Minuten einem
Anti-Goat-Normalserum (X0907 Dako, Glostrup, Danemark) in Verdiinnung mit PBS (phos-
pate-buffered-saline) in einer feuchten Kammer ausgesetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Objekttrager auf Zellstofflagen abgeklopft, um noch einen geringen Flussigkeits-

film auf dem Gewebe zu garantieren.

Zur Inkubation mit den Antikérpern wurden diese mit PBS auf die gewiinschte Konzentration
hin angesetzt. Die mit dem Antikorper beschichteten Objekttrager (OT) wurden, um eine
gleichméRige Verteilung zu gewdhrleisten, mit Parafilm bedeckt, in einer feuchten Kammer
angeordnet und der ermittelten Inkubationszeit ausgesetzt. Die Inkubationszeit und die Lage-
rungstemperatur wurden im Vorfeld in verschiedenen Versuchsreihen ermittelt, um ein optima-
les Farbeergebnis zu erzielen. Nach Beendigung der jeweiligen Inkubationen werden die OT

wiederum abgeklopft und es erfolgt eine Auswaschung mit Waschpuffer.

Zur Inkubation mit der EnVision™-Polymerlosung wurden die Praparate mit N-Histofine
Simple Stain MAX PO (MULTI), ,,ready to use*“ unverdiinnt und direkt aus dem Kit prapariert.

Die Inkubation betrug 30 Minuten in der feuchten Kammer.

Nach Beendigung folgten Waschschritte, wobei der Puffer mehrmals verworfen und erneuert

werden sollte.

Zur Farbentwicklung wurde bei allen Untersuchungen DAB (3,3-Diaminobenzidin +Chromo-
gen X50, Envision Kit) als Substrat-Chromogen verwendet, das in Alkohol und anderen orga-
nischen Losungsmitteln unldslich ist. Das farblose DAB wird unter der Reaktion mit HRP,
H20. und H20 auf den das gesuchte Protein exprimierenden Zellen in einen braunen Farbton
umgewandelt, welcher einen sehr guten Farbkontrast zur nachfolgenden Gegenfarbung des

Kernes mit Hdmalaun darstellt. Die DAB- Pufferlésung wurde erst kurz vor ihrer Verwendung
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mit H20: versetzt, um ein bestmdgliches Farberesultat zu erzielen. Die Inkubationszeit lag bei
2 Minuten. Nach der Farbentwicklung wurden die Préparate zur Beendigung der Féarbereaktion

gut mit Leitungswasser gespult.

Nach der 10-min(tigen Inkubation mit DAB folgte eine Gegenfarbung mit Hamalaun fiir 5 min,
Mit dieser Methode werden die nicht-spezifisch gefarbten Gewebeareale in einer anderen Farbe
(blau) kenntlich gemacht. Vor dem Gebrauch wurde die Losung durch einen Faltenfilter
(Schleicher & Schill GmbH) gegeben, um eventuell vorhandene ungeldste Farbkomplexe zu
entfernen. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Praparate so lange mit Leitungswasser
gewaschen, bis keine Farbwolken mehr aufstiegen. Die entstehende Blaufarbung wurde durch
das “Blauen® der Schnitte unter einem schwachen Wasserstrahl fiir mindestens 30 Minuten

intensiviert.

Unter aufsteigender Alkoholreihe (2x 70%, 2x 96%, 3x100%, 3x Xylol) wurden die Préparate
unter mehrmaligem Ein- und Austauchen dehydriert und im letzten Xylolbad fur 2 Minuten
belassen. Die mit Eukitt (Kindler) abgedeckten Schnitte wurden tber Nacht unter dem Abzug

belassen.

Um eine unspezifische Farbereaktion auszuschlieBen, wurde jede Farbereihe mit zwei Negativ-
kontrollen versehen. Diese durchliefen dieselbe Prozedur, jedoch ohne die Applikation des Pri-

marantikorpers.

Farbeschritt AKR1C1 AKR1C2
Blocken der endogenen Peroxi- | 30 20

dase Inkubationszeit (min)

Background-Reduce 1.5 1:10
Verdinnung (mit PBS)

Primérer Antikorper 1:50 1:100
Verdinnung (mit PBS) 30 bei 20°C uber Nacht bei
Inkubationszeit (min) 4°C

Tabelle 2: Verdiinnungen und Inkubationszeiten der jeweiligen Antikorper

2.3.5 Auswertung der Immunhistochemie

Die angefarbten, d.h. die Protein exprimierenden Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop
(Axioskop, Firma Zeiss, Gottingen, Deutschland) ausgewertet. Es wurde eine 40-fache Vergro-
Rerung gewdhlt. Die Auswertung eines jeden Spots erfolgte anhand der Auszahlung von jeweils
100 Fibroblasten und Tumorzellen und wurde von zwei unabhéngigen Untersuchern vorgenom-
men und im Nachhinein verglichen. Die Auswertung wurde tabellarisch festgehalten.
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Proteinexpression

Es wurden sowohl der Anteil der Expression der Proteine als auch die Expressionsintensitét in
Stromafibroblasten und Tumorzellen ermittelt. Die Proportion des Stromas bildete die néchste
zu untersuchende Einheit. Dazu wurde der prozentuale Anteil des Stromas am Gesamt-TMA-
Spot ermittelt. Die Unterteilung erfolgte gemaR folgender Skala: 1= 0 bis 10%, 2= bis 20%, 3=
bis 30%, 4= bis 40%, 5= bis 50%, 6= bis 60%, 7= bis 70%, 8= bis 80%, 9= bis 90%, 10= bis
100%.

Die Proteinexpression in den Stromafibroblasten und den Tumorzellen wurde anhand des
Scores nach DC Allred (Harvey et al. 1999) kategorisiert. Der Allred-Score wird tber die Mes-
sung des Anteils geférbter (positiver) Zellkerne in Prozent (Proportion Score, PS, gezéhlt auf
einer Skala von 0-5), addiert mit der Intensitat der Farbung (Intensity Score, IS, gezéhlt auf
einer Skala von 0-3), ermittelt (Tabelle 3). Der somit maximal erreichbare, addierte Score (TS)
betragt 8.

Allred-Score (AS) (Harvey et al. 1999)

Prozentsatz positive Zellkerne Farbeintensitat Score
Keine positiven Zellkerne: 0 Punkte keine Farbreaktion: 0 Punkte 0-8 Punkte
<1 % positive Zellkerne: 1 Punkt schwache Farbereaktion: 1 Punkt

1-10 % positive Zellkerne: 2 Punkte maRige Farbereaktion: 2 Punkte

11-33 % positive Zellkerne: 3 Punkte starke Farbereaktion: 3 Punkte

34-66 % positive Zellkerne: 4 Punkte

> 66 % positive Zellkerne: 5 Punkte

Tabelle 3: Kategorisierung und Auswertung des Allred-Scores

Zellreichtum

Dariber hinaus wurde das Zellreichtum des Stromas untersucht. Kategorisiert wurde in folgen-
den 3 Abstufungen: 1 = zellarm, 2 = mittel, 3 = zellreich. Das Zellreichtum beinhaltete nicht
nur die Fibroblasten, sondern auch weitere Zellarten wie die Lymphozyten, Endothelzellen oder

Makrophagen.
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Lymphangiogenese

Das lymphozytére Infiltrat wurde sowohl im Stroma als auch im Tumorgewebe selbst beurteilt.
Das Auftreten von Infiltrat wurde ab einer Anzahl von >5 Lymphozyten festgelegt. Wiederum

gab es 3 Abstufungen: 0 = keines, 1= gering, 2= deutlich/ausgepragt.

2.3.6 Statistische Auswertung

Das Alter wurde flr den Zeitpunkt der Erstdiagnose berechnet. Die beiden zu einem Patienten
gehérenden TMA-Spots wurden bei kontinuierlichen Messungen zu einem Mittelwert und bei
kategorialen Variablen zu einem Maximalwert zusammengefasst. Mogliche Zusammenhénge
der klinisch-histologischen Parameter wurden mittels Kendalls Rangkorrelationstest beurteilt.
Es wurden Subgruppenanalysen beziiglich des Hormonrezeptorstatus durchgefiihrt. In Fallen,
in denen eine der Variablen dichotom war, wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zur
Uberprifung der Signifikanz verwendet. Alle Signifikanz-Tests wurden, soweit angegeben,
zweiseitig durchgefuhrt. Allgemein erfolgt die Darstellung der Signifikanz mit Angabe des p-

Wertes. Als signifikant werden Ergebnisse mit p < 0,05 bzw. < 5% angenommen.

Des Weiteren wurden Kaplan-Meier-Analysen sowohl fir das Gesamtlberleben als auch das
krankheitsfreie Uberleben durchgefiihrt, ausgewertet und graphisch dargestellt. Als primére
Endpunkte hinsichtlich des Uberlebens wurden zum einen das krankheitsfreie oder rezidivfreie
Uberleben (,,Disease free survival®, beschreibt als ungiinstigstes Ereignis bzw. Event das Wie-
derauftreten der Tumorerkrankung und/oder Fernmetastasen) und zum anderen das Gesamt-
iberleben (,,Overall survival®, beschreibt als ungiinstigstes Ereignis bzw. Event den Tod) ge-
wahlt. Auch hier wurden Subgruppenanalysen bezuglich der Tumorcharakteristika durchge-
fuhrt.

Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe des Log-Rank-Tests statistisch vergli-
chen. Zuséatzlich wurden Cox-Regressionen zur Uberlebenszeitanalyse eingesetzt, um gleich-
zeitig den Effekt mehrerer EinflussgroRen auf eine Zielvariable zu untersuchen (Ziegler et al.,
2007). Alle statistischen Berechnungen wurden mit R-Statistics, Version 3.0.0, durchgefihrt
(R Development Core Team, 2014).
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv und Tumorcharakteristika

Die Stichprobe umfasste Daten von insgesamt 504 Patientinnen im Alter zwischen 24 und 91
Jahren bei Erstdiagnose, mit einem Altersgipfel zwischen 55 und 60 Jahren. Die Verteilung des
Tumorstadiums innerhalb der Stichprobe wird in Abbildung 3 wiedergegeben. Die Mehrzahl

der Tumoren befand sich dabei im Stadium T1 a-c (61% der Patientinnen).

Tumorstadium
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Abbildung 3: Tumorstadium zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Die Mehrzahl der Tumoren (61%) zeigten sich méaRig differenziert (G2), 24% galten als
schlecht differenziert (G3) und 8% als gut differenziert (G1). Bei 1% der Patientinnen war ein
CLIS, bei 4% ein DCIS diagnostiziert worden, 14% waren dem Subtyp invasiv lobulér, 72%
dem Subtyp invasiv duktal und 1% dem Subtyp invasiv tubul&r zuzuordnen (Abb. 4). In 48%

der Félle lag ein peri- oder intratumorales DCIS vor.
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Abbildung 4: Verteilung der histologischen Subtypen der Tumoren

34% der Patientinnen hatten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose einen Lymphknotenbefall. 94%
der Patientinnen wiesen nach der Therapie keinen Residualtumor auf (RO). Bei 36% der Pati-
entinnen wurde eine Invasion des Lymphgeféal3systems diagnostiziert, bei 3% ein Einbruch in
das Venensystem und bei 4% Fernmetastasen. Des Weiteren wurde der Hormonrezeptor-
/HER2/neu-Status ermittelt: 76% der Tumoren waren ER-positiv und 35% PR-positiv, 46% der
Tumoren waren HER2/neu-negativ, 14% HER?2/neu positiv und 13% 2fach-positiv (Abb. 5).

Rezeptorstatus

80
70
60
50
£ 40
30
20

“’ i B
0

Her-2/neuneg Her-2/neu pos 2fach-pos PR pos ER pos

Abbildung 5: Hormonrezeptor-/HER2/neu-Status der Tumoren
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87% der Patientinnen erhielten eine Radiotherapie, 43% eine Chemotherapie (davon 57
(11,3%) eine neoadjuvante Chemotherapie). 72% wurden einer endokrinen Therapie unterzo-
gen. 18% der Patientinnen verstarben im Zeitraum der Datenaufnahme.

3.2 Markerexpression in den Tumorproben

VVon 504 Tumorproben, die zu Beginn der Untersuchung zur Verfligung standen, waren nach
der immunhistochemischen Anfarbung 386 Proben (76,6%) aufgrund von Materialverlusten
verwertbar. Die Expression der stromalen Marker zeigte sich Uberwiegend im Zytoplasma und
war dabei starker im Stroma als im Tumorgewebe nachzuweisen, wie in Abbildung 6 zu erken-
nen ist. So wiesen mehr als 90% der stromalen Fibroblasten eine positive Expression der beiden
Marker AKR1C1 und AKR1C2 auf. Die Expression von AKR1C1 und AKR1C2 in den Fib-

roblasten und Tumorzellen korrelierte dabei signifikant (beide p<0,001).

AKR1C1 AKR1C2

stark

mittel

schwach

Abbildung 6: Repréasentative Darstellung der immunhistochemischen Farbung von AKR1C1
und AKR1C2 und ihrer stromalen und tumoralen Expression. Mit Pfeilen sind jeweils
Fibroblasten mit starker, mittlerer, schwacher und negativer Farbeintensitat gekennzeichnet.
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3.3 Morphologische Charakteristika des Tumorstromas

Bei der morphologischen Charakterisierung wurden Korrelationen zwischen Tumorstroma und
den Tumorcharakteristika Tumorstadium, Nodalstatus, Grading, histologischer Subtyp, R-, L-
und M-Status, V-Status und Rezeptorstatus (Ostrogen und Progesteron, HER2/neu) Uberpriift.
Des Weiteren wurden die Tumorcharakteristika mit dem Zellreichtum des Stromas und dem
lymphozytaren Infiltrat abgeglichen.

Ein hoher Stromaanteil im Gesamt-TMA-Spot korrelierte signifikant mit einem giinstigen Gra-
ding (p<0,01), mit dem lobuléren Subtyp (p=0,01), geringer TumorgroRe (p<0,01) sowie mit
einem positiven Ostrogenrezeptorstatus (p<0,01). Eine hohe Zelldichte stromaler Zellen in ei-
nem TMA war signifikant mit geringer Tumorgrofie (p<0,01), lobul&drem Subtyp (p<0,01) und

Uberleben bis zum letzten Follow-Up-Termin assoziiert (p=0,024).

Eine signifikante Korrelation wurde zudem zwischen einem ausgepragten lymphozytaren In-
filtrat und einem hohen Tumorstadium (p=0,039), einem negativen ER-Status (p=0,044) und
der Abwesenheit von Metastasen (p=0,035) gefunden.

3.4 Zusammenhang der stromalen und tumoralen Markerexpression mit klinisch-pa-

thologischen Parametern

Die Expression der Antikorper AKR1C1 und AKR1C2 wurde anhand der Allred-Scores defi-
niert. Tabelle 8 (Anhang) gibt einen Uberblick tber die Korrelationen der Allred-Scores mit
den folgenden klinisch-pathologischen Merkmalen: Tumorstadium, Grading, histologischer
Subtyp, Lymphknotenbefall, Veneninvasion (V-Status), Fernmetastasen (M-Status), Residual-
tumor (R-Status), Hormonrezeptorstatus ER, PR und HER2/neu sowie Alter bei Erstdiagnose.

Eine starke Expression von AKR1C1 in den Stromafibroblasten war signifikant mit niedrigem
Tumorstadium (p=0,012), negativem Lymphknotenbefall (p=0,002), dem duktalen Subtyp
(p=0,009), VO-Status (p=0,042) und RO-Status (p=0,044) korreliert. Beziiglich des Alters und
des Hormonrezeptor-/HER?2/neu-Status konnte keine statistische Korrelation der AKR1C1-Ex-

pression gefunden werden.

Die AKR1C1-Expression in den Tumorzellen korrelierte signifikant positiv mit jungem Alter
(p=0,026), kleiner TumorgroRe (p=0,011) und der Abwesenheit von Fernmetastasen (p=0,049).
Keine Korrelationen ergaben sich hingegen fur den histologischen Subtyp und den Hormonre-
zeptor-/HER2/neu-Status.

28



Bei AKR1C2 war eine hohe Expression des Markers in den stromalen Fibroblasten signifikant
mit einem Alter unter 50 Jahren (p=0,036), kleiner TumorgroRe (p<0,001), negativem Lymph-
knotenstatus (p=0,014), sowie nicht vorhandener LymphgeféaRinvasion (p=0,026) und der Ab-

wesenheit von Fernmetastasen (p=0,029) assoziiert.

Eine hohe Expression von AKR1C2 in den Tumorzellen korrelierte dagegen signifikant mit
hohem Alter (p=0,036), aber ebenfalls mit niedrigem Tumorstadium (p<0,001). Weitere posi-
tive Korrelationen gab es bezuglich des duktalem Subtyps (p=0,015), des LO-Status (p=0,007)
und einem pTis (p=0,004). Auch hier war keine Korrelation zwischen der AKR1C2-Expression

und dem Hormonrezeptor-/HER2/neu-Status nachweisbar.

3.5 Survival Analysen
3.5.1 Gesamtuberleben: Expression in Stromafibroblasten

Die Kaplan-Meier-Analyse ergab fir AKR1C1 keinen nachweislichen, d.h. signifikanten, Zu-
sammenhang zwischen den Allred-Scores der Expression im Stroma und dem Gesamtiiberle-
ben. Dagegen resultierte flir AKR1C2 eine signifikant positive Korrelation der Gesamtiiberle-
benswahrscheinlichkeit mit der Expression dieses Proteins in stromalen Fibroblasten
(p=0,001). Weitere statistisch signifikante Korrelationen hinsichtlich der Gesamtiberlebens-
wahrscheinlichkeit ergaben sich flr eine hohe Anzahl an stromalen Zellen (p=0,008), ein deut-
liches lymphozytares Infiltrat (p=0,046) sowie weiterhin — jedoch nur fir AKR1C2 — fir einen
hohen Anteil an Gbrigen Stromazellen (p=0,030) und eine hohe Férbeintensitat (p=0,020) (Tab.
4).

Die Subgruppenanalyse, ebenfalls in Tabelle 4 dargestellt, ergab sowohl bei ER-positiven als
auch bei PR-positiven Karzinomen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Expres-
sion von AKR1C1 oder AKR1C2 in stromalen Fibroblasten und dem Gesamtiiberleben. Bei
ER-negativen Tumoren wurde fur die AKR1C1-Expression in Fibroblasten keine Korrelation
mit dem Uberleben gefunden, jedoch stieg die Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit signifikant
mit hoheren AKR1C2-Expressionen (p=0,037). In der Subgruppe der PR-negativen Karzinome
ging eine verstarkte AKR1C2-Expression in stromalen Fibroblasten signifikant mit einer hohe-

ren Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit (p=0,005) einher.

29



AKR1C1 AKR1C?2
Allred-Score Stroma- n=352; p=0,186 n=369; p=0,001
Fibroblasten 0 vs 2-4 vs 5-8
Allred-Score Tumorzellen n=353; p=0,006 n=370; p=0,003
0 vs 2-4 vs 5-8
Zellreichtum n=372; p=0,008
Arm vs mittel vs reich
Lymphozytéres Infiltrat n=353; p=0,0461
0 vs gering vs deutlich
Stromazellen Anteil n=357; p=0,059 n=371; p=0,030
Ovslvs?2
Stromazellen Farbeintensitét n=357; p=0,065 n=371; p=0,020
Ovs1l
Subgruppenanalyse AKR1C1 AKR1C?2
Stromafibroblasten
Allred-Score p=0,146 p=0,057
ER-positive Tumoren
Allred-Score p=0,689 p=0,037
ER-negative Tumoren
Allred-Score p=0,237 p=0,303
PR-positive Tumoren
Allred-Score p=0,543 p=0,005
PR-negative Tumoren
Tumorzellen
Allred-Score p=0,074 p=0,0016
ER-positive Tumoren
Allred-Score p<0,001 p=0,262
ER-negative Tumoren
Allred-Score p=0,323 p=0,002
PR-positive Tumoren
Allred-Score p<0,001 p=0,083
PR-negative Tumoren

Tabelle 4: Kaplan-Meier-Analyse Overall survival - Univariate Analyse

In Abbildung 7 sind die Uberlebenszeitanalysen bezogen auf die Allred-Scores der Proteinex-
pression in den stromalen Fibroblasten des Gesamtkollektivs graphisch dargestellt. Wéhrend
die AKR1C2-Expression (p=0,001) in Fibroblasten das Gesamtiiberleben signifikant begiins-
tigte, hohe Allred-Scores von 5-8 demnach stark mit einer héheren Uberlebenswahrscheinlich-

keit korrelierten, ergab sich fur die AKR1C1-Expression kein nachweisbarer Zusammenhang

mit dem Gesamtuberleben.
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Abbildung 7: Uberlebenszeitanalyse (OS) in Abhangigkeit der Allred-Scores der Proteinex-
pression (AKR1C1/AKR1C2) in stromalen Fibroblasten

In der multivariaten Analyse zeigte sich keine der beiden Markerexpressionen in Stroma-

fibroblasten statistisch nachweislich als Prognoseparameter geeignet.

3.5.2 Gesamtiberleben: Expression in Tumorzellen

Bezogen auf die Expression in den Tumorzellen stieg die Uberlebenswahrscheinlichkeit mit
steigender Expression sowohl von AKR1C1 (p=0,006) als auch von AKR1C2 (p=0,003) (Tab.
4).

Die Subgruppenanalyse ergab eine Korrelation zwischen positivem ER-Status und l&ngerem
Gesamtlberleben nur fir AKR1C2. Fir ER-negative Tumoren korrelierte die AKR1C1-Ex-
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pression in Tumorzellen signifikant invers (p<0,001) mit dem Gesamtiberleben. In der Gruppe
der PR-positiven Patientinnen wurden hohere Uberlebenswahrscheinlichkeiten bei hoheren
AKR1C2-Expressionen in Tumorzellen signifikant deutlich (p=0,002). Keine Zusammenhange
zwischen der Marker-Expression und der Uberlebenswahrscheinlichkeit wurden bei PR-nega-

tiven Karzinomen gefunden.

Abbildung 8 gibt die Uberlebenszeitanalysen fiir die Expression in Tumorzellen graphisch wie-
der. Bezogen auf die Expression in den Tumorzellen gingen hohe Allred-Scores zwischen 5
und 8 der AKR1C1- (p=0,006) und AKR1C2-Expression (p=0,003) signifikant mit einer hthe-
ren Uberlebenswahrscheinlichkeit einher. In der multivariaten Analyse erwies sich allein die
AKR1C1-Expression in Tumorzellen signifikant als prognostisch hinsichtlich des Gesamtuber-
lebens (p=0,028).
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Abbildung 8: Uberlebenszeitanalyse (OS) in Abhangigkeit der Allred-Scores der Proteinex-
pression (AKR1C1/AKR1C2) in Tumorzellen

3.5.3 Krankheitsfreies Uberleben: Expression in Stromafibroblasten

Die univariate Kaplan-Meier-Analyse der krankheitsfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit
(DSF) wird in Tabelle 5 zusammenfassend dargestellt.

Bezogen auf die Expression in Stromafibroblasten resultierte fir AKR1C1 kein statistisch

nachweisbarer Zusammenhang zwischen der Proteinexpression und dem krankheitsfreien
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Uberleben. Hingegen wurde fiir die Expression von AKR1C2 eine signifikant positive Korre-
lation der Allred-Scores mit hoherer Wahrscheinlichkeit des krankheitsfeien Uberlebens nach-
gewiesen (p=0,034). Fiir AKR1C1 ergab sich ferner ein signifikanter Zusammenhang des DSF
zu Anteil (p=0,013) und Intensitat (p<0,001) der Proteinexpression in den Ubrigen Stromazel-
len. Ebenfalls waren Zellreichtum (p=0,021) und ein geringes lymphozytares Infiltrat (p=0,003)
mit einer langeren krankheitsfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit korreliert.

Die Subgruppenanalyse ergab keine statistisch signifikanten Zusammenhange zwischen den
stromalen AKR1C1- und AKR1C2-Expressionen und dem krankheitsfreien Uberleben in den
Untergruppen (Tab. 5).

AKR1C1 AKR1C2
Allred-Score StromaFi- n=347; p=0,201 n=365; p=0,034
broblasten 0 vs 2-4 vs 5-8
Allred-Score Tumorzellen n=348; p=0,007 n=366; p<0,001
0vs 2-4 vs 5-8
Proportion Stroma [%)] n=350; p=0,754 n=369; p=0,801
10-35 vs 40-70 vs 75-100
Zellreichtum n=350; p=0,0207
Lymphozytéres Infiltrat n=348; p=0,00312
Stromazellen Anteil n=352; p=0,0126 n=367; p=0,0565
Ovslvs?2
Stromazellen Intensitét n=352; p<0,001 n=367; p=0,0794
Ovs1l
Subgruppenanalyse AKR1C1 AKR1C2
Stromafibroblasten
Allred-Score p=0,14 p=0,368
ER-positive Tumoren
Allred-Score p=0,613 p=0,255
ER-negative Tumoren
Allred-Score p=0,144 p=0,665
PR-positive Tumoren
Allred-Score p=0,906 p=0,0781
PR-negative Tumoren
Tumorzellen
Allred-Score p=0,04 p<0,001
ER-positive Tumoren
Allred-Score p=0,004 p=0,383
ER-negative Tumoren
Allred-Score p=0,15 p<0,001
PR-positive Tumoren
Allred-Score p<0,001 p=0,13
PR-negative Tumoren

Tabelle 5: Kaplan-Meier-Analyse Disease-free survival - Univariate Analyse
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Abbildung 9 stellt die Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analyse in Bezug auf die Korrelation der
Allred-Scores der Expressionen des Gesamtkollektivs in Stromafibroblasten mit dem krank-

heitsfreien Uberleben dar.
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Abbildung 9: Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien Uberlebens (DFS) in Abhangigkeit der
Allred-Scores der Proteinexpression (AKR1C1/AKR1C2) in Fibroblasten

3.5.4 Krankheitsfreies Uberleben: Expression in Tumorzellen

Bei der Expression der Proteine in Tumorzellen korrelierten die Allred-Scores von AKR1C1
(p=0,007) und AKR1C2 (p<0,01) signifikant mit dem krankheitsfeien Uberleben. In der Sub-
gruppenanalyse, die ebenfalls Tabelle 5 zu entnehmen ist, resultierte bei ER-positiven Tumoren

34



sowohl fir die AKR1C1-Expression als auch die AKR1C2-Expression in Tumorzellen ein star-
ker positiver, signifikanter statistischer Zusammenhang mit dem krankheitsfreien Uberleben
(p=0,04 fiir AKR1C1; p<0,001 fir AKR1C2). Eine statistische Assoziation zu kiirzerem krank-
heitsfreien Uberleben wurde hinsichtlich der AKR1C1-Expression in Tumorzellen sowohl bei
ER-negativen als auch bei PR-negativen Tumoren nachgewiesen: Demnach gingen erhohte Ex-
pressionen signifikant mit einem kiirzeren DFS einher (p=0,004 bzw. p<0,001).

In Bezug auf PR-positiven Tumorzellen hing eine erhohte AKR1C2-Expression signifikant po-

sitiv mit langerem krankheitsfreien Uberleben (p<0,001) zusammen.

In Abbildung 10 sind die Korrelationen der Allred-Scores in Bezug auf die Proteinexpression
in Tumorzellen mit dem krankheitsfreien Uberleben graphisch dargestellt.
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Abbildung 10: Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien Uberlebens (DFS) in Abhéangigkeit der
Allred-Scores der Proteinexpression (AKR1C1/AKR1C2) in Tumorzellen
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Insgesamt erwiesen sich in der multivariaten Analyse der Lymphknotenstatus (p=0,001), die
Tumorgrole (p=0,002), der Progesteronrezeptorstatus und der HER2/neu-Status (p=0,021) so-
wie die AKR1C1-Expression in Tumorzellen (p=0,028) signifikant als unabhéngige prognosti-
sche Marker sowohl fiir das Gesamt- als auch das krankheitsfreie Uberleben.
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4 Diskussion

4.1 Tumormarker-Expression in Relation zur Tumor-Morphologie

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten zeigen, dass die Expression der beiden Aldo-
Keto-Reduktasen AKR1C1 und AKR1C2 in stromalen Fibroblasten und in Tumorzellen beim
Mammakarzinom mit guinstigen Tumoreigenschaften, einem jlingeren Patientinnenalter bei der
Erstdiagnose und einem langeren Gesamtuberleben zusammenhéangt. Wahrend histologische
Analysen der Tumor-Morphologie bereits seit Jahren Standard sind, wird der Morphologie des
Stromas bisher wenig Beachtung beigemessen. Grundsétzlich werden mit steigendem Interesse
die stromalen Expressionsprofile analysiert, jedoch werden histologische Untersuchungen des
tumorumgebenden Gewebes, die in Zusammenhang mit dem kanzerogenen Geschehen ge-
bracht werden, noch selten angewandt. Die wenigen, aber aufschlussreichen Publikationen,
welche die Analyse des Stromas thematisieren, offenbaren Zusammenhénge zwischen Stroma-
und Tumorcharakteristik, die auf eine wichtige wechselseitige Beeinflussung hinweisen (Yuen
et al. 2007; Toullec et al. 2010; Acs et al. 2012; Sun et al. 2014; Huo et al. 2015; Maritz et al.
2017).

Daher wurden den Analysen dieser Arbeit auch weitere morphologische Charakteristika des
Stromas mit einbezogen. Es ergab sich, dass ein hoher Stroma-Anteil ebenso wie eine hohe
absolute Anzahl stromaler Zellen mit glnstigen Tumoreigenschaften assoziiert ist. Ein hoher
Stroma-Anteil wurde darlber hinaus auch bei positivem ER-Status gefunden. Dieses Ergebnis
beziiglich ER-positiver Tumoren wurde von Gabrielson et al. (2016) bestéatigt, wobei in jener
Studie jedoch Biopsien zur Risikovorsorgeuntersuchung die Grundlage der Untersuchung bil-

deten.

Eine vergleichbare Assoziation war in der vorliegenden Studie auch bezlglich der Expression
in Karzinomzellen zu erkennen. Es konnten jedoch bei der Expression in Karzinomzellen kein
Zusammenhang mit dem Hormonrezeptor-Status ermittelt werden, der einer der wichtigsten
und bekanntesten prognostischen Marker bei Brustkrebs ist. Es gibt bisher wenige Studien, die
sich mit AKR1C1 und AKR1C2 befassen und nur zwei, welche den Hormonrezeptorstatus
gleichzeitig betrachten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen dabei in Einklang mit
den Arbeiten von Li et al. (2004), wohingegen Wiebe et al. (2013) hohere Reduktase-Aktivita-
ten in ER- und PR-negativen Zelllinien verglichen mit ER- und PR-positiven Zellen fanden.

Ob diese Unterschiede auf unterschiedliche Analysenverfahren zuriickzufiihren sind, da Wiebe
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et al. in vitro-Versuche machten, und noch weitere individuelle genetische oder klinische Pra-
dispositionen der Patienten eine Rolle spielten, bleibt zu Gberprifen.

Die Ergebnisse hinsichtlich der Korrelation der Markerexpressionen mit gunstigen Tumorei-
genschaften wurden in dieser Arbeit erganzt durch die Untersuchung der Zusammenhange zwi-
schen der Expression von AKR1C1 und AKR1C2 und einem langeren Gesamtiiberleben sowie
krankheitsfreien Uberleben. Demnach bestand einerseits eine Korrelation zwischen der Expres-
sion von AKR1C2 in stromalen Fibroblasten und einem langeren Gesamt- sowie krankheits-
freien Uberleben, andererseits zeigte sich der gleiche Zusammenhang in Bezug auf die Expres-
sion beider Enzyme in Karzinomzellen. Diese Zusammenhénge sind kongruent mit den signi-
fikanten Korrelationen der Markerexpressionen mit giinstigen Tumoreigenschaften in diesen

Gruppen, die gleichzeitig relevante prognostische Marker sind.

Der prognostische und mdglicherweise pradiktive Wert tumorinfiltrierender Lymphozyten
(TIL in internationalen Studien) wurde insbesondere fur triple-negative Karzinome beschrie-
ben, wobei der Basis-TIL-Wert eine Prognostizierung des Erfolgs der Chemotherapie zuzulas-
sen scheint (Denkert et al. 2010; Loi et al. 2014; Ibrahim et al. 2014; Ignatiadis et al. 2018). Die
Ermittlung der TIL wurde als Screening-Empfehlung zur Auswahl geeigneter Therapien sowie
zur Differenzierung zwischen Subtypen mehrfach bestétigt (Denkert et al. 2010; Dieci et al.
2017 (International Immuno-Oncology Biomarker Working Group on Breast Cancer); Bequi-
not et al. 2018; Kojima et al. 2018), insbesondere in der kirzlich publizierten grofRen Studie
von Denkert et al. (2018) mit Biopsien von 3771 Patienten. Auch in der vorliegenden Arbeit
korrelierte die lymphozytére Infiltration mit unglnstigen Tumoreigenschaften. Hinsichtlich des
Uberlebens waren allerdings die Zelldichte in einer Tumorprobe und die lymphozytire Infilt-

ration mit einem langeren Uberleben korreliert.

4.2 Hormonrezeptorstatus

Da die Aldo-Keto-Reduktasen AKR1C1 und AKR1C2 unmittelbar in den Ostrogen- und Pro-
gesteronmetabolismus eingreifen, liegt die Vermutung nahe, dass der Hormonrezeptorstatus bei
der Aktivitat sowie der Wirkung der Expressionen eine Rolle spielt. Diese Hypothese wird
durch die Publikationen von Tchou et al. (2012) und Shan-Wei et al. (2012) gestiitzt, worin
Hinweise zu Unterschieden in der stromalen Expression in Abhangigkeit des Hormonrezeptor-

status dargestellt werden.
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Diese Hypothese wurde durch die Ergebnisse der beschriebenen Analysen bestatigt. In der vor-
liegenden Arbeit ging bei positivem ER-Status eine hohe AKR1C2-Expression in Tumorzellen
mit langerem Gesamtiiberleben und krankheitsfreiem Uberleben einher, wohingegen die stro-
male Expression bei positivem Hormonrezeptorstatus keine Auswirkungen zu haben schien.
Demgegeniiber wurde bei negativem Ostrogenrezeptorstatus die Tendenz zu kiirzerem Gesamt-
und krankheitsfreiem Uberleben bei hoher AKR1C1-Expression in den Tumorzellen, aber ho-
here Uberlebenswahrscheinlichkeit bei verstarkter AKR1C2-Expression in Fibroblasten beo-
bachtet.

Die in der Karzinogenese wesentliche Eigenschaft der AKR1C-Familie ist die Katalyse diverser
Reaktionen. Die beschriebenen Ergebnisse spiegeln die Reaktivitat der Aldo-Keto-Reduktasen
im Progesteron- und Ostrogen-Metabolismus wider. Die Tendenz zu kiirzeren Uberlebenswahr-
scheinlichkeiten bei gesteigerter AKR1C1-Produktion in ER-negativen Tumoren kénnte mit
dem Einfluss des AKR1C1 auf Ostrogen begriindet sein: AKR1C1 erhoht in der Reduktionsre-
aktion der Ostrogene den 17p-Ostradiol-Spiegel (Penning et al. 2009). Dieses aktivste Ostrogen
bindet normalerweise an den ER-Rezeptor, worliber u.a. proapoptotische Effekte initiiert wer-
den. Sind jedoch nicht geniigend Rezeptorstellen vorhanden, kann freies Ostradiol offenbar
auch selbst Signaltransduktionswege und Enzyme stimulieren, welche die Tumorzellprolifera-
tion anregen (Hu et al. 2008; Selcuklu et al. 2012).

In der Reduktionsreaktion von Progesteron fiihrt die Hochregulierung der Reduktasen zu den
inaktiven Steroiden 20a-DHP und insbesondere bei AKR1C2 zu 3a-HP, worlber die zur Tu-
morprogression notwendige Progesteron-Ausschiittung vermindert wird. Wie Wiebe et al.
(2013) zeigen konnte, hemmt 3a-HP die Tumorprogression in ER/PR-negativ-Karzinomen
tiber Einwirkung vorrangig auf 5a-Dihydroprogesteron (5a-P). Die Menge der 20a- und 3a-
Metaboliten steigt mit der Hohe der Reduktasen-Aktivitat und hemmt im weiteren Verlauf das
Tumorwachstum und die Tumorproliferation, in erster Linie (ber die Hemmung von Sulfatasen
und weiteren Tumorproliferationsfordernden Enzymen (Pasqualini et al. 2010). Fir diese anti-
proliferative Wirkung sind wiederum zahlreiche Membranrezeptoren notwendig (Wiebe et al.
2006).

Damit erkléren sich die Befunde, dass Tumoren mit starker Expression von AKR1C1 und

AKR1C2 ein niedriges Tumorstadium aufweisen, kein Lymphknotenbefall vorhanden und da-

mit auch ein langeres krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben wahrscheinlich ist.

Wahrend in ER-negativen Tumoren diese Reduktionsreaktion und die Reaktivitat der inaktiven

Metaboliten als ,,Gegenspieler zu Sa-P entscheidend sind (Wiebe et al. 2013), sind in ER-
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positiven Tumoren zwei Wege der Tumorsuppression moglich: Neben dem steigenden Anteil
an inaktiven Progesteronmetaboliten 20a-DHP und 3aDHP durch eine starkere AKR1C1 und
AKR1C2 Markerexpression und den entsprechenden Abbau von Progesteron kénnen intrazel-
luldr auch verminderte Progesteronspiegel erzeugt werden. D.h., in ER-positiven Tumorzellen
kann eine niedrige Progesteronkonzentration ebenfalls eine Rolle spielen, da hier der Progeste-
ronrezeptor von Bedeutung ist. Fir die Aktivitat des Progesteron-Molekails ist die Bindung an
dessen Rezeptor ausschlaggebend. Ein niedriger intrazellulérer Progesteronspiegel ist daher
insbesondere bei einem hohen Rezeptorstatus wichtig, um eine tumorhemmende Wirkung zu
erzielen. Diese Zusammenhange erklaren damit moglicherweise die Ergebnisse, dass eine hohe
AKR1C1- und AKR1C2-Expression in Tumorzellen bei Patientinnen mit positivem Hormon-
rezeptorstatus zu einem langeren Uberleben fiihrt, als bei Patientinnen der Subgruppe mit ne-
gativem Hormonrezeptorstatus, weil das Angebot an freiem Progesteron nicht mehr ausreicht,
um uber die Bindung an den klassischen nuklearen Rezeptor die Aktivierung der tumorgenen
Signalkaskade auszultsen (Daniel et al. 2011).

Die Assoziation zum Progesteronrezeptorstatus, die in dieser Arbeit festgestellt werden konnte,
untermauert diese biochemischen Zusammenhdange: Demnach ist eine verstarkte AKR1C2-Ex-
pression in stromalen Fibroblasten mit einer héheren Uberlebenswahrscheinlichkeit in der Sub-
gruppe der Tumoren mit negativem PR-Status assoziiert, wéhrend die AKR1C2-Expression in

Tumorzellen bei positivem PR-Status mit einem langeren Uberleben korreliert.

Diese molekularen Zusammenhange werden durch weitere wissenschaftliche Arbeiten gestiitzt.
Paulsson et al. (2009) fanden ein vergleichbares Ergebnis bei der Analyse der PDGF-p-Rezep-
tor-Expression in stromalen Fibroblasten: Auch in ihrer Untersuchung war eine hohe PDGF-§-
Rezeptor-Expression in stromalen Fibroblasten mit einem negativen ER-Status assoziiert.
Ebenso stellt der Review von Shan-Wei et al. (2012) dar, dass die Expression von Caveolin-1

in CAF mit giinstigen Tumoreigenschaften und einem negativen ER-Status einhergeht.

Der Hormonrezeptorstatus wird vielfach diskutiert und insbesondere hinsichtlich einer chemo-
therapeutischen Prognose untersucht. Dabei wird besondere Forschungsaktivitat auf die Frage
konzentriert, welche molekularen Mechanismen und Signaltransduktionswege dafir verant-
wortlich sind, dass zahlreiche Patienten mit ER-positiven Tumoren eine Resistenz gegen Che-
motherapien entwickeln (Daniel et al. 2011; Flaque et al. 2013). Der Einfluss des Progesteron-
rezeptors wird in der internationalen Studienliteratur kontrovers beschrieben. Sowohl prolife-
rationsfordernde als auch -hemmende Effekte werden in Abh&ngigkeit von Tumorentitaten und
-stadium beschrieben. Noch ist offenbar zu wenig nicht nur Gber die Aktivierungswege des
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Rezeptors, sondern auch iber Metaboliten und Signalwege bekannt (Flaque et al. 2013). Die
bisherigen divergierenden wissenschaftlichen Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass wei-
tere Parameter eine Rolle spielen und die Aktivitat des Progesteronrezeptors sowie der Proges-
teronausschuttung multifaktoriell bedingt sind. Dies umfasst nicht nur die bekannten progeste-
ronabhdngigen Signalwege, sondern auch verschiedenste Progesteronmetaboliten, welche in
der Karzinogenese eine Rolle spielen konnten. Die umfangreiche Kenntnis dieser Zusammen-
hange, insbesondere, welche Ausldser fur die Expression der Zielenzyme im Progesteronmeta-
bolismus verantwortlich sind, stellen nach wie vor eine grof3e klinische Herausforderung dar,
kdnnten aber bei der Entwicklung geeigneter hormonbasierter Therapieprotokolle von Nutzen
sein, um Veranderungen im Progesteronstoffwechsel im Zusammenhang mit Brustkrebs zu ver-

hindern oder umzukehren (Matrisian et al. 2001)

4.3 Die Eignung der stromalen Expression von AKR1C1 und AKR1C2 als prognosti-

sche Marker beim Mammakarzinom

Wahrend stromale Fibroblasten eines gesunden Brustgewebes tberwiegend Schutzfunktionen
ausuben, indem sie wachstumsinhibierende Enzyme exprimieren, haben stromale Fibroblasten
in Tumorumgebung, so genannte cancer associated fibroblasts (CAF), vielféltige proliferati-
onsfordernde Einflisse auf das Mammakarzinom, wie in vitro-Untersuchungen zeigen konnten.
Die Korrelation zwischen stromaler Gen- bzw. Proteinexpression und der Tumorprognose ist
in den letzten Jahren in den wissenschaftlichen Fokus gertickt und es wurden einige Gene sowie
deren Enzyme entdeckt, die in der Karzinogenese eine Rolle zu spielen scheinen. Die Ergeb-
nisse der vorliegenden Arbeit bestatigen bisherige internationale Studienergebnisse, nach denen
die Expression stromaler Proteine eine wesentliche Rolle in der Tumorbiologie spielt und sich
diese Proteine daher zur Einschétzung einer Prognose eignen kénnen, wie es flr unterschiedli-
che Tumorentitdten gezeigt werden konnte (Finak et al. 2008; Sharma et al. 2010; Saadi et al.
2010; Winslow et al. 2016). Zudem gibt es bereits Hinweise, dass die Kenntnis stromaler Gen-
expression hilfreich bei der Wahl der geeigneten neoadjuvanten Chemotherapie sein kann (Far-
mer et al. 2009).

Eine Korrelation zur Prognose stellten Finak et al. (2008) beispielweise flr ein Set an stromalen
Genen dar. Diese Erkenntnisse, erganzt durch die Arbeiten von Sharma et al. (2010) und
Winslow et al. (2016), er6ffnen neue Mdglichkeiten einer gezielteren Therapie auf Basis der
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individuellen stromalen Gen-Signaturen. Im Einzelnen gibt es Hinweise auf prognostische Zu-
sammenhdnge der Expression in stromalen Fibroblasten mit der Tumorentwicklung und der
Uberlebensprognose fiir Versican beim Mammakarzinom (Ricciardelli et al. 2002), Osteonec-
tin beim Lungenkarzinom (Koukourakis et al. 2003), Podoplanin beispielsweise beim kolorek-
talen Karzinom und beim invasiven Mammakarzinom (Yamanashi et al. 2009; Schoppmann et
al. 2012), DC44 (Kinugasa et al. 2014), diverse stromal-exprimierte Chemokin-Liganden wie
CXCL-1 und CXCL-14 beim Mammakarzinom (Zou et al. 2014; Sjéberg et al. 2016) und As-

porin, ein weiteres EZM-Protein, beim Mammakarzinom (Maris et al. 2015).

Die meisten dieser Gene bzw. Proteine weisen in Uberexpression auf eine schlechte Prognose
des Karzinoms hin. Ausnahmen, nach denen eine erhdhte Expression in stromalen Fibroblasten
ein langeres Gesamtiiberleben bzw. krankheitsfreies Uberleben begiinstigt, wie dies bei dem
hier untersuchten AKR1C2 der Fall ist, stellen bisher nur Caveolin-1 (Shan-Wie et al. 2012)
und das Proteoglycan Asporin dar. Diese beiden EZM-Proteine fungieren als Gegenspieler zu
TGF-B. Die Funktion von AKR1C1 und AKRI1C2 liegt hingegen in der Hemmung des Proges-
teronrezeptors sowie der Progesteronausschittung. Die Assoziation zwischen erhoéhter
AKR1C1- und AKR1C2-Expression in stromalen Fibroblasten mit glinstigen Tumoreigen-
schaften und bei AKR1C2 darlber hinaus mit einem langeren Gesamt- sowie krankheitsfreien
Uberleben weist auf die Bedeutung des Ostrogen- und Progesteronmetabolismus hin und er6ff-

net Potential dieser Enzyme als prognostische stromale Marker.

Die Aldo-Keto-Reduktasen AKR1C1 und AKR1C2 sind bisher noch wenig untersucht. Auch
kann die hier vorgestellte Untersuchung aufgrund der limitierten Tumorproben bisher nur als
richtungsweisend gelten. Da sowohl der Ostrogen- als auch der Progesteronezeptor in der Ge-
nese des Mammakarzinoms eine wichtige Rolle spielen und der Progesteronmetabolismus ein
bisher noch nicht vollstandig verstandener Cofaktor in der Karzinogenese ist, kann die For-
schung an Aldo-Keto-Reduktasen wie AKR1C1 und AKR1C2 nicht nur neue prognostische
Maglichkeiten bringen, sondern auch zu weiterem Verstandnis der Einfliisse der Steroidhor-
mon-Metabolismen beitragen. Weitere Studien sollten daher folgen, welche zudem auch die

Expression der Progesteronmetaboliten 20a-DHP und 3a-DHP einschliel3en.

In den letzten Jahren wurden fir Brustkrebstumorzellen prognostische Genexpressionssignatu-

ren fir Tumorzellen etabliert, z.B. Mammaprint® und Oncotype DX® (vgl. Abschnitt 1.2.3.5).

Es konnte zudem gezeigt werden, dass das Genexpressionsprofil des Stromaanteils ebenfalls

ein prognostischer Faktor bei Brustkrebs ist (Finak et al 2008). Die Ergebnisse der Patientinnen

konnten demzufolge durch Stroma-Gensignaturen noch genauer vorhergesagt werden, als
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durch die bereits etablierten Gen-Signaturen von Tumorzellen. Dariiber hinaus ist die Genex-
pression im Stromalraum auch ein Pradiktor fur eine neoadjuvante Chemotherapie bei Brust-
krebs. Die beiden Aldo-Keto-Reduktasen AKR1C1 und AKR1C2, die in dieser Studie als prog-
nostische Faktoren bewertet wurden, kdnnten aus diesen Griinden wertvolle Indikatoren inner-

halb eines prognostischen stromalen Gen-Signaturtests darstellen.

Aufgrund der hohen absoluten Fallzahlen in den TMA und der Datenbank kdnnen die Experi-
mente der vorliegenden Arbeit als zuverlassig angesehen werden. Limitierend soll angemerkt
werden, dass die Studienkohorte retrospektiv etabliert wurde. Zudem stellen die untersuchten

TMA-Spots jeweils nur einen kleinen Teil des Tumors dar.

Es ist daruber hinaus zu berucksichtigen, dass trotz der grofien Probengrdf3e der Tumore in
dieser Studie die AKR1C1- und AKR1C2-Expressionen in stromalen Fibroblasten keine unab-
hangigen prognostischen Marker fiir das krankheitsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben
waren. Weitere Studien zu diesem Thema sollten daher durchgefiihrt werden, um beztiglich der
Eignung der stromalen Expression von AKR1C1 und AKR1C2 als prognostische Marker beim

Mammakarzinom weitere wissenschaftliche Erkenntnisse zu erlangen.
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5 Zusammenfassung

Wissenschaftliche Erkenntnisse haben gezeigt, dass maligne Tumoren durch die Interaktion
zwischen Tumorzellen und dem umgebenden Stroma beeinflusst werden. Demzufolge hat das
Tumorstroma einen Einfluss auf das Tumorwachstum und die Tumorprogression, jedoch ist
bisher das Wissen tiber den zugrundeliegenden molekularen Mechanismus unvollsténdig. Dar-
uber hinaus ist die Korrelation zwischen stromaler Gen- bzw. Proteinexpression und der Tu-
morprognose in den letzten Jahren in den wissenschaftlichen Fokus geriickt, und es wurden
einige Gene entdeckt, die in der Karzinogenese eine Rolle zu spielen scheinen. Dabei scheinen
stromale Genexpressions-Signaturen nicht nur die Tumorausbreitung zu beeinflussen, sondern
auch einen prognostischen und pradiktiven Faktor beim priméren Mammakarzinom darzustel-

len.

In vorherigen wissenschaftlichen Arbeiten wurden Gene anhand von Genexpressionsprofilen
in ihrer unterschiedlichen Expression in normalen Mammastromafibroblasten gegentber tu-
morassoziierten Fibroblasten untersucht. Darauf aufbauend wurden im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit die zwei Aldo-Keto-Reduktasen AKR1C1 und AKR1C2 aufgrund ihrer Beteiligung
am intratumoralen Progesteronstoffwechsel als prognostische Faktoren beim priméren Mam-
makarzinom evaluiert. Zentraler Gegenstand der Untersuchung war die Expression von
AKR1C1 und AKR1C2 in Stromafibrolasten und Karzinomzellen und deren Korrelation mit
guinstigen Tumoreigenschaften und einem langeren Uberleben bei primaren Brustkrebspatien-

tinnen.

Die Immunhistochemie wurde an eigens hergestellten Gewebemikroarrays aus 504 Kernbiop-
sien von Patientinnen mit invasivem Brustkrebs zwischen den Jahren 1997 und 2010 durchge-
flhrt, von denen 386 Proben auswertbar waren. Die Daten wurden aus Arztbriefen und Opera-
tionsberichten der Universitatsfrauenklinik Kiel zwischen 1997 und 2010 zusammengetragen,
durch eine Evaluierung aller histopathologischen Befunde von Mammakarzinomen in der Tu-
mordokumentation der Universitatsfrauenklinik Kiel ergédnzt und schlie3lich in einem Register

festgehalten. Mehr als 90% der Tumorproben zeigten eine positive Markerexpression.

Als priméare Endpunkte wurden das krankheitsfreie (DFS) und das Gesamtiberleben (OS) de-
finiert. Darlber hinaus wurden Zusammenhange zwischen der stromalen und tumoralen Mar-

kerexpression und verschiedenen klinisch-pathologischen Parametern untersucht.

Den Ergebnissen zufolge korreliert die AKR1C1 und AKR1C2 Expression in Fibroblasten und

Tumorzellen mit einem jlingeren Patientinnenalter bei der Erstdiagnose sowie mit ginstigen
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Tumoreigenschaften, wie z.B. einer kleinen TumorgréfRe und einem negativer Lymphknoten-
status. In der univariaten Analyse korrelierte die AKR1C1-Expression in Karzinomzellen po-
sitiv mit DFS und OS. Die AKR1C2-Expression in Fibroblasten und Tumorzellen zeigte eben-
falls eine positive Korrelation mit DFS und OS. In der multivariaten Analyse war die AKR1C1-

Expression in Karzinomzellen ein unabhangiger prognostischer Marker.

Es ist davon auszugehen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf die unabhéngigen
regulatorischen Funktionen von AKR1C1 und AKR1C2 im Progesteronstoffwechsel zurtick-
zuflihren sind, womit sie die Grundlage fiir neue hormonbasierte Therapieoptionen fir Brust-
krebspatientinnen unabhéangig vom klassischen Hormonrezeptorstatus darstellen kénnen. Das
Verstandnis Uber die Ursachen von Veranderungen in der Expression von Progesteron-Meta-
bolisierungsenzymen kdnnte bei der Entwicklung von Therapieprotokollen helfen, um Veran-
derungen im Progesteronstoffwechsel in Zusammenhang mit Brustkrebs zu verhindern oder
umzukehren. Aus diesem Grund sollten die Aldo-Keto-Reduktasen AKR1C1 und AKR1C2 und
insbesondere ihre Expression in stromalen Fibroblasten sowie in Tumorzellen als prognostische
Faktoren beim Mammakarzinom den Gegenstand weiterer zukunftiger Forschungsarbeiten bil-

den.
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7 Anhang

Bezeichnung Bedeutung

pT Primartumor

pTX Primartumor kann nicht beurteilt werden

pTO Kein Anhalt fir Primértumor

pTis Carcinoma in situ (duktal und lobulé&r)

pT1l Maximaler Tumordurchmesser von 2,0cm

pT1imic Mikroinvasion von 0,1cm oder weniger

pTla >(0,1-0,5cm

pT1lb >(0,5-1,0cm

pTlc > 1,0-2,0cm

pT2 > 2,0-5,0cm

pT3 > 5,0cm

pT4 Tumor jeder GroéRe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand
und Haut

pT4a Mit Ausdehnung auf die Brustwand (Rippen, Interkostalmusku-
latur oder vorderer Serratusmuskel, nicht auf Pektoralismusku-
latur)

pT4b Mit Odem (einschlieBlich Apfelsinenhaut) oder Ulzeration der
Brusthaut oder Satellitenknttchen der Haut derselben Brust

pT4c Beide Kriterien von pT4a und pT4b gemeinsam

pT4d Inflammatorisches Mammakarzinom

pN Regiondre Lymphknoten

pPNX Keine Beurteilung der regiondren Lymphknoten moéglich

pNO Keine regionaren Lymphkotenmetastasen

pPN1mi Mikrometastasen(> 0,2mm und/oder mehr als 200 Tumorzellen,
aber nicht groRer als 0,2cm)

pN1 Metastasen in 1-3 ipsilateralen Lymphknoten und/oder mikro-
skopische Metastasen in Sentinel-Lymphknoten entlang der
ipsilateralen A. mammaria interna

pN1la 1-3 axillare Lymphknotenmetastasen, mindestens eine > 2mm

pN1b Mikroskopische Metastasen in Sentinel-Lymphknoten entlang
der A. mammaria interna

pN1c pNla und pN1b

pN2 Metastasen in 4-9 ipsilateralen axillaren Lymphknoten oder in
klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna ohne axillare Lymphknoten

pNZ2a Metastasen in 4-9 axillaren Lymphknoten darunter mindestens
einer > 2mm

pN2b Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der
A. mammaria interna ohne axilldre Lymphknotenmetastasen

PN3 Metastasen wie nachfolgend beschrieben

pN3a Metastasen in >10 ipsilateralen axillaren Lymphknoten (we-

nigstens eine < 2mm) oder in ipsilateralen infraklavikul&ren
Lymphknoten
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pN3b Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der
A. mammaria interna mit mindestens einer axillaren Lymph-
knotenmetastase oder Lymphknotenmetastasen in mehr als 2
axillaren Lymphknoten und in Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna, nachgewiesen durch Untersuchung des/der
Sentinel-Lymphknoten(s), aber nicht klinisch erkennbar

pN3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikuldren Lymphknoten
pM Fernmetastasen

pMX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
pMO Keine Fernmetastasen

pM1 Fernmetastasen

Tabelle 6: pTNM-Klassifikation des Mammakarzinoms (UICC2010) (Kreienberg et al. 2010).

Stadium T-Status N-Status M-Status
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1mic, T1 NO MO
Stadium I1A TO N1 MO

T1imic, T1 N1 MO
T2 NO MO
Stadium 1B T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium A TO N2 MO
T1lmic, T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1; N2 MO
Stadium 11IB T4 Jedes N MO
Stadium HIC Jedes T N3 MO
Stadium 1V Jedes T Jedes N M1

Tabelle 7: Stadiengruppierung des Mammakarzinoms nach UICC-Kriterien (Kreienberg
et al. 2010)
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Kli- Stromafibroblasten Tumorzellen
nik+
Mor- AKRI1C1 p- AKR1C2 p- AKRI1C1 p- AKR1C2 p-
pholo- (Allred-Score) %0 | Wert | (Allred-Score) % | Wert | (Allred-Score) % | Wert | (Allred-Score) % | Wert
gie 0 [24]58 0] 24| 58 0 | 24]58 0 | 24]58
Alter bei Erstdiagnose (n=488)

<50 14,4 | 29,9 | 55,7 11122 | 86,7 93 113|794 2,1 | 41,2 | 56,7

> 50 12,2 | 31,4 | 56,5 0.548 15| 10,3 | 88,2 0,036 6,2 | 195 | 74,2 0,026 7,3 | 38,8 | 53,8 0.246
Tumorgroéflie (n=20)

T1 0 40 60 0 | 33,3 | 66,7 0 0 100 0 33,3 | 66,7

T2/3 0 22,2 | 77,8 0012 0 | 111 88,9 <0,001 0 11,1 | 88,9 0,011 0 44,4 | 55,6 <0,001
Lymphknotenstatus (n=476
positiv | 14,3 | 39,7 | 46 23| 13 | 84,7 7,9 | 21,4 | 70,6 6,8 | 51,5 | 41,7
negativ | 12,3 26 | 61,6 0.002 04| 88 | 90,8 0,014 6,8 | 15 | 78,2 0.124 48 | 333|618 3.254
Grading (n=475)

G1/2 141 | 32,2 | 53,7 08| 115 | 87,7 74 | 176 | 75 53 395 55,1

G3 9,3 |30,2 605 0,582 3,1] 104 | 86,5 0.752 58 | 17,4 | 76,7 0,526 74 | 40 | 52,6 0.145
Histologischer Subtyp (n=480)
duktal 11,8 | 33,1 | 55,1 16| 111 | 87,3 71 | 16,8 | 76,1 6 | 382|558
lobular | 20,8 | 16,7 | 62,5 0,009 0| 89 91,1 0.169 83 |208] 70,8 1495 6,7 | 489 | 444 0,015
V-Status (n=181)

V0 158 | 28,1 | 56,1 0 74 | 92,6 7,9 | 158 | 76,3 2,4 | 31,7 | 659

V1 0 0 100 0.042 0 0 100 0.816 0 0 100 0.01 0 40 60 0.817
L-Status (n=244)

LO 16 28 56 0 74 | 92,6 8 16 76 18 | 30,3 | 67,9

L1 11,4 40 | 48,6 0,357 28| 97 87,5 0,026 7,1 20 | 72,9 0,912 83 (40,3 |514 0,007
M-Status (n=447)

MO 115 | 32,2 | 56,2 0,6 10,1 | 89,3 75 | 148 | 77,7 44 | 38,7 | 56,9

M1 154 | 30,8 | 53,8 0.452 7,1] 28,6 | 64,3 0,029 15,4 | 30,8 | 53,8 0,049 14,3 | 35,7 | 50 0.276
Resektionsstatus (n=467)

RO 115 | 30,4 | 58 15| 97 88,8 74 | 16,3 | 76,3 54 | 40,5 | 54,1

R1 19,2 | 42,3 | 38,5 0,044 0 |174 | 82,6 0.431 7,7 1192|731 0.447 13 | 21,7 | 65,2 0.8
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ER Status (n=481)

positiv 13,7 | 30,2 | 56,1 11| 114 | 875 8,7 | 16,7 | 745 6,2 | 41,6 | 52,2
negativ 94 | 34,1565 0.725 1,1| 8,7 | 90,2 0,615 24 | 20 | 77,6 0,366 55 (34,1604 0.698
PR Status (n=482)

positiv 12,2 | 31,1 | 56,8 09| 11,1 | 881 8,1 | 17,6 | 74,3 53 | 41,7 | 53,1
negativ | 12,7 31 | 56,3 0.707 14| 10,1 | 88,5 0816 55 |16,5| 78 0.516 6,5 | 37 | 56,5 0.627
HER2/neu Status (n=366)

positiv 10,5 | 33,7 | 55,8 1] 108 | 88,2 84 | 20 | 71,6 49 | 39,2 | 559
negativ | 13,9 | 27,8 | 58,2 0.754 0| 75 | 925 0.477 8,9 | 16,5 | 74,7 0.599 1,2 | 41,7 | 57,1 0.458
Peritumoral DCIS (n=416)

ja 9 28,3 | 62,8 00| 97 | 90,3 6,8 | 11,6 | 81,5 32 (368 60

nein 151 | 329 | 52 0.129 19| 101 | 88,1 0.301 72 | 21,7 | 711 0.069 7,5 | 41,6 | 50,9 0,004
Lokoregional Rezidiv (n=450)

ja 12,5 30 | 57,5 1,2| 9,3 | 895 25 1198|778 8,1 | 40,7 | 51,2

nein 115 | 321|564 09 08| 10,8 | 88,4 0.295 8,2 | 152 | 76,5 0.328 3,2 | 39,6 | 572 0.075
Fernmetastasen (n=420)

ja 149 | 23,4 | 61,7 21| 14,6 | 83,3 6,4 | 21,3 | 723 10,4 | 31,2 | 58,3

nein 11,6 | 295 | 59 0,655 04| 92 | 905 0.105 6,3 | 14,7 | 79 0.447 19 | 40,3 | 57,8 0.529
Simultantumor (n=488)

ja 27,3 | 27,3 | 455 0] 91 | 909 36,4 | 9,1 | 545 18,2 | 27,3 | 54,4

nein 123 | 31,1 | 56,6 0.524 141 10,9 | 87,7 0.259 6,1 | 17,5 76,3 0.143 56 | 39,8 | 54,6 0.955

Tabelle 8: Zusammenhang der Allred-Scores der Expressionen von AKR1C1 und AKR1C2 in stromalen Fibroblasten
und Tumorzellen mit histopathologischen Parametern



8 Danksagung

Herrn Prof. Dr. med. W. Jonat danke ich fiir die Mdglichkeit, diese Arbeit an der Universitéts-

frauenklinik Kiel durchfiithren zu konnen.

Mein ganz besonderer Dank gilt meiner Doktormutter, Frau PD Dr. med. Maret Bauer, fiir die
wissenschaftlichen Vorarbeiten, die die Grundlage meiner Arbeit bildeten, die vielen fachkun-

digen Ratschldge und die Unterstiitzung bei der Abfassung dieser Arbeit.
Frau Dr. med. Antonia Wenners danke ich fiir die gute Betreuung und Unterstiitzung.

Herrn Dipl. Math. Arne Jochens danke ich fiir die Beratung und die Durchfiihrung der statisti-

schen Analysen.

Herrn Prof. Dr. med. Wolfram Klapper (Institut fiir Allgemeine Pathologie Kiel) mochte ich
fiir die wertvolle Hilfestellung in allen immunhistochemischen und histologischen Fragen dan-

ken, Frau Olivera Batic fur die Unterstiitzung bei der Erstellung der Tissue Micro Arrays.

Bedanken mdchte ich mich auch bei allen MTAs, Mitarbeitern und Doktorandenkollegen des
onkologischen Labors 1 und 2 fiir ein stets angenehmes und kollegiales Zusammenarbeiten.
Insbesondere gilt mein Dank dabei Frau Sigrid Hamann, die mir die Technik immunhistoche-
mischer Farbungen beibrachte und mich mit vielerlei Ideen bei der Etablierung des Antikorpers
unterstiitzte und beriet. Vielen Dank fiir die gute Zusammenarbeit, du gibst den jungen Dokto-

randen dort die nétige Warme.

Tief verbunden und dankbar bin ich meiner Freundin, Rike Bergmann, fiir ihre unglaublich
hilfreiche Unterstiitzung, ihr Verstdndnis und ihre Motivation bei der Fertigstellung dieser Dis-

sertation.

Das letzte Dankeswort gilt meiner Familie, die mir meinen bisherigen Lebensweg ermoglichte

und mich immer konsequent auf ricksichtsvolle Weise ermutigte.

Meiner Familie widme ich diese Arbeit.

63



