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1. Einleitung

Die kontinuierlich steigende Lebenserwartung sowie die Exposition gegenüber krebserre-

genden Stoffen im Laufe des Lebens führt zu einem fortlaufenden Anstieg der krebsbe-

dingten Mortalität. Der überwiegende Anteil der Malignomerkrankungen ist epithelialen

Ursprungs, so auch das Mammakarzinom. Bislang ist vor allem das heterogene Anspre-

chen einer Therapie das große Problem in der Behandlung von Karzinomen. Die Intention

vieler Forschungsarbeiten ist, Mammakarzinompatientinnen eine bessere individualisierte

Therapie anbieten zu können. Dazu müssen weitere Eigenschaften des Tumors und des

Tumorstromas sowie deren Fähigkeit zur Initiation, Progression, Invasion und Metasta-

sierung analysiert werden. Ziel der heutigen Forschungsansätze ist es, durch den Nachweis

eines tumorspezifischen Merkmals ein effizienteres Therapieverfahren etablieren zu kön-

nen.

1

1
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1.1 Das invasive Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist nach Angaben der International Association on Research of Can-

cer weltweit mit 1,3 Millionen jährlich und mit 71640 Neuerkrankungen in Deutschland die

häufigste Krebserkrankung bei Frauen im Jahre 2013 [Kunze, 1994, Barnes et al., 2016].

Pro Jahr versterben daran 465000 Frauen weltweit. Nach einer fallenden Inzidenz 2009

mit 73340 und 2010 mit 70340 Brustkrebsneuerkrankungen ist die Vorhersage des Krebs-

register Deutschlands für 2014 mit 75200 Neuerkrankungen wieder ansteigend

[Barnes et al., 2016]. 31,3% aller Krebsneuerkrankungen bei der Frau sind durch das

Mammakarzinom bedingt und mit 17815 Todesfällen im Jahre 2011 bleibt es die häu-

figste krebsbedingte Todesursache bei Frauen in Deutschland [Barnes et al., 2016]. Von

100 Frauen erkrankt jede achte bis zehnte Frau im Laufe ihres Lebens an einem Mamma-

karzinom [DeSantis et al., 2014, Schneider et al., 2014].

Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren, welches damit deutlich nied-

riger ist als bei anderen Krebserkrankungen [Bertz et al., 2010]. Während die Inzidenz

sich seit 1980 ungefähr verdoppelt hat, konnte ein Sinken der Mortalität erst von 1990

bis 2002 um 2,3% pro Jahr verzeichnet werden [Smigal et al., 2006]. Dieses ist vor allem

auf die Einführung der Brustkrebsfrüherkennungsuntersuchungen zurückzuführen. Dazu

gehören das Abtasten der Brust ab dem 30. Lebensjahr und die Mammographie zwi-

schen dem 50. bis 69. Lebensjahr. Dadurch können signifikant mehr prämaligne Vorstufen

und kleine Tumore detektiert werden, sodass die Prognose insgesamt verbessert werden

konnte [Kreienberg et al., 2012]. Ebenfalls spielt auch die stets präzisere und gezieltere

Entwicklung von Therapieansätzen eine große Rolle bei der Abnahme der Mortalität.

Aus diesem Grund nimmt die Erforschung und Weiterentwicklung von neuen Therapie-

optionen nach wie vor einen hohen Stellenwert in der Forschung ein.
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1.1.2 Ätiologie

Trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet konnte die Ätiologie des Mammakarzinoms

noch nicht endgültig geklärt werden. Es können lediglich Risikofaktoren beschrieben wer-

den.

Das Alter stellt für viele Karzinome den bedeutendsten Einflussfaktor dar. Das Erkran-

kungsalter für das Mammakarzinom liegt dabei deutlich unter dem Altersdurchschnitt

für andere Karzinome. Frauen im Alter von 35 Jahren haben ein Erkrankungsrisiko von

1:110, in den nächsten 10 Jahren an einem Mammakarzinom zu erkranken. Mit 55 Jahren

steigt das Risiko auf 1:31. Ungefähr 50% aller Mammakarzinompatientinnen erkranken

vor dem 65. Lebensjahr [Barnes et al., 2016].

Der Einfluss von Hormonen zeigte sich in vielen Gesichtspunkten als bedeutender Faktor

in der Entstehung des Mammakarzinoms. Seit langem ist bekannt, dass eine frühe Menar-

che, eine späte Menopause sowie die Einnahme von Östrogen-Gestagen-Kombinationsprä-

paraten in der Menopause das Risiko für eine Erkrankung erhöhen. Dieses wird maßgeb-

lich auf den hormonellen Einfluss von Östrogen und Progesteron auf das Brustgewebe

zurückgeführt. Nulliparae und Frauen, die bei der ersten Schwangerschaft über 35 Jahre

sind, haben ebenfalls ein signifikant erhöhtes Risiko [Shah et al., 2014]. Orale Kontra-

zeptiva werden kontrovers diskutiert, konnten aber in einer Vielzahl von Studien nicht

zweifellos als Risikofaktor für die Entstehung eines Mammakarzinoms detektiert wer-

den [Iversen et al., 2017, Lovett et al., 2017].

Epidemiologische Studien zeigten einen deutlichen geographischen und ethnischen

Einfluss auf das Erkrankungsrisiko. So ist die Wahrscheinlichkeit, in den westlichen

Industriestaaten an einem Mammakarzinom zu erkranken, um ein Siebenfaches höher

als in Südostasien [Ziegler et al., 1993] oder Afrika. Aus den Studien geht ebenfalls her-

vor, dass Ernährungsgewohnheiten eine große Rolle spielen [De Waard, 1975]. Viele

Nahrungsmittel zeigen Rückstände von Pestiziden, denen eine Hormon-imitierende Ak-
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tivität zugesprochen wird [Crisp et al., 1998, Gray et al., 2017]. Ebenso gehen Lebensstil

abhängige Faktoren wie geringe Aktivität, Adipositas, Rauchen, erhöhter Alko-

holkonsum, Ernährungsgewohnheiten und Exposition gegenüber radioaktiver

Strahlung mit einem erhöhten Risiko für die Entstehung eines Mammakarzinoms ein-

her [Binai et al., 2010, Vachon et al., 2001, Singletary, 2003, Olver, 2016, Couch et al., 2001,

Harvie et al., 2015, Nekolla, 2004].

Prä-invasive Neoplasien wie das duktale Carcinoma in situ (DCIS), die ductale aty-

pische Hyperplasie (ADH) und die lobuläre intraepitheliale Neoplasie (LIN)

korrelieren mit einem signifikant erhöhtem Karzinomrisiko [Hartmann et al., 2005]. Zu-

dem erhöhen das Vorliegen eines Endometrium- oder Ovarialkarzinoms sowie das eines

Mammakarzinoms auf der kontralateralen Seite das Erkrankungsrisiko signifikant

[Singletary, 2003, Maass, 1994].

Bei einer Häufung von Mammakarzinomen innerhalb der Familie ist von genetischen Ur-

sachen auszugehen. Das trifft bei 20 - 25% der Patientinnen zu [Houlston and Peto, 2004].

Allerdings kann nur bei ungefähr 5 - 10% der Erkrankten eine bekannte Genmutation im

Sinne eines autosomal-dominaten Erbganges nachgewiesen werden [Hall et al., 1990]. Die

bekanntesten Hochrisikogene sind das BRCA1- und BRCA2-Gen, welche 60 - 70% aller

Genmutationen ausmachen. Sie zeichnen sich durch eine hohe Penetranz aus. Seit kurzem

sind zwei weitere Hochrisikogene, das RAD51C (BRCA3-Gen) und das RAD51D identifi-

ziert [Meindl et al., 2010]. Das Erkrankungsrisiko wird ähnlich hoch eingeschätzt wie bei

dem BRCA1- und BRCA2-Gen. Für den restlichen Anteil der hereditären Mammakar-

zinomerkrankungen wird von einem Zusammentreffen moderat-penetranter Gene (ATM,

CHECK2, BRIP1, PALB2 und NSB1) im Rahmen einer polygenen Vererbung ausgegan-

gen. Das Vorliegen eines dieser Gene erhöht das Mammakarzinomrisiko um ein Zwei- bis

Vierfaches [Byrnes et al., 2008, Hollestelle et al., 2010].
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1.1.3 BRCA1- und BRCA2-Mutationsträgerinnen

Lokalisation und Aufbau des BRCA1- und BRCA2-Gens

Das BReast CAncer 1-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosom 17, an der Chro-

mosomenregion 17q21. Es wurde 1990 entdeckt [Hall et al., 1990] und 1994 erstmals klo-

niert. Das BRCA1-Gen setzt sich aus 24 Exons zusammen und kodiert ein Polypeptid,

bestehend aus 1863 Aminosäuren mit einem Gewicht von 220 kD [Miki et al., 1994]. Nur

kurze Zeit später (1995) wurde das BReast CAncer 2-Gen lokalisiert und auf dem lan-

gen Arm des Chromosom 13, Bande 12 (13q12) entdeckt. Im Vergleich zum BRCA1-

Gen enthält es 27 Exons und kodiert ein 384 kD schweres Protein aus 3418 Aminosäu-

ren [Wooster et al., 1995, Tavtigian et al., 1996].

Funktion des BRCA1- und BRCA2-Gens

BRCA1 und BRCA2 sind Tumorsuppressorgene, deren kodierte Proteine sich vor allem in-

nerhalb des Zellkerns finden und dort mit anderen Proteinen und wichtigen Zellabläufen

interagieren [Yoshida and Miki, 2004]. Sie spielen eine bedeutende Rolle im Zellwachs-

tum [Ludwig et al., 1997], in der Zelldifferenzierung, Aufrechterhaltung der genetischen

Stabilität sowie der Regulierung der Transkription, Genexpression und bei Reparatur-

mechanismen von geschädigten DNA-Abschnitten [Wang, 2012, Welcsh et al., 2000]. Die

DNA-Reparaturproteine des BRCA1-, BRCA2- und BRCA3-Gen interagieren zusammen

und spielen eine wichtige Rolle im DNA-Doppelstrang-Reparaturmechanismus

[Reid et al., 2008, Henderson, 2012, Yoshida and Miki, 2004]. Das Vorhandensein dieser

Mutation in beiden Allelen führt zu einem erhöhten Auftreten eines Mamma- und/oder

Ovarialkarzinoms. Außerdem zeigt sich ein erhöhtes Risiko für ein Pankreas-, Colon-, Ma-

gen und Prostatakarzinom sowie für weitere Krebserkrankungen [Cavanagh and Rogers, 2015,

Mersch et al., 2015, Thompson and Easton, 2002, Easton et al., 1999].
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Mammakarzinomrisiko bei BRCA1-/BRCA2-Mutationsträgerinnen

Die BRCA1-/BRCA2-Mutation ist eine Keimbahnmutation, die autosomal-dominant ver-

erbt wird. Träger dieser Mutation, egal ob Mutter oder Vater, geben das betroffene Al-

lel zu 50% an ihre weiblichen und männlichen Nachkommen weiter. Der Mensch be-

sitzt von jedem Gen zwei Allele. Im Laufe des Lebens haben die BRCA1-/BRCA2-

Mutationsträgerinnen ein hohes Risiko, dass es zu einer somatischen Mutation und da-

durch zum Funktionsverlust des zweiten Allels kommt. Dieser Vorgang wird loss of he-

terozygosity und second hit genannt [Rosen and Pishvaian, 2014, Simon and Zhang, 2008,

Bell et al., 2002]. Das Eintreten des second hit kann durch viele Faktoren wie z.B. Er-

nährung, Alkoholkonsum, ironisierende Strahlung und bestimmte Toxine begünstigt wer-

den [Dennis et al., 2011, Pijpe et al., 2012, Kiechle et al., 2016]. Durch eine Deletion oder

Loss-of-function-Mutation bei Mutationsträgerinnen entsteht die Prädisposition zur Mam-

makarzinomentstehung. Liegt eine BRCA1-Mutation vor, so ist das Risiko an einem Mam-

makarzinom zu erkranken (bis zum 70. Lebensjahr) mit 60 - 65% sehr hoch. Für die Er-

krankung an einem Ovarialkarzinom liegt das Risiko bei dieser Mutation zwischen 39 -

59%. Bei einer BRCA2-Mutation sind es 45 - 55% für eine Mammakarzinom- und zwi-

schen 11 - 16,5% für eine Ovarialkarzinomerkrankung bis zum 70. Lebensjahr

[Antoniou et al., 2003, Mavaddat et al., 2013]. Neueste prospektive Kohortenstudien be-

sagen, dass bis zum 80. Lebensjahr die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines Mam-

makarzinoms bei 72% für eine BRCA1- und 69% für eine BRCA2-Mutation liegen. Im

Rahmen dieser Untersuchung lag das Risiko für die Erkrankung an einem Ovarialkarzinom

von BRCA1-Mutationsträgerinnen bei 44% gegenüber 17% in Anbetracht einer BRCA2-

Mutation [Kuchenbaecker et al., 2017]. Die Erkrankung tritt im Durchschnitt 20 Jahre

früher und gehäuft bilateral auf. Die betroffenen Patientinnen hatten im Verlauf ihres

Lebens ein erhöhtes Risiko für die Entstehung eines Mammakarzinoms in der kontralate-

ralen Brust als Frauen ohne diese Keimbahnmutation [Salhab et al., 2010].
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Histopathologische Besonderheiten BRCA1-/BRCA2-assoziierter Mammakar-

zinome

Mammakarzinome von BRCA1-Mutationsträgerinnen treten vor allem im jungen Alter

auf. Sie haben zwischen 75 - 80% einen triple negativen immunhistochemischen Phänotyp

und kennzeichnen sich durch ein hohes Grading (G3) und somit einer schlechten Diffe-

renzierung aus. Triple negative Mammakarzinome weisen im Vergleich zu den anderen

Subgruppen des Mammakarzinoms sehr hohe Werte des Proliferationsmarkers Ki67 auf.

Dieser Wert gibt die Proliferationsaktivität des Tumors an [Hashmi et al., 2019].

Sie sind Östrogen-Rezeptor(ER)-negativ, Progesteron-Rezeptor(PR)-negativ und zeigen

keine HER2neu Amplifikation [Lips et al., 2013, Kunze, 1994, Eisinger et al., 1996]. Ca.

7% der BRCA1-Karzinome sind HER2neu positiv und 20% ER/PR positiv

[Honrado et al., 2005]. Auf der Ebene der Genexpressionsprofile zählen diese Karzino-

me zu den basal-like molekularen Subtyp. Es besteht vor allem in den ersten drei Jah-

ren nach der Diagnosestellung ein erhöhtes Risiko für ein Rezidiv und einer hämato-

genen Metastasierung im Vergleich zum sporadischen Mammakarzinom [Yan et al., 2015,

Dent et al., 2007]. BRCA1-assoziierte Karzinome sind oft vom medullärem oder aytischen

medullärem Typ (13%) mit einem eher soliden, verdrängendem Tumorwachstum und ei-

nem prominenten lymphozytären Infiltrat in der Peripherie sowie im Tumor selbst

[Lakhani et al., 1998, Lakhani, 1999]. Trotz ihres oft negativen Lymphknoten-Nodalstatus

haben diese Karzinome durch ihr schnelles Wachstum und einer frühen hämatogenen Me-

tastasierung (v.a. Lunge, Leber und Gehirn) eine sehr schlechte Prognose.

Kontrovers dazu zeigt sich das gute Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie

[Tischkowitz and Foulkes, 2006].

BRCA2-positive Mammakarzinome besitzen keinen signifikanten Unterschied im Expres-

sionsverhalten des ER und PR im Vergleich zum sporadischen Mammakarzinom. Nur

6% der BRCA2-Karzinome weisen dagegen einen HER2neu positiven Status auf (spora-

disches Mammakarzinom: 18% HER2neu positiv) [Honrado et al., 2005]. Sie sind meist
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von einem tubulären, lobulären oder intraduktalen Subtyp und tendieren zu einem hö-

heren Grading (G2 - 3) im Vergleich zum sporadischen Mammakarzinom. Dennoch be-

sitzen diese ein geringeres Grading als BRCA1-positive Mammakarzinome. Das Erkran-

kungsalter bei BRCA2-Mutationsträgerinnen liegt höher als bei denen mit einer BRCA1-

Mutation. Zudem zeigt solch ein Karzinom tendenziell eine niedrige Proliferationsra-

te [Lakhani, 1999, Marcus et al., 1997, Honrado et al., 2005].

Spezielle Therapieansätze BRCA1-/BRCA2-assoziierter Mammakarzinome

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es für BRCA1-/BRCA2-assoziierte Mammakarzinome kei-

ne spezifischen Leitlinien zur Therapieempfehlung. Die Therapieschemata werden analog

zum sporadischen Mammakarzinom in Abhängigkeit von ihrem Tumorstadium, Grading

und immunhistochemischen Phänotyp erstellt. Neueste präklinische Studien besagen, dass

Mammakarzinome, die eine BRCA1-Mutation aufweisen eine gewisse Resistenz gegen-

über vinca-alkaloid- und taxanhaltige Chemotherapeutika besitzen. Diese gehören zu der

Gruppe der Spindelgifte [Meindl et al., 2011, Lafarge et al., 2001, Quinn et al., 2003]. Im

Gegensatz dazu haben Studien eine erhöhte Sensitivität für Platinderivate (Cisplatin und

Carboplatin) gezeigt [Byrski et al., 2010, Meindl et al., 2011, Vetter et al., 2017].

PARP-Inhibitoren (PARPi) hemmen das Enzym Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP),

welches für die Reparatur von DNA-Einzelstrangbrüchen verantwortlich ist. Sie verhin-

dern die Reparatur von Zytostatika sowie durch adjuvante Radiotherapie induzierte DNA-

Schäden und tragen somit zu deren verbesserten Wirkung bei. BRCA1-/BRCA2-Gene

sind an der DNA-Doppelstrangreparatur durch die homologe Rekombination beteiligt

[Rios and Puhalla, 2011, Livraghi and Garber, 2015]. Eine Mutation und dadurch der De-

fekt dieser Gene führt zu einer gesteigerten Wirkung von PARPi und verbessert somit das

progressionsfreie Überleben dieser Patientinnen. Aktuell laufen zahlreiche Studien über

die Gabe von PARPi als Monotherapie oder in Kombination mit einer Chemotherapie im

Rahmen einer neoadjuvanten, adjuvanten und palliativen (metastasierten) Situation eines

BRCA1-/BRCA2-assoziierten Karzinoms [Arun et al., 2015, Livraghi and Garber, 2015,

O’Sullivan Coyne et al., 2015, Llombart-Cussac et al., 2015, Telli et al., 2015]. Das initia-

le gute Ansprechen der BRCA1-/BRCA2-positiven Mammakarzinome auf eine platinhal-
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tige Chemotherapie und PARPi stellt durch die Entstehung einer erworbenen Resistenz

ein erneutes therapeutisches Problem dar. Es wird dabei von einer weiteren sekundären

Mutation ausgegangen, die als einer von vielen Mechanismen zu dieser Resistenz bei-

trägt [Wang et al., 2016, Lord and Ashworth, 2013, Livraghi and Garber, 2015].

1.1.4 Forschungsgeschichte der Pathogenese des Mammakarzinoms

Die ersten Schriften und Darstellungen, die sich mit dem Mammakarzinom und der ope-

rativen Therapie beschäftigten, stammen aus dem alten Ägypten ca. 2500 bis 3000 v.

Chr. (»Edwin Smith Surgical Papyrus«). Seitdem existieren über die Jahrhunderte un-

terschiedliche Ansichten über die Pathogenese und Therapie des Mammakarzinoms

[Kaufman et al., 2007, Lakhtakia, 2014]. In der Antike befasste sich Hippokrates (460 -

377 v. Chr.) mit dem Mammakarzinom und ging von einer systemischen Erkrankung aus.

So auch Galen (130 - 201 n. Chr.), der in seiner Humoraltheorie davon sprach, dass diese

systemische Erkrankung auf eine Ansammlung von schwarzer Galle zurückzuführen ist.

Virchow (1821 - 1902) dagegen war der Ansicht, dass es sich um eine lokale Erkrankung

handelt, die durch ein operatives Vorgehen geheilt werden kann [Kaufman et al., 2007].

Aufgrund von Sektionen post mortem stellte er fest, dass sich der Tumor entlang der Mus-

kelfaszie und Lymphgefäße ausdehnte. Auf diese Hypothese baute Halsted seine Theorie

(1894) der lokoregionären Erkrankung mit einer geordneten Tumorausbreitung sowie Fern-

metastasierung per continutatem auf und widerlegte dadurch die bisherige Systemtheo-

rie. Er setzte die radikale Mastektomie mit Entfernung aller axillären Lymphknoten als

operatives Vorgehen durch [Kaufmann et al., 2013, Kaufman et al., 2007, Comen, 2012,

Schreiber and Carstensen, 1983]. Fisher (1979) war der Erste, der wieder zur Theorie der

systemischen Erkrankung zurückging. Er entwickelte auf der Basis randomisierter Studi-

en die brusterhaltende Operation mit postoperativer Bestrahlung der Mamma. Durch das

Nachweisen der hämatogenen und lymphogenen Tumorzellausbreitung widerlegte er die

Halsted-Hypothese [Fisher et al., 2002]. Heute wird sich meist auf die Spektrumstheorie

von Harris und Hellman (1987) berufen, die besagt, dass das Mammakarzinom eine sys-

temische Erkrankung mit einer lokaler Komponente ist
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[Tiefenbacher et al., 2003, Kaufmann et al., 2013].

Wissenschaftler gehen gegenwärtig von einer multifaktoriellen Pathogenese aus, die noch

nicht vollständig geklärt ist. Eine kaskadenartige Mehrschrittkarzinogenese soll letztend-

lich durch die Interaktionen in allen Regulationsebenen des Zellwachstums und der Zell-

proliferation zur Entstehung eines Mammakarzinoms führen [Calaf and Hei, 2000]. Es

werden unterschiedliche Entwicklungspfade angenommen, da es verschiedene histologische

Subtypen des Mammakarzinoms gibt. Es handelt sich um eine Erkrankung des gesamten

laktierenden Systems der Brust. Aus normalem Brustepithel entsteht durch Initiation von

Östrogen, Progesteron, Zyklinen und der Einwirkung von Risikofaktoren eine Umwand-

lung dieser Zellen in eine atypische ductale oder eine atypische lobuläre Hyperplasie. Der

nächste Schritt ist die Promotion in ein Carcinoma lobulare in situ oder Carcinoma duc-

tale in situ durch den Einfluss von Wachstumsfaktoren (EGFR, TGF-↵), Überexpression

von Onkogenen und dem Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen. Die Progression in

ein invasives Karzinom entsteht durch die Zunahme eines genetischen Ungleichgewichts

bzw. der Akkumulation genetischer Alterationen [Roth-Ganter and Fischer, 2002]. Für

die Entstehung von Fernmetastasen beim Mammakarzinom gilt bis heute das “Seed and

Soil ”- Konzept, welches von Paget entwickelt wurde [Paget and Paget, 1989]. Es lösen sich

täglich Millionen von Karzinomzellen (Seed) aus dem Zellverband des Primärtumors und

dringen in das umliegende Gefäßsystem ein. So kommt es zu einer Zirkulation von Kar-

zinomzellen, deren Überleben und Ansiedlung von einem geeigneten Gewebemilieu (Soil)

abhängig ist. Dieses lokale Milieu, das Stroma, begünstigt durch eine gesteigerte Expres-

sion von Adhäsionsmolekülen, chemotaktische Substanzen, Wachstumsfaktoren und dem

Einfluss von stromalen Komponenten die Proliferation und zugleich das Überleben im

bevorzugten Zielorgan. Die Erforschung der Interaktionen zwischen Karzinomzellen und

dem Stroma bietet die Grundlage zur Weiterentwicklung von neuen Therapieoptionen und

Prävention von Metastasen [Comen, 2012, Schlegel et al., 2003]
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1.1.5 Klassifikation des Mammakarzinoms

Die Stadieneinteilung bzw. Tumorausbreitung des Mammakarzinoms basiert auf der TNM-

Klassifikation der UICC in Bezug auf die Größe des Primärtumors, gekennzeichnet durch

T (Tabelle 1.1), den Befall der regionären Lymphknoten durch N (Tabelle 1.2) und das

Vorliegen von Fernmetastasen mit M (Tabelle 1.3). Die histologische Klassifikation der

Malignität erfolgt nach dem Grading mit G1 - G3. Das Staging und die gezielte Thera-

pieplanung sowie die Aussage zur Prognose basieren auf dieser Klassifikation. Das Präfix

c- vor dem TNM-System bedeutet klinisches Stadium, p- pathologisches Stadium durch

histologische Sicherung, y- Zustand nach neoadjuvanter Therapie und r- Rezidiv.
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pT Primärtumor

Tx Primärtumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt für Primärtumor

Tis Carcinoma in situ

Tis (DCIS) Duktales Carcinoma in situ

Tis (LCIS) Lobuläres Carcinoma in situ

Tis (Paget) M. Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor

T1 Tumor maximal 2 cm im größten Durchmesser

T1mic Mikroinvasion 0,1 cm oder weniger im größten Durchmesser

T1a größer 0,1 cm bis maximal 0,5 cm im größten Durchmesser

T1b größer 0,5 cm bis maximal 1 cm im größten Durchmesser

T1c größer 1 cm bis maximal 2 cm im größten Durchmesser

T2 Tumor größer als 2 cm bis maximal 5 cm im größten Durchmesser

T3 Tumor größer als 5 cm im größten Durchmesser

T4 Tumor jeder Größe mit Befall der Thoraxwand oder der Haut.

T4a Befall der Thoraxwand (Rippen, Interkostalmuskulatur, vorderer Ser-

ratusmuskel, jedoch nicht die Pektoralismuskulatur)

T4b Ödem (einschließlich “peau d’orange”), Ulzeration der Haut oder Satel-

litenknoten der Haut der gleichen Brust

T4c Vorliegen von T4a und T4b

T4d Inflammatorisches Karzinom

Tabelle 1.1: T-Klassifikation [Kreienberg et al., 2012]
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pN regionäre Lymphknoten

Nx regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden

N0 keine regionären Lymphknotenmetastasen

N1mi Mikrometastasen (>0,2 mm und/oder mehr als 200 Tumorzellen, aber nicht

größer als 0,2cm)

N1 Metastasen in 1–3 ipsilateralen Lymphknoten und/oder mikroskopische Me-

tastasen im Sentinel-Lymphknoten entlang der ipsilateralen A. mammaria

interna

N2 Metastasen in 4–9 ipsilateralen axillären Lymphknoten oder in klinisch er-

kennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne axilläre

Metastasen

N3 pN3a Metastasen in �10 ipsilateralen axillären Lymphknoten oder in ipsi-

lateralen infraklavikulären Lymphknoten

pN3b Metastasen in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit

mindestens einer axillären Lymphknotenmetastase oder Lymphknotenmeta-

stasen in mehr als 2 axillären Lymphknoten und in Lymphknoten entlang

der A. mammaria interna

pN3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikulären Lymphknoten

Tabelle 1.2: N-Klassifikation [Kreienberg et al., 2012]

M Fernmetastasen

Mx Vorliegen von Fernmetastasen nicht beurteilbar

M0 Kein Anhalt für Fernmetastasen

M1 Nachweis von Fernmetastasen

Tabelle 1.3: M-Klassifikation [Kreienberg et al., 2012]
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1.2 Komposition und Funktion des Stromas beim Mam-

makarzinom

1.2.1 Die Rolle des Stromas in der physiologischen Brust und

beim Mammakarzinom

Das Stroma (bindegewebiges Stützgerüst) macht ungefähr 80% der gesamten tubuloal-

veolären Drüsenarchitektur der Mamma aus. Es umgibt die epitheliale Komponente, be-

stehend aus den Acini, die sich zu Lobuli organisieren und in den terminalen Ductus

enden. Diese Einheit wird als Lobus bezeichnet. Die Brust besteht aus 15 - 20 solcher

Drüsenlappen. Mehrere terminale Ductuli enden im Ductus lactifer, welche sich wieder-

um vereinigen und in die Brustwarze münden [Arendt et al., 2010].

Während des gesamten Lebens einer Frau unterliegt die Brustdrüse kontinuierlichen und

aktiven Veränderungen. In der Embryonalentwicklung wird die Brustdrüse hormonun-

abhängig als Drüsenbaum-Knospen ektodermalen Ursprungs angelegt, welche sich dann

bis zum Beginn der Pubertät in der Ruhephase befinden [Sternlicht et al., 2006]. Mit

Einsetzen der Pubertät unterliegt das Drüsengewebe während des Menstruationszyklus

ständigen Veränderungen in Form von hormonabhängigen Proliferationen und Apoptose.

Während der Stillzeit ist die Brustdrüse erstmalig vollkommen lobuloalveolar entwickelt

[Arendt et al., 2010].

In der physiologischen Brustentwicklung spielen Wechselwirkungen zwischen den Epithel-

zellen und dem Stroma eine bedeutende Rolle [Kim et al., 2005]. Aus vielen Studien geht

hervor, dass die Entwicklung der Epithelzelle bei normalem aber auch malignem Brust-

gewebe stark von den Interaktionen des Stromas abhängig ist.

Das Stroma kann die Eigenschaft einer Tumor-unterdrückenden aber auch Tumor-fördernden

Umgebung durch eine reziproke Kommunikation darstellen. Diese Eigenschaft entsteht

durch die essentielle Regulierung der Homöostase, Proliferation, Differenzierung, Migra-
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tion und das Überleben der Epithelzelle [Arendt et al., 2010, Nelson and Bissell, 2006,

Bhowmick et al., 2004, Luhr et al., 2012]. Es gibt unzählige Studien, die belegen, dass das

Tumorstroma eine bedeutende Rolle in der Kontrolle von Tumorwachstum, -progession

und -hemmung einnimmt [Kalluri and Zeisberg, 2006]. Nur 20% des Zellverbandes beim

Mammakarzinom stellen Karzinomzellen da. Der Rest setzt sich aus Zellen des Tumor-

assoziierten Stromas zusammen, welche maßgeblich die Tumorgenese fördern. Die Zusam-

mensetzung des Stromas, welches das normale Brustdrüsengewebe umgibt, unterschei-

det sich in vielen Gesichtspunkten von dem Tumorstroma beim Mammakarzinom. Das

Tumormikromilieu zeichnet sich durch eine erhöhte Anzahl von Fibroblasten, Myofibro-

blasten, Endothelzellen, Perizyten, Makrophagen, Adipozyten, inflammatorischen, lym-

phatischen Zellen, Immunzellen sowie verstärkte Kollagen- und Fibrinablagerung und

eine erhöhte Vaskularisierung aus (Angelucci et al. 2015). Im Tumorstroma zeigt sich

eine erhöhte Expression von glattem Muskelaktin (↵-smooth muscle actin), Kollagen

IV, Prolyl-4-hydoxylase, Fibroblasten aktivierendes Protein, Fibronektin, Tenascin, Des-

min, Calponin und Calesmom [Kalluri and Zeisberg, 2006, Ronnov-Jessen et al., 1995,

Arendt et al., 2010]. Daraus resultiert eine veränderte fibrotische Struktur der gesamten

extrazellulären Matrix, welche als desmoplastische Stromareaktion beschrieben wird

[Arendt et al., 2010, Ronnov-Jessen et al., 1996]. Die Sekretion von Fibronektin und Ten-

ascin führt zu einer Veränderung in der Zelladhäsion und Proliferation [Schor and Schor, 2001].

Es konnte in wissenschaftlichen Experimenten bereits bewiesen werden, dass sich ein Mam-

makarzinom in Abwesenheit dieses Mikroenviroment nur erschwert entwickeln kann

[Ronnov-Jessen et al., 1996].

1.2.2 Aussehen der Fibroblasten

Fibroblasten [von lateinisch *fibra = Fasern, griech. blastanein = bilden] sind bewegliche,

teilungsaktive und nicht voll differenzierte, spindelförmige Zellen mesenchymaler Herkunft

im stromalen Bindegewebe. Sie besitzen einen ovalen hellen Zellkern mit einem Nucleo-

lus, multiple irreguläre zytoplasmatische Fortsätze, zudem reichlich raues Endoplasma-

tisches Retikulum und einen sehr effizient ausgebildeten Golgi-Apparat. Normalgewebe-
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assoziierte Fibroblasten (NF) sind für die Synthese von Prokollagen, Kollagenasen und

Glykosaminoglycanen verantwortlich [Addicks et al., 2013, Lüllmann-Rauch, 2011].

Das Aussehen der Fibroblasten ändert sich in Abhängigkeit von ihrer Funktion und

dem jeweiligen Wirkungsort [Heinzeller and Büsing, 2001]. Die Mehrzahl der aktivierten

Fibroblasten und Tumor-assoziierten Fibroblasten weisen als Marker das Fibroblasten-

Aktivierungs-Protein (FAP) auf. Ein Marker, der lediglich sensitiv für alle Fibroblasten

ist, konnte noch nicht detektiert werden [Tyulkina et al., 2016].

1.2.3 Aktivierung und Funktion der Tumor-assoziierten Fibro-

blasten

Im gesunden Gewebe haben Fibroblasten eine geringe Proliferationsrate sowie Metaboli-

sierung. Im Gegensatz dazu werden die Fibroblasten während der Wundheilung und bei

einer Karzinomerkrankung aktiviert und ihre Proliferation und deren Metabolismus sti-

muliert. Es findet eine gesteigerte Sezernierung von Komponenten der Extrazellulärmatrix

(ECM) statt. Sie erlangen kontraktile Eigenschaften und regulieren die Differenzierung von

Epithelzellen bei Entzündungen sowie während der Wundheilung [Polyak and Kalluri, 2010].

Man nennt Fibroblasten, die sich in der Umgebung von Tumorzellen befinden und durch

deren Signale aktiviert werden, aktivierte Fibroblasten oder Tumor-assoziierte bzw. Cancer-

assoziierte Fibroblasten (TAF) [Gabbiani et al., 1971]. Früher wurden sie auch als Myofi-

broblasten bezeichnet, da viele der TAF eine erhöhte ↵-smooth muscle actin-Exprimierung

aufweisen.

Die aktivierten Fibroblasten stellen den größten Anteil des Tumorstromas dar. Sie beein-

flussen die Angiogenese, Tumorentstehung und Progression durch maligne Transformation

der Tumorzellen sowie die Immortalisierung der Karzinomzellen [Bhowmick et al., 2004].

Das begünstigt letztendlich die Invasion der Karzinomzellen in das Gefäßsystem und da-

mit die Fernmetastasierung [Polyak and Kalluri, 2010]. Durch die erhöhte Rasanz des

Tumorwachstums, der Progression und der Metastasierung sinken die Heilungschancen

rapide und steigern dadurch die Mortalität der Krebserkrankungen. Eine Verbesserung
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der Prognose könnte durch die Elimination dieser Funktionen der TAF erreicht wer-

den [Li et al., 2007, Shimoda et al., 2010].

Die Interaktion zwischen den TAF und den Tumorzellen ist gekennzeichnet durch die Se-

kretion von Wachstumsfaktoren (für viele verschiedene Zelltypen im Tumorgewebe), Zyto-

kinen, Chemokinen und die Bildung einer extrazellulären Matrix [Hu and Polyak, 2008b,

Hu and Polyak, 2008a]. Einige der bedeutendsten Wachstumsfaktoren sind VEGF, PDGF,

FGF, HGF, TGF, IGF, EGF und NGF [Bhowmick et al., 2004]. Der Metabolismus von

TAF wird ebenfalls als tumorfördernd beschrieben. TAF entgiften toxische Stoffwechsel-

produkte der Tumorzellen und wirken als Puffer im sauren Milieu [Koukourakis et al., 2006].

Die Genexpressionsmuster der TAF gleichen annähernd denen von Karzinomen und weisen

somit ein verändertes Genexpressionsmuster im Vergleich zu den NF auf. [Bauer et al., 2010,

Allinen et al., 2004, Chang et al., 2004].

Weitere relevante Veränderungen der TAF sind der gestörte p53/p21–abhängige Signalweg

nach einer �-Strahlung, eine hohe Survivinkonzentration, eine erhöhte Resistenz gegenüber

Cisplatin, Tamoxifen und UV-Licht sowie eine hohe Expression von Ki-67 [Hawsawi et al., 2008].

1.2.4 Herkunft der Tumor-assoziierten Fibroblasten

Es werden hauptsächlich drei verschiedene Entstehungsmöglichkeiten der TAF als wis-

senschaftlich relevant betrachtet. Als erste Möglichkeit wird die Transformation bereits

vorhandener aktivierter Fibroblasten im Stroma zu TAF am wahrscheinlichsten angese-

hen. Experimentell konnte eine Aktivierung von Fibroblasten durch spezielle Wachstums-

faktoren bewiesen werden. Diese besitzen eine Tumor-assoziierte parakrine Wirkung. Zu

diesen Wachstumsfaktoren zählt das TGF� (transforming growth factor beta), welches die

Produktion von ↵-SMA induziert [Kalluri and Zeisberg, 2006, Ronnov-Jessen et al., 1996,

Vaughan et al., 2000]. Die Aktivierung der TAF kann mit dem Prinzip der Wundheilung

verglichen werden, wo die Proliferation der Fibroblasten und Epithelzellen im Fokus ste-

hen. Als zweite Möglichkeit wird die Differenzierung von Fibrozyten und mesenchymalen
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Stammzellen (BMC), die in den Tumor immigriert sind, beschrieben [Quante et al., 2011].

Des Weiteren wird der Prozess der Endothelialen-Mesenchyamalen Transition (EndMT)

anerkannt, wobei Endothelzellen zu TAF modifiziert werden [Zeisberg et al., 2000]. Ande-

re Theorien sind momentan nur Hypothesen. So wird angenommen, dass in einigen Fällen

Epithelzellen möglicherweise auch Fibroblasten produzieren können. Dieser Prozess wird

als Epithelialer-mesenchymaler Übergang (EMT) bezeichnet [Radisky et al., 2007].
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1.3 Hintergrund zu den untersuchten Proteinen

1.3.1 ST6GALNAC5

ST6GALNAC5 gehört zur Familie der Sialyltransferasen. Es verändert Proteine und Cera-

mide an der Zelloberfläche, welche Matrixinteraktionen zwischen den Zellen und zwischen

Zelle und extrazellulären Komponenten modifiziert. ST6GALNAC5 kodiert eine ↵2,6-

Sialyltransferase, welche an der Biosynthese von Gangliosiden der ↵-Serie beteiligt ist.

Es konnte gezeigt werden, dass dieses Gen bei der Hirnmetastasierung von Brustkrebs

eine wichtige Rolle spielt [Drolez et al., 2016]. ST6GALNAC5 kommt bei gesunden Men-

schen nur im Gehirn vor. Beim Vorliegen eines Mammakarzinoms führt ST6GALNAC5

aufgrund einer Oberflächenveränderung der Karzinomzellen dazu, dass diese länger an

den Hirnendothelzellen anheften und schließlich die Blut-Hirn-Schranke passieren können

[Bos et al., 2009].

1.3.2 GATA-3

Das GATA-bindende Protein 3 ist ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor und hat eine ent-

scheidende Funktion bei der Stimulation sowie Steuerung von Zellwachstum, -entwicklung

und -differenzierung. Das trifft vor allem beim Mamma- und Urothelkarzinom zu

[Ordonez, 2013, Asch-Kendrick and Cimino-Mathews, 2016]. GATA-3 wird hauptsächlich

bei einem lobulären und invasiv duktalem Mammakarzinom exprimiert (80 - 90%)

[Vrba and Futscher, 2017, Sun et al., 2017, Liu et al., 2012]. Die Expression in ER posi-

tiven Karzinomen ist am höchsten [Ordonez, 2013, Yoon et al., 2010]. In triple negativen

Mammakarzinomen liegt die Expression von GATA-3 bei nur 67% [Miettinen et al., 2014].

Dieser Transkriptionsfaktor ist für die Regulation der luminaren Epithelzellabspaltung in

der Milchdrüse verantwortlich. Das Protein hat einen Einfluss auf die Entwicklung von

T-Zellen. Zusätzlich spielt es eine dominante Rolle in der Biologie von Endothelzellen. Es

hat sich gezeigt, dass GATA-3 die Absonderung von IL-4, IL-5 und IL-13 bei Th2 Zellen

fördert. Außerdem induziert es die Ausprägung von Th0 Zellen zum Th2 Subtyp, während

es die Ausprägung zu Th1 Zellen unterdrückt [Yagi et al., 2011]. Es wird vermutet, dass
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die Regulierung von GATA-3 in CD4-positiven Zellen auf der transkriptionalen Ebene

durch die IL-4 Rezeptoren wie auch auf der Übersetzungsebene durch die Signalisierung

von T-Zellrezeptoren stattfindet. Laut dem Cancer Genome Atlas ist GATA-3 eine der

drei Genmutationen in mehr als 10% aller Brustkrebstumoren [Koboldt et al., 2012].

1.3.3 AKR1C1 und AKR1C2

AKR1C1 gehört wie AKR1C2 zu der Familie der Aldo-Keto Reduktasen, welches aus

ca. 40 Proteinen und Enzymen besteht. Diese Enzyme beschleunigen die Umwandlung

von Aldehyden und Ketonen in ihre entsprechende Alkohole durch Verwendung von

NADH und/oder NADPH als Kofaktor. Sie besitzen somit eine unabhängige regulie-

rende Funktion in dem intratumoralen Progesteronmetabolismus [Zeng et al., 2017]. Die

Reaktion von Progesteron in deren inaktive Metaboliten durch AKR1C1 zu 20-alpha-

Dihydroxyprogesteron wird dadurch beschleunigt.

Diese Metaboliten unterstützen die Unterdrückung der Proliferation und Adhäsion von

Zellen, indem sie an spezielle Plasmamembranrezeptoren binden und dadurch eine nicht

proliferierende Funktion auf die Mitose, Apoptose, Adhäsions- und Zytosklettmolekühle

haben [Wenners et al., 2016, Lewis et al., 2004, Penning and Byrns, 2009].

AKR1C1 und AKR1C2 wie auch deren Metabolite sind in den TAF im Vergleich zu den

NF beim Mammakarzinom herunterreguliert. Daraus resultiert eine höhere Konzentrati-

on an 5-Alpha-Reduktase sowie Progesteron und folglich eine gesteigerte Tumorprogres-

sion und ein schnelleres Tumorwachstum [Lewis et al., 2004]. Im normalen Gewebe der

Brust ist AKR1C1 vorwiegend in den myoepithelialen und in den luminalen Epithelzellen

lokalisiert. Diese exprimieren auch Progesteron [Ji et al., 2004, Soyal et al., 2002]. Aus

diesem Grund bilden AKR1C1 und AKR1C2 die Basis für die Funktion als neue Pro-

gnosefaktoren. Sie bilden ebenfalls die Grundlage für eine neue hormonbasierte Therapie

bei einem primären Mammakarzinom, unabhängig von dem klassischen Hormonrezep-

torstatus [Wenners et al., 2016]. AKR1C2 baut Progesteron zu dem inaktivem Metabolit

3-↵-Hydroxyprogesteron ab [Wenners et al., 2016].
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1.3.4 WISP1

WISP1 steht für Wnt-1 induzierbarer Signalweg-1 und ist ein proteinkodierendes Onko-

gen, das ein Teil des WISP-Signalweg-Proteins verschlüsselt. Es gehört zu der Familie der

CCN-Proteinfamilie (Abkürzung für CYR61/CCN1, CTGF/CCN2, NOV/CCN3). Diese

sind ECM-assoziierte Proteine, die an interzellulären Signalwegen beteiligt sind. WISP1

ist auch ein Synonym für CCN4. Diese Proteine führen durch ihre cysteinreichen und gly-

kosylierten Signalproteine zu verschiedenen Entwicklungsprozessen [Jun and Lau, 2011,

Kleer, 2016]. Sie werden charakterisiert durch vier cysteinreiche Domänen: Insulin-like

growth factor-binding Domäne, von Willebrand factor type C Modul, Thrombospon-

din Domäne und die C-terminal cystine knot-like Domäne. WISP1 spielt eine Rolle in

den Endschritten des WNT1 Signalweges, welche eine große Rolle in der Entstehung

von malignen Prozessen besitzt. Es wird hauptsächlich in embryonalen Stammzellen und

in großen Mengen in Fibroblasten exprimiert. Im Tumorgewebe wird WISP1 überexpri-

miert [Gurbuz and Chiquet-Ehrismann, 2015, Xu et al., 2000, Pennica et al., 1998]. Die-

ser Wachstumsfaktor ist an der Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Adhäsion

von menschlichen Zellen beteiligt und spielt eine wichtige Rolle in der Embryonalent-

wicklung, Entzündungsreaktion, Wundheilung, Skelettentwicklung, Angiogenese und bei

Krebserkrankungen [Feng and Jia, 2016, Weizmann Institute of Science, 2016].

WISP1 hemmt den Zelltod, indem die Endphase des p53-vermittelten Apoptose-Signalwe-

ges durch DNA-Schäden blockiert wird. Es steigert ebenfalls die Ablagerung von ex-

trazellulärer Matrix in menschlichen Fibroblasten. Eine gesteigerte WISP1-Expression

steht im Zusammenhang mit einer erhöhten Inzidenz von einem Mamma-, Kolon- und

hepatozellulärem Karzinom. Die Expression von WISP1 begünstigt die Tumorprogressi-

on und besitzt somit eine onkogene Rolle und stellt damit einen wichtigen Ansatzpunkt

für neue Therapieoptionen dar [Berschneider and Konigshoff, 2011, Davies et al., 2007,

Xie et al., 2001]. Im Bezug auf ein Bronchial- und Prostatakarzinom spielt WISP-1 eine

tumorsupressive Rolle [Feng and Jia, 2016].
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1.3.5 KLF4

KLF4 (Kruppel-like factor 4) gehört als proteinkodierendes Gen zu der Familie der Krup-

pel Transkriptionsfaktoren, einem Zink-Finger-Transkriptionsfaktor [Shields et al., 1996].

Dieses Gen hat einen Einfluss auf die Regulation der Zellproliferation und Differenzie-

rung, die Apoptose und Neuprogrammierung von Körperzellen sowie der Selbsterneue-

rung von Stammzellen und der Aufrechterhaltung der Pluripotenz [Yang et al., 2005,

Wei et al., 2013, Ghaleb and Yang, 2017]. Vermutet wird, dass KLF4 den Zellzyklusüber-

gang von der G1- in die S-Phase als Folge von Gamma-Strahlen induzierter Schädigung

der DNA durch die Unterdrückung von p53 kontrolliert und hemmt [Yoon et al., 2003,

El-Karim et al., 2013, Chen et al., 2001]. Eine sehr hohe Konzentration von KLF4 findet

sich in den nicht teilenden Zellen. Diese Überexpression führt zu einem Stillstand des

Zellzyklus. KLF4 verhindert die Zellteilung, wenn eine DNA-Schädigung vorliegt. Es ist

zugleich für die genetische Stabilität verantwortlich, indem es die Anzahl der Zentromere

und Chromosomen sowie das Zellüberleben reguliert. Einige Studien besagen jedoch, dass

unter gewissen Bedingungen in normalen Gewebezellen KLF4 Apoptose-fördernde Ei-

genschaften übernimmt. Somit kann KLF4 kontextabhängig unter gewissen Bedingungen

seine tumorhemmende Eigenschaften verloren haben und als Onkogen aber auch als Tu-

morsuppressorgen fungieren. KLF4 wirkt regulierend auf die Zellproliferation und kann

die Karzinomentstehung induzieren sowie inhibieren [Song et al., 2017]. Es wurden die

E3-Ligasen identifiziert, die für die FBXO32-abhängige Ubiquitinierung und Degrada-

tion von KLF4 verantwortlich sind. FBXO32 (F-box only protein 32) inhibiert durch

den Abbau von KLF4 die Initiation und Proliferation von Tumoren [Zhou et al., 2017].

Durch die Interaktion von FBXO32 mit KLF4 und deren Modifikation erhält diese ei-

ne tumorsupressive Funktion und ist ebenfalls ein vielversprechender therapeutischer

Ansatz in der Behandlung von Mammakarzinomen. Mimoto et al. fand heraus, dass

KLF4 als wichtiger Mediator der dual-spezifischen Tyrosin-Phosphorylierung-Kinase 2

(DYRK2) fungiert. Eine reduzierte DYRK2-Expression führt zu einer erhöhten KLF4-
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Expression [Mimoto et al., 2017]. Darüber hinaus identifizierten Mimoto et al. einen An-

drogenrezeptor (AR) als Transkriptionsfaktor, der sich an die KLF4-Promotorregion ab-

hängig von der DYRK2-Kinaseaktivität bindet. Dieser Mechanismus wird auch die “DYRK2-

AR-KLF4-Achse” der Mammakarzinomentstehung genannt [Mimoto et al., 2017]. Durch

ein medikamentöses Eingreifen in diesen Mechanismus könnten sich ebenfalls neue Be-

handlungsoptionen für Patientinnen mit einem Mammakarzinom ergeben. Jia et al. unter-

suchte die Bedeutung von KLF4 im Zusammenhang mit der Tamoxifen(Tam)-Sensitivität

von Mammakarzinomzellen. Eine erhöhte Expression von KLF4 korrelierte stark mit einer

erhöhten TAM-Sensitivität, was eine verbesserte Prognose zur Folge hatte [Jia et al., 2018].

Es wurde ein verbessertes Ansprechen von KLF4-sensibilisierten Mammakarzinompatien-

tinnen auf eine endokrine Therapie mit TAM beschrieben. Eine Überexpression von KLF4

führte durch eine Phosphorylierungsmodifikation zur Hemmung des mitogenaktivierten

Proteinkinase (MAPK)-Signalweges und somit zu einer erhöhten Empfindlichkeit gegen-

über TAM. Eine Ausschaltung des KLF4-Gens hatte dagegen eine TAM-Resistenz zur

Folge [Jia et al., 2018]. Das ist vor allem für TAM-resistente Mammakarzinompatientin-

nen wichtig, denn eine TAM-Resistenz verschlechtert das DFS und OS maßgeblich. KLF4

ist ein potentieller prädiktiver Marker für eine TAM-Resistenz, das Ansprechen auf eine

endokrine Therapie bzw. die TAM-Sensitivität.

In vielen Karzinomen zeigt sich nur eine geringe KLF4-Expression mit einer hemmen-

den Wirkung auf das Tumorgeschehen wie z.B. beim Kolon- [Choi et al., 2006], Magen-

[Wei et al., 2005], Blasen- [Ohnishi et al., 2003] oder Lungenkarzinom [Hu et al., 2009,

Foster et al., 2000]. Beim Mammakarzinom unterdrückt KLF4 die epitheliale–mesenchyma-

le Transition (EMT) [Wang et al., 2015a] und somit wird die Invasion und Fernmetasta-

sierung gehemmt [Yori et al., 2011]. Multivariate Analysen haben gezeigt, dass KLF4 ein

unabhängiger vorteilhafter Prognosefaktor bei Patientinnen mit einem Mammakarzinom

darstellt. Bei Patientinnen mit einem triple negativen Mammakarzinom (TNBC) ist die

Proliferation und Tumorinvasion signifikant gesteigert. Es konnte nachgewiesen werden,

dass KLF4 die Fähigkeit besitzt die Proliferation und Invasion beim triple negativen

Mammakarzinom zu hemmen [Nagata et al., 2017].



24

1.3.6 TGF�2

Der Transforming Growth Factor�2 gehört zu den etablierten Tumorsuppressorgenen

und ist ein Mitglied der TGF�-Superfamilie [Kingsley, 1994]. Er ist ein multifunktio-

naler EGF-Wachstumsfaktor mit unterschiedlichen Auswirkungen auf verschiedenartige

Zelltypen [Lawrence, 1996]. Grundsätzlich sind folgende Wirkungen bekannt: Die Inhibi-

tion der Proliferation von epithelialen, endothelialen sowie hämatopoetischen Geweben

im Gegensatz zur Stimulation der Proliferation von stromalen bzw. mesenchymalen Ge-

webe und damit die Produktion von extrazellulärer Matrix. Ebenso nachgewiesen ist die

immun-modulierende Funktion im Rahmen der Immunsuppression, durch Inhibition von

B- und T-Lymphozyten [Roberts, 1998, Tan et al., 2009, Lawrence, 1996] und die Angio-

genese, Apoptose sowie Differenzierung [Huang and Huang, 2005, Ouhtit et al., 2013]. Ist

eine dieser Wirkungen von TGF�2 gestört, bietet das die Basis für ein malignes Wachs-

tum. Es konnte eine Hemmung des Zellwachstums bei Patientinnen, die eine antihor-

monelle Therapie im Rahmen ihrer hormonsensitiven Mammakarzinomerkrankung erhal-

ten haben, nachgewiesen werden. Dieser Effekt basiert auf einer vermehrten Sekretion

und Aktivierung von TGF�1, was wiederum zu einer erhöhten Expression von TGF�2

führt [Knabbe et al., 1996, Buck and Knabbe, 2006].

Im Rahmen des Zellzyklus der Mitose inhibiert TGF�2 den G2/S-Übergang durch die

Herabregulierung von CDK4 und die Hemmung der Phosphorylierung [Kim et al., 2001].

Es wird angenommen, dass TGF�1/2 zu einer erhöhten Cox-2 Expression führt, welches

eine gesteigerte Rate an Knochenmetastasierungen bei Mammakarzinompatientinnen be-

wirkt [Hiraga et al., 2006].

1.3.7 GALNT3

GALNT3 gehört zu der Familie der GalNAc-Transferase und kodiert die UDP-GalNAc

Transferase 3. Es transferiert N-Acetyl Galactosamine (Glykosylgruppen) an eine Hy-

droxygruppe eines Proteins (Seitenkette der Aminosäure Serin oder Threonin) im ersten

Schritt der O-Glykosylierung der Oligosaccharidbiosynthese

[Weizmann Institute of Science, 2017]. Eine abweichende Glykosylierung durch GALNT3
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führt zu vielen Erkrankungen wie z.B der hereditären Skeletterkrankung (hyperphospha-

temic familial tumoral calcinosis) [Hussain et al., 2014] oder dem Hyperostosis-hyperphos-

phatemia Syndrome (HHS) [Ghafouri-Fard et al., 2015] und einer Veränderung in mensch-

lichen Karzinomzellen.
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1.4 Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, eventuelle Unterschiede in der Proteinexpressi-

on gezielt ausgewählter Gene bei Patientinnen mit einem BRCA1-/BRCA2-assoziierten

und sporadischen Mammakarzinom herauszufinden. Trotz der immer voranschreitenden

Forschungs- und Therapieerfolge beim Mammakarzinom gibt es Subtypen, die mit einer

sehr schlechten Prognose vergesellschaftet sind. Dazu gehören vor allem die triple ne-

gativen Mammakarzinome, die gehäuft eine BRCA1-Mutation aufweisen. Viele Studien

befassen sich mit der Erforschung der Eigenschaften und Interaktionen des Stromas und

dem angrenzenden Karzinom. Diese Interaktionen zwischen dem Stroma und dem an-

grenzenden Tumor basieren hauptsächlich auf löslichen Wachstumsfaktoren. Die Tumor-

assoziierten Fibroblasten stellen dabei den dominierenden Zelltyp des Stromas dar.

Auf der Grundlage von aberranten Genexpressionen im Tumor und Stroma ist der Grund-

baustein für eine Progression und Metastasierung beim Mammakarzinom gelegt. Aufgrund

des unterschiedlichen Ansprechens einer Therapie unter Berücksichtigung der einzelnen

Subtypen stellt sich die Frage, ob diese Interaktionen zwischen Stroma und Tumor in un-

terschiedlichen Individuen variabel ausgeprägt sind. Diese möglichen Unterschiede können

der Grund für die Barriere einer erfolgreichen Therapie beim Mammakarzinom sein.

Über die Tumor-Stroma-Interaktionen beim hereditären Mammakarzinom, welche durch

eine BRCA1- oder BRCA2-Genmutationen verursacht werden, ist bisher nur wenig be-

kannt. Interessanterweise wirkt ein Östrogenentzug bei BRCA1-Mutationsträgerinnen prä-

ventiv bezüglich einer Tumorentwicklung, obwohl die meisten der BRCA1-Karzinome tri-

ple negativ sind. Hier wird diskutiert, ob der präventive Effekt möglicherweise über ein

endokrin ansprechendes Stroma vermittelt wird.

Der Einfluss des Tumorstromas auf das Tumorwachstum und dessen Progression wird

zunehmend in den Focus wissenschaftlicher Arbeiten gerückt. In den letzten Jahren konn-

ten hier umfangreiche Erkenntnisse über die Tumor-Stroma-Interaktion beim Mamma-
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karzinom gewonnen werden. Auf dieser Grundlage bauen viele innovativ therapeutische

Strategieansätze und Entwicklungen auf. In der speziellen Subgruppe der BRCA1- und

BRCA2-Mutationsträgerinnen liegen jedoch zur Zeit keine relevanten Forschungsergebnis-

se über die Bedeutung stromaler Faktoren vor. Ziel dieses Projektes war es, die stromalen

Faktoren in diesem Patientinnenkollektiv zu charakterisieren sowie die Stromafibroblasten

und Tumorzellen zu analysieren.

In Vorarbeiten von PD Dr. med. Maret Bauer wurden globale Genexpressionsprofile von

TAF im Vergleich zu normalen Fibroblasten (NF) im mammären Stroma charakterisiert

und insgesamt 30 differentiell regulierte Gene identifiziert, von denen 10 Gene durch al-

ternative Methoden (RT-PCR, Immunhistochemie) validiert wurden [Bauer et al., 2010].

In dieser Arbeit sollte an den Mammakarzinomparaffinschnitten von BRCA1- und BRCA2-

Mutationsträgerinnen (65 Patientinnen) eine immunhistochemische Analyse der stromalen

Proteinexpression ausgewählter Kandidatengene aus den Vorarbeiten durchgeführt wer-

den (5 überexprimierte: ST6GALNAC5, GATA-3, WISP1, TGF�2 sowie GALNT3 und

3 unterexprimierte Gene: AKR1C1, AKR1C2 und KLF4). Als Vergleichskollektiv dienten

Paraffinschnitte von 69 Patientinnen mit einem sporadischem Mammakarzinom.

Die Ergebnisse dieser Arbeit mögen Aufschluss über die Verteilung, Lokalisation und

Intensität der exprimierten Proteine innerhalb des Stromas und die Beschreibung der ein-

zelnen stromalen Komponenten sowie ihrer Proportionen zwischen den Patientinnen mit

einem BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinom und denen mit einem sporadischen

Mammakarzinom geben.

Eine umfassende Analyse der Proteinexpression der Tumor-assoziierten Fibroblasten und

Tumorzellen sollte mögliche Unterschiede in der Expression beim Vorliegen einer BRCA1-

/BRCA2-Mutation zeigen und die Basis für neue zielgerichtete Therapieoptionen ebnen.
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2.1 Material

2.1.1 Tumorkollektiv

In dieser Studie wurden 134 maligne Mammatumore von 130 Patientinnen mit einem in-

vasiven Mammakarzinom untersucht. Das Tumorgewebe lag in Paraffin fixiertem Gewebe

oder je nach Kohorte als fertige Objektträger vor. Es gab 2 Kohorten von Patientinnen

mit einem invasiven Mammakarzinom. Die erste Kohorte bestand aus 65 Patientinnen mit

einer BRCA1- und/oder BRCA-2 Mutation. 15 von diesen Gewebeproben wurden vom

Institut für Pathologie in Hannover unter der Leitung von Prof. Dr. med. H.-H. Kreipe

und 50 vom Institut für Pathologie in Bonn unter der Leitung von PD Dr. med. Nuran

Bektas Serce zur Verfügung gestellt. Die zweite Kohorte setzte sich aus 69 Patientinnen

mit einem sporadischen Mammakarzinom zusammen. Diese wurde als Vergleichskohorte

benutzt und stammte aus dem Institut für Pathologie der Universität Kiel unter der Lei-

tung von Prof. Dr. med. Christoph Röcken. Alle Gewebeproben wurden von Frau Prof.

Dr. med. Katharina Tiemann, Pathologin der Hämatopathologie Hamburg, erneut begut-

achtet und auf einen invasiven Tumoranteil geprüft. Die Übersicht der beiden Kohorten

ist in Tabelle 2.1 dargestellt.

Bezeichnung Präparate Beschreibung

1. Kohorte 65 Patientinnen mit einer BRCA1- und/oder BRCA2-

Mutation

2. Kohorte 69 Patientinnen mit einem sporadischen Mammakarzi-

nom

Tabelle 2.1: Kohortenstruktur
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2.1.2 Geräte, Verbrauchsmaterialien, Substanzen,

Primärantikörper, selbst hergestellte Lösungen

Tabelle 2.2 listet alle in der Arbeit verwendeten Geräte und deren Hersteller auf. Tabel-

le 2.3 enthält alle verwendeten Verbrauchsmaterialien. Die Tabellen 2.4, 2.5 und 2.6 bein-

halten die in der immunhistochemischen Färbung zum Einsatz gekommenen Substanzen,

Primärantikörper und Sekundärantikörper. In der Tabelle 2.7 sind die selbst hergestellten

Reagenzien und Lösungen zu finden.
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Bezeichnung Hersteller

AxioCam MRc Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Axiolab 5 Mikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

BondTM - maX System A. Menarini Diagnostics Deutschland, Berlin

Inkubator, Heidolph 1000 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,

Schwabach, Deutschland

Invertiertes Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Feinwaage Sartorius AG, Deutschland

Kolbenhubpipetten (0,5-1000 l µl) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikrotom Reichert-Jung SuperCut 2050, Mikrovid GmbH,

Arnsberg, Deutschland

Mikrotom Klinge S 22 FEATHER R�, Japan

Mikrotom Klinge S 35 FEATHER R�, Japan

Mikrowelle 900 Watt , Sharp , Deutschland

Pipettierhilfe, Pipetboy acu INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald,

Deutschland

Rotierender Plattformschüttler,

Heidolph Unimax 1010

Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Schwach-

bach, Deutschland

Schüttelwasserbad GFL Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burg-

wedel, Deutschland

Vortexer, Vortex Genie 2 Scientific Industries Inc., New York, USA

Wärmebad Kunz Instruments APS Dänemark

Wasserbad GFL Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burg-

wedel, Deutschland

Zentrifuge 54I5R Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 2.2: Geräte
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Bezeichnung Hersteller

Deckgläser 24 x 50mm Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG,

Braunschweig, Deutschland

Eppendorfreaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Objektträger superfrost plus ther-

mo scientific

Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG,

Braunschweig, Deutschland

Objektträgersystem Nalge Nunc International, Rochester, USA

Parafilm VWR International GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land

Pasteurpipetten Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim, Deutsch-

land

Pipetten Sarstedt AG & Co., Nürnberg, Deutschland

Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co., Nürnberg, Deutschland

Zentrifugenröhren Sarstedt AG & Co., Nürnberg, Deutschland

Tabelle 2.3: Verbrauchsmaterial
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Bezeichnung Hersteller

Aqua dest. Destille UFK Kiel

Citratpuffer pH 6,0 10 mmol Citrat, 0,05% Tween 20

DAPI (4’,6-Diamidin-2-

phenylindol)

Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

DPBS (Phosphate buffered sa-

line)

Dulbecco’s Phosphate-Buffered SalineIBCO R�, Life

Technologies, Darmstadt, Deutschland

EDTA (Ethylendiamintetraes-

sigsäure)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eukitt – Eindeckmedium Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland

Ethanol Th. Geyer GmbH, Hamburg, Deutschland

Goat Normalserum/ Ziegense-

rum Blocking Reagenz

DAKO GmbH Cat.NO. X0907, Hamburg, Deutsch-

land

PBS (Phospate buffered saline) Gibco Invitrogen, Califonien, USA Corporation, NY,

USA

Tris HCL Sigma Aldrich, Deutschland

Tween 20 Th. Geyer GmbH, Hamburg, Deutschland

30%-ige Hydrogenperoxidase Merck, Darmstadt, Deutschland

Hämalaun Merck, Darmstadt, Deutschland

Xyol Th. Geyer GmbH, Hamburg, Deutschland

Waschpuffer pH 7,4 83,6g NaCl, 12,0g TIRS, 11ml HCL 25% Bernd Kraft

GmbH, Deutschland

Tabelle 2.4: Substanzen
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Bezeichnung Hersteller Verdünnung

GALNT3 Abgent/BioCatGmbH 1 : 200

GATA3 Atlas 1 : 200

AKR1C1 GeneTex 1 : 50

AKR1C2 Abnova 1 : 100

ST6GALNAC5 ProteinTechGroup 1 : 100

WISP1 R&D Systems 1 : 20

TGF�2 Abcam 1 : 500

KLF4 R&D Systems 1 : 40

Tabelle 2.5: Primärantikörper

Bezeichnung Hersteller Verdünnung

Histofine Simple Stain

Multi MAX PO

Medac GmbH, Wedel, Deutschland ready to use

Rabbit anti goat biotinyla-

ted

DAKO GmbH E 0466, Hamburg,

Deutschland

1 : 1000

Tabelle 2.6: Sekundärantikörper
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Bezeichnung Hersteller

Citrat-Puffer 2,94g Tri-Na-Citrat-Dihydrat (10mM) werden

in 1l Aqua dest. gelöst, pH = 6,0 einstellen

DAB (Substrat-Chromogen-

Gebrauchslösung)

6mg DAB (1 DAB-Tablette) werden in 10ml

0,05M Trispuffer mit einem pH von 7,6 gelöst.

0,1ml 3% H2O2 werden dazugegeben. Mischen,

ggf. Präzipitat abfiltrieren.

DAPI 1µl DAPI-Grundlösung (Konzentration

5mg/ml) wird mit 99µl Blockierlösung

verdünnt. Anschließend werden 1µl der ent-

standenen Lösung mit 399µl Blockierlösung

gemischt, so dass eine Konzentration von

0,125µg/ml in 400µl entsteht.

DPBS 1%-iges BSA in PBS, 0,29g werden abgewogen

1% , 29 = 100ml ! 29ml DPBS

PBS (1 fach) 8g NaCl, 0,2g KCl, 1,3g Na2HPO4 , 0,2

KH2PO4 werden in 1l aqua dest. gelöst, pH=7,4

einstellen

Tabelle 2.7: selbst hergestellte Reagenzien / Lösungen
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2.2 Methoden

2.2.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Die Gewebeproben der Universitäten Bonn und Hannover wurden als fertige Objektträger

zur Verfügung gestellt. Die Objektträger der Kohorte aus der Pathologie der Universität

Kiel wurden selbst hergestellt. Die Gewebeblöcke waren bereits in Paraffin eingebettet.

Das Schneiden der Gewebeblöcke wurde an einem Rotationsmikrotom durchgeführt. Die

Dicke der Gewebeschnitte betrug 3 - 5 µm. Sie wurden mit Hilfe eines warmen Wasserba-

des auf die silanisierten Objektträger aufgebracht. Diese Objektträger waren speziell für

immunhistochemische Färbeprozesse beschichtet.

2.2.2 Immunhistochemische Färbung - Prinzip und Methodik

Ziel der Immunhistochemie (IHC) ist die Darstellung molekularer Strukturen in histolo-

gischen Gewebeschnitten. Dadurch ist es möglich, detaillierte Aussagen über die histolo-

gische Beschaffenheit von tumorösem Gewebe zu machen. Dieses wird durch das direkte

oder indirekte Detektieren von Antigenepitopen mit Hilfe eines Antikörper-gekoppelten

Markers ermöglicht. Mittlerweile wurden Methoden mit unterschiedlich hoher Anzahl von

Zwischenschritten (Sekundär-, Tertiärantikörper etc.) entwickelt.

Immunhistochemische Färbungen sind aufgrund ihrer hohen Spezifität der Antigen-Anti-

körper-Reaktion sehr genau [Boenisch and Henne, 2003]. In dieser Studie wurde eine in-

direkte Zwei-Schritt-Methode verwendet. Sie basiert auf der Bindung eines unkonjugier-

ten Primärantikörpers an das Antigen. Gegen diesen Primärantikörper, der das Antigen

darstellt, wird ein Sekundärantikörper aufgetragen. Der Sekundärantikörper ist enzym-

markiert und bindet dadurch an den Primärantikörper. Dieser ist gegen die Globuline der

Primärantikörper gerichtet und führt somit zur Substrat-Chromogenreaktion. Damit die-

se Reaktion erfolgen kann, muss der Sekundärantikörper (z.B. Kaninchenimmunglobuline)

entsprechend dem Primärantikörper (Kaninchen) gerichtet sein [Boenisch and Henne, 2003,

Weir, 1986].

Nachfolgend sind die Arbeitsschritte für die Immunhistochemie aufgeführt.
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Entparaffinierung

Um die immunhistochemische Färbung durchführen zu können, mussten die Gewebe-

schnitte vollständig von Paraffin befreit und rehydratisiert werden. Die Epitope mussten

frei vorliegen, so dass eine Antigen-Antikörper Reaktion stattfinden konnte. Eine unvoll-

ständige Entfernung führt zu einer unspezifischen Hintergrundfärbung. Die Entparaffi-

nierung erfolgte mithilfe einer absteigenden Alkoholreihe in folgenden Schritten. Dazu

wurden die Objektträger in:

1. Xylol für 20 min inkubiert und entparaffiniert

2. 3-4 mal in 100%-igem Ethanol für 1 min eingetaucht

3. 3-4 mal in 96%-igem Ethanol für 1 min eingetaucht

4. 3-4 mal in 96%-igem Ethanol für 1 min eingetaucht

5. 3-4 mal in 70%-igem Ethanol für 1 min eingetaucht

6. dreimaliges Waschen in Auqa dest.

Hitzeinduziertes Antigen-Retrieval / Antigendemaskierung der Präparate

Nach der Formalindenaturierung wurde die Freilegung der Epitope durch eine weitere

Vorbehandlung mit Hitze und Enzymen in einer Pufferlösung (Retrieval-Lösung) zur Wie-

derherstellung der Immunreaktivität gefördert. Das wurde durch die Auflösung der Al-

dehydvernetzung der Gewebeproteine erreicht. Die Objektträger mussten 20 Minuten in

einem Citratpuffer mit einem pH-Wert von 6,0 unter Hitzeeinwirkung bis nahe dem Sie-

depunkt (95 - 99 Grad Celsius) inkubiert werden. Die Hitzebehandlung erfolgte in einer

Mikrowelle mit 900 Watt. Gefolgt von einer langsamen und vorsichtigen Abkühlung der

Objektträger unter gering fließendem Leitungswasser über weitere 20 Minuten. Abschlie-

ßend wurde eine dreimalige Waschung der Objektträger in Aqua dest. durchgeführt.

Die enzymatische Vorbehandlung bestand aus einer 20-minütigen Inkubation in einer 3%-

igen Wasserstoffperoxid-Lösung (H2O2 in Aqua dest.). Das Ziel dieser Vorbehandlung war,

die endogene Peroxidase im Mammagewebe zu inaktivieren. Granulozyten, Erythrozyten

und Histozyten enthalten hauptsächlich diese endogene Peroxidase. Ohne die Inhibition

der endogenen Peroxidase kann es während der IHC-Färbung zu Interferenzen wie einer
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starken nicht spezifischen Hintergrundfärbung kommen. Daran schloss sich eine dreimali-

ge Waschung in Aqua dest. sowie eine 5 minütige Waschung in einer phosphatgepufferten

Salzlösung (PBS, isotonische Lösung) an. Der pH-Wert dieses Waschpuffers lag bei 7,4.

Um die endogene Peroxidase im Mammagewebe nachzuweisen, wurde das Gewebe mit

einer DAB-Lösung inkubiert. Eine Braunfärbung des Gewebes war der Beweis, dass diese

vorhanden war und geblockt werden musste.

Inkubation mit Blockierungsserum

Überflüssige und unerwünschte Reaktionen in Form von unspezifischen Anfärbungen ent-

stehen ebenfalls durch Kreuzreaktivität des Sekundärantikörpers mit endogenen Immunglo-

bulinen im Gewebe. Diese können durch Antiseren verhindert werden, indem hydrophobe

Bindungen zwischen dem Sekundärantikörper und dem zu färbenden Gewebe verhindert

werden. Bei allen unseren immunhistochemischen Färbungen haben wir Ziegenserum für

diesen Vorgang eingesetzt. Es wurde für 20 Minuten vollständig auf den Objektträger

aufgetragen und danach abgeschüttelt. Die Lösung setzte sich aus 1 ml Ziegenserum auf

10 ml steriles PBS zusammen.

Indirekte Zwei-Schritt-Färbemethode

Die Inkubation mit den monoklonalen Primärantikörpern erfolgte über Nacht (20h). Alle

Primärantikörper mit ihrer jeweiligen Verdünnung sind der Tabelle Primärantikörper 2.5

zu entnehmen. Nach Beendigung der Inkubation wurden alle Objektträger für 2 - 3 min in

einem PBS-Puffer gewaschen. Zur farbigen Detektierung des Primärantikörper wurde ein

Sekundärantikörper (Tabelle 2.6) angewendet, der für 30 Minuten auf die Objektträger

aufgetragen wurde. Anschließend erfolgte die erneute Waschung der Objektträger für 2 -

3 Minuten mit einem PBS-Puffer.

Substrat-Chromogen-Färbung

Eine DAB-Gebrauchslösung wurde für 5 Minuten auf den Objektträger aufgebracht. Da-

nach erfolgte die Waschung in Aqua dest. zweimal jeweils für 1 Minute.
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Gegenfärbung mit Hämalaun

Es ist empfehlenswert, die nicht spezifisch gefärbten Gewebeanteile gegenzufärben. Hä-

malaun (pH 4,5) eignet sich durch die Blaufärbung der Zellkerne sehr gut zur Gegen-

färbung. Andere Gewebestrukturen werden dagegen kaum angefärbt. Die Objektträger

wurden für 4 Minuten mit Hämalaun gefärbt und danach für 30 Minuten mit Leitungs-

wasser gewaschen.

Entwässerung / Abdecken

Abschließend wurden die Objektträger in aufsteigender Alkoholreihe mit 70%-igen, 96%-

igen, nochmals 96%-igen und 100%-igen Ethanol entwässert. Danach wurde Eukitt auf

das Gewebe aufgebracht und mit einem Deckglas luftdicht zur dauerhaften Konservierung

verschlossen.

Bei allen acht Antikörperfärbungen wurde eine Positiv- und eine Negativ-Kontrolle durch-

geführt. Die Positiv-Kontrolle enthielt das darzustellende Antigen, wodurch die Sensitivi-

tät bewiesen wurde. Im Gegensatz dazu enthielt die Negativ-Kontrolle das darzustellende

Antigen nicht.

2.2.3 Erarbeitung von Färbeprotokollen der einzelnen Antikörper

Ziel bei der Erarbeitung der einzelnen Färbeprotokolle war es, den optimalen Antikör-

pertiter zu ermitteln. Der optimale Antikörpertiter ist die maximale Verdünnung eines

monoklonalen Antikörpers mit der eine maximale Anfärbung erreicht werden kann. Dabei

spielt die Affinität des Antikörpers ebenfalls eine große Rolle. Bei einer höheren Affi-

nität findet eine schnellere Reaktion und eine stärkere Färbung mit dem Antigen im

Gewebe statt im Gegensatz zu einem Antikörper mit geringerer Affinität während glei-

cher Inkubationszeit. Die geeignete Verdünnung der Antikörper wurde durch Titration

erreicht [Boenisch and Henne, 2003].
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2.2.4 Immunhistochemische Färbungen mit dem Färbeautomat

Das BondTM- maX System ist ein vollautomatisches Immunhistochemie-System, welches

alle Arbeitsschritte von der Entparaffinierung bis zur Gegenfärbung durchführt. Die Fär-

bungen an diesem Gerät wurden durch Marga Balvers am Institut für Hämatopathologie

Hamburg unter der Leitung von Prof. Dr. med. Katharina Tiemann vollzogen.

Mit dem BondTM- maX System wurden die Färbevorgänge nach dem gleichen Prinzip,

wie bereits im Kapitel Immunhistochemische Färbung - Methodik beschrieben, vollauto-

matisch durchgeführt. Der Gebrauch dieses Färbeautomaten hat viele Vorzüge gegenüber

der manuellen immunhistochemischen Färbung wie z.B. verbesserte Reproduzierbarkeit,

Qualität, Standardisierung und geringere Materialkosten. Eine Vakuum unterstützte Rea-

genzienverteilung führt zu einer gleichmäßigen, dünnen Reagenzienschicht auf dem Schnitt

(100 µl oder 150 µl). Dadurch findet ein minimaler Reagenzienverbrauch statt und es

kann eine bessere Reproduzierbarkeit der Färbungen durch standardisierte Arbeitsab-

läufe erreicht werden. Das stellt einen großen Vorteil dar, wenn multiple Objektträger

gefärbt werden sollen. Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 1152 Objektträger

gefärbt [Boenisch and Henne, 2003, Diagnostics, 2008].
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2.3 Auswertung

2.3.1 Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung der immunhistochemischen Färbungen erfolgte im onko-

logischen Labor der Universität Kiel an einem Axiolab 5 Mikroskop (Carl Zeiss AG)

bei zehnfacher und zwanzigfacher Vergrößerung sowie am Institut für Hämatopathologie

Hamburg an einem Mikroskop (Nikon Typ 120i) mit der gleicher Vergrößerung.

In der immunhistochemischen Auswertung werden spezifische und unspezifische Reaktio-

nen und Färbeintensitäten des Gewebes interpretiert. Unterschiedliche Intensitäten inner-

halb eines gefärbten Schnittes können sich durch die ungleiche Verteilung von Antigenen

in den Zellen ergeben. Ist kein Intensitätsunterschied festzustellen, kann das ein Hinweis

auf eine unspezifische Färbung sein. Charakteristisch für eine spezifische Färbung ist die

alleinige Anfärbung von Zellen, wobei sich die Bindegewebematrix und das Collagen durch

eine unspezifische Färbung anfärben.

Die Morphologie des Stromas wurde unabhängig von der Markerexpression untersucht.

Es folgen die Kriterien der Kategorisierung der Morphologie und Markerexpression:

Morphologie

1. Stromaproportion <11%; 11 bis 10%; 21 bis 30%; 31 bis 40%; 41 bis 50%; 51 bis

60%; 61 bis 70%; 71 bis 80%; 81 bis 90%; >90%

2. Verteilungsmuster des Stromas verzweigt/baumartig; diffus; Nester/Inseln; an-

dere

3. Zellreichtum des Stromas zellarm; mittel; zellreich

4. lymphozytäres Infiltrat keines; gering; ausgeprägt
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Markerexpression

1. Expression in Fibroblasten (1. Anteil: negativ; <11%; 11 bis 10%; 21 bis 30%;

31 bis 40%; 41 bis 50%; 51 bis 60%; 61 bis 70%; 71 bis 80%; 81 bis 90%; >90% 2.

Intensität: negativ; schwach; mäßig; stark; andere - entspricht nicht auswertbar)

2. Expression in Tumorzellen (1. Anteil: negativ; <11%; 11 bis 10%; 21 bis 30%;

31 bis 40%; 41 bis 50%; 51 bis 60%; 61 bis 70%; 71 bis 80%; 81 bis 90%; >90% 2.

Intensität: negativ; schwach; mäßig; stark; andere - entspricht nicht auswertbar)

3. Expression in anderen Stromakomponenten (Lymphozyten, Endothelzellen,

Makrophagen) 1.Anteil: 0%; partiell; alle 2. Intensität: negativ; positiv

In die immunhistochemische Auswertung der gefärbten Mammakarzinom Präparate wurde

Christina Richter von der Gynäkologin PD. Dr. med. Maret Bauer und der Pathologin

Prof. Dr. med. Katharina Tiemann gewissenhaft eingearbeitet. Die immunhistochemische

Auswertung erfolgte getrennt für jeden der acht Antikörper. Die Auswertungsergebnisse

wurden von der Pathologin Prof. Dr. med. Katharina Tiemann geprüft. Es fanden sich

nur sehr geringfügige Abweichungen in der Auswertung, die sofort korrigiert wurden.

2.3.2 Statistische Auswertung

Die anhand des oben aufgeführten immunhistochemischen Scores erhobenen Daten wur-

den initial in einer Excel-Tabelle dokumentiert. Zur weiteren Bearbeitung und Analyse

wurden die Daten im Anschluss in eine relationale Datenbank (MySQL Server 5.61) über-

führt.

Deskriptive Statistik

Im ersten Schritt wurden für die erhobenen Merkmale deskriptive Statistiken berechnet.

Dazu wurden die Beobachtungen auf Basis der Kategorisierungen für Verteilung und

Intensität aggregiert und als Säulendiagramme relativ zur Gesamtheit der Messgruppe

dargestellt.
1https://dev.mysql.com/downloads/mysql/
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Schließende Statistik

Alle in dieser Arbeit beschriebenen und verwendeten statistischen Analysen und Korre-

lationen wurden mit dem Programm Past32, einer frei verfügbaren Software zur wissen-

schaftlichen Datenanalyse (MacOS - Version 3.16, englisch) durchgeführt. Signifikanztests

wurden auf einem a-Niveau von 0,05 (zweiseitiger Test) durchgeführt, d.h. p-Werte klei-

ner als 0,05 sprechen für signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Analyse

der Unterschiede zwischen den Kohorten wurde auf Basis der Verteilung und Intensität

der Färbung in Fibroblasten, Tumorzellen bzw. Stromata durchgeführt. Zur Bestimmung

der Unterschiede wurde die Kombination aus Verteilung und Intensität in den jeweiligen

Zelltypen mit dem One-Way ANOSIM Verfahren getestet. ANOSIM ist eine multivariate

Analysemethode, welche besonders gut für die Untersuchung von Unterschieden zwischen

Gruppen mit korrelierenden Variablen geeignet ist [Bellack and Hersen, 1998].

2https://folk.uio.no/ohammer/past/



3. Ergebnisse

Das Mammakarzinom ist als ein Organsystem anzusehen, in welchem reziproke Interak-

tionen zwischen den epithelialen Tumorzellen und dem umgebenden Gewebestroma statt-

finden. Die Subgruppe der hereditären Mammakarzinome basierend auf einer BRCA1-

und/oder BRCA2-Genmutation zeichnet sich durch besondere histopathologische und

prognostische Charakteristika gegenüber den sporadischen Mammakarzinomen aus. In

der vorliegenden Arbeit wurden stromale Faktoren bei Brustkrebspatientinnen mit einer

BRCA1- und/oder BRCA2-Mutation im Hinblick auf morphologische Charakteristika und

Proteinexpression ausgesuchter Kandidatengene analysiert.

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der morphologischen Untersuchung und der Pro-

teinexpression von 8 unterschiedlichen Markern präsentiert. Insgesamt konnten 1039 der

1072 Proben im Rahmen der immunhistochemischen Färbung ausgewertet werden. Eine

zytoplasmatische Expression zeigten die Antikörper AKR1C1, AKR1C2, ST6GALNAC5,

TGF�2 und GALNT3. Der Marker KLF4 hatte eine Expression im cytoplasmatischen

sowie nukleären Kompartiment und GATA-3 erwies überwiegend eine nukleäre Expressi-

on. Die Ergebnispräsentation unterteilt sich in vier Abschnitte. Abschnitt 3.1 geht dabei

auf die morphologischen Untersuchungen des Stromas ein. Abschnitte 3.2 bis 3.9 geben

die Ergebnisse der Proteinexpression der Fibroblasten, der übrigen Stroma- sowie der

Tumorkomponenten für die jeweiligen Antikörper wieder.

44
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3.1 Morphologische Untersuchungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der morphologischen Untersuchungen des Stromas

nach Proportion, Verteilungsmuster, Zellreichtum und lymphozytärem Infiltrat darge-

stellt. Ziel dieser Untersuchung war es, signifikante Unterschiede und Gemeinsamkeiten

im Bezug auf die Morphologie des Stromas eines Mammakarzinoms bei BRCA1-/BRCA2-

Mutationträgerinnen und dem eines sporadischen Mammakarzinoms festzustellen.

Insgesamt konnten 134 invasive Mammakarzinome von 130 Patientinnen evaluiert und

ausgewertet werden. Für die 65 Proben des Kollektives mit einem BRCA1-/BRCA2-

assoziierten Mammakarzinoms lagen keine klinischen Informationen vor. Es gab keine

Daten über das Alter der Patientinnen, histopathologische Informationen oder welche

Art von BRCA-Mutation vorlag. Die zugehörigen klinischen und histomorphologischen

Informationen wie Alter der Patientinnen und Tumorhistologie waren lediglich für die 69

Proben des sporadischen Mammakarzinoms zugänglich.

3.1.1 Analyse der Stromaproportion

Die auf der Basis der mikroskopischen Auswertung identifizierten Stromaproportionen

werden in der Abbildung 3.1 nach den in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen Kohorten darge-

stellt. Die Grenze zwischen stroma-arm und -reich liegt bei 50%. Daraus ergibt sich die

Tumor-Stroma-Ratio (TSR). Eine niedrige TSR impliziert einen großen Stromaproporti-

onsanteil [Wu et al., 2016]. In der Kohorte der Mutationsträgerinnen zeigte sich mit 58%

eine niedrige TSR, also ein stroma-reiches Tumorareal. Dieser Wert lag in der Kohorte

des sporadischen Mammakarzinoms bei 77%. Somit konnte gezeigt werden, dass der Stro-

maanteil proportionsmäßig den größten Anteil am Präparat einnahm. Dieser Unterschied

zwischen dem Stromaanteil der Präparate der BRCA1-/BRCA2-Mutationträgerinnen und

dem sporadischen Mammakarzinom war jedoch statistisch nicht signifikant. Der p-Wert

betrug 0,065. Aus diesen Ergebnissen geht die Annahme hervor, dass die Mutationsträ-

gerinnen tendenziell einen kleineren Stromaanteil als die Patientinnen mit einem spora-

dischen Mammakarzinom aufweisen.
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Abbildung 3.1: Histogramm der Stromaproportion über 2 Kohorten. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.1.2 Analyse des Verteilungsmusters des Stromas

Bei einem invasiven Mammakarzinom infiltrieren die Karzinomzellen das umliegende Stro-

ma. Das unterscheidet diese von einem nicht invasiven Mammakarzinom, wo keine Stro-

mainfiltration nachweisbar ist. Das Tumorstoma, der nicht epitheliale Anteil eines Mam-

makarzinoms, kann dabei verschiedene Verteilungsmuster aufweisen: verzweigt bzw. baumar-

tig, diffus und Nester bzw. Inseln. In diesen Untersuchungen zeigte das Tumorstroma

hauptsächlich ein verzweigt, baumartiges oder ein diffuses Verteilungsmuster. In der Grup-

pe der BRCA1-/BRCA2-Mutationsträgerinnen wiesen ca. 69% der untersuchten Tumore

ein verzweigt oder baumartig wachsendes Stroma auf. Bei den Patientinnen mit einem

sporadischen Mammakarzinom zeigten ca. 77% der Präparate solch eine Stromavertei-

lung. Damit war ein verzweigtes oder baumartiges Stroma die häufigste Verteilungsform

des Stromas bei einem Mammakarzinom, unabhängig vom Vorhandensein einer BRCA1-

/BRCA2-Mutation. Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Verteilungsform zwi-

schen den beiden untersuchten Gruppen von Patientinnen nachgewiesen werden. Der Si-

gnifikanzwert lag bei 0,29.
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Abbildung 3.2: Histogramm der Verteilungsmuster des Stromas 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes

Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.1.3 Analyse des Zellreichtums des Stromas

Das bindegewebige Stroma der Brust unterteilt sich zum einen in ein interlobuläres Stro-

ma, welches relativ zellarm und kollagenreich ist und somit viele Fasern aufweist. Dieses

straffe Bindegewebe hat einen hohen Anteil an Adipozyten, Blut- und Lymphgefäßen. Es

befindet sich um die extralobulären terminalen Ductuli. Im Gegensatz dazu ist das intralo-

buläre Stroma, welches sich zwischen den terminalen Ductuli bzw. Azini befindet, zellreich

und faserarm mit vielen Proteogylkanen [Heywang-Köbrunner and Schreer, 2015]. Neben

zellreich und zellarm nahmen wir ein mittleres Zellreichtum und andere in die morphologi-

sche Auswertung mit auf. In beiden untersuchten Gruppen konnte am häufigsten ein mitt-

leres Zellreichtum festgestellt werden. Bei den BRCA1-/BRCA2-Muationsträgrinnen wa-

ren es ca. 55%, während bei denen mit einem sporadischen Mammakarzinom der Anteil bei

ca. 42% lag. Das Stroma setzt sich aus Zellen (Fibroblasten, Adipozyten, Histozysten, Ma-

krophagen, Leukozyten, Lymphozyten, Ganulozyten und Monozyten), der ECM (mit Gy-

kosamnioglykane, Glycoproteine, Proteoglykane) und kollagenen sowie elastischen Fasern

zusammen. Diese können in variablen Mengen vorkommen. Sie übernehmen die Abwehr-,

Ernährungs- und Stützfunktion. Ein zellreiches Stroma war bei den Mutationsträgerinnen

mit nur ca. 18% und bei den sporadisch Erkrankten mit ca. 26% vertreten. Ein zellarmes
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Stroma zeigte sich mit ca. 26% bei den Mutationsträgerinnen und mit ca. 32% bei der

Vergleichsgruppe. Die Signifikanzanalyse ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied

hinsichtlich des stromalen Zellreichtums bei BRCA1-/BRCA2-Mutationsträgerinnen und

Patientinnen mit einem sporadischen Mammakarzinom (p-Wert = 0,543).

Abbildung 3.3: Histogramm über das Zellreichtum des Stromas. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes

Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.1.4 Analyse des lymphozytären Infiltrates des Stromas

Das Stroma eines Mammakarzinoms zeichnet sich vor allem durch das Vorliegen eines lym-

phozytären Infiltrates aus. In dieser Arbeit wurden die Präparate der BRCA1-/BRCA2-

Mutationsträgerinnen und der sporadisch erkrankten Patientinnen nach dem Vorliegen

eines geringem, ausgeprägten oder abwesendem lymphozytären Infiltrat untersucht. In

nur ca. 6% der Fälle konnte bei den Mutationsträgerinnen kein lymphozytäres Infiltrat

nachgewiesen werden. Beide untersuchten Kohorten zeigten hauptsächlich ein ausgepräg-

tes lymphozytäres Infiltrat. Bei den Mutationsträgerinnen waren es ca. 75% und in der

sporadischen Kohorte ca. 78%. Eine geringe Ausprägung des lymphozytären Infiltrates

fand sich bei ca. 18% der Mutationsträgerinnen und bei ca. 22% der Patientinnen mit

einem sporadischen Karzinom. Im Bezug auf die lymphozytäre Infiltration gab es keinen

statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden untersuchten Kollektiven. Der



49

p-Wert betrug 0,299.

Schlussendlich belegen die vorliegenden Ergebnisse, dass die morphologischen Analysen

hinsichtlich der untersuchten Punkte (Zellreichtum, Proportion usw.) keinen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Kohorten ergeben haben.

Abbildung 3.4: Histogramm über das lymphozytäre Infiltrat des Stromas. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.2 Immunhistochemische Färbung mit

ST6GALNAC5

3.2.1 Analyse der Proteinexpression in den Fibroblasten

Die Proteinexpression von ST6GALNAC5 in den Fibroblasten (Abbildung 3.5) zeigte eine

annähernd identische Verteilung für die BRCA1-/BRCA2-Mutationsträgerinnen (Kohorte

1) und den sporadisch erkrankten Patientinnen (Kohorte 2). Folgend der Ergebnisse der

Kohortenstruktur und dem p-Wert von 0,683 ließ sich ableiten, dass es keinen statistisch

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Kollektiven gab. In beiden untersuchten

Kohorten zeigte der überwiegende Teil mit jeweils 62% eine negative Markerexpression.

Die übrigen Proben beider Kollektive erwiesen nur eine sehr geringe Expression.

Abbildung 3.5: Proteinexpression von ST6GLANAC5 in positiven Fibroblasten. 1.Kohorte: BRCA1-/

BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Ein ähnliches Bild ließ sich bei der Betrachtung der Verteilung der Intensität von

ST6GALNAC5 in den Fibroblasten erkennen Abbildung 3.6. Die Expressionsstufen der

positiven Fibroblasten verteilten sich in beiden Kohorten von schwach bis mäßig annä-

hernd gleich. Die Intensität der Expression von ST6GALNAC5 zeigte ebenfalls keinen

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kollektiven (p-Wert= 0,843).
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Abbildung 3.6: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Fibroblasten von ST6GLANAC5.

1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.2.2 Analyse der Proteinexpression in den Tumorzellen

Die Ausprägung von ST6GALNAC5 in Tumorzellen wird in der Abbildung 3.7 dargestellt.

Im Gegensatz zur Fibroblastenexpression besaß das Tumorgewebe eine deutlich höhere

Reaktion in beiden Kohorten. In dem Kollektiv mit einer BRCAm (BRCA1-/2-Mutation)

zeigten lediglich 26% und in dem des sporadischen Mammakarzinoms nur 6% der Präpara-

te keine Markerexpression. Die Verteilung der ST6GALNAC5-Expression im Tumorgewe-

be war deutlich weiter gefächert als in den der Fibroblasten. Zwar lag das Cluster-Zentrum

der Expression immer noch im unteren Bereich, aber das Spektrum reichte weiter nach

oben. Die Variabilität der Tumorexpressionsverteilung erwies sich in beiden Kohorten als

annähernd gleich. Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expressi-

onsverteilung der Tumorzellen bei der Antikörperfärbung mit ST6GALNAC5 (p-Wert=

0,053). Bei der Betrachtung der Intensität von ST6GALNAC5 in den Tumorzellen war

der Unterschied zu den Fibroblasten ebenfalls ersichtlich - Abbildung 3.8. Mengenmäßig

erwies sich in beiden Kollektiven am häufigsten eine mäßige gefolgt von einer starken

Expression. Jedoch bestand bei der Betrachtung der Intensität der Expression in den

Tumorzellen ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Kohorten (p-Wert<

0,001). Dieser hoch signifikante Unterschied ergab sich durch die gehäuft negative Mar-

kerexpression in dem Kollektiv mit einer BRCAm im Gegensatz zu der stärkeren mäßigen

Expression in dem Kollektiv mit einem sporadischen Mammakarzinom.
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Abbildung 3.7: Proteinexpression in positiven Tumorzellen von ST6GLANAC5. 1.Kohorte: BRCA1-/

BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Abbildung 3.8: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Tumorzellen von ST6GLANAC5.

1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.2.3 Analyse der Proteinexpression in anderen Stromakompo-

nenten

Die Proteinexpression für ST6GALNAC5 in anderen Stromakomponenten ist in Abbil-

dung 3.9 abgebildet. In dieser Analyse konnte eine statistisch signifikante Differenz zwi-

schen der Proteinexpression der beiden Kohorten nachgewiesen werden (p-Wert= 0,005).

Die Kohorte des sporadischen Mammakarzinoms hatte eine stärkere Markerexpression in

anderen Stromakomponeten.

Abbildung 3.9: Proteinexpression von ST6GLANAC5 in anderen positiven Stromakomponenten. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Abbildung 3.10: Zytoplasmatische Ausprägung der immunhistochemische Färbung von Tumorzellen und

TAF mit ST6GLANAC5

(a) mäßige ST6GALNAC5-Expression der TAF bei starker ST6GALNAC5-Expression in den Tu-

morzellen

(b) mäßige Expression von ST6GALNAC5 in den Tumorzellen

(c) schwache ST6GALNAC5-Expression von ST6GALNAC5 in den TAF und Tumorzellen

Pfeil T = Tumorzelle, Pfeil F = TAF

(a) (b)

(c)
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3.3 Immunhistochemische Färbung mit GATA-3

3.3.1 Analyse der Proteinexpression in den Fibroblasten

Die Analyse der GATA-3 Ausprägung in den Fibroblasten (Abbildung 3.11) präsentier-

te zu großen Anteilen keine Expression in beiden Kollektiven. Das Cluster-Zentrum der

Expression in den Fibroblasten lag in beiden Kohorten annähernd symmetrisch in dem

Bereich von unter 11 bis 50% abfallend. Alle Werte aggregiert betrachtet zeigte die Fi-

broblastenexpression der beiden Kohorten keinen statistisch signifikanten Unterschied (p-

Wert= 0,116).

Abbildung 3.11: Proteinexpression von GATA-3 in positiven Fibroblasten. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Die Ergebnisse der Intensität der GATA-3-Expression in den Fibroblasten (Abbildung 3.12)

ergaben am häufigsten eine schwache Expression in beiden Kohorten (Kohorte 1 mit 34%

und Kohorte 2 mit 48%). Es lag kein statistisch signifikanter Unterschied innerhalb dieser

Auswertung zwischen der Kohorte 1 und 2 vor. Der p-Wert betrug 0,185.



56

Abbildung 3.12: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Fibroblasten von GATA-3. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.3.2 Analyse der Proteinexpression in den Tumorzellen

Im Gegensatz zur Ausprägung von GATA-3 in den Fibroblasten ließ sich in den Tumor-

zellen eine deutlich stärkere GATA-3-Expression erkennen (siehe Abbildung 3.13). Die

Konzentration der Proteinexpression war vor allem an den Rändern des beobachteten

Spektrums vorzufinden. So hatten 24% der Präparate der Kohorte 1 und 16% der Kohor-

te 2 eine GATA-3-Expression in dem Bereich von weniger 11 bis 20%. 32% der Präparate

der Kohorte 1 und 43% der Kohorte 2 zeigten eine Markerexpression in dem Bereich 61 bis

90%. Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kohorten

(p-Wert= 0,119).

Die Intensitätsverteilung der Expression von GATA-3 in den Tumorzellen (Abbildung 3.14)

stellte für beide Kollektive am häufigsten eine mäßige Expression dar. Dicht gefolgt zeigte

sich mengenmäßig eine schwache und am geringsten eine starke Expression von GATA-3

in beiden Kohorten. Es bestand keine statistisch differentielle Expression zwischen den

beiden untersuchten Patientinnenkollektiven (p-Wert= 0,556).
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Abbildung 3.13: Proteinexpression in Tumorzellen von GATA-3. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes

Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Abbildung 3.14: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Tumorzellen von GATA-3. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.3.3 Analyse der Proteinexpression in anderen Stromakompo-

nenten

Die Ergebnisse der GATA-3 Expression in den anderen Komponenten des Stromas (Ab-

bildung 3.15) ergab für beide Kohorten am häufigsten eine partielle Proteinexpression. In

der Kohorte 1 waren es 58% und in der Kohorte 2 71%. Es konnte kein statistisch signi-

fikanter Unterschied in der Expression von GATA-3 in den anderen Stromakomponenten

nachgewiesen werden (p-Wert= 0,129).

Abbildung 3.15: Proteinexpression von GATA-3 in anderen Stromakomponenten. 1.Kohorte: BRCA1-/

BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Abbildung 3.16: Überwiegend nukleäre Ausprägung der immunhistochemische Färbung von Tumorzellen

und TAF mit GATA-3

(a) starke GATA-3-Expression in den TAF und Tumorzellen

(b) mäßige Expression von GATA-3 sowohl in den TAF als auch in den Tumorzellen

(c) schwache GATA-3-Expression in den TAF und Tumorzellen

Pfeil T = Tumorzelle, Pfeil F = TAF

(a) (b)

(c)
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3.4 Immunhistochemische Färbung mit AKR1C1

3.4.1 Analyse der Proteinexpression in den Fibroblasten

Die Proteinexpression von AKR1C1 in den Fibroblasten bei einem Mammakarzinom mit

einer BRCA1-/BRCA2-Mutation sowie einem sporadischen Mammakarzinom wird in Ab-

bildung 3.17 dargestellt. AKR1C1 wurde überwiegend in beiden Kohorten nur in geringen

Anteilen exprimiert. Der größte Anteil der AKR1C1-Expression in den Fibroblasten der

Kohorte mit einer BRCAm lag mit 64% in dem Bereich weniger 11 bis 20%. Im Ver-

gleich dazu zeigte sich beim sporadischen Mammakarzinom eine Überexpression in den

Fibroblasten im Bereich unter 11 bis 40%. Dieser Anteil betrug insgesamt 78%. Die Si-

gnifikanzanalyse ergab einen statistisch signifikanten Unterschied in der Verteilung der

Expression der Fibroblasten hinsichtlich einer schwächeren Ausprägung in den Proben

des BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinoms (p-Wert= 0,021).

Abbildung 3.17: Proteinexpression von AKR1C1 in positiven Fibroblasten. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Die Verteilung der Intensität der AKR1C1-Expression in Fibroblasten (Abbildung 3.18)

erwies für die Kohorte 1 (46%) am häufigsten eine schwache Intensität. Im Gegensatz

dazu ergab die mikroskopische Auswertung für die Kohorte 2 mit 49% am häufigsten eine

mäßige Intensität.

Somit wurde auch hier ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kol-

lektiven im Bezug auf die Intensität der Proteinexpression mit AKR1C1 nachgewiesen.

Der p-Wert hatte hierbei eine Signifikanz von 0,005.

Abbildung 3.18: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Fibroblasten von AKR1C1.

1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.4.2 Analyse der Proteinexpression in den Tumorzellen

In der Abbildung 3.19 ist die Expression von AKR1C1 in den Tumorzellen graphisch dar-

gestellt. In der Kohorte 1 war mit 38% der größte Anteil der Proteinexpression in dem

Bereich unter 11% positiver Tumorzellen. 28% der Patientinnen der Kohorte 1 zeigten

keine Expression von AKR1C1 in den Tumorzellen. Dagegen konnte in der Kohorte 2 bei

22% der Proben keine Expression in den Tumorzellen nachgewiesen werden. Die restlichen

Proben der Patientinnen der Kohorte 2 präsentierten eine sehr geringe Ausprägung über

den gesamten Bereich von unter 11 bis 80% positiver Tumorzellen.

Die Ergebnisse der Proteinexpression von AKR1C1 in den Tumorzellen erreichten eine

statistische Signifikanz mit einem p-Wert von 0,002. Dies war zurückzuführen auf den
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größeren Anteil an Tumorzellen mit einer positiver AKR1C1-Expression in der Gruppe

des sporadischen Mammakarzinoms.

Abbildung 3.19: Proteinexpression in Tumorzellen von AKR1C1. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Während in der Kohorte 1 am meisten eine mäßige Expression (38%) nachweisbar war,

hatte die Kohorte 2 am häufigsten eine schwache AKR1C1-Expression (56%) in den Tu-

morzellen. Der p-Wert von 0,001 war in dieser Untersuchung hoch signifikant. Das Dia-

gramm dieser Auswertung ist in der Abbildung 3.20 dargestellt.

Abbildung 3.20: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Tumorzellen von AKR1C1. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.4.3 Analyse der Proteinexpression in anderen Stromakompo-

nenten

Aus der Abbildung 3.21 geht deutlich hervor, dass es keinen signifikanten Unterschied

in der Expression von AKR1C1 in anderen Stromakomponenten zwischen den beiden

Patientinnenkollektiven gab. In beiden Kohorten war mit Abstand eine partielle Protein-

expression am häufigsten vertreten (p-Wert= 0,058).

Abbildung 3.21: Proteinexpression von AKR1C1 in anderen Stromakomponenten. 1.Kohorte: BRCA1-/

BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Abbildung 3.22: Überwiegend zytoplasmatische, teils nukleäre Ausprägung der immunhistochemischen

Färbung von Tumorzellen und TAF mit AKR1C1

(a) starke Markerexpression von AKR1C1 in den Tumorzellen

(b) mäßige Expression von AKR1C1 sowohl in den TAF als auch in den Tumorzellen

(c) AKR1C1-negative TAF bei schwacher AKR1C1-Expression in den Tumorzellen

Pfeil T = Tumorzelle, Pfeil F = TAF

(a) (b)

(c)
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3.5 Immunhistochemische Färbung mit AKR1C2

3.5.1 Analyse der Proteinexpression in den Fibroblasten

In allen Proben der beiden untersuchten Kollektive fand sich eine AKR1C2-Expression

in den Fibroblasten (Abbildung 3.23). Die Kohorte mit einer BRCAm zeigte eine relativ

gleichmäßige geringe Proteinexpression der Fibroblasten im Bereich unter 11% bis 80%.

Das Maximum der Verteilung für diese Kohorte lag mit 28% im Bereich 81 bis 90%. Die

Kohorte ohne den Nachweis einer BRCAm hatte ihre maximale Verteilung im Bereich

71 bis 90% positiver Fibroblasten mit 48%. Die Unterschiede der Antikörperfärbung mit

AKR1C2 erreichten eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von 0,003. In der Grup-

pe des BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinoms lag eine Unterexpression vor.

Abbildung 3.23: Proteinexpression von AKR1C2 in positiven Fibroblasten. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Die Verteilung der Intensität der AKR1C2-Expression in den Fibroblasten (Abbildung 3.24)

der Kohorte 1 zeigte mit 57% am häufigsten eine mäßige Expression. Die Kohorte 2 hatte

mit 71% am häufigsten eine starke Proteinexpression. Es ließ sich ein signifikanter Unter-

schied zwischen den beiden Kohorten mit einem p-Wert von 0,002 erkennen.
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Abbildung 3.24: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Fibroblasten von AKR1C2.

1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.5.2 Analyse der Proteinexpression in den Tumorzellen

Die Expression von AKR1C2 in den Tumorzellen (Abbildung 3.25) hatte die maxima-

le Ausprägung für beide Kollektive in dem Bereich 71 bis >90% mit 64% (Kohorte 1)

und 88% (Kohorte 2). Die restliche Expression in den Tumorzellen verteilte sich auf den

Bereich unter 11% bis 70% und war mit 36% und 9% für Kohorte 1 und 2 vernachläs-

sigbar. Trotz der ähnlichen Verteilung der Tumorzellexpression beider Kohorten ließ der

p-Wert von 0,001 einen statistisch signifikanten Unterschied erkennen. Die signifikante

Diskrepanz zeichnete sich durch eine heruntergeregelte Expression von AKR1C2 positi-

ver Tumorzellen in den Proben des BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinoms aus.

Die Intensitätsverteilung der AKR1C2-Expression (Abbildung 3.26) in den Tumorzellen

lässt erkennen, dass beide Kohorten am häufigsten eine mäßige Proteinexpression aufwie-

sen. Diese lag bei 45% für die Kohorte 1 und 49% für die Kohorte 2. Eine starke Expression

mit 29% (Kohorte 1) und 46% (Kohorte 2) ist ebenfalls zu erwähnen. Im Rahmen dieser

Untersuchung zeigte sich zwischen beiden Kollektiven ein signifikanter Unterschied (p-

Wert= 0,002). Dieser ist aufgrund des relativ großen Anteils einer schwachen Expression

von 25% in den Tumorzellen der Mutationsträgerinnen zu erklären.
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Abbildung 3.25: Proteinexpression in Tumorzellen von AKR1C2. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Abbildung 3.26: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Tumorzellen von AKR1C2. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.5.3 Analyse der Proteinexpression in anderen Stromakompo-

nenten

AKR1C2 erwies in beiden Kohorten am häufigsten eine partielle Expression in allen ande-

ren Stromazellen (Abbildung 3.27). Die partielle Expression lag für die Kohorte 1 bei 92%

und die für Kohorte 2 bei 93%. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen Kohorte 1 und 2. Der p-Wert von 0,752 bedingt diese Aussage.

Abbildung 3.27: Proteinexpression von AKR1C2 in anderen Stromakomponenten. 1.Kohorte: BRCA1-/

BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Abbildung 3.28: Überwiegend zytoplasmatische, teils nukleäre Ausprägung der immunhistochemischen

Färbung von Tumorzellen und TAF mit AKR1C2

(a) starke AKR1C2-Expression in den TAF, Tumorzellen sowie Endothelzellen

(b) mäßige Expression von AKR1C2 in den Tumorzellen

(c) schwache Expression in den TAF und Tumorzellen

Pfeil T = Tumorzelle, Pfeil F = TAF

(a) (b)

(c)
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3.6 Immunhistochemische Färbung mit WISP1

3.6.1 Analyse der Proteinexpression in den Fibroblasten

In der Abbildung 3.29 sowie 3.30 werden die Expression und die Intensität von WISP1 in

den Fibroblasten dargestellt. In dem Kollektiv mit einer BRCAm zeigte sich die höchste

Akkumulation der positiven Fibroblasten in dem Bereich 51 bis >90%. Für das Kollek-

tiv mit einem sporadischen Karzinom lag diese zwischen 61 bis >90%. Die Proben des

Mammakarzinoms mit einer BRCAm wiesen eine Unterexpression von WISP1 in den Fi-

broblasten auf. Daraus ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Kohorten mit einem p-Wert von 0,013.

Abbildung 3.29: Proteinexpression von WISP1 in positiven Fibroblasten. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Im Bezug auf die Intensität der Proteinexpression (Abbildung 3.30) für WISP1 gab es

keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Kollektiven. Der Signifikan-

zwert betrug 0,141. Kohorte 1 und 2 präsentierten mit 51% und 65% am häufigsten eine

mäßige, gefolgt von einer starken Expression mit 40% und 29%.
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Abbildung 3.30: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Fibroblasten von WISP1. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.6.2 Analyse der Proteinexpression in den Tumorzellen

Die Expression von WISP1 in den Tumorzellen war in beiden Kollektiven annähernd iden-

tisch (Abbildung 3.31). Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den

beiden Kohorten, was durch den p-Wert von 0,449 belegt wurde. Für die Kohorte 1 und

2 lag die höchste Markerexpression mit 62% und 67% in dem Bereich >90% positiver

Tumorzellen.

Abbildung 3.31: Proteinexpression in Tumorzellen von WISP1. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes

Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Die Intensität der Proteinexpression für WISP1 in Tumorzellen wird in der Abbildung 3.32

dargestellt. Während sich in der Gruppe der Erkrankten mit einer BRCAm am häufigs-

ten eine starke Expression mit 54%, gefolgt von einer mäßigen Expression mit 34% fand,

verhielt sich die Gruppe der sporadisch Erkrankten spiegelverkehrt. Diese hatte ihre Ma-

ximalverteilung mit 61% bei einer mäßigen, gefolgt von 33% mit einer starken WISP1-

Expression. Somit ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Kohorten in Bezug auf die Intensität der Proteinexpression von WISP1 in den Tumorzel-

len (p-Wert= 0,006).

Abbildung 3.32: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Tumorzellen von WISP1. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.6.3 Analyse der Proteinexpression in anderen Stromakompo-

nenten

In der Abbildung 3.33 wird in beiden Kollektiven eine annähernd identische WISP1-

Expression in den anderen Stromakomponenten dargestellt. Es bestand kein signifikanter

Unterschied. Der p-Wert lag bei 0,958. Die Kohorte 1 zeigte mit 55% eine partielle und

mit 40% eine generelle Anfärbung aller Stromazellen. In der Kohorte 2 hatten 57% der

Präparate eine partielle und 38% eine vollständige Expression aller Stromakomponenten.

Abbildung 3.33: Proteinexpression von WISP1 in anderen Stromakomponenten. 1.Kohorte: BRCA1-/

BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.7 Immunhistochemische Färbung mit KLF4

3.7.1 Analyse der Proteinexpression in den Fibroblasten

In der Abbildung 3.34 wird die Proteinexpression von KLF4 in den Fibroblasten abge-

bildet. 29% der Präparate der Mutationsträgerinnen wiesen keine positive Expression für

KLF4 auf. Die Expression in den Fibroblasten in dem Bereich weniger als 11 bis 40%

war gekennzeichnet durch abfallende Werte mit 28%, 15%, 12% und 5%. Das Cluster-

Zentrum der KLF4-Expression der Proben mit einem sporadischen Karzinom lag mit

67% in dem Bereich unter 11 bis 30%. Es ließ sich ein signifikanter Unterschied (p-Wert<

0,001) zwischen den beiden Kohorten in Bezug auf die Proteinexpression von KLF4 in den

Fibroblasten darstellen. Die Kohorte des BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinom

zeigte eine deutlich herunterregulierte Expression von KLF4 in den Fibroblasten.

Abbildung 3.34: Proteinexpression von KLF4 in positiven Fibroblasten. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Während das Kollektiv mit einer BRCAm am häufigsten eine schwache (38%) Protein-

expression von KLF4 in den Fibroblasten hatte (Abbildung 3.35), dominierte mit 72%

eine mäßige Expression in der Kohorte ohne eine BRCAm. Es bestand ein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kohorten (p-Wert< 0,001).
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Abbildung 3.35: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Fibroblasten von KLF4. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.7.2 Analyse der Proteinexpression in den Tumorzellen

Die Auswertung der KLF4-Expression in den Tumorzellen ist in der Abbildung 3.36 wie-

dergegeben. In der Kohorte 1 war mit 43% am häufigsten eine negative Ausprägung für

KLF4 festzustellen. In der Kohorte 2 dagegen zeigte sich die Konzentration der KLF4-

Ausprägung in dem Bereich 51 bis 90% positiver Tumorzellen mit 57%. Die meisten

Präparate lagen mit 19% in dem Bereich 71 bis 80%. Wie bei der KLF4-Expression in

den Fibroblasten erreichten die Ergebnisse eine statistische Signifikanz (p-Wert< 0,001)

aufgrund einer Unterexpression von KLF4 in den Tumorzellen des Mammakarzinoms mit

einer BRCA1-/BRCA2-Mutation.

Abbildung 3.36: Proteinexpression in Tumorzellen von KLF4. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes

Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Die Intensitätsverteilung der Proteinexpression von KLF4 in den Tumorzellen ist in der

Abbildung 3.37 dargestellt. In der Kohorte 1 war jeweils zu annähernd gleichen Anteilen

eine schwache (26%) und eine mäßige (25%) Expression in den Tumorzellen festzustellen.

Wobei in der Kohorte 2 eine mäßige Tumorexpression von KLF4 mit 62% deutlich über-

wogen hat, gefolgt von einer schwachen Expression mit nur 21%. Der p-Wert von < 0,001

zeigte hierbei eine hohe Signifikanz zugunsten einer Unterexpression von Tumorzellen des

BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinoms.

Abbildung 3.37: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Tumorzellen von KLF4. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.7.3 Analyse der Proteinexpression in anderen Stromakompo-

nenten

Aus der Abbildung 3.38 geht hervor, dass in beiden untersuchten Kollektiven eine partielle

Expression von KLF4 in anderen stromalen Komponenten am stärksten vertreten war.

Für die Kohorte 1 waren es 78% und für die Kohorte 2 belief sich den Anteil auf 90%. Trotz

eines sehr ähnlichen Verteilungsmusters bestand ein statistisch signifikanter Unterschied

in der Proteinexpression anderer Stromakomponenten für KLF4 zwischen den beiden

Kohorten. Die Ergebnisse erreichten eine hohe statistische Signifikanz (p-Wert= 0,008).

Abbildung 3.38: Proteinexpression von KLF4 in anderen Stromakomponenten. 1.Kohorte: BRCA1-/

BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Abbildung 3.39: zytoplasmatische und nukleäre Ausprägung der immunhistochemischen Färbung von

Tumorzellen und TAF mit KLF4

(a) starke KLF4-Expression sowohl in den TAF als auch in den Tumorzellen

(b) mäßige Expression von KLF4 in den TAF und Tumorzellen

(c) KLF4-negative TAF bei schwacher KLF4-Expression in den Tumorzellen

Pfeil T = Tumorzelle, Pfeil F = TAF

(a) (b)

(c)
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3.8 Immunhistochemische Färbung mit TGF�2

3.8.1 Analyse der Proteinexpression in den Fibroblasten

Die Auswertungen der Proteinexpression von TGF�2 sowie deren Intensität in den Fibro-

blasten werden in den Abbildungen 3.40 und 3.41 beschrieben. In dem Kollektiv mit einer

BRCAm zeigte sich mit 57% am häufigsten eine TGF�2-Expression bei weniger als 11%

der Fibroblasten. Im Vergleich besaß die Kohorte 2 ebenfalls die maximale Markerexpres-

sion von TGF�2 positiver Fibroblasten in dem Bereich von weniger als 11%. Der Anteil

betrug jedoch nur 30%. Die übrigen Proben des sporadischen Mammakarzinoms wiesen

eine differentielle Expression in dem Bereich 11 bis 50% positiver Fibroblasten auf. Statis-

tisch betrachtet ergab sich daraus ein signifikanter Unterschied (p-Wert< 0,001) zwischen

den beiden Kohorten, in dem sich eine Unterexpression der Fibroblasten für die Proben

des Mammakarzinoms mit einer BRCAm darstellte.

Abbildung 3.40: Proteinexpression von TGF�2 in positiven Fibroblasten. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Während sich in der Gruppe mit einer BRCAm überwiegend eine schwache Expression

zeigte (69%), wurde in der Gruppe mit einem sporadischen Mammakarzinom am häufigs-

ten eine mäßige TGF�2-Expression (64%) nachgewiesen. Die Ergebnisse erreichten eine

statistische Signifikanz (p-Wert< 0,001).
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Abbildung 3.41: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Fibroblasten von TGF�2. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.8.2 Analyse der Proteinexpression in den Tumorzellen

In der Abbildung 3.42 wird die Analyse der Proteinexpression von TGF�2 in den Tumor-

zellen dargestellt. In dem Kollektiv mit einer BRCAm zeigte sich mit 29% eine maximale

Expression in dem Bereich 71 bis 80% positiver Tumorzellen. Sonst fand sich eine annä-

hernd gleiche Verteilung einer geringen Tumorexpression von TGF�2 über das gesamte

beobachtete Spektrum von weniger 11 bis 90%. Dieser Bereich umfasste insgesamt 67%

aller untersuchten Proben mit einer BRCAm. Für die sporadisch erkrankten Mammakar-

zinompatientinnen lag die maximale Ausprägung der Proteinexpression von TGF�2 mit

62% in dem Bereich 61 bis 90%. Eine geringe Ausprägung zeigte sich in dem Bereich unter

11 bis 40% und 51 bis 60% mit Werten unter jeweils 10%. Der p-Wert von 0,285 erwies

hierbei keine statistische Signifikanz.

Im Bezug auf die Intensität der Proteinexpression von TGF�2 in den Tumorzellen war für

beide Kohorten am häufigsten eine mäßige Expression festzustellen (Kohorte 1 mit 57%

und Kohorte 2 mit 55%, Abbildung 3.43). Zusätzlich zeigte sich eine ausgeprägt schwache

(40%) Proteinexpression in dem Kollektiv mit einer BRCAm und eine starke Expression

in dem Kollektiv mit einem sporadischen Mammakarzinom (26%). Es bestand ein statis-

tisch hoch signifikanter Unterschied (p-Wert< 0,001) zwischen beiden Kollektiven, wobei

eine heruntergeregelte Expression von TGF�2 in den Tumorzellen des BRCA1-/BRCA2-

positiven Mammakarzinoms festzustellen war.
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Abbildung 3.42: Proteinexpression in Tumorzellen von TGF�2. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes

Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Abbildung 3.43: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Tumorzellen von TGF�2. 1.Ko-

horte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.8.3 Analyse der Proteinexpression in anderen Stromakompo-

nenten

Beide analysierten Kohorten wiesen keinen statistisch signifikanten Unterschied (Abbil-

dung 3.44) in der Proteinexpression von TGF�2 in den anderen Stromakomponenten auf

(p-Wert= 0,926). Die Kohorte 1 zeigte mit 94% und die Kohorte 2 mit 93% eine partielle

Expression der anderen Stromakomponenten.

Abbildung 3.44: Proteinexpression von TGF�2 in anderen Stromakomponenten. 1.Kohorte: BRCA1-/

BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Abbildung 3.45: zytoplasmatische Ausprägung der immunhistochemischen Färbung von Tumorzellen

und TAF mit TGF�2

(a) starke Expression von TGF�2 in den TAF und Tumorzellen

(b) mäßige TGF�2-Expression in den Tumorzellen

(c) schwache Expression von TGF�2 sowohl in den TAF als auch in den Tumorzellen

Pfeil T = Tumorzelle, Pfeil F = TAF

(a) (b)

(c)
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3.9 Immunhistochemische Färbung mit GALNT3

3.9.1 Analyse der Proteinexpression in den Fibroblasten

Die graphische Auswertung der GALNT3-Ausprägung in den Fibroblasten (Abbildung 3.46)

zeigte in der Kohorte 1 für 32% der Präparate eine negative Ausprägung, während es in

der Kohorte 2 nur 2% waren. Für beide Kollektive lag der Hauptanteil der GALNT3-

Expression in dem Bereich kleiner 11% positiver Fibroblasten mit jeweils 52% der Präpa-

rate. In dem Bereich weniger 11 bis 20% lag die Markerexpression in der Kohorte 1 bei

11% und in der Kohorte 2 bei 32%. Zusätzlich besaß die Kohorte 2 in dem Bereich 21

bis 30% eine Expression von 13%. Demzufolge wurde GALNT3 beim BRCA1-/BRCA2-

assoziierten Mammakarzinom geringer exprimiert. Der Unterschied war statistisch signi-

fikant (p-Wert< 0,001).

Abbildung 3.46: Proteinexpression von GALNT3 in positiven Fibroblasten. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

In der Abbildung 3.47 wird die Intensität der Proteinexpression von GALNT3 in den

Fibroblasten dargestellt. Es zeigte sich eine differentielle Expression, wobei in der Kohor-

te 1 mit 32% und in der Kohorte 2 mit 80% sich am häufigsten eine mäßige Intensität

darstellte. Eine schwache Proteinexpression fand sich zu 31% in der Kohorte 1 und zu

19% in der Kohorte 2. Der statistisch signifikante Unterschied (p-Wert< 0,001) resultierte

aus einer heruntergeregelten Expression von GALNT3 in den Fibroblasten des BRCA1-
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/BRCA2-positiven Mammakarzinoms.

Abbildung 3.47: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Fibroblasten von GALNT3.

1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

3.9.2 Analyse der Proteinexpression in den Tumorzellen

Die Konzentration der GALNT3-Expression in den Tumorzellen der Kohorte mit einem

BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinom war vor allem an den Rändern des beob-

achteten Spektrums vorzufinden (Abbildung 3.48). So hatten 18% der Präparate dieser

Kohorte eine Ausprägung von weniger als 11%, 12% in dem Bereich unter 11 bis 20%

und 14% eine Ausprägung in dem Bereich 21 bis 30%. Nach einem Plateau einer sehr ge-

ringen Expression in dem Bereich 31 bis 70% positiver Tumorzellen zeigte sich in diesem

Kollektiv eine gesteigerte Expression von GALNT3 zwischen 71% und größer als 90%.

Der Anteil von positiven Fibroblasten in diesem Bereich lag bei 38%. In der Kohorte mit

einem sporadischen Mammakarzinom betrug die Konzentration der Markerausprägung in

dem Bereich 61 bis 70%, 71 bis 80% und 81 bis 90% jeweils 22%, 26% und 20%. Die

Ergebnisse erreichten eine statistische Signifikanz (p-Wert< 0,001) zugunsten einer Un-

terexpression von GALNT3 in den Tumorzellen des Mammakarzinoms mit einer BRCAm.
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Abbildung 3.48: Proteinexpression in Tumorzellen von GALNT3. 1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-

assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom

Die Verteilung der Intensität der Proteinexpression von GALNT3 in den Tumorzellen

(Abbildung 3.49) ergab am häufigsten eine mäßige Proteinexpression von 52% in der Ko-

horte 1 und 74% in der Kohorte 2. Trotz einer gering schwachen sowie starken Expression

von GALNT3 in beiden Kohorten lag ein statistisch signifikanter Unterschied im Bezug

auf die Intensitätsverteilung zwischen beiden Kohorten vor (p-Wert= 0,013). Auch hier

zeigte sich eine GALNT3-Unterexpression bei dem BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mam-

makarzinom.

Abbildung 3.49: Verteilung der Intensität bzgl. der Proteinexpression in Tumorzellen von GALNT3.

1.Kohorte: BRCA1-/ BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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3.9.3 Analyse der Proteinexpression in anderen Stromakompo-

nenten

In der Abbildung 3.50 ist die Proteinexpression von GALNT3 in anderen Komponenten

des Stromas wiedergegeben. Für beide Kohorten zeigte sich am häufigsten eine partielle

Expression in allen anderen Stromazellen. Für die Kohorte 1 waren es 86% und für die Ko-

horte 2 sogar 100%. Auch hier bestand ein statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert=

0,001) aufgrund einer Unterexpression von GALNT3 in Kohorte des Mammakarzinoms

mit einer BRCAm.

Abbildung 3.50: Proteinexpression von GALNT3 in anderen Stromakomponenten. 1.Kohorte: BRCA1-/

BRCA2-assoziiertes Mammakarzinom. 2.Kohorte: sporadisches Mammakarzinom
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Abbildung 3.51: zytoplasmatische Ausprägung der immunhistochemischen Färbung von Tumorzellen

und TAF mit GALNT3

(a) starke GALNT3-Expression in den Tumorzellen bei mäßiger Expression in den TAF

(b) GALNT3-negative TAF bei mäßiger Expression von GALNT3 in den Tumorzellen

(c) schwache Expression von GALNT3 in den TAF und Tumorzellen

Pfeil T = Tumorzelle, Pfeil F = TAF

(a) (b)

(c)



4. Diskussion

Das Mammakarzinom macht etwa 20 - 30% aller Krebserkrankungen bei Frauen in Deutsch-

land und den westlichen industrialisierten Ländern aus [Laimito et al., 2016].15% aller

weiblichen krebsbedingten Sterbefälle gehen auf ein Mammakarzinom zurück

[Torre et al., 2015], somit ist es die häufigste Todesursache bei den Krebserkrankungen der

Frau. Der Grund für den letalen Verlauf dieser Erkrankung ist das inhomogene Ansprechen

auf eine generelle Therapie als Folge von unzähligen genetischen und morphologischen Va-

riationen innerhalb der Mammakarzinomerkrankung. Bis vor wenigen Jahren fokussierte

sich die onkologische Forschung hauptsächlich auf die Erforschung von Tumorzellen. Seit

den Arbeiten von Gabbiani [Gabbiani et al., 1971, Sappino et al., 1988] rückte der Fokus

der Wissenschaft mehr und mehr auf das Tumor-assoziierte Stroma mit seinen spezifischen

Eigenschaften und den charakteristischen Tumor-assoziierten Fibroblasten (TAF). Beson-

ders den TAF wurde die Eigenschaft einer fördernden Tumorprogression, Invasion sowie

einer erhöhten Aggressivität der Karzinomerkrankung und Metastasierung mit einem dar-

aus folgenden Therapieversagen zugesprochen [Mao et al., 2013, Bussard et al., 2016].

Im Zentrum des Interesses dieser Arbeit stand die Frage, ob es einen Unterschied in

der Charakterisierung und Proteinexpression ausgewählter Marker in den stromalen Fak-

toren sowie Tumorzellen bei einem Mammakarzinom von BRCA1- und/oder BRCA2-

Mutationsträgerinnen im Vergleich zu dem eines sporadischen Mammakarzinom gab.

Das heutige Ziel der onkologischen Forschung ist eine auf die Tumorentität abgestimmte

und gezieltere Therapieoption zu entwickeln. Um dieses gezielte Ansprechen eines Tumors

89
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zu erreichen, ist es notwendig, die Eigenschaften des Tumors und des Tumor-assoziierten

Stromas mit seinen Fibroblasten zu erforschen. In den letzten Jahrzehnten gab es einen

großen Fortschritt in der Behandlung der einzelnen molekularen Subtypen des Mammakar-

zinoms, was die Prognose einzelner Subgruppen verbesserte. So konnten Patientinnen eines

Luminal A-like und Luminal B-like HER2-negativem Mammakarzinom mit einer geziel-

ten adjuvanten Systemtherapie wie der antihormonellen Therapie behandelt werden. Zu

diesen Medikamenten gehören z.B. Letrozol, Anastrozol, welche einen Aromataseinhibitor

darstellen oder der Östrogenrezeptorantatagonist Tamoxifen. Daraus ergab sich für die-

se Patientinnengruppe eine sehr gute Prognose [Schiavon and Smith, 2014, Ingle, 2013].

Bei Frauen mit einem HER2-positivem Mammakarzinom der Subgruppe Luminal B-like

und Non-luminal-like hatte sich die Prognose durch die neoadjuvante Gabe von Trastu-

zumab und Pertuzumab in Analogie zur Chemotherapie gefolgt von der adjuvanten Gabe

von Trastuzumab deutlich verbessert [Ahmed et al., 2015]. In dem Bereich der Basal-like

oder triple negativen Mammakarzinome gibt es bis heute keine zusätzliche bzw. ziel-

gerichtete adjuvante oder neoadjuvante Therapie. Sie sind zudem meist hochmaligne

(G3). Die Patientinnen mit einem solchen Mammakarzinom haben eine sehr schlech-

te Prognose sowie eine geringe 5-Jahres-Überlebensrate. Zu diesem molekularen Sub-

typ gehören meist Patientinnen, die eine BRCA1- und/oder BRAC2-Mutation aufwei-

sen [Yadav et al., 2015, de Ruijter et al., 2011]. Um die Prognose und das Langzeitüber-

leben dieser Patientinnen zu verbessern, muss für diese molekulare Subgruppe eine gezielte

neoadjuvante und/oder adjuvante Systemtherapie etabliert werden. Aus diesem Grund fo-

kussierte sich die vorliegende Arbeit auf die Charakterisierung stromaler Faktoren beim

Mammakarzinom von BRCA1- und BRCA2-Mutationsträgerinnen. Durch die Ergebnisse

dieser Arbeit können ggf. weitere therapeutische Targets im genetisch stabilen Stroma

identifiziert werden.
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4.1 Diskussion über Material und Methoden

4.1.1 Diskussion zur Methodik und Studiendesign

Die vorliegende Arbeit erfolgte auf der Grundlage einer experimentellen immunhistoche-

mischen Kohortenstudie. Die immunhistochemische Färbung wurde auf der Basis einer

indirekten Zwei-Schritt-Färbemethode durchgeführt. Vorteile dieser IHC-Färbung waren

schwache Hintergrundsignale, eine effiziente Verstärkung sowie eine ethisch unbedenkliche

Durchführung, da keine Tierexperimente notwendig waren und zudem keine zusätzlichen

Belastungen für die Patientinnen entstanden sind. Ein weiterer Vorteil bestand darin,

dass immunhistochemische Färbungen mit relativ wenig Aufwand und bei vorliegendem

Färbeprotokoll reproduzierbar sind. Jedoch musste berücksichtigt werden, dass die Aus-

wertung von immunhistochemischen Färbungen unter dem Lichtmikroskop einer gewissen

Subjektivität des Betrachters unterliegen und somit trotz Zweitbetrachtung durch einen

erfahrenen Pathologen nur eine semiquantitative Beurteilung der Ergebnisse möglich war.

Weitere Nachteile zum einen stellten der hohe Kostenaufwand für z.B. Antikörper und die

zeitintensive Etablierung der immunhistochemischen Färbungen dar. Die IHC-Färbung

hat in der onkologischen Forschung durch die eindeutige Identifizierung von Gewebe-

eigenschaften durch spezifische Antigen-Antikörper Reaktionen einen hohen Stellenwert

eingenommen. Daraus ergaben sich therapeutische Ansätze und mögliche Interventionen

am Patienten durch die eindeutige immunologische Identifikation von Tumoren.

4.1.2 Diskussion zum Patientengut, patientenbezogene Daten und

Datenerfassung

Das Patientengut, das ausschließlich von weiblichen Patientinnen stammte, wurde von

drei deutschen Instituten zur Verfügung gestellt. Männer können ebenfalls an einem Mam-

makarzinom erkranken. Jedoch ist von einer abweichenden Karzinogenese, Ätiologie und

anderen Risikofaktoren auszugehen [Doebar et al., 2017, Vermeulen et al., 2017]. Aus die-

sem Grund wurden männliche Patienten aus dieser Forschungsarbeit ausgeschlossen. Die
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Gewebeschnitte der sporadischen Mammakarzinome mit 69 Patientinnen stammten aus

dem Institut der Pathologie der Universität Kiel. Zu diesen Patientinnen lagen alle kli-

nisch relevanten Daten wie Alter, Mutationstyp, Grading, intrinsischer Subtyp, R-, L-, V-,

ER-, PR- und Her2neu-Status vor. Das Kollektiv mit einem BRCA1-/BRCA2-assoziierten

Mammakarzinom umfasste 65 Patientinnen und wurde vom Institut für Pathologie Han-

nover und Bonn zur Verfügung gestellt. Es war angedacht, die gleichen klinischen Daten zu

den jeweiligen Patientinnen dieses Kollektivs zu erhalten, wie sie für die Kohorte aus Kiel

vorlagen. Leider war das von Seiten der Institute aus Hannover und Bonn nicht möglich.

Daraus resultierte bedauerlicher Weise, dass ein Vergleichen der immunhistochemischen

Ergebnisse zwischen der Kohorte 1 mit einem BRCA1-/BRCA2-positiven Mammakarzi-

nom und der Kohorte 2 des sporadischen Karzinoms in Bezug auf die klinischen Daten

nicht möglich war. Bei der Datenerfassung konnte lediglich auf die von den bereitgestellten

Angaben der jeweiligen pathologischen Institute zurückgegriffen werden. Eine Tumorklas-

sifizierung im Rahmen der TNM-Klassifizierung aller Präparate wurde von den jeweiligen

Pathologen der bereitgestellten Institute durchgeführt. Alle drei Institute benutzten die

gleiche TNM-Klassifizierung und Differenzierungsgarde. Mit einer vollständigen Erfas-

sung aller klinisch relevanten Daten wäre eine bessere Differenzierung der Ergebnisse der

immunhistochemischen Färbung beider Kohorten unter Berücksichtigung des jeweiligen

Gradings, des histologischen Subtyp und dem Hormonrezeptorstatus möglich gewesen.

Klinische Risikofaktoren wie Anzahl der Schwangerschaften, Geburten, Stillverhalten,

Menarche, Menopause, Adipositas, Alkohol, Nikotin und andere Vorerkrankungen von

den jeweiligen Patientinnen wurden nicht erhoben.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Bezüglich der Charakterisierung der stromalen Faktoren beim Mammakarzinom mit einer

BRCA1- und/oder BRCA2-Mutation im Vergleich zu einem sporadischen Mammakarzi-

nom wurden im Rahmen dieser experimentellen Arbeit eine Reihe von Fakten erarbeitet.

Die morphologische Struktur des Stromas wurde in vielen Forschungsarbeiten als prognos-

tischer Wegweiser bei der Erkrankung eines Mammakarzinom gesehen [Beck et al., 2011].

4.2.1 Diskussion der morphologischen Auswertung der untersuch-

ten Kollektive

Stromaproportion

Aus dem Stromaanteil in Relation zur Tumormasse ergab sich die Tumor-Stroma-Ratio

(TSR). Der etablierte Cut-off liegt bei 50%. Das bedeutet, dass der Anteil des intra-

tumoralen Stromas über 50% im Vergleich zur Tumorzellmasse liegt. Dieses bezeichnet

man als stromareich und bei weniger als 50% als stromaarm. Die Stromamenge gilt als

unabhängiger prognostischer Parameter. Retrospektive Studien haben belegt, dass beim

Vorliegen eines stromareichen Mammakarzinoms die Patientinnen eine kürzere rezidivfreie

Zeit und zugleich ein verringertes Gesamtüberleben aufwiesen [de Kruijf et al., 2011]. In

der histomorphologischen Auswertung der Kohorte mit einer BRCAm hatten 58% der

Präparate einen stromareichen Tumor. Das Kollektiv des sporadischen Mammakarzinoms

zeigte dagegen mit einem Anteil von 77% ein stromareiches Tumorgewebe. Es gab keinen

signifikanten Unterschied zwischen den beiden untersuchten Kohorten. Ohne Berücksich-

tigung der Überlebensdaten der Patientinnen war es unmöglich, eine Aussage über den

Zusammenhang zwischen der Stromaproportion, der TSR, dem Gesamtüberleben sowie

dem Rezidiv-Verhalten zu tätigen. Aufgrund der fehlenden histopathologischen Daten der

Mutationsträgerinnen konnte keine Aussage über eine mögliche Korrelation einer ausge-

prägten Stromaproportion (über 50%) mit einem fortgeschrittenen Erkrankungsstadium,

einer ausgeprägten Invasionstiefe oder dem Vorliegen von Lymphknoten- und Fernmeta-

stasen getroffen werden. Ein solcher Zusammenhang wurde bereits in Studien beschrieben
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und unterstützt die Aussage, dass eine hohe Stromaproportion im Tumorgewebe mit einem

schlechten Outcome assoziiert ist. Demzufolge ist die TSR als ein sinnvoller Prognosefak-

tor zu betrachten [Wu et al., 2016]. Das tumorangrenzende Stroma übernimmt eine aktive

Rolle in der Nährstoffversorgung des Tumorparenchyms. Unter diesem Gesichtspunkt soll-

te das Tumor-assoziierte Stroma als ein möglicher neuer Therapieansatz und als eine al-

ternative Interventionsmöglichkeit in der Tumortherapie angesehen werden. Das Problem

einer Therapie, die sich gegen die Tumorzellen richtet, ist die genetische Instabilität der

Tumorzelle. Diese kann zu einer Therapieresistenz und folglich einem Therapieversagen

führen. Stromazellen dagegen haben eine außerordentliche genetische Stabilität und zeigen

kaum mutagene Veränderungen. Demzufolge ist die Entwicklung einer Therapieresistenz

nicht anzunehmen. Der Vorteil einer zielgerichteten Therapie gegen die Stromazellen wäre

eine kurative Behandlung ohne eine Resistenzbildung im Verlauf [Wu et al., 2016].

Das triple negative Mammakarzinom zeigte bei einem stromareichen Tumor ein 2,92 mal

höheres Risiko für ein Rezidiv im Vergleich zu einem stromaarmen Tumor dieser Enti-

tät, unabhängig anderer prognostischen Parameter [de Kruijf et al., 2011]. Die TSR im

Zusammenhang mit diesem Subtyp des Mammakarzinoms hat sich als ein sehr aussage-

kräftigen und unabhängigen Prognoseparameter bewiesen [de Kruijf et al., 2011]. Dieser

sollte aufgrund der schnellen sowie einfachen und kostengünstigen Durchführung in die pa-

thologische Routineuntersuchung aufgenommen werden. Die Bestimmung der TSR kann

einen entscheidenden Beitrag zur Optimierung der Risikoabschätzung beitragen. Bis zum

heutigen Tag gibt es keine Methode der Differenzierung, ob die Patientin mit einem triple

negativen Mammakarzinom eine gute oder schlechte Prognose hat [Moorman et al., 2012].

Beim ER-positiven Mammakarzinom (Luminal A- und Luminal B-Subtyp) wiesen da-

gegen eine hohe stromale Komponente und damit eine niedrige TSR einen Zusammen-

hang mit einem besseren Überleben auf [Downey et al., 2014]. Aus diesem Grund sollte

der ER-Status bei der Interpretation der TSR als Prognosefaktor immer zusätzlich in

Betracht gezogen werden. Es ist ein weiteres Indiz dafür, dass unterschiedliche Phäno-

typen des Mammakarzinoms eine biologische Differenz aufweisen [Downey et al., 2014].
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Bei der Bestimmung der TSR waren folgende Probleme als kritisch zu betrachten. Zum

einem gab es keine Standardisierung zur TSR-Bestimmung und zum anderen keine of-

fizielle Festlegung über den geltenden Bereich des Gewebes zur analytischen Untersu-

chung [Downey et al., 2015a]. Die TSR beim inflammatorischen Mammakarzinom ergab

keine prognostische Aussagekraft. Daher war anzunehmen, dass das Stroma unterschied-

licher Mammakarzinomsubtypen eine abweichende Biologie aufweisen muss. Demzufolge

sollte der Tumorsubtyp bei der Interpretation der TSR als Prognoseparameter berück-

sichtigt werden [Downey et al., 2015b].

Verteilungsmuster des Stromas

Im Rahmen der morphologischen Untersuchung des Stromas konnte in allen analysier-

ten Merkmalen kein signifikanter Unterschied zwischen dem Kollektiv eines BRCA1-/2-

assoziierten Mammakarzinoms und dem eines sporadischen Mammakarzinoms festgestellt

werden. Das Verteilungsmuster des Stromas war in beiden Kohorten hauptsächlich ver-

zweigt und baumartig, gefolgt von einer diffusen Verteilung. Karzinomzellen zeichnen sich

durch ein abnormales Zellwachstum und deren Invasion in das umliegende Gewebe aus.

Oft zeigte sich eine röhrenartige Formation der malignen Zellen, woraus sich ein verzweig-

tes und baumartiges bis diffuses Stroma ergab [Beck et al., 2011].

Zellreichtum des Stromas

Die Fibroblasten stellen den bedeutendsten zellulären Anteil des Stromas dar und bilden

die ECM. Viele dieser Zellen können ihre Lokalisation verändern, sich teilen und auf Reize

reagieren. Solche Reize sind zum einem extrazelluläre Wachstumsfaktoren, die zur Mobi-

lisation, zur Teilung, zum Fortbestehen sowie zur Entwicklung oder zu einem program-

mierten Zelltod führen können. Tumorzellen senden ebenfalls Signale an das Tumorstroma

aus, die vor allem die Fibroblasten aktivieren und zur Progression der Tumorerkrankung

führen.
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In beiden untersuchten Kohorten lag am häufigsten ein mittleres Zellreichtum vor, das

heißt, Kollagenfasern und Zellen waren zu ungefähr gleichen Anteilen vertreten. Gefolgt

davon zeigte sich bei beiden untersuchten Kollektiven ein zellarmes und am wenigsten

ein zellreiches Stroma. Es ist bekannt, dass die Fibroblasten des Stromas bei der Invasi-

on und Progression eines Mammakarzinom eine große Rolle spielen. Die Annahme, dass

ein aggressiver Subtyp des Mammakarzinoms ein zellreiches Stroma aufweist, ist nahe-

liegend. Neueste Studien haben jedoch belegt, dass auch die extrazelluläre Matrix wie

das Kollagen I und Fibronektin das invasive Tumorwachstum fördern [Wang et al., 2017,

Luhr et al., 2012]. Kollagen I und Fibronektin interagieren synergistisch miteinander und

fördern einen dysregulierten Signalweg, welcher durch eine strukturelle und mechanische

Veränderung der ECM die Progression und Invasion der Karzinomzellen erleichtert. Tu-

morzellen fördern durch Signale an die TAF die Sekretion von Fibronektin und VEGF.

Daraus ergibt sich eine dicke sowie dichte und ausgedehnte Fibronektinmatrix, die eine

gesteigerte Viskosität wie auch Steifheit aufweist und gesteigert proangiogene Signale ver-

mittelt [Wang et al., 2017, Wang et al., 2015b, Chandler et al., 2011]. Die Kollagen I Ab-

lagerung ist von einer fibronektinreichen Matrix abhängig und wandelt diese in eine Kol-

lagen I-reiche Matrix um [Velling et al., 2002]. Die veränderte Wechselwirkung zwischen

Fibronektin und Kollagen I während der Tumorgenese und Progression zum invasiven Tu-

morwachstum sollte in weiteren onkologischen Studien fokussiert werden. Eine Interaktion

in der Fibronektin-Kollagen-I-Wechselwirkung könnte einen neuen Therapieansatz in der

Tumortherapie darstellen. Ein vermehrter Anteil an kollagenhaltigem Stroma fördert die

Entstehung und Metastasierung des Mammakarzinoms [Provenzano et al., 2008].

In der Arbeit von Hasebe wurde auf die Aussagekraft der histomorphologischen Unter-

suchung des Tumorstromas als diagnostische Methode zur Malignitätsbestimmung des

Mammakarzinoms hingewiesen. In seiner Studie wurde das Vorhandensein eines fibroti-

schen Fokus aus TAF und Kollagenfasern mit dem Vorliegen von Lymphknotenmetasta-

sen sowie Organfiliae bei einem invasiv-duktalem Mammakarzinom assoziiert. Es hatte

sich bestätigt, dass der fibrotische Fokus signifikant mit dem Anstieg der Tumorangio-

genese in Zusammenhang stand und dieser dadurch ein bedeutendes malignes Potential

aufwies [Hasebe, 2013].
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Lymphozytäres Infiltrat

Bereits im Jahre 1986 beschrieb Dvorak Tumore als Wunden die nie heilen und legte den

Fokus seiner Forschung auf das Tumorstroma und die Tumor-infiltrierenden Lymphozyten

(TIL) [Dvorak, 1986]. Auch Virchow (1821 - 1902) erkannte durch den Nachweis von Leu-

kozyten im Tumor, dass es höchstwahrscheinlich einen Zusammenhang zwischen einer Ent-

zündungsreaktion und dem Vorliegen einer Krebserkrankung gab [Plytycz and Seljelid, 2003].

Die Komplexität des Immunsystems spiegelte sich in den tumorfördernden Eigenschaf-

ten sowie den tumorhemmenden Einflüssen von Entzündungs- und Immunzellen auf die

Progression der Tumorerkrankung wieder. Das wurde bereits in einer Vielzahl von wissen-

schaftlichen Arbeiten belegt [Denkert et al., 2010, Menard et al., 1997, Aaltomaa et al., 1992].

Ein ausgeprägtes Vorliegen von TIL hatte vor allem bei Östrogenrezeptor-negativen und

hoch proliferierenden Mammakarzinomen eine prädiktive und positive prognostische Be-

deutung [Denkert et al., 2010, Bianchini et al., 2010]. Diese Kriterien trafen vor allem

auf das triple negative Mammakarzinom zu. Diese Tumorentität wies überwiegend ei-

ne BRCA1- aber auch BRCA2-Mutation auf [Rody et al., 2011]. In dieser Gruppe der

Mammakarzinomerkrankungen war ein hoher Anteil an TIL mit einem besseren Anspre-

chen auf eine neoadjuvante Chemotherapie verbunden. Das wurde bereits in umfassenden

klinischen Studien validiert [Loi et al., 2013]. Luminal A- Karzinome zeigten eher weniger

Tumor-infiltrierende Lymphozyten, dieser intrinsischer Subtyp fand sich vor allem beim

sporadischen Mammakarzinom [Hanker et al., 2013].

Beide Kollektive zeigten ein ausgeprägtes lymphozytäres Infiltrat in den untersuchten

histologischen Präparaten. Es gab keine statistisch signifikante Diskrepanz zwischen den

beiden Kohorten. Die Lymphozyten umfassen B-Zellen, T-Zellen und die natürlichen Kil-

lerzellen und gehören zu den Leukozyten. Zu ihrer Aufgabe gehört die spezifische und

unspezifische Immunabwehr gegenüber Bakterien, Viren, Pilzen, Toxinen und Karzinom-

zellen. Die Anwesenheit von inflammatorischen Zellen ist mit einer schlechten Progno-

se und einer Progression in Form einer Metastasierung der Tumorerkrankung assozi-

iert [Beck et al., 2011, Tan et al., 2011]. Die Tumor-assoziierte Entzündungsreaktion wur-



98

de in Anlehnung an die “six hallmarks of cancer” von Hanahan und Weinberg

[Hanahan and Weinberg, 2011] als siebtes Kennzeichen einer Krebserkrankung etabliert

[Colotta et al., 2009]. Die lokale Entzündungsreaktion wurde vor allem mit soliden Tu-

moren in Verbindung gebracht und entstand durch die vom Tumor und den Stromazellen

freigesetzten Substanzen. Fibroblasten umfassten den zellulären Hauptanteil des Stromas.

Diese freigesetzten tumorfördernde Substanzen stellen einen Ansatzpunkt in der zielge-

richteten Tumortherapie dar. Durch die Elimination von TAF konnte eine Veränderung in

der Tumormikroumgebung, entsprechend einer Verschiebung der Th2- zu Th1-Zellen er-

mittelt werden. In dessen Folge zeigten sich eine gesteigerte Produktion von IL-2 und IL-7,

ein verringertes Rekrutieren von Tumor-assoziierten Makrophagen und regulatorischen T-

Zellen sowie eine verringerte Tumorangiogenese und Lymphangiogenese [Liao et al., 2009].

Ebenfalls konnte die spontane Metastasierung unterdrückt und der Effekt einer Chemothe-

rapie erhöht werden. Durch die verringerten Immunsuppressorzellen und die gesteigerten

Immuneffektorzellen kam es durch die zytotoxischen T-Lymphozyten zu einem Abster-

ben der Karzinomzellen im Primärtumor. Alle diese Erkenntnisse zeigten, dass TAF das

Tumorwachstum und deren Metastasierung fördern und eine zielgerichtete Therapie zu

einer Verbesserung der Heilungschancen führte [Liao et al., 2009]. Die Annahme, dass in

der Kohorte mit einem BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinom ein stärker aus-

geprägtes lymphozytäres Infiltrat als beim sporadischen Mammakarzinom nachzuweisen

ist, hat sich nicht bestätigt.

Aufgrund des gehäuften Auftretens eines triple negativen Mammakarzinom bei BRCA1-

Mutationsträgerinnen hätte man ein stärker ausgeprägtes lymphozytäres Infiltrat anneh-

men können. Aus der Arbeit von Disis und Stanton ging hervor, dass bei einem triple

negativen Mammakarzinom die höchste Inzidenz einer lymphozytären Tumorinfiltration

vorlag. Dagegen zeigten deren Ergebnisse beim Hormonrezeptor-positiven Mammakar-

zinom die geringste lymphozytäre Tumorinfiltration. Die abweichenden Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit sind am ehesten auf den Fakt zurückzuführen, dass nicht jedes Mam-

makarzinom mit einer BRCAm bedingt triple negativ sein muss. Ebenso kann ein spora-

disches Mammakarzinom triple negativ sein. [Disis and Stanton, 2015].
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4.2.2 Diskussion der Ergebnisse der immunhistochemischen Fär-

bung mit ST6GALNAC5

Die vorliegenden Ergebnisse der Antikörperfärbung mit ST6GALNAC5 wiesen keinen

statistisch signifikanten Unterschied im Bezug auf den Anteil der Fibroblasten und Tu-

morzellexpression zwischen den beiden untersuchten Kohorten auf. Es zeigte sich lediglich

ein signifikanter Unterschied in der Untersuchung der Intensität der Tumorzellen sowie in

den anderen untersuchten stromalen Komponenten. In der auf die Analysen aufbauenden

Arbeit von Bauer et al stellte sich bereits eine gesteigerte Expression von ST6GALNAC5

in den tumorassoziierten Fibroblasten im Vergleich zu denen im gesunden Mammastro-

ma dar [Bauer et al., 2010]. Unter Berücksichtigung der aktuellen Studienlage und der

vorliegenden Ergebnisse scheint die Expression von ST6GALNAC5 im tumorassoziierten

Stroma sowie im Tumor eine entschiedene Rolle bei der Tumorprogression und Entste-

hung von Metastasen vor allem im Zentralnervensystem (ZNS) einzunehmen.

Seit der Arbeit von Bos et al. war bekannt, dass ST6GALNAC5 eines der drei Gene

ist, welches sich für die Entstehung von Hirnmetastasen beim Mammakarzinom verant-

wortlich zeigt. Experimente belegten, dass eine zerebrale Metastasierung des Mamma-

karzinoms erst möglich war, wenn die Tumorzellen des Primärtumors ST6GALNAC5

exprimierten. Weitere Erkenntnisse über dieses Gen im Zusammenhang mit der Ent-

stehung von zerebralen Metastasen beim Kolonkarzinom lagen von Stremnitzer et al.

vor [Stremitzer et al., 2017].

Das von ST6GALNAC5 kodierte Enzym findet sich bei gesunden Menschen nur im Zere-

brum. Wenn dieses Enzym jedoch in den Tumorzellen der Mamma gebildet wird, resultiert

in den Karzinomzellen eine Oberflächenveränderung. Diese führt zu einer gesteigerten Ad-

häsion von gelösten und damit im Blutkreislauf zirkulierenden Tumorzellen an die Endo-

thelzellen der zerebralen Gefäße. Dadurch erlangen diese Tumorzellen die Fähigkeit, die

Blut-Hirn-Schranke zu überwinden [Bos et al., 2009]. Zwei weitere Gene und deren Prote-

ine spielen bei dem Prozess der Hirnmetastasierung eine Rolle. Dieses ist die Cyclooxygen-

ase COX2 (PTGS2) und das HB-EGF [Miyamoto et al., 2006]. Beide Proteine erhöhen
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die Mobilität und Invasivität der Tumorzellen in andere Organe und sind nachweislich

für die Entstehung von Lungenmetastasen verantwortlich [Minn et al., 2005], wohingegen

ST6GALNAC5 nur bei der Überwindung der Blut-Hirn-Schranke mitwirkt [Bos et al., 2009].

Das ST6GALNAC5-Gen spielt ebenfalls eine Rolle in der Kontrolle der Zelladhäsion

von Hela-Zellen. Experimentell wurde die Korrelation einer erhöhten ST6GALNAC5-

Expression mit einem niedrigen Adhäsionsgrad nachgewiesen. Gegensätzlich zeigte sich bei

einer Hemmung der ST6GALNAC5-Transkription eine gesteigerte Adhäsion. ST6GALNAC5

und deren Alpha-2,6-Sialyltransferase sind an der Biosynthese sowie der erhöhten Ex-

pression von Gangliosid GD1↵ in Brustkrebszellen beteiligt, welches die Entstehung von

Hirnmetastasen fördert [Vandermeersch et al., 2015, Drolez et al., 2016]. Die veränderte

Zelloberflächenglykosylierung ist der wesentlichste Schritt in der Karzinogenese von gesun-

den zu neoplastischen Zellen. Das Gangliosid GD1↵ ermöglicht die Adhäsion von Mam-

makarzinomzellen an die Endothelzellen der Gefäße, die die Blut-Hirn-Schranke (BHS)

darstellen und ermöglicht somit das Eindringen von Mammakarzinomzellen in das Gehirn

und dadurch die Bildung von Metastasen [Drolez et al., 2016].

Die experimentelle Arbeit von Drolez et al. ergab, dass ST6GALNAC5 keine Rolle in

der gesteigerten Adhäsion an Gefäßen der BHS spielt und somit wohl keine Funktion in

der Überwindung der BHS von Mammakarzinomzellen einnimmt. Ebenso korrelierte die

Expression von ST6GALNAC5 nicht direkt mit der Menge an Gangliosid GD1↵. Es wird

davon ausgegangen, dass eine ST6GALNAC5-Expression mit einer verringerten Wechsel-

wirkung zwischen Mammakarzinomzellen und der BHS assoziiert ist [Drolez et al., 2016].

Die Arbeit von Bhuiyan et al. indizierte, dass ST6GALNAC5 möglicherweise gar nicht an

der Synthese von Gangliosid GD1↵ beteiligt ist [Bhuiyan et al., 2016]. Metastasen stellen

die häufigste Todesursache beim Mammakarzinom dar. Eine medikamentöse Hemmung

dieser Prozesse, Gene bzw. deren Proteine wäre ein bahnbrechender Erfolg und würde die

Prognose sowie das Langzeitüberleben der Brustkrebspatientinnen deutlich verbessern.

Triple negative Mammakarzinome, die oft mit einer BRCA1-Mutation assoziiert sind,

zeigen eine hohe Inzidenz in der Bildung von Fernmetastasen, wobei Metastasen im ZNS

gehäuft vorkommen [Laimito et al., 2016].
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Laimitos et al. Untersuchungen konzentrierten sich auf die Fragestellung, ob die Expressi-

on der drei Gene (PTGS2, HBEGF, ST6GALNAC5) bei Patientinnen mit einem TNBC

und dem Vorliegen von ZNS-Metastasen von Patientinnen dieses Subtyps ohne ZNS-

Metastasen abweicht. Heraus stellte sich, dass es kein abweichendes Expressionsmuster

dieser drei Gene bei Patientinnen mit oder ohne ZNS-Metastasen gab. In den zerebralen

Metastasen wurde jedoch eine genetische Veränderung gefunden, die sich im Primärtu-

mor nur sehr selten zeigte. Zu diesen gehäuften Genen gehörten TP53, PIK3CA und

GATA3 [Laimito et al., 2016].

Andere Arbeiten wiesen auf den Aspekt hin, die Rolle des Östrogenspiegels bei der Ent-

stehung von Hirnmetastasen bei Patientinnen mit einem TNBC ebenfalls in Betracht zu

ziehen. Angenommen wird, dass Androgene zu einer Aktivierung von Astrozyten im ze-

rebralen Gewebe führen, was eine Ansiedlung von malignen Zellen des Mammakarzinoms

möglich machen könnte. Astrozyten sind ein Bestandteil der BHS. Dieser Fakt würde das

höhere Risiko der Entstehung von ZNS-Metastasen bei jungen Patientinnen mit einem

triple negativen Mammakarzinom erklären, denn sie haben altersbedingt höhere Östro-

genspiegel. Dieser Einfluss auf die Entstehung von Hirnmetastasen stellt eine mögliche

Erklärung für eine identische Genexpression zwischen Patientinnen eines TNBC mit und

ohne Hirnmetastasen dar [Sartorius et al., 2016, Laimito et al., 2016].

Über die Rolle des ST6GALNAC5-Gen bei der Entstehung von zerebralen Metastasen

und in der Karzinogenese des Mammakarzinoms müssen noch viele Forschungsarbeiten

durchgeführt werden, um dessen Funktion zweifellos zu klären.

4.2.3 Diskussion der Ergebnisse der immunhistochemischen Fär-

bung mit GATA-3

In der vorliegenden Arbeit wurde kein statistisch signifikanter Unterschied bezüglich dem

Anteil der Proteinexpression sowie deren Intensität von GATA-3 zwischen dem Kollektiv

mit einem BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinom und einem sporadischen Mam-

makarzinom nachgewiesen. Bei der Betrachtung der anderen stromalen Komponenten wie
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Lymphozyten, Endothelzellen und Makrophagen gab es ebenfalls keinen statisch signifi-

kanten Unterschied zwischen den beiden untersuchten Kollektiven.

Neuste Studien belegten die unabhängige prognostisch prädiktive Aussagekraft von GATA-

3, die mit einem guten DFS und OS assoziiert ist. Diese zeigte sich unabhängig von Subtyp.

GATA-3 besitzt die Fähigkeit, die Differenzierung von luminalen Progenitorzellen in ge-

sunden und malignen Zellen der Brust zu fördern [Cakir et al., 2017]. Dadurch hat es eine

entscheidende Rolle in der Regulierung der Tumorinitiation [Asselin-Labat et al., 2011].

Die Expression von GATA-3 korreliert stark mit dem Vorliegen des Östrogenrezeptor↵

(ER↵) in menschlichen Brusttumoren. Studien zeigten die Wechselwirkung dieser beiden

Faktoren im Rahmen einer positiven kreuzregulatorischen Schleife, was die stabile Koex-

pression von GATA-3 und ER↵ in menschlichen Brustkrebszellen erklärte

[Eeckhoute et al., 2007]. Niedrige GATA-3-Werte waren mit einer negativen ER-Expression

verbunden [Mehra et al., 2005]. Die Luminal A- und Luminal B-like Mammakarzinome

stellten die häufigsten Subtypen dar und zeigten in vielen vorherigen Studien die höchste

GATA-3-Expression [Voduc et al., 2008]. GATA-3 wurde bei invasiven Mammakarzinom-

en, welche eine schlechte Prognose sowie ein schlechtes Outcome hatten nur gering ex-

primiert. Niedrige GATA-3-Werte korrelierten ebenfalls mit schlechten pathologisch pro-

gnostischen Parametern wie einem höheren Grading (G2 - G3), positiven Lymphknoten

(N1-N3), einer ausgeprägten Tumorgröße und einem negativen Hormonrezeptorstatus für

Östrogen und Progesteron sowie einer HER2-neu Überexpression. Aus den Studienergeb-

nissen von Mehra et al. ging eindeutig hervor, dass Mammakarzinome, die eine niedrige

GATA-3-Expression aufwiesen ein signifikant kürzeres OS und DFS im Vergleich zu den

Patientinnen hatten, bei denen eine hohe Expression von GATA-3 im Tumorgewebe vor-

lag [Mehra et al., 2005, Yoon et al., 2010].

Die Annahme, dass die in dieser Arbeit untersuchten Proben des BRCA1-/BRCA2-

positiven Mammakarzinoms aufgrund der generell schlechteren Prognose und des ge-

häuft vorliegenden TNBC eine geringe Expression von GATA-3 aufweisen würden, hat-

te sich nicht bestätigt. Es wäre eventuell ein anderes Ergebnis zu erwarten gewesen,



103

wenn BRCA1- und BRCA2-positive Mammakarzinome getrennt untersucht worden wä-

ren. Aus dem Grund, dass Mammakarzinome mit einer BRCA1-Mutation vorwiegend

TNBC sind, wogegen die Karzinome mit einer BRCA2-Mutation oft den molekularen

Subtyp eines sporadischen Mammakarzinoms aufweisen. Es gibt jedoch auch Arbeiten,

die die vorliegenden Studienergebnisse bestätigen. So wird GATA-3 überwiegend im lu-

minalen Mammakarzinom aber auch im TNBC und HER2-positiven Mammakarzinom

exprimiert [Cimino-Mathews et al., 2013]. Die Untersuchung von Byrne et al. belegte,

dass auch bei einem primären triple negativen Mammakarzinom eine GATA-3-Expression

vorlag [Byrne et al., 2017]. In den nicht luminalen Mammakarzinomen ging man von ei-

ner östrogenunabhängigen GATA-3-Expression aus [Cakir et al., 2017]. Eine ausgeprägte

GATA-3-Expression bei einem ER-positiven invasiven Mammakarzinom korrelierte mit

einem guten Ansprechen auf eine Hormontherapie und ein fehlendes Ansprechen auf eine

Chemotherapie [Parikh et al., 2005].

In der Studie von Cakir et al. konnte das GATA-3-Gen in BRCA1-/BRCA2-assoziierten

Mammakarzinomen nicht nachgewiesen werden. Insgesamt zeigte sich GATA-3 in seiner

Arbeit als unabhängiger prognostischer Faktor für das OS [Cakir et al., 2017].

Aus den Veröffentlichungen der letzten Jahre ging hervor, dass GATA-3 als Marker eines

CUP-Syndroms (cancer of unknown primary, Krebs eines unbekannten Primärtumor) für

die Detektierung von Mamma- und Urothelkarzinomen, Pankreaskarzinome, Plattenepi-

thelkarzinome der Haut, Tumore trophoblastischen Ursprungs, Mesotheliome, Speichel-

drüsentumore, Karzinome der Adnexe und vielen weiteren fungierte [Miettinen et al., 2014].

Eine Metaanalyse über den prognostischen und klinisch-pathologischen Wert von GATA-3

bei einem Mammakarzinom ergab, dass eine hohe GATA-3-Expression mit einem positi-

ven ER und PR, niedrigem Grading und einer kleinen Tumorgröße assoziiert war. Daraus

ergab sich, dass GATA-3 mit einem weniger aggressiven Phänotyp sowie einer besseren

Prognose bei Patientinnen mit einem Mammakarzinom assoziiert war [Guo et al., 2017].

GATA-3 stellt einen Biomarker dar, der bei einer erhöhten Expression unabhängig vom

molekularen Subtyp eine Vorhersage für ein verbessertes OS und DFS bietet.
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Trotz unzähliger Studien, die diese Aussage bestätigen, gibt es noch keinen standardi-

sierten Cut-Off-Wert, der eine gute von einer schlechten Prognose abgrenzt. Um einen

solchen Wert festzulegen sind noch viele Studien mit einheitlichen Untersuchungsstan-

dards und einem großen Proben- und Patientenumfang erforderlich.

4.2.4 Diskussion der Ergebnisse der immunhistochemischen Fär-

bung mit AKR1C1 und AKR1C2

Die immunhistochemische Färbung mit den zwei Aldo-Keto-Reduktasen AKR1C1 und

AKR1C2 der Kohorte mit einem BRCA1-/BRCA2-assoziierten und der eines sporadi-

schen Mammakarzinoms ergab einen statistisch signifikanten Unterschied im Prozentsatz

sowie der Intensität der jeweiligen Fibroblasten- und Tumorzellenexpression. In der Ana-

lyse der anderen Stromakomponenten beider Marker zeigte sich kein statistisch signifikan-

ter Unterschied. AKR1C1 wurde gar nicht oder nur sehr wenig in den Fibroblasten und

Tumorzellen beider Kollektive exprimiert, wobei sich die schwächste Ausprägung in den

Proben mit einer BRCAm fand. Die Intensität der Anfärbung war schwach bis mäßig.

AKR1C2 zeigte dagegen in den Fibroblasten beider Kohorten eine Markerexpression von

kaum bis sehr ausgeprägt, wobei sich der Hauptanteil in dem Bereich 51 bis 90% posi-

tiver Fibroblasten befand. Eine Unterexpression von AKR1C2 zeigte sich auch hier bei

dem BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinom. Die Intensität in der Kohorte mit ei-

ner BRCAm war größtenteils mäßig gegenüber einer starken Intensität beim sporadischen

Mammakarzinom. Die Tumorzellen beider Kollektive präsentierten dagegen hauptsächlich

eine ausgeprägte Expression für AKR1C2. In der Kohorte mit einem BRCA1-/BRCA2-

assoziierten Mammakarzinom wurde eine schwach bis mäßige Expression im Gegensatz

zu einer mäßig bis starken beim sporadischen Mammakarzinom nachgewiesen. Die Ver-

teilung der Intensität in der Kohorte mit einer BRCAm war ebenfalls größtenteils mäßig

gegenüber einer starken Intensität beim Vergleichskollektiv.

Bereits in der Vergangenheit belegten mehrere Studien eine verminderte Expression von

AKR1C1 und AKR1C2 im stromalen Kompartiment beim Mammakarzinom im Vergleich
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zum gesunden Brustdrüsengewebe. Vor allem zeigte sich eine deutlich niedrigere Expressi-

on dieser beider Gene in den TAF im Gegensatz zu den NF [Bauer et al., 2010]. Aufgrund

des Wissens, der Bedeutung und des Einflusses von AKR1C1 und AKR1C2 im Proges-

teronstoffwechsels lag die Annahme nahe, dass eine verringerte Expression dieser beiden

Gene im Stroma sowie möglicherweise auch im Tumor das hormonelle Gleichgewicht beim

Mammakarzinom verändert.

Diese Arbeit belegte, dass AKR1C1 und AKR1C2 prozentual in einem geringeren An-

teil in den Fibroblasten und Tumorzellen des Kollektivs mit einer BRCAm im Vergleich

zu denen ohne eine BRCAm exprimiert wurden. Somit ist von einem unterschiedlichen

Steroidhormonmetabolismus beider untersuchter Kollektive auszugehen. Der Fakt, dass

ein triple negatives Mammakarzinom bei BRCA-Mutationsträgerinnen gehäuft auftritt,

bestätigt diese Aussage. Eine fehlende oder verminderte Expression von AKR1C1 re-

sultiert in einem reduziertem Abbau von Progesteron, was dadurch zu einem erhöhtem

Progesteronspiegel in diesem Gewebe führt.

Laut den Ergebnissen der Arbeit von Wenners et al. korrelierte die Expression der beiden

Aldo-Keto-Reduktasen in Fibroblasten und Tumorzellen mit einer günstigen Tumorbio-

logie und weiteren günstigen Charakteristika wie z.B. einer kleinen Tumorgröße sowie

einem negativen Lymphknotenstatus und folglich einem längeren Überleben. In deren

Analyse zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der AKR1C1-Expression in den Tumor-

zellen mit einem verlängerten DFS und OS. Die AKR1C2-Expression in den Fibroblasten

und Tumorzellen erwiesen den gleichen Zusammenhang. [Wenners et al., 2016]. Eine star-

ke AKR1C1- und AKR1C2-Expression in den Fibroblasten und Tumorzellen zeigte jedoch

keinen Zusammenhang mit dem Hormonrezeptorstatus [Wenners et al., 2016]. Das Resul-

tat von Wenners et al. war, dass eine starke AKR1C2-Expression in den Fibroblasten sowie

eine starke Expression von AKR1C1 und AKR1C2 in den Tumorzellen eine signifikante

Korrelation mit einem längeren DFS und OS belegte. Im Rahmen dieser Untersuchung

lagen keine Daten zum DFS und OS vor, jedoch ist bekannt, dass ein Mammakarzinom

mit einer BRCA-Mutation, vor allem die mit einer BRCA1-Mutation, eine ungünstige
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Tumorbiologie, einen meist positiven Lymphknotenstatus sowie eine frühzeitige Fernme-

tastasierung aufweisen. Demnach hat dieses Patientinnenkollektiv ein schlechteres OS und

DFS. Diese Schlussfolgerung unterstützt somit die Ergebnisse von Wenners et al.

Ziel heutiger Forschungsaufträge ist die Entwicklung einer zielgerichteten Therapie für alle

Subtypen, einschließlich dem triple negativen Mammakarzinom. Selbst HR-positive Mam-

makarzinome können im Verlauf eine Resistenz gegenüber einer antihormonellen Therapie

wie z.B. Tamoxifen oder den Aromatasehemmern Anastrozol, Letrozol oder Fluvestrant

entwickeln [Goss and Strasser, 2002, Vilquin et al., 2013]. Bisher lag das Augenmerk vor

allem auf dem Östrogenrezeptor und seinen spezifischen Signalwegen. Die neuen Erkennt-

nisse über AKR1C1 und AKR1C2 sollen den Fokus der Forschung zusätzlich auf die Rolle

des Progesterons, dessen Rezeptor sowie deren Metaboliten und Signalwege rücken. Diese

beiden Gene stellen mit ihrer Funktion in der Regulierung des Progesteronstoffwechsels

ein interessantes und vielversprechendes Ziel bei der Entwicklung neuer Therapieansätze

unabhängig vom klassischen HR-Treatment dar. Diese hatten bis jetzt nur eine Hemmung

der Östrogenproduktion zur Folge. Ein weiterer Aspekt, der den Einfluss von Progesteron

bei der Erkrankung des Mammakarzinoms ins Zentrum des Interesses rückt ist, dass Frau-

en, die im Laufe ihres Lebens eine kombinierte Östrogen- und Gestagen-Therapie erhalten

haben, ein erhöhtes Risiko für ein invasiv lobuläres und invasiv duktales Karzinom aufwie-

sen [Come et al., 2005, Bradlow and Sepkovic, 2004]. Im Vergleich dazu hatten Frauen,

die eine reine Östrogentherapie erhalten haben, keine erhöhte Inzidenz für ein Mamma-

karzinom. Dies deutet auf eine stimulierende Wirkung von Progesteron in Kombination

mit Östrogen auf die Zellproliferation hin [Ji et al., 2004, Chlebowski et al., 2003].

AKR1C2 wurde eine fördernde Funktion im Metastasierungsprozess eines hepatozellu-

lären Karzinoms zugesprochen [Li et al., 2016]. Es ist anzunehmen, dass AKR1C2 eine

solche Funktion auch bei der Mammakarzinomerkrankung übernimmt und dass eine Hem-

mung dieses Gens zu einer Hemmung oder Verzögerung der Fernmetastasierung führt.

Weitere Studien sind nötig, um diese Annahme zu beweisen. Es wurden bereits unter-

schiedlichste AKR1C1-Inhibitoren identifiziert: Benzodiazepine, Pyrimindinderivate, An-
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thranilsäure sowie Cyclopentan, Flavone und Rutheniumkomplexe, Phytoöstrogen, Stero-

idcarboxylate und Phthalimid [Zeng et al., 2017, Traven et al., 2015, Stefane et al., 2009,

Brozic et al., 2006].

Jedoch bedarf es noch weiterer intensiver Forschungen im Bereich der zielgerichteten

Krebstherapie von AKR1C1 und AKR1C2, um mit diesem Wissen einen entschiedenen

Beitrag zur Verbesserung der Tumortherapie leisten zu können.

4.2.5 Diskussion der Ergebnisse der immunhistochemischen Fär-

bung mit WISP1

Aus der immunhistochemischen Färbung mit dem Antikörper WISP1 ging hervor, dass

es einen Unterschied in dem Anteil der exprimierenden Fibroblasten zwischen der Ko-

horte mit einem BRCA1-/BRCA2-assoziierten und einem sporadischen Mammakarzinom

gab. Die Analyse zeigte in beiden Kohorten einen ausgeprägten Anteil an positiven Fibro-

blasten, welcher aber in der Kohorte des sporadischen Mammakarzinoms größer war. Im

Bezug auf die Intensität der Expression in den Fibroblasten bestand kein statistisch si-

gnifikanter Unterschied. Jedoch präsentierte sich in dem Kollektiv des sporadischen Mam-

makarzinoms am häufigsten eine mäßige im Vergleich zu einer starken WISP1-Expression

bei dem Kollektiv mit einer BRCAm. Im Gegensatz zur WISP1-Färbung der Fibroblasten

lag kein Unterschied im Anteil der positiven Tumorzellen bei der Auswertung der beiden

untersuchten Kohorten vor. Auch hier fand sich in allen untersuchten Tumorzellen eine

Markerexpression, die sich vor allem in Bereich 81 bis größer als 90% befand. Allerdings

erwies die Auswertung der Intensität der Antikörper-Färbung der Tumorzellen einen sta-

tistisch signifikanten Unterschied, wobei sich in der Kohorte mit einer BRCAm prozentual

ebenfalls am häufigsten eine starke im Vergleich zu einer mäßigen Intensität beim spora-

dischen Mammakarzinom zeigte. Diese Ergebnisse unterstützen die der Arbeit von Bauer

et al., in der sich zugleich die TAF der Mammakarzinom Präparate im großen Maße mit

WISP1 anfärbten [Bauer et al., 2010].
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WISP1 hat viele verschiedene physiologische und pathophysiologische Funktionen auf zel-

lulärer Ebene, welche sich stark gewebespezifisch unterscheiden. Bei der Mammakarzino-

merkrankung übernimmt WISP1 eine onkogene Rolle und fördert die Tumorprogression

durch Proliferation, Adhäsion, Invasion sowie Metastasierung. Es korreliert folglich mit

einer schlechten Prognose der erkrankten Patientinnen. WISP1 aktiviert einen antiapopto-

tischen Signalweg und verhindert den p53-abhängigen Zelltod von Mammakarzinomzel-

len [Feng and Jia, 2016, You et al., 2002].

Die WISP1-mRNA-Expression war in den Mammakarzinom Präparaten im Vergleich zu

dem normalem Brustgewebe erhöht. Diese erhöhten Konzentrationen waren mit einer

schlechten Prognose vergesellschaftet [Xie et al., 2001, Davies et al., 2007]. In der immun-

histochemischen Auswertung von WISP1 konnte in beiden Kollektiven eine sehr ausge-

prägte WISP1-Färbung in den Tumorzellen und etwas geringer in den Fibroblasten nach-

gewiesen werden. Eine negative Expression von WISP1 zeigte sich in keinem Kollektiv,

was darauf schließen lässt, dass eine WISP1-Expression bei allen Subtypen des Mam-

makarzinoms nachweisbar ist. Es bestand die Annahme, dass aufgrund der schlechteren

Prognose eines Mammakarzinoms mit einer BRCAm der Anteil der positiven Fibroblas-

ten größer gewesen wäre. Diese Annahme wurde durch den signifikanten Unterschied zu-

gunsten einem höheren Anteil an positiver Fibroblasten in der Kohorte des sporadischen

Mammakarzinoms widerlegt. Möglicherweise spielt nicht nur der Anteil der positiven Fi-

broblasten und Tumorzellen eine Rolle im Bezug auf die schlechte Prognose, sondern auch

die Intensität der Expression. In dem Kollektiv mit einer BRCAm und der bekanntlich

schlechteren Prognose sowie schnellere Metastasierungsrate war in den Tumorzellen eine

stärkere Intensität der Antikörperfärbung für WISP1 nachweisbar.

Ein besseres Verständnis der Funktion von WISP1 könnte einen Ansatz für die Entwick-

lung von neuen therapeutischen Ansätzen darstellen, wovon möglicherweise alle Mamma-

karzinomsubtypen profitieren würden. Chiang et al. belegte einen Zusammenhang zwi-

schen der WISP1-Expression im Mammakarzinomgewebe und dem Wachstum von Mam-

makarzinomzellen, deren verstärkte Migration und Invasion sowie der Induzierung des

EMT. Eine WISP1-Überexpression in Xenograft-Studien erhöhte die Rate der Entstehung
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von Mammakarzinomen [Chiang et al., 2015]. Dagegen besitzt WISP2 durch dessen Über-

stimunlation eine tumorsuppressive Funktion, welche zu einer verminderten Proliferation

und Invasion führt [Fritah et al., 2008, Banerjee et al., 2008]. Auch WISP3 wird eine tu-

morinhibitorische Funktion aufgrund der hemmenden Wirkung auf die Progression, Invasi-

on, Migration und Metastasierung von Mammakarzinomen zugesprochen [Huang et al., 2016,

Pal et al., 2012, Kleer, 2016]. Die stärkere Intensität der WISP1-Expression in Tumor-

zellen der BRCA1-/BRCA2- Mutationsträgerinnen unterstützt diese Aussage, da diese

Mammakarzinome eine verstärkte Migration und Invasion aufweisen. Ebenso haben Frau-

en, die diese Mutation in sich tragen ein höheres Risiko im Laufe ihres Lebens an einem

Mammakarzinom zu erkranken.

Ein spezifischer WISP-Rezeptor wurde bisher noch nicht identifiziert. Bekannt ist nur,

dass WISP-Proteine an Multi-Liganden-Rezeptoren binden und so regulatorisch wirk-

sam werden [Kleer, 2016]. Die Entdeckung eines solchen Rezeptors könnte durch eine

Blockierung wie z.B. beim Her2/neu-Rezeptor eventuell ein großes therapeutisches Po-

tential aufweisen. Chiang et al. zeigte in einem Tierexperiment eine mitogene Funktion

von WISP1 in Rattenfibroblasten. Eine Überexpression von WISP1 in den Stromazellen

des Mammakarzinoms erwies ein progressives Wachstum durch einen parakrinen Signal-

weg [Chiang et al., 2015, Xu et al., 2000].

Xie et al. bewies in seinen Studien das WISP1 mit schlechten prognostischen Parametern

wie einem fortgeschrittenen Tumorstadium, großer Tumorgröße, Lymphknotenmetastasen

und einer HER2/neu-Überexpression assoziiert war [Xie et al., 2001]. Aufgrund der nicht

vorliegenden klinisch-pathologischen Daten konnte in Bezug auf die untersuchten Kollek-

tive dazu keine Aussage getätigt werden.

Es sind bereits viele Mechanismen bekannt, mittels derer WISP1 in die Karzinomgenese,

Progression und Metastasierung eingreift. So wird die Proliferation durch eine Herabregu-

lierung der Expression von p21 und p27 erhöht [Chiang et al., 2015]. Das Metastasierungs-

potential wird durch eine gesteigerte Motilität von Mammakarzinomzellen, eine WISP1-

gesteuerte Inhibition von E-Cadherin und eine gesteigerte Expression von N-Cadherein so-
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wie der Induktion der EMT verstärkt [Chiang et al., 2015, Thiery et al., 2009, Roy et al., 2014].

Patientinnen mit einer BRCA1-/BRCA2-Mutation haben im Falle einer Mammakarzino-

merkrankung ein höheres Risiko für eine Fernmetastasierung, die meist auch früher auftritt

als bei Patientinnen mit einem sporadischen Mammakarzinom. Eventuell lässt sich dies

auf die stärkere Intensität der WISP1-Anfärbung der Tumorzellen in diesem Patientinnen-

kollektiv zurückführen. Die Entstehung von Fernmetastasen ist bis heute hauptsächlich

für die brustkrebsbedingten Todesfälle verantwortlich. Aus diesem Grund sollte der Fokus

der heutigen Forschung vor allem auf die Entwicklung von neuen Therapieschemata zur

Behandlung und Verhinderung von Metastasen beim Mammakarzinom liegen. WISP1 bie-

tet viele Ansatzpunkte für neue therapeutische Strategien zur Behandlung aller Subtypen

des Mammakarzinoms.

Die Arbeit von Murahovschi et al. wies eine erhöhte Produktion von WISP1 im vis-

zeralem Fettgewebe nach und stellte einen Zusammenhang mit einer stimulierten chro-

nischen Entzündungsreaktion sowie einer gesteigerten Insulinresistenz bei diesen Proban-

den fest. Eine Gewichtsreduktion hatte eine Senkung des WISP1-Spiegels im Blut zur

Folge [Murahovschi et al., 2015]. Wird diese Erkenntnis auf die Erkrankung des Mam-

makarzinoms übertragen, ist mit einer Senkung des WISP1-Spiegels im Blut durch eine

Gewichtsreduktion mit einer Reduzierung der Rate an Mammakarzinomen oder deren

Progression zu rechnen. Über den Zusammenhang von Übergewicht und der Senkung des

Karzinomrisikos gibt es unzählige Studien [Imayama et al., 2012, Wienecke et al., 2018,

Adraskela et al., 2017].

4.2.6 Diskussion der Ergebnisse der immunhistochemischen Fär-

bung mit KLF4

KLF4 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Rolle bei unterschiedlichen Reparaturprozes-

sen im menschlichen Körper spielt und somit einen Einfluss in der Aufrechterhaltung der

DNA-Stabilität, Regulation der Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose sowie Neu-

programmierung von Zellen hat [Yang et al., 2005, Wei et al., 2013, Ghaleb and Yang, 2017,
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El-Karim et al., 2013].

Die Auswertung der immunhistochemischen Färbung von KLF4 ergab einen statistisch

signifikanten Unterschied in allen untersuchten Parametern zwischen dem Kollektiv von

Patientinnen mit einem BRCA1-/BRCA2-assoziierten und denen mit einem sporadischen

Mammakarzinom. Die Patientinnen mit einer BRCA-Mutation zeigten größtenteils keine

oder hauptsächliche eine schwache Ausprägung einer KLF4 Expression in den Fibroblas-

ten. Die Intensität dieser war schwach bis mäßig. In den Tumorzellen dieses Kollektives

war der Anteil ohne eine KLF4-Expression noch ausgeprägter. Jedoch fanden sich einige

Präparate, die einen größeren Anteil an positiven Tumorzellen für KLF4 aufwiesen. Die

Intensität der Proteinexpression in den Tumorzellen war ebenfalls größtenteils schwach bis

mäßig. Im Gegensatz dazu war KLF4 in den Fibroblasten sowie Tumorzellen des sporadi-

schen Mammakarzinom deutlich überexprimiert und es zeigte sich in der Betrachtung der

Intensität vor allem eine mäßige Proteinexpression. In der auf diese Studie aufbauenden

Vorarbeiten von Bauer et al. wurde in den Fibroblasten des normalen Brustdrüsengewebes

eine deutlich ausgeprägtere Expression von KLF4 im Vergleich zu den Tumor-assoziierten

Fibroblasten nachgewiesen. In den TAF war teilweise sogar der komplette Verlust einer

KLF4-Expression nachzuweisen [Bauer et al., 2010]. Auch die Ergebnisse dieser Arbeit

widerspiegeln die Erkenntnisse, einer negativen bis schwach ausgeprägten Markerexpres-

sion von KLF4 in den TAF beider Kollektive.

Die Expression von KLF4 im Brustgewebe hat eine entscheidende Auswirkung auf die

Entstehung und Progression eines Mammakarzinoms. Song et al. zeigte, dass die positive

Expressionsrate von KLF4 im Brustkrebsgewebe signifikant niedriger bzw. überwiegend

negativ war als in präkanzerösem Brustgewebe [Song et al., 2017]. Eine hohe Expression

von KLF4 korrelierte mit folgenden klinisch pathologischen Parametern: dem histopa-

thologischen Typ (invasives Mammakarzinom of non special typ /NST), dem histolo-

gischen Grading (G2) und dem nicht Vorliegen von Lymphknotenmetastasen (N0). Es

bestand kein Zusammenhang mit dem Patientinnenalter, der Tumorgröße oder dem HR-

Status [Song et al., 2017].
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Vor allem das sporadische Mammakarzinom kennzeichnet sich durch das Vorliegen dieser

klinisch pathologischen Parameter aus. Sie sind gehäuft vom NST, zeigen ein geringeres

Grading und einen negativen Lymphknotenstatus im Vergleich zu den Mammakarzinomen

mit einer BRCA1-/BRCA2-Mutation. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Auswer-

tung der Fibroblasten- und Tumorzellexpression von KLF4 unterstützen diese Aussage.

Ein junges Erkrankungsalter, großer Tumor und negativer HR-Status spielten keine Rolle

bei der Expression von KLF4. Diese Faktoren sind gehäuft in dem Kollektiv mit einer

BRCA1-Mutation vorzufinden und würden somit die hohe negative Expression von KLF4

erklären. Song et al. kamen zu der Schlussfolgerung, dass eine Transfektion des KLF4-

Gens die Proliferation von Mammakarzinomzellen hemmen könnte, da dieses Gen negativ

mit der Aggressivität des Mammakarzinoms korrelierte [Song et al., 2017].

Wie diese regulierenden intrazellulären Prozesse der Initiation und Progression von KLF4

beim Mammakarzinom genau ablaufen, muss weiter intensiv erforscht werden, um mit der

Hilfe dieses Wissens neue Therapieoptionen entwickeln zu können. Durch die Hemmung

der Initiation, Progression und Fernmetastasierung kann das DFS und OS unzähliger Pa-

tientinnen verbessert werden.

Viele Studien haben bereits bewiesen, dass eine starke Expression von KLF 4 mit einem

besseren DFS korreliert und es somit einen günstigen Prognoseparameter darstellt

[Nagata et al., 2014]. In dieser zugrunde liegenden Studie präsentierten die Proben des

sporadischen Mammakarzinoms eine stärkere Expression von KLF4, welche ebenfalls eine

bessere Prognose als das Kollektiv mit einer BRCAm hatte. Die vorliegenden Ergebnisse

unterstützen demnach die bisherigen Erkenntnisse von Nagata et al.. Patientinnen mit

einem TNBC und einer hohen Expression von KLF4 hatten in der Studie von Nagata

et al. ein besseres DFS und OS als die Patientinnen mit einer geringen bis negativen

Expression [Nagata et al., 2017]. Somit stellt KLF4 einen guten Prognoseparameter für

Patientinnen mit einem TNBC dar.

Es gibt unzählige kontrovers diskutierte Arbeiten über die Funktion von KLF4 beim

Mammakarzinom. In der Studie von Foster et al. wurde KLF4 eine stark onkogene Rolle
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zugesprochen. In deren Untersuchungen zeigte KLF4 eine Überexpression bei einer Pro-

gression der Mammakarzinomerkrankung [Foster et al., 2000]. KLF4 förderte die Progres-

sion durch die Migration und Invasion von Mammakarzinomzellen [Yu et al., 2011]. Eben-

so war eine nukleäre Expression von KLF4 im Mammakarzinomgewebe mit einer erhöhten

Rezidivrate sowie einem tödlichem Ausgang der Erkrankung assoziiert [Pandya et al., 2004].

Im Gegensatz dazu konnten eine Reihe tumorsuppressiver Eigenschaften von KLF4 un-

tersucht werden, wie die inhibierende Rolle auf die Entstehung von Fernmetastasen beim

Mammakarzinom [Yori et al., 2011, Yori et al., 2010, Okuda et al., 2013] sowie ein län-

geres DFS bei einer erhöhten KLF4-Expression durch die Hemmung von Progression,

Invasion und Migration von Mammakarzinomzellen [Jia et al., 2018]. Um eine Stellung

zu diesen Studien nehmen zu können, müssten die Ergebnisse dieser vorliegenden Studie

in Zusammenhang mit den klinisch pathologischen Parametern sowie dem DFS und OS

betrachtet werden. Aufgrund der fehlenden Information war das nicht möglich.

KLF4 stellt ohne Zweifel einen sehr wichtigen Parameter in der weiteren Erforschung

neuer therapeutischer Ansätze beim Mammakarzinom und auch vielen anderen Krebser-

krankungen dar. Jedoch ist es noch ein langer Weg von der Grundlagenforschung bis zum

einsatzfähigem Therapeutikum.

4.2.7 Diskussion der Ergebnisse der immunhistochemischen Fär-

bung mit TGF�2

Die Auswertung der beiden Mammakarzinomkollektive ergab in Bezug auf die Vertei-

lung und Intensität der Fibroblastenfärbung mit TGF�2 einen statistisch signifikanten

Unterschied zwischen dem Kollektiv mit einer BRCA1-/BRCA2-Mutation und dem der

sporadischen Mammakarzinome. Die Präparate mit einer BRCAm wiesen zum Vergleichs-

kollektiv häufiger keine oder eine geringere Fibroblastenexpression mit einer schwächeren

Intensität auf. Im Bezug auf die anteilig gefärbten Tumorzellen mit TGF�2 zeigte sich

kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kollektiven. Bei der Be-

trachtung der Intensität der gefärbten Tumorzellen ergab sich ein statistisch signifikanter
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Unterschied, wobei die Kohorte mit einer BRCAm eine mäßig bis schwache und die des

sporadischen Mammakarzinoms eine mäßig bis starke Intensität hatten.

Bauer et al. untersuchte die TGF�2-Expression in den TAF des Mammakarzinoms und

stellte eine Überexpression im Vergleich zu den NF im gesunden Stroma fest [Bauer et al., 2010].

In der vorliegenden Studie wiesen 79% der Präparate des BRCA1-/BRCA2-assoziierten

Mammakarzinoms und 84% der des sporadischen Mammakarzinoms eine TGF�2-Expression

in den TAF auf.

TGF�2 besitzt zwei bedeutende und zugleich gegensätzliche Funktionen in der Kar-

zinomgenese der weiblichen Mamma. Zum einen wirkt es als Inhibitor in frühen und

zum anderen als Promotor in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien. Dieser Polypeptid-

Wachstumsfaktor wird auch TGF�2-Schalter genannt [Dave et al., 2011]. In der Studie

von Dave et al. wurde die Rolle von TGF�2 als wichtiger prädiktiver Marker für das Mam-

makarzinom bestätigt. Er fand heraus, dass eine hohe Expression von TGF�2 mit einem

frühen Rezidiv im fortgeschrittenen Tumorstadium assoziiert war. Das traf aber nicht bei

einer höheren Konzentration und einem frühen Erkrankungsstadium zu [Dave et al., 2011].

Da zu dem einem Kollektiv dieser Studie keine Erkrankungsstadien bekannt waren, kann

leider kein Bezug zu den Ergebnissen von Dave et al. genommen werden.

Antiöstrogene wie Tamoxifen wirken durch die Aktivierung von TGF�-Rezeptoren wachs-

tumshemmend. Sie verbessern durch das reduzierte Risiko für ein Rezidiv die Prognose

der Erkrankten signifikant. Für einen tumorfördernden Effekt spricht der Polymorphismus

im Promoter von TGF�2, der zu einer gesteigerten Expression führt, welcher bei Lymph-

knotenmetastasen von Mammakarzinompatientinnen festgestellt wurde. Das spricht für

eine Funktion bei der Invasion von Mammakarzinomzellen durch eine erhöhte Expression

von TGF�2 [Buck and Knabbe, 2006]. Buck und Knabbe zeigten in ihrer Studie, dass

der ER-Status ein wichtiger Marker für den oft beschriebenen “Switch” des TGF�2 vom

Tumorsuppressor zum Tumorpromoter darstellt. Die TGF�-Expression in den Fibroblas-

ten des sporadischen Mammakarzinoms der vorliegenden Arbeit war jeweils von größerem

Anteil und stärkerer Intensität als bei denen mit einer BRCAm. Das sporadische Mam-
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makarzinom besitzt sehr oft einen positiven ER-Status.

Kim et al. untersuchte die Rolle von TGF�2 beim TNBC sowie die hemmende Wir-

kung von Silibinin auf die TGF�2-Expression in TNBC-Zellen. Silibinin ist eine phar-

makologisch aktive Substanz des Stoffkomplexes Silymarin, der aus den Knospen der

Mariendistel (Silybum marianum) extrahiert wird [Lin et al., 2009]. Es bestand eine si-

gnifikant gesteigerte Expression von TGF�1 und 2 in TNBC-Zellen im Vergleich zu Mam-

makarzinomzellen, die einen positiven HR-Status hatten und/oder Her2/neu positiv wa-

ren [Kim et al., 2015]. Eine gesteigerte Expression war mit einer schlechteren Prognose

für die Patientinnen verbunden.

In der durchgeführten immunhistochemischen Auswertung des Kollektivs mit einem BRCA-

assoziierten Mammakarzinom ließ sich keine gesteigerte TGF�2-Expression in den Tumor-

zellen sowie in den Fibroblasten nachweisen. Das kann darauf zurückzuführen sein, dass

es keine Unterteilung in ein BRCA1- oder BRCA2-positives Mammakarzinom gab. Vor

allem Mammakarzinome mit einer BRCA1-Mutation sind triple negativ, wobei die mit

einer BRCA2-Mutation oft HR und Her2/neu positiv sind.

Die Arbeit von Kim et al. erwies zudem, dass eine gesteigerte TGF�2-Expression zu

einer gesteigerten Expression von Fibronektin (FN) und der Matrix-Metallproteinase-2

(MMP-2) führte, was eine erhöhte Invasion und Migration der TNBC-Zellen zur Folge

hatte. Ein erhöhtes TGF�2 hatte ebenfalls einen modulierenden Einfluss auf den Pro-

zess des EMT, was zu einer gesteigerten Tumorinvasion und -migration des TNBC bei-

trug [Kim et al., 2015, Zhang et al., 2012]. Silibinin erniedrigte die TGF�2- sowie die FN-

und MMP-2-Expressionsrate. Das verringerte die Zellmigration, was die Entstehung von

Lungenmetastasen bei einem TNBC verhinderte [Kim et al., 2016]. Silibinin stellt einen

potentiellen neuen Ansatzpunkt zur medikamentösen Therapie eines TNBC durch eine

Anti-TGF�2-Wirkung dar. Weitere Studien sind nötig, um den Nutzen dieses Medika-

mentes und dessen Nebenwirkungspotential für Patientinnen abschätzen zu können. Auch

Singh und Settleman bestätigten den Zusammenhang einer Fehlregulation von TGF�2 im

EMT-Prozess mit der Folge einer Tumorprogression, eines invasiven Wachstums sowie ei-

ner Fernmetastasierung von Karzinomzellen [Singh and Settleman, 2010]. Neuste Studien
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belegten, dass die Induktion von dem EMT nicht nur zu einer direkten Tumorprogres-

sion führte, sondern auch zu einer Arzneimittelresistenz beitrug, die wiederum ein Fort-

schreiten der Erkrankung zur Folge hatte [Nakamura et al., 2015]. Klinisch interessant

ist somit ein zielgerichtetes medikamentöses Einschreiten in die Hemmung der gesteiger-

ten TGF�2-Expression, um dadurch eine EMT-assoziierte Arzneimittelresistenz zu über-

winden. Viele weitere Studien beschreiben verschiedene regulatorische Interaktionen mit

TGF�2, die zu einer gesteigerten Proliferation, Migration, Invasion und Metastasierung

beitrugen [Liu et al., 2015, Nagpal et al., 2015, Ouhtit et al., 2013].

Bane et al. bestätigte in seiner Expressionsstudie eine höhere Expression von TGF�2

in BRCA1-assoziierten Mammakarzinomen als bei denen mit einer BRCA2-Mutation

[Bane et al., 2009]. Eine erhöhte TGF�2-Expression zeichnete eine schlechtere Prognose

ab, was das reduzierte OS und DFS von Patientinnen mit einem BRCA1-assoziierten

Mammakarzinom bestätigte. In weiteren Studien sollten BRCA1-/BRCA2-positive Mam-

makarzinome getrennt untersucht werden.

4.2.8 Diskussion der Ergebnisse der immunhistochemischen Fär-

bung mit GALNT3

Über die Funktion von GALNT3 bei der Initiation, Progression und Metastasierung des

Mammakarzinoms ist nicht viel bekannt. Die Analysen der GALNT3-Expression in den

Fibroblasten und Tumorzellen bei BRCA1-/BRCA2-Mutationsträgerinnen und Patien-

tinnen mit einem sporadischen Mammakarzinom dieser Studie ergaben in Bezug auf den

Anteil sowie der Intensität der Expression jeweils einen statistisch signifikanten Unter-

schied. Die Expression in den Fibroblasten und Tumorzellen war in der Kohorte des

BRCA1-/BRCA2-positiven Mammakarzinoms deutlicher schwächer ausgeprägt.

GALN-Transferasen weisen veränderte Glykosylierungen vor allem bei erblichen Erkran-

kungen, malignen Transformationen, der Tumorprogression sowie Metastasierung auf

[Vojta et al., 2016]. Eine Mutation in GALNT12 führt zu einer malignen Transformati-
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on und Störung der ionischen Wechselwirkungen sowie einer reduzierten enzymatischen

Aktivität. Das wird mit dem Auftreten von einem bilateralem Mammakarzinom asso-

ziiert [Hussain et al., 2014]. Ein bilaterales Mammakarzinom zeigt keinen klaren Zusam-

menhang mit dem Vorhandensein einer BRCA1-/BRCA2-Mutation [Steinmann et al., 2001].

GALNT3 kodiert die GalNAc Transferase 3, das den Abbau des phosphaturischen Hor-

mons Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (FGF23) inhibiert [Ichikawa et al., 2010]. Es ist

gekennzeichnet durch eine Veränderung in der Promotor-Methylierung und Expression mit

einer folglich veränderten Glykanstruktur beim Vorliegen eines Karzinoms ( wie z.B. beim

Mammakarzinom, Zervixkarzinom, Melanom, hepatozelluläres Karzinom) [Vojta et al., 2016].

In diesem Zusammenhang nahm Vojta et al. an, dass der Methylierungsstatus im Pro-

motor des GALNT3-Gen und anderer GALNT-Gene als prognostischer Marker für spe-

zifische Tumorerkrankungen dienen könnte. In der Pilotstudie von Cavallo et al. wurden

5 Tumor-assoziierte Antigene (TAAs) identifiziert, einschließlich GALNT3. Es zeigte sich

eine gesteigerte GALNT3-Expression bei einer größeren Tumormasse in allen Subtypen

des Mammakarzinoms. Leider kann aufgrund der fehlenden Daten zum Tumorstadium des

Kollektives mit einer BRCAm kein Bezug dazu genommen werden. Nach dieser Aussage

würde man in dem Kollektiv mit einer BRCAm eine größere Tumormasse und damit eine

gesteigerte GALNT3-Expression annehmen. Das wurde aber durch eine deutlich ausge-

prägtere GALNT3-Expression in den Tumorzellen und TAF des sporadischen Mamma-

karzinoms widerlegt.

Auf der Grundlage dieses Wissens von Cavallo et al. sollten weitere Forschungsarbeiten

mit dem Ziel der Entwicklung eines Impfstoffes gegen diese TAAs aufbauen. So könnte die

Unterdrückung einer neoplastischen Transformation erreicht werden [Cavallo et al., 2005].

Bei einem hochgradig malignen serösen Ovarialkarzinom bestand eine starke Überexpres-

sion von GALNT3 im Vergleich zum benignen Ovarialgewebe [Sheta et al., 2016]. Die

GALNT3-Expression korrelierte signifikant mit einem kürzeren DFS bei Patientinnen,

die an einem epithelialen Ovarialkarzinom erkrankt waren. Die Hemmung von GALNT3

führte bei dieser Tumorerkrankung zu einer Reduktion der Zellproliferation und einem

Zellzyklusarrest in der S-Phase [Wang et al., 2014, Sheta et al., 2016]. Ein solches onko-
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genes Potential ist auch beim Mammakarzinom anzunehmen.

Maupin et al. konnte in seinen Untersuchungen bei schlecht differenzierten Pankreaskar-

zinomen eine reduzierte GALNT3-Expression nachweisen.Diese Ergebnisse haben eine

hohe klinische Bedeutung und liefern Anhaltspunkte für die Therapie des aggressiven und

oft arzneimittelresistenten Pankreaskarzinoms [Maupin et al., 2010]. In Bezug auf die Er-

gebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben sich Übereinstimmungen mit der Arbeit von

Maupin. In dem Kollektiv mit einem BRCA1-/BRCA2-positiven Mammakarzinom zeig-

te sich ebenfalls eine reduzierte GALNT3-Expression. Mammakarzinome vor allem mit

einer BRCA1-Mutation sind im Vergleich zum sporadischen Mammakarzinom schlechter

differenziert. Bezüglich dem Einfluss von GALNT3 beim Mammakarzinom liegen nur sehr

wenige Studien vor. Um die genaue Rolle von GALNT3 sowie mögliche Therapieansätze

für das Mammakarzinom etablieren zu können, sind weitere Studien nötig.



5. Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist ein komplexer Organismus, in dessen Tumorzellen und dem um-

liegenden Stroma unzählige signifikante Interaktionen erfolgen. Diese haben einen maß-

geblichen Einfluss auf den Verlauf einer Erkrankung. Vor allem die Tumor-assoziierenden

Fibroblasten (TAF) des Stromas rücken zunehmend in den Fokus der onkologischen For-

schung. Sie besitzen eine ausschlaggebende Rolle bei der Initiation, Invasion, Progression

und Metastasierung vieler Karzinome. Die Wechselwirkungen von Tumorzellen, Stroma

und TAF nehmen einen entscheidenden Einfluss auf das Therapieansprechen, dem pro-

gressionsfreien Überleben sowie dem Gesamtüberleben bei allen Karzinomerkrankungen.

In der vorliegenden Arbeit konzentrierten sich die Untersuchungen auf die Detektion mög-

licher Differenzen bezüglich der Expression von relevanten Antigene zwischen Gewebepro-

ben eines BRCA1-/BRCA2-assoziierten und denen eines sporadischen Mammakarzinoms.

Diese wurden nach ihrer Stromamorphologie, der jeweiligen Antigenausprägung sowie In-

tensität in den TAF, Tumorzellen, sowie anderen Stromakomponenten (Lymphozyten,

Endothelzellen und Makrophagen) quantifiziert. Die Untersuchungen erfolgten an Paraf-

finschnitten von Mammakarzinomgewebe im Rahmen einer immunhistochemischen Fär-

bung. Die Studie umfasste 5 überexprimierte (ST6GALNAC5, GATA-3, WISP1, TGF�2

sowie GALNT3) und 3 unterexprimierte (AKR1C1, AKR1C2 und KLF4) Kandidatenpro-

teine. Insgesamt wurden 134 Gewebeproben pro Antikörperfärbung evaluiert. 65 davon

gehörten zu dem Kollektiv mit einer BRCA1-/BRCA2-Mutation und 69 Proben umfassten

das Vergleichskollektiv mit einem sporadischen Mammakarzinom. Die zur Detektierung

und Quantifizierung verwendete immunhistochemische Färbung war die indirekte Zwei-

119
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Schritt-Methode. Der prozentuale Stromaanteil, dessen Verteilungsmuster sowie Zellreich-

tum und das lymphozytäre Infiltrat waren die morphologischen Charakteristika, auf deren

Grundlage die mikroskopische Auswertung erfolgte.

Die morphologische Auswertung ergab in beiden Kollektiven ein stromareiches Tumor-

areal und hauptsächlich ein verzweigtes/baumartiges Stromaverteilungsmuster. Außer-

dem erwies sich in beiden Kohorten gehäuft ein mäßiges Zellreichtum sowie ein aus-

geprägtes lymphozytäres Infiltrat. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen eine

Diskrepanz der Fibroblastenexpression bei 6 von 8 Antikörper zwischen dem BRCA1-

/BCRA2-assoziierten und dem sporadischen Mammakarzinom. Im Gegensatz dazu lag bei

7 Antikörpern ein Unterschied in der Proteinexpression der Tumorzellen beider Kohorten

vor. Die Analysen ergaben eine statistische Diskrepanz zugunsten einer Unterexpression

von ST6GALNAC5 bei dem BRCA1-/BRCA2-assoziierten Mammakarzinom bezüglich

der Intensität der Tumorzellen sowie der Anteil der Expression in anderen Stromakom-

ponenten. Die GATA3-Färbung erwies in Anbetracht aller untersuchten Gesichtspunkte

keinen Unterschied, wobei KLF4 und GALNT3 wiederum in allen Analysen eine Unterex-

pression beim BRCA1-/BRCA2-positiven Mammakarzinom aufwiesen. Eine Überexpres-

sion beim Mammakarzinom mit einer BRCA1-/BRCA2-Mutation zeigte sich lediglich in

der Quantifizierung der Intensität in den Tumorzellen hinsichtlich der AKR1C1- und

WISP1-Färbung. Sonst präsentierte sich bei den Antikörpern AKR1C1 und AKR1C2 in

allen (außer der Expression in anderen Stromakomponeten) untersuchten Merkmalen eine

signifikante Unterexpression in diesem Kollektiv. WISP1 hatte zusätzlich eine herunter-

geregelte Expression in den TAF der Gruppe mit einer Mutation. So auch TGF�2, das

außerdem eine heruntergeregelte Intensität in den TAF und Tumorzellen des BRCA1-

/BRCA2-assoziierten Mammakarzinoms zeigte.

Die hier vorliegende Arbeit belegt, dass bis auf zwei Ausnahmen immer eine Unterexpres-

sion der Kandidatenproteine in dem Kollektiv mit einem BRCA1-/BRCA2-assoziierten

Mammakarzinom vorlag. Es könnte ein Hinweis auf eine unterschiedliche Reaktion der im-

munmodulierenden Krebstherapie im Vergleich zum sporadischen Mammakarzinom sein.
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Es sind weitere Studien unter Einbezug des OS und DFS dringend notwendig, um einen

relevanten Stellenwert dieser Unterschiede für die Prognose der beiden Kollektive machen

zu können. Die Ergebnisse dieser Studie sind aufgrund des Umfanges des Patientinnenkol-

lektivs als repräsentativ anzusehen. Eine Untersuchung in Bezug auf die jeweilige BRCA-

Mutation lässt noch prägnantere Unterschiede erwarten. Die Ergebnisse unterstützen die

entscheidende Rolle des Tumor-assoziierten Stromas bei der Progression, Invasion und Me-

tastasierung. Jedoch sind noch nicht alle Fragen über deren Schlüsselrolle geklärt. Eine

gezielte pharmakologische Hemmung der TAF und der Tumorzellen müsste in der Zukunft

eine hohe klinische Bedeutung beigemessen werden. Dadurch könnte eine gezielte und ef-

fiziente Behandlung sowie eine Verbesserung der Prognose bei allen Krebserkrankungen

erreicht werden.
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