Aus der Universitats-Frauenklinik mit Poliklinik Tibingen
Abteilung Allgemeine Geburtshilfe und Frauenheilkunde
Arztlicher Direktor: Professor Dr. D. Wallwiener

Expression der Carboanhydrase IX und der
Hypoxie-Induzierbaren Faktoren 1a und 2a

Verlaufsbeobachtung unter priméar systemischer
Therapie

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Anja Schonfelder
aus Weiden i. d. Oberpfalz

2007



Dekan: Professor Dr. |. B. Authenrieth
1. Berichterstatter: Privatdozent Dr. N. Fersis
2. Berichterstatter: Professor Dr. J. Fandrey



Fir meine Eltern



Inhalt

Inhaltsverzeichnis

Inhalt Seite
INNAISVEIZEICHNIS ... .. ettt e e e e eeeeeeeeeees 3
R 01 =1 (1 Vo 6
1.1. Epidemiologie des MammakarzinOmsS ..........coceeuuuiiiiinineeeeeeeeeiiiinae e 6
1.2. Primar systemische Therapie...........uuuiiiiii i 6
1.3. Prognostische und pradiktive Faktoren..............oueiiiiniiiiiiiiiiiiiieeeeee 7
1.3.1. DEfiNITION oo 7
1.3.2. Prognosefaktoren mit gesicherter klinischer Relevanz...................... 7
IR B0 R N (=] SRR PPPPPPPPPPPP 7
1.3.2.2. Tumorgrdl3e und regionale Lymphknoten .............ccccoevviiiiiiinnnnns 8

3RS 720G TN |V (o o] (o] [ Yo | = SRR 8
1.3.2.4. SteroidnOrmoNreZePLOreN ......cooceeiiiieeiiiee e 9

1.3.3. Neue Prognosefaktoren ............oouuiiiiiiiieiiiiecie e 9
1.3.3.1. KisB7/MID-1 ...ttt e e e e e eeeeees 9
IR TR B0 o1 1 F PP PPPPPPPPPPPP 9
1.3.3.3. DCI-2 e 10
1.3.3.4. C-BIDB-2. . 10

1.3.4. Pradiktive Faktoren ... 11

I )V o To ) (PSPPSR 11
1.5. Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF)........cccooeiiiiiiiiiiie e 12
1.5. 1. HIF IN TUMOIEN ..ottt e e 13
1.5.2. Tumorassoziierte Makrophagen ...........ccouvvvvuiiiiiieeeeeeeeeeeiee e 14

1.6. CarboannydraSen ............uiiiii i 14
1.6.1. Tumorassoziierte Carboanhydrasen.............ccccooveeeeieviiiiiiiiiieeeeee, 15
1.6.2. Kontrolle der tumorassoziierten Carboanhydrasen ......................... 16
1.6.3. CA IX-Expression in Mammagewebe.............ccceeveeeeeeevieiiiiiiieeeeeee 16

1.7, Ziel der ArDEIt. ... oo 17
2. Material und MethOTEN .........cooiiiiiiiiiiiiies e 18
2.1, PatientenkolleKtiV...........coooi i 18
A B - To | g Lo Y= TS [od o 1T 1] o o TSRS 19
2.3. DatenerNeDUNG ......oovviiii s 19
A 1153 (o] [0 o 1= USSP 19
2.4. 1. TUMOISTAAIUM. ... 19
2.4.2. Histologische Klassifikation .............cccceevvveiiiiiiiiie e 20
P T €] = Lo 1o T PRSPPI 20

2.5. IMMUNNIStOCNEMIE ... 20
2.5.1. Auswahl und Zuschneiden der Praparate.............ccceevevivviiiineeeeenn. 20
2.5.2. Immunhistochemische Farbungen ..........cccccocoiiiiiiieieeeeceee e, 21
2.5, 2. L HIF-LO e 21
2.5.2.2. Immunhistochemie der tGbrigen Parameter...........c....cccevvveennnns 23

2.5.3. Auswertung der immunhistochemischen Farbungen...................... 26

2.6. Ansprechen auf die primar systemische Therapie ...........cccoeeeeeeeevveennnn. 27
2.7, SEALISTIK vttt e e e et e e e eeaanaa 28
2.8. Fotoaufnahmen............o 28
3. ENQEDNISSE ...t et 29



Inhalt

3.1. Patientenkollektiv und Tumorcharakteristika.................eevveiiiieeiiieieeennne. 29
3.1.1. Altersverteilung im PatientenkolleKtiv ..., 29
3.1.2. Tumorgrof3e und LymphKknotenstatus..........cccoeevvvvveviiiiiiiieeeeeeeeeiens 29
3.1.3. Tumorhistologie und Grading ..........cccouuuuiiiiiniieiieeeee e 31
3.1.4. PrognoSefakioren .........coovveiiiiiiiie e e e e e e aaaeee 32

T I 01T = T 1= U PPRURPPPRRRRN 34
3.2.1. Primar systemische Therapieschemata ...........cccccevvvvieiiiiieeceeeennnns 34
3.2.2. Ansprechen auf die primar systemische Therapie................cccc....... 34

3.3, CA IX-EXPrESSION....uuiiiii e e eee et e et e e e e e e e e e e et s e e e e e e eeenannns 36
3.3.1. Veranderung der CA IX-EXPreSSIiON..........uciiiieeeiiiieeiiiiiiiaaaeeeeeeeeeeenns 39
3.3.2. CAIX UNA RESPONSE .....oieeeeieiiieee et e e e e e e e e e e e e eaannes 40

3.4, HIF-10 EXPIrESSION .. e eeeeeeeiiiiee e ettt e e e e e e e eeeaaaa e e e e e e eeeeenene 42
3.4.1. Veranderung der HIF-10 EXPression.........cccoooeeeeviieeiiiiiinieeeeeeeeeiiens 43
3.4.2. HIF-10 UNA RESPONSE ....ceeeeiiieeiee e eee ettt e e e e e et e e e e e e e aeennenes 45

3.5, HIF-20 EXPIrESSION ..uuuuiiie e e eee et s e e e e e e e et s e e e e e e e e e eeaaaaa e s e e eeeaeeeennnns 45
3.5.1. Veranderung der HIF-2a-Expression in Tumorzellen ...................... 46
3.5.2. HIF-20 UNA RESPONSE ...ttt eeeeeaeees 48
3.5.3. HIF-2a-Expression in Makrophagen .........cccccceevvveviiiiciiee e, 48

3.6. Expression der Ubrigen FaKtoren...........ooovvuviiiiiii e 49
3.6.1. OStOGENIEZEPION ...t ee ettt ee e, 49
3.6.2. Progesteronr@zZePlor. ... .ovveu i 52
LG e T /11 o o PSP 55
G o1 1 PSP PPPPPPPPPPPPPP 58
B.B.5. PCI-2 ettt ae e aneaes 60
3.6.6. C-BIDB-2 ...ttt e e eeee e 62

3.7. Multivariates Modell ... 64

3.8. Abhangigkeit von CA IX, HIF-1a und HIF-20 ........ccoovvvviiiiiiie e, 65

A, DISKUSSION ...ttt e s et e e e e e e ettt e e e e e e e e e e ettt n e e e e e e eeennnnns 66

4.1. PatientenKOHEKLIV .........uuuiiiiiiiiiiiii s 66

4.2. Ansprechen auf die primar systemische Therapie ............ccccovvvviiivnnnnnnn. 69
4.2.1. Chemotherapi@........ccouveeiiiiiiie e 69
4.2.2. Hormonwirksame Therapie .........oooouuuuiiiiinieiiieeeiiceee e 70

G T O AN b G b o £ =1 o] o P 72

A4, HIF-LO-EXPIrESSION. ..ot i iiiieeiiiiiiee ettt e e e e e eeerea s 75

4.5, HIF-20-EXPIrESSION. . i ittt e e e e e eeenen s 77
4.5. 1. HIF-200 iN TUMOTEIN ...ttt 77
4.5.2. HIF-2a in tumorassoziierten Makrophagen ..........cccoooeevvvvvvvviiinnnnn. 80

4.6. Expressionsadnderung der Prognosefaktoren unter primar syste-

MISCNET TREIAPIE ...vvveiie e e e e e e e e e e e eeaeenes 81

S B O 1Y (o To =Y T (=V4= o1 (o) (RO 81
4.6.2. ProgesterONIEZEPION. . ..u i eeeie ettt eans 82
4.6.3. MID-L Lo 83
B4, PO s 83
A.6.5. DCI-2 .o 85
4.6.6. C-BIDB-2 ... 85

5. ZUSAMMENTASSUNG.....uuuuiiiiieiiiiiiiiiiiiiies ciieee e e e e e e e e ettt e e e e e e e eeerran e e e eeaeas 87



Inhalt

Y ] = U oV S 89
Y o] U 740 ] o =] o PSR 89
2. TNM-KIASSIfIKAION .....cccceiieieeiii s i 90
3. WHO-KIlassifikation der MammakarzinOme...........  .ooooeiveeiiiiiiinneeeeeeeeeeienns 91
] = To |1 T PSSR 92
5. DaKO HerCepPTES-SCOIE .....uuuiiiiieiiiiiiiiii ceeee et 93
6. Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner... .....cccciiiiiiieeeeen, 93
Abbildungen und Tabellen..........oooveiiiiiies e 94
1. AbbiIlduNgSVErZEICNIS ....uviiiiiiiiies e 94
2. TabellenverzeiChNis...........oouuuiiiies e 96
LiteratUrVerZEICNNIS ........i s e e 97
D= 1] 7= T 11 1T 113
LEDENSIAUT ....eee e e —————— 114



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung der Frau. In Deutsch-
land erkrankt etwa jede zehnte Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs (En-
gel et al., 2003). 1998 wurde bei Uber 46.000 Frauen erstmals ein Mammakar-
zinom diagnostiziert, darunter waren knapp 19.000 Frauen unter 60 Jahren.
Damit macht das Mammakarzinom mehr als ein Viertel aller Krebsneuerkran-
kungen bei Frauen in Deutschland aus.

Im folgenden Jahr starben mehr als 17.600 Frauen an den Folgen dieser
Krebserkrankung. Fast 5.000 von ihnen waren junger als 60 Jahre. (Arbeitsge-
meinschaft Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2002).

Die 5-Jahres-Uberlebensquote bei unbehandelten Patientinnen betrug 18%, die
10-Jahres-Uberlebensquote sogar nur 3,6% (Bloom et al., 1962). Dagegen (-
berleben nach Zahlen aus den USA heute von 100 behandelten Patientinnen 86
die ersten funf und 76 die ersten zehn Jahre nach der Diagnose des Mamma-

karzinoms (American Cancer Society, 2001, Brenner, 2002).

1.2. Primér systemische Therapie

Die primar systemische Therapie, auch neoadjuvante Therapie genannt, wird
beim Mammakarzinom zur Zeit vor allem bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen
im Rahmen von Studien angewandt.

Dabei handelt es sich um eine praoperative systemische Therapie mit dem Ziel,
den Tumor zu verkleinern und damit eine brusterhaltende Operation zu ermdgli-
chen (Bonadonna et al., 1990, Fisher et al., 1997).

Zudem kann man mit dieser Therapieform das Ansprechen eines Karzinoms auf
die jeweilige Medikation, die als adjuvante Therapie ansonsten postoperativ
verabreicht wird, Uberprifen. Sie erlaubt somit eine in-vivo-Testung der Medi-
kamentensensitivitéat des Tumors, welche eng mit dem weiteren Verlauf der Er-

krankung korreliert.
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Bezuglich der rezidivfreien Zeit und der Gesamtiberlebenszeit zeigt die primar
systemische Therapie allerdings keinen Vorteil gegentber der rein adjuvanten,
also postoperativ verabreichten Therapie (Fisher et al. 1998). Die endgultige
Bewertung steht aber aufgrund der kurzen Beobachtungszeit noch aus, zumal
gerade beim Mammakarzinom nach Jahrzehnten noch Spatrezidive auftreten

kdnnen.

Abhangig von den Eigenschaften des Karzinoms und dem Menopausenstatus
der Patientin besteht entweder die Mdéglichkeit einer primar systemischen Che-
mo- oder endokrinen Therapie. Letztere kommt fir Patientinnen nach der Me-

nopause mit einem hormonrezeptorpositiven Karzinom in Betracht.

1.3. Prognostische und pradiktive Faktoren

1.3.1. Definition

Prognostische Faktoren lassen erkennen, mit welcher Wahrscheinlichkeit mit
einem spateren Wiederauftreten der Erkrankung (Rezidiv, Metastasierung) oder
mit dem Tod durch die Erkrankung zu rechnen ist. Sie geben also Uber die Ag-
gressivitat Auskunft und damit Uber die Risiken der Tumorpatientin in der Zu-
kunft.

Unter pradiktiven Faktoren versteht man dagegen therapierelevante Faktoren,
die das Ansprechen des Tumors auf eine bestimmte Therapie mdglichst gut

vorhersagen.

1.3.2. Prognosefaktoren mit gesicherter klinischer Relevanz

1.3.2.1. Alter

Das Alter selbst ist ein wichtiger Prognosefaktor. In einer Studie an 1703 préa-
menopausalen Patientinnen zeigte sich in der multivariaten Analyse fiur die
Gruppe der unter 34jahrigen ein 2,2-fach héheres Rezidivrisiko als bei den tber
40jahrigen. Auch das Risiko an einem Mammakarzinom zu versterben war in

der Gruppe der jungeren Frauen erhdht (Rochefordiere et al., 1993).
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In einem unselektierten Kollektiv von 31.594 Mammakarzinompatientinnen hat-

ten ebenfalls die unter 35jahrigen die schlechteste Prognose (Hgst et al., 1986).

1.3.2.2. Tumorgréf3e und regionale Lymphknoten

Die GrofRe des Primartumors ist von besonderer Bedeutung fir die Prognose
des Mammakarzinoms (Duncan et al., 1976). Anhand der Daten von 24.740 Pa-
tientinnen konnte gezeigt werden, dass zwischen Tumorgrof3e und Gesamt-
Uberleben eine lineare Beziehung besteht. Dabei haben Patientinnen mit einem
Tumor von weniger als 2,0 cm Durchmesser die besten Langzeitliberlebens-
chancen.

Von allen Prognoseparametern beim Mammakarzinom ist der axillare Lymph-
knotenstatus der aussagekraftigste Einzelfaktor. Auch hier besteht eine lineare
Beziehung zwischen der Zahl der befallenen Lymphknoten und dem Gesamt-
Uberleben (Carter et al., 1988, Winstanley et al., 1991, Fisher et al., 1993).

Aber nicht nur die Anzahl der tumorbefallenen Lymphknoten ist von prognosti-
scher Bedeutung, sondern auch die Unversehrtheit der Lymphknotenkapsel. Ein
Durchbruch des Tumorgewebes durch die Kapsel und damit eine Invasion ins
axillare Fettgewebe korreliert mit einer Prognoseverschlechterung (Wulf,
Schmidt-Matthiesen, 1996).

Die Tumorgréf3e und der Befall der axillaren Lymphknoten zahlen zu den bereits
etablierten Prognosefaktoren und werden bei der Stadieneinteilung nach der
TNM-Klassifikation bericksichtigt (Spiessel et al., 1993).

1.3.2.3. Morphologie

Ein weiterer etablierter Prognosefaktor ist der histologische Differenzierungs-
grad des Karzinoms, der durch das Grading reprasentiert wird. Mit dem Grad
der Entdifferenzierung sinkt das Gesamtuberleben signifikant (Bloom und Ri-
chardson, 1957).

Auch der histologische Typ des Karzinoms hat prognostische Bedeutung. So
haben zum Beispiel invasiv tubulare, papillare und muzinése Karzinome eine
signifikant bessere Prognose als invasiv duktale (Fisher el al., 1993).

Ein Karzinomeinbruch in Lymphspalten, Lymphangiosis carcinomatosa genannt,
bedeutet ebenfalls eine Prognoseverschlechterung (Bilik et al., 1986).
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1.3.2.4. Steroidhormonrezeptoren

Der Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus zahlt ebenfalls zu den anerkann-
ten Prognosefaktoren. Beide Rezeptoren werden nukledr exprimiert und kénnen
immunhistochemisch am Paraffinschnitt nachgewiesen werden.

Man spricht auch dann von einem positiven Hormonrezeptorstatus, wenn nur
einer der beiden Rezeptoren positiv ist.

Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen positivem Hormonrezeptorsta-
tus und dem Differenzierungsgrad eines Mammakarzinoms: Ein G1-Karzinom
ist in 80-90%, ein G3-Karzinom dagegen nur in 30-50% der Falle positiv. Re-
zeptorpositive Karzinome werden prognostisch gunstiger eingeschatzt als die

rezeptornegativen (Knight et al., 1977, Mason et al., 1983, Thorpe et al., 1987).
1.3.3. Neue Prognosefaktoren

1.3.3.1. Ki-67/Mib-1

Mit den monoklonalen Antikdrpern Ki-67 und Mib-1 kann an Gefrierschnitten
bzw. an formalinfixierten Schnitten ein nukleédres Antigen nachgewiesen wer-
den, das in allen Phasen des Zellzyklus, aul3er der Go-Phase exprimiert wird.
Das heil3t, die immunhistochemische Anfarbung dieses Antigens zeigt die
Wachstumsfraktion von normalem und neoplastischem Gewebe an (Gerdes et
al., 1984, Cattoretti et al., 1992).

Karzinome mit einer hohen Wachstumsfraktion haben eine hohere Rezidivrate,
als solche, die dieses Antigen nicht so stark oder gar nicht exprimieren (Bouzu-
bar et al., 1989).

1.3.3.2. p53

Das Tumorsuppressorgen p53 liegt auf dem kurzen Arm des Chromosom 17
und hat die Aufgabe, die Zellteilung bei einer Schadigung des Genoms zu
hemmen. Es kann einerseits verhindern, dass die Zelle in die S-Phase des
Zellzyklus Ubertritt, andererseits kann es Apoptose induzieren.

Wird das p53-Gen durch Mutation inaktiviert, kommt es zu einer Anhaufung von
DNA-Schaden, ohne dass der programmierte Zelltod eintritt. Die Folgen sind

andauernde Proliferation und fortschreitende Entartung (Lane, 1992).
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Mutationen im p53-Gen bewirken eine Stabilisierung des p53-Proteins. Dadurch
akkumuliert das defekte Genprodukt und es lasst sich immunhistochemisch
nachweisen.

Karzinome mit einer Mutation im p53-Gen zeigen ein progressiveres und ag-
gressiveres Wachstum und sprechen schlechter auf adjuvante Chemotherapie
an (Lowe et al., 1994, Bergh et al., 1995, Thames et al., 2002).

1.3.3.3. bcl-2

Die bcl-2-Familie wird zu den Protoonkogenen gezéhlt und kodiert ein Protein,
das auf der Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Dieses Protein reguliert, das
heil3t stimuliert oder blockiert als Apoptoseinhibitor die Apoptose.

In Mammakarzinomen korreliert die Expression von bcl-2 mit Hormonrezeptor-
positivitat und niedrigem Grading (van Slooten et al., 1996). Der Verlust einer
bcl-2-Expression ist dagegen mit unginstigen Prognosefaktoren wie p53-
Mutationen und einem hohen histologischen Grading assoziiert (Yang und
Korsmeyer, 1996).

Bcl-2-Positivitat signalisiert also weniger aggressive und prognostisch gunstige-

re Tumoreigenschaften (Krajewski et al., 1999)

1.3.3.4. c-erbB-2

C-erbB2, auch HER-2/neu genannt, ist ein Protoonkogen, das ein trans-
membranares Glykoprotein kodiert, welches Wachstumsfaktoren binden kann.
Dieses Glykoprotein gehort zu der Gruppe der Rezeptor-Tyrosinkinasen und hat
groRRe Ahnlichkeit mit dem natiirlich vorkommenden Epidermal-Growth-Factor-
Receptor (EGFR).

20-25% aller Mammakarzinome weisen eine Uberexpression von c-erbB-2 auf,
welche mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet ist (Gullick et al., 1991,
Winstanley et al., 1991). Sie korreliert auch mit Hormonrezeptornegativitat, ei-
nem hohen Grading, der Tumorgrd3e und der Anzahl positiver Lymphknoten
(Gusterson et al., 1992, Paik et al., 1998).

10
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1.3.4. Pradiktive Faktoren

Die pradiktiven Faktoren, die heute im klinischen Einsatz sind, sind in erster Li-
nie der Hormonrezeptorstatus und der HER-2/neu-Status.

Ein positiver Hormonrezeptorstatus ist pradiktiv fur das Ansprechen auf endo-
krine TherapiemalBhahmen. Neuere Daten deuten aufl3erdem darauf hin, dass
Patientinnen mit hormonrezeptornegativen Tumoren signifikant besser auf eine
primar systemische Chemotherapie ansprechen als solche mit einem hormon-
rezeptorpositiven Tumor (Gianni et al., 2002, Faneyte et al., 2003).

Der semiquantitative Nachweis des membranstandigen c-erbB-2-Proteins kann
immunhistochemisch am Paraffinschnitt erbracht werden und ist die Vorausset-
zung fur eine systemische Therapie mit dem anti-HER-2/neu-Antikérper Trastu-
zumap (Herceptin®). Dabei ist c-erbB-2 ein pradiktiver Faktor fiir das Anspre-
chen auf die Antikorpertherapie (Piccart et al., 2001, Leyland-Jones, 2002).
AulRerdem scheinen c-erbB-2-positive Tumoren besser auf anthrazyklinhaltige
Chemotherapien zu reagieren als auf Schemata ohne ein Anthrazyklin. Dieser
Unterschied wurde bei c-erbB-2-negativen Tumoren nicht beobachtet (Paik et
al., 1998, Kreienberg et al. 2002).

Es wurden zwar zahlreiche weitere Faktoren auf ihren pradiktiven Wert hin un-
tersucht, darunter p53, Ki-67 und bcl-2. Nach bisherigem Stand der Forschung
tragen diese aber nur wenig zu einer besseren Vorhersehbarkeit des Therapie-

ansprechens bei (Ubersicht in Ring und Ellis, 2002).

1.4. Hypoxie

In menschlichen Zellen muss die Sauerstoffkonzentration in engen physiologi-
schen Grenzen gehalten werden, da molekularer Sauerstoff als Substrat fir die
oxidative Phosphorylierung und andere biochemische Reaktionen bendtigt wird.
Im Falle eines Sauerstoffmangels (Hypoxie) reagiert die Zelle deshalb mit dem
Umschalten auf alternative Stoffwechselwege wie die Glykolyse.

11
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In soliden Tumoren ist Hypoxie von besonderer Bedeutung. Ohne Neoangioge-
nese werden Tumoren selten groRRer als 2-3 mm, da die Rate an proliferieren-
den Zellen mit der an absterbenden Zellen im Gleichgewicht ist. Erst die Ent-
wicklung eines angiogenetischen Phénotyps ermdglicht ein starkeres Tumor-
wachstum (Ubersicht in Folkman, 1995).

Aufgrund des raschen und ungebremsten Wachstums von Tumorzellen entste-
hen in Tumoren oft hypoxische Bereiche, da die Angiogenese und damit die
Sauerstoffversorgung mit dem raschen Wachstum nicht mithalten kann.

Durch die groRere Entfernung zu Blutgefal3en erreichen Medikamente die hy-
poxischen Zellen in geringerer Konzentration als Zellen in der Nahe von Blutge-
falRen. Zusatzlich nimmt die Teilungsrate mit wachsendem Abstand zu Blutgefa-
Ben ab. Da Chemotherapeutika sich aber gegen proliferierende Zellen richten,
sind hypoxische Zellen weniger anfllig dafur (Ubersicht in Brown und Giaccia,
1998).

Auch die Strahlensensibilitat ist abhéangig von der Sauerstoffversorgung. Je ge-
ringer der Sauerstoffgehalt ist, umso unempfindlicher ist die Tumorzelle gegen-
Uber der Strahlung (Gray et al., 1953).

AuRerdem gibt es Hinweise darauf, dass unter Hypoxie die Ostrogenrezeptoren
herunterreguliert werden (Kurebayashi et al., 2001).

Dies sind mdgliche Erklarungen daftur, dass Tumoren mit einer niedrigen pO,-
Konzentration ein schlechteres Therapieansprechen haben, mit einer schlechte-
ren Prognose assoziiert sind und eher metastasieren (Brizel et al., 1996, HOckel
et al., 1996).

In einer Untersuchung von Vaupel et al. hatten 40% der Mammakarzinome ei-
nen pO; kleiner 2,5 mmHg, wahrend in normalem Mammaparenchym kein pO,-

Wert kleiner 12,5 mmHg gemessen wurde (Vaupel et al., 1991).

1.5. Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF)

Eine wichtige Rolle bei der Anpassung einer Zelle an Hypoxie spielen die hypo-
xie-induzierbaren Faktoren, kurz HIF, von denen bisher drei Isoformen identifi-
ziert wurden: HIF-1, HIF-2 und HIF-3 (Ubersicht in Semenza, 1999, Acker und
Plate, 2002).

12
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Die am besten untersuchte Isoform dieser Transkriptionsfaktoren ist HIF-1. Es
handelt sich um ein Heterodimer aus den Untereinheiten HIF-1a und ARNT (a-
ryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), auch bekannt als HIF-13. Beide
Untereinheiten enthalten basische Helix-Loop-Helix- (bHLH) und PAS-Doméanen
(Wang et al., 1995), die fur die Dimerisation und DNA-Bindung von Bedeutung
sind (Jiang et al., 1996a).

Fur die Isoformen HIF-1a und HIF-2a konnte eine hypoxieabhéngige Expressi-
on nachgewiesen werden (Jiang et al., 1996b, Wiesener et al., 1998), wahrend
ARNT konstitutiv, unabhangig von der Sauerstoffkonzentration exprimiert wird.
Unter normoxischen Bedingungen werden die HIF-a-Untereinheiten schnell
wieder durch das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut (Salceda und Caro,
1997). Bei Hypoxie dagegen wird die Ubiquitinierung deutlich gesenkt und die
Proteinlevel steigen schnell an (Sutter et al., 2000). Jetzt kann HIF-1a mit der 3-
Untereinheit im Kern dimerisieren und HIF-1 als stabiles Heterodimer die
Transkription von hypoxieabhangigen Genen regulieren. Ziel dieser HIF-1 ver-
mittelten Transkription sind der Angiogenesefaktor VEGF, Erythropoetin, ver-
schiedene glykolytische Enzyme, Glukosetransporter, Transferrin, die Carboan-

hydrasen IX und XII und viele andere (Ubersicht in Goonewardene et al., 2002).

1.5.1. HIF in Tumoren

Auch in Tumoren wirkt eine niedrige Sauerstoffkonzentration als physiologi-
scher Stimulus auf HIF. Zusatzlich kann die HIF-1a-Konzentration beziehungs-
weise die HIF-1-Transkriptionsaktivitdt durch genetische Veréanderungen wie die
Aktivierung von Onkogenen oder die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
erhoht werden (Semenza, 2000).

Eine Uberexpression von HIF-1a und HIF-2a konnte in zahlreichen Tumoren
nachgewiesen werden, darunter Mamma-, Kolon-, Ovarial-, Prostata-, Blasen-
und Nierenkarzinome (Zhong et al., 1999, Talks et al., 2000). Interessanterwei-
se wurde in tumorassoziierten Makrophagen eine hohe Expression von HIF-2a
gefunden, zum Teil auch in Fallen, in denen die Tumorzellen selbst kein HIF-2a

exprimierten (Talks et al., 2000).
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In normalem Mammaparechym und hyperplastischem Mammagewebe konnte
kein HIF-1a nachgewiesen werden. In duktalen In-situ-Karzinomen und in inva-
siven Mammakarzinomen dagegen fand sich eine unterschiedlich hohe HIF-1a-
Expression. Diese war besonders hoch in den jeweils maligneren Subtypen, al-
so im schlecht differenzierten DCIS hoher als im gut differenzierten und im
schlecht differenzierten invasiven Karzinom hoéher als im gut differenzierten in-
vasiven Karzinom (Bos et al. 2001).

In Mammakarzinomen ist eine HIF-1a-Uberexpression mit einem signifikant
kirzerem Gesamtiberleben und einem kirzeren krankheitsfreien Uberleben
assoziiert (Schindl et al., 2002, Bos et al., 2003).

1.5.2. Tumorassoziierte Makrophagen

Tumorassoziierte Makrophagen (TAMSs) tragen zur Angiogenese bei, indem sie
angiogenetische Faktoren wie VEGF und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) frei-
setzen (Leek et al., 2002). In Mammakarzinomen ist eine erhéhte Makrophage-
ninfiltration sowohl mit Angiogenese als auch mit einer schlechteren Prognose
assoziiert (Leek et al., 1996).

Im Gegensatz zu normalen Gewebsmakrophagen exprimieren TAMs regelméa-
Big in hohem Mal3e HIF-2a, oft auch in Fallen, in denen in den Tumorzellen kein
HIF-2a nachgewiesen werden kann (Talks et al., 2000).

Diese HIF-2a exprimierenden TAMs sind mit einer héheren Dichte an Mikroge-
falken und einem hoéheren Grading assoziiert, nicht aber mit einer schlechteren
Prognose (Leek et al., 2002).

1.6. Carboanhydrasen

Carboanhydrasen sind Zink-Metalloenzyme, die beim Menschen in mehreren

Isoformen vorkommen. Sie katalysieren die reversible Hydratation von CO:
CO, + H,O S Hy,CO5

H.CO3 zerfallt spontan zu HCO sund H™.
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Ein Teil der Isoenzyme kommt in fast allen Geweben des menschlichen Korpers
vor (CA II), beim anderen Teil ist die Expression auf bestimmte Regionen be-
grenzt. So wurde zum Beispiel die Carboanhydrase VI bisher nur im Speichel
gefunden.

In den Zellen konnten Carboanhydrasen sowohl im Zytosol (CA I, 1I, 1lI, VII) als
auch in Mitochondrien (CA V) und Membranen (CA 1V, 1X, XII, XIV) nachgewie-
sen werden.

Dieses heterogene Verteilungsmuster der verschiedenen Isoenzyme innerhalb
von Geweben, Organen und Zellen weist auf ganz unterschiedliche Funktionen
dieser Enzymgruppe hin. Dazu gehodren die Erhaltung des Saure-Basen-
Gleichgewichts, Gasaustausch, lonentransport, und Schleimhautschutz (Uber-
sicht in Sly und Hu, 1995, Potter und Harris, 2003).

1.6.1. Tumorassoziierte Carboanhydrasen

Bei dem Isoenzym CA I1X handelt es sich um ein erst vor einigen Jahren charak-
terisiertes, membranstandiges Enzym, das durch das Gen CA9 kodiert wird
(Pastorek et al., 1994, Opavsky et al., 1996). Physiologischerweise kommt
CA IX zum Beispiel im Gastrointestinaltrakt, in Gallenblase und Gallengangsys-
tem und in Hoden und Ovar vor (lvanov et al., 2001).

Es wurde zunachst in HelLa-Zellen, einer menschlichen Zervixkarzinom-
Zelllinie, gefunden. Dort stieg die CA IX-Expression mit wachsender Zelldichte
(Zavada, 1993).

Auch in zahlreichen menschlichen Tumoren wird CA IX exprimiert, darunter
Karzinome der Mamma (lvanov et al., 2001). In dieser Untersuchung waren
26% der duktalen und 14% der lobuldaren Mammakarzinome CA IX-positiv, wah-
rend Chia et al. (Chia et al., 2001) in 48% der untersuchten Mammakarzinome
CA IX nachweisen konnten.

Eine CA IX-Expression unterschiedlichen Ausmalies ist aul3erdem flir Nieren-
zellkarzinome (lvonov et al., 2001), Zervixkarzinome (Liao et al., 1994, Lon-
caster et al., 2001), Kopf-Hals-Tumoren (Koukourakis et al., 2001), nichtklein-
zellige Bronchialkarzinome (Swinson et al., 2003) und andere Karzinome be-

schrieben.
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Die Expression von CA IX in Tumorgeweben ist nach ersten Daten nicht mit ei-
ner Mutation der CA9-cDNA verbunden. Sequenzanalysen von CA9-cDNA aus
normalem menschlichen Magenepithel und aus HelLa-Zellen zeigten keinen
Sequenzunterschied (Pastorekova et al., 1997).

Ein weiteres tumorassoziiertes Isoenzym ist CA XllI, welches grol3e strukturelle
Ahnlichkeit mit CA IX hat und ebenfalls in der Zellmembran lokalisiert ist. Aller-
dings deuten erste Untersuchungen darauf hin, dass eine CA XlI-Expression in
Mammakarzinomen im Gegensatz zu einer CA IX-Expression mit einem besse-

ren Gesamtiberleben assoziiert ist (Watson et al., 2003).

1.6.2. Kontrolle der tumorassoziierten Carboanhydra  sen

Die beiden tumorassoziierten Carboanhydrasen werden in zahlreichen malig-
nen Zelllinien, darunter Mamma-, Zervix- und Bronchialkarzinomzellen, durch
Hypoxie induziert. Auch spielt das von-Hippel-Lindau-Tumorsupressorgen
(VHL) eine wesentliche Rolle, denn in Zelllinien mit einer VHL-Mutation werden
beide Isoenzyme konstitutiv, also ohne Regulation durch Hypoxie, exprimiert.
Die gleiche Zelllinie mit dem Wildtyp des VHL-Gens reagiert nur bei Hypoxie mit
einer vermehrten CA-Expression (Wykoff et al., 2000).

Im CA9-Promoter wurde eine Bindungsstelle fiur HIF-1a gefunden und es konn-
te gezeigt werden, dass eine CA IX-Induktion in Zelllinien mit defektem HIF-1a
nicht erfolgt. Mutationen in dieser Promoterregion verhindern ebenfalls eine
entsprechende Antwort auf Hypoxie (Wykoff et al., 2000).

Beim Zervixkarzinom besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Ausmald der Tumorhypoxie in vivo und einer gesteigerten CA IX-Expression in
der Tumorbiopsie (Loncaster et al., 2001).

1.6.3. CA IX-Expression in Mammagewebe

In normalem Mammaparenchym sind sowohl die duktalen als auch die lobul&-
ren Komponenten CA IX-negativ (lvanov et al., 2001) und in gutartigen Lasio-
nen, wie zystischen Veranderungen oder apokriner Metaplasie, konnte das Pro-

tein ebenfalls nicht nachgewiesen werden.
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Dagegen findet sich eine CA IX-Expression in In-situ-Karzinomen (DCIS) und
invasiven duktalen Karzinomen. Hierbei ist vor allem eine Expression in Tumor-
zellen zu beobachten, die in unmittelbarer Nahe von Nekrosen liegen (Wykoff et
al., 2001).

Es gibt erste Hinweise darauf, dass eine CA IX-Expression beim Mammakarzi-
nom mit kiirzerem rezidivfreien Uberleben und kiirzerem Gesamtiiberleben as-
soziiert ist, also einen potentiellen prognostischen Faktor darstellt (Chia et al.,
2001). Auch bezuglich des pradiktiven Wertes von CA IX gibt es eine erste Un-
tersuchung, die ergab, dass Patientinnen mit einem niedrigen CA IX-Level eher
von einer adjuvanten Therapie zu profitieren scheinen, als diejenigen mit hoher
CA IX-Expression (Span et al., 2003).

1.7. Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob eine pradiktive Aussa-
gekraft der hypoxieinduzierbaren Faktoren CA IX, HIF-1a und HIF-2a besteht
und wie sich die Expression dieser Faktoren unter primar systemischer Chemo-
therapie und primar systemischer endokriner Therapie verhalt. Dazu wurden
diese in pratherapeutischen Stanzbiopsien und den posttherapeutischen Opera-
tionspraparaten immunhistochemisch angefarbt und lichtmikroskopisch ausge-
wertet.

AuRerdem wurden die morphobiologischen Faktoren Ostrogenrezeptor, Pro-
gesteronrezeptor, p53, bcl-2, Ki-67 und c-erbB-2 erfasst und die Expression un-

ter primér systemischer Therapie bestimmt.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Fur die vorliegende Arbeit wurden retrospektiv Daten von 93 Patientinnen erho-
ben, bei denen im Zeitraum 07/98 bis 05/02 ein lokal fortgeschrittenes Mamma-
karzinom (T2-T4) diagnostiziert wurde und die sich einer priméar systemischen
Therapie unterzogen haben. Alle Patientinnen wurden primar im Brustzentrum
der Universitatsfrauenklinik Tubingen behandelt.

Die primar systemische Therapie erfolgte entweder als Chemotherapie mit den
Schemata AT, ET oder EC (s. Tabelle 2.1) oder als endokrine Therapie mit den
Aromataseinhibitoren Letrozol oder Exemestan. Beide Aromataseinhibitoren
wurden im Rahmen eines Studienprotokolls eingesetzt. Zielgruppe waren
postmenopausale Frauen mit positivem Hormonrezeptorstatus.

Es wurden jeweils sechs Zyklen Chemotherapie im Abstand von drei Wochen
verabreicht, es sei denn ein Zyklus musste wegen einer Leukopenie von unter
1000 Leukozyten/ul verschoben werden. Die Gabe von Aromataseinhibitoren
erfolgte taglich Gber einen Zeitraum von vier, in Einzelfallen von bis zu sechs
Monaten (s. Tab. 2.1).

Anschliel3end erfolgte entweder eine brusterhaltende Operation mit anschlie-

Render Bestrahlung oder eine Mastektomie.

AT | Adriamycin (Doxorubicin) 50 mg pro m? Kérperoberflache
Taxotere® (Docetaxel) 75 mg pro m? Kérperoberflache

ET  Epirubicin 60 mg pro m? Kérperoberflache
Taxol® (Paclitaxel) 175 mg pro m? Kérperoberflache

EC | Epirubicin 60 mg pro m? Kérperoberflache
Cyclophosphamid 600 mg pro m? Korperoberflache
Letrozol Femara® 2,5 mg taglich
Exemestan Aromasin® 25 mg taglich

Tabelle 2.1: Therapieschemata fur die priméar systemische Therapie
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Entsprechend der Therapie erfolgte die Gruppeneinteilung fur die Auswertung
der vorliegenden Studie in eine Chemotherapiegruppe und eine Hormonthera-
piegruppe.

Die Chemotherapiegruppe bestand aus 62 Patientinnen, die Gruppe mit einer

endokrinen Therapie aus 31 Patientinnen.

2.2. Diagnosesicherung

Bei allen 93 Patientinnen erfolgte die histologische Diagnosesicherung des
Mammakarzinoms durch eine sonographisch gestiitzte Hochgeschwindigkeits-
stanze (Bard, 14G) anhand von durchschnittlich 5 Biopsaten. Die sonographi-
schen Untersuchungen wurden mit einem 15 MHz-Schallkopf durchgefuhrt.

2.3. Datenerhebung

Die personlichen und klinischen Daten der Patientinnen wurden anhand der Pa-
tientenakten, der histopathologischen Befunde und der Sonographiebefunde
erhoben und in einer Excel-Tabelle erfasst. Insbesondere wurden das Alter bei
Diagnose, die Art der priméar systemischen Therapie, die sonographisch bezie-
hungsweise histopathologisch bestimmte Tumorgro3e, die histopathologische
Tumorklassifikation und die routineméafRig bestimmten immunhistologischen Pa-
rameter (ER, PgR, p53, bcl-2, Mib-1 und c-erbB-2) dokumentiert.

In den Fallen, in denen die letztgenannten Parameter nicht sowohl bei der
Stanzbiopsie als auch bei dem OP-Praparat bestimmt worden sind, wurde eine

entsprechende Immunhistologie nachgemacht.

2.4. Histologie

Anhand der histopathologischen Befunde wurde das Tumorstadium, der histo-
logische Karzinomtyp, das Grading und die immunhistochemisch bestimmten

Parameter erfasst.

2.4.1. Tumorstadium

Die Stadieneinteilung der Mammakarzinome erfolgte nach der TNM-
Klassifikation der UICC (s. Anhang, Spiessel et al., 1993).
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Fur die pTN-Klassifikation wurde die Tumorgrof3e nach Messung der invasiven
Komponente im OP-Praparat bestimmt und mindestens 10 axillare Lymphkno-
ten untersucht.

In die TNM-Klassifikation gehen auch die Fernmetastasen mit ein, diese wurden

aber in der vorliegenden Studie nicht bericksichtigt.

2.4.2. Histologische Klassifikation

Die Einteilung der untersuchten Mammakarzinome erfolgte nach der Nomenkla-
tur der WHO aus dem Jahre 1981 (s. Anhang).

In Fallen, bei denen in den Befunden die WHO-KIlassifikation von Stanzbiopsie
und OP-Praparat unterschiedlich angegeben war, wurde die Diagnose des OP-
Praparates verwendet, da hier eine groRere Schnittflache zur Beurteilung zur
Verfiigung stand. Die gelegentlich in den Befunden vorkommende Klassifikation
.nvasives duktulo-lobulares Karzinom" wurde den invasiv-duktalen Karzinomen

zugeordnet.

2.4.3. Grading

Der histologische Differenzierungsgrad eines Tumors wird durch das Grading
charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit wurde das modifizierte Grading nach
Bloom und Richardson verwendet (Bloom und Richardson, 1957, Elston und
Ellis, 1991, s. Anhang).

2.5. Immunhistochemie

2.5.1. Auswahl und Zuschneiden der Praparate

Aus dem Archiv des Instituts fir Pathologie wurden jene Paraffinblécke heraus-
gesucht, von denen auch die Schnitte der routinemafig immunhistochemisch
bestimmten Parameter ER, PgR, p53, bcl-2, Mib-1 und c-erbB-2 stammten. Die-
ses Vorgehen gewahrleistet, dass die einzelnen Faktoren miteinander ver-

gleichbar sind, da sie an ein und dem selben Tumorblock bestimmt wurden.
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Mit dem Schlittenmikrotom Leica SM 2000R wurden circa 4 um dicke Schnitte
angefertigt und auf silanisierte Objekttrager der Fa. Sigma (Silane Prep TM Sili-
des, Best.Nr. S4651) aufgebracht und tUber Nacht im Brutschrank bei 37T ge-

trocknet.
2.5.2. Immunhistochemische Farbungen

2.5.2.1. HIF-1a

Fur die immunhistochemische Anfarbung des HIF-1a-Proteins wurde der von
Dr. Stephen Fox (Nuffield Department of Clinical Laboratory Sciences, John
Ratcliffe Hospital, Oxford) zur Verfigung gestellte Primarantikérper ESEE 122
und das EnVision® System (DAKO Corporation, USA) verwendet.

Nach der Inkubation des Primarantikbrpers werden bei diesem System Sekun-
darantikdrper eingesetzt, die an ein Polymer gekoppelt sind (s. Abb. 2.1). An
dieses Polymer sind wiederum Enzyme (Peroxidase) gebunden, die nach Zu-
gabe des Farbstoffes Diaminobenzidin (DAB) durch enzymatische Spaltung zu
einem braunen Niederschlag im Bereich des Enzymkomplexes fuihren. Dieser
braune Niederschlag ist lichtmikroskopisch sichtbar. Anschlielend wird das
Gewebe mit Hamatoxylin gegengefarbt.

Als Positivkontrolle diente ein Mammakarzinom mit bekannter HIF-1a-

Expression, das uns aus Oxford zur Verfligung gestellt wurde.
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Primarantikorper Sekundarantikdrper
V/ A\ N\

2N Antigen ] HRP-Enzym

(\1/7 Polymer

Abbildung 2.1: Prinzip der EnVision®-Methode

Farbeprotokoll fur HIF-1a:

Entparaffinierung in Xylol (2 mal 10 min)

absteigende Alkoholreihe (100-, 96- und 70%iges Ethanol, jeweils 5 min)
waschen in Aqua dest.

Antigendemaskierung in Bull’s Eye Puffer (Biocare Medical, USA), 3 min
bei 120C im Dampftopf (Decloaking Chamber Pro der Firma Biocarta,
Deutschland)

15 min abkihlen und waschen in TRIS-Puffer

pro Schnitt Inkubation mit 20 bis 100 ul ESEE 122 (je nach Schnittgrol3e)
in der Verdinnung 1:30 fur 60 min bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer

waschen in TRIS-Puffer

22



Material und Methoden

- Inkubation mit dem Sekundéarantikérper (DakoCytomation EnVision®+
Dual Link System, Peroxidase, Best.Nr. K4063) fur 30 min bei Raum-
temperatur in einer feuchten Kammer

- 2 mal waschen in TRIS-Puffer

- Inkubation mit DAB fir 10 min bei Raumtemperatur

- spulen mit Aqua dest.

- Gegenfarbung mit Harris Hamatoxylin

- aufsteigende Alkoholreihe (70-, 80-, 96- und 100%iges Ethanol)

- Xylolbad

- Eindecken mit Pertex® (Fa. Medite, Deutschland, Best.Nr. 41-4010-00)

2.5.2.2. Immunhistochemie der Gbrigen Parameter

Die Ubrigen Parameter (CA IX, HIF-2a, ER, PgR, p53, bcl-2, Ki-67 und
c-erbB-2) wurden mit der Avidin-Biotin-Methode (ABC-Methode) nachgewiesen.
Sie beruht auf der hohen Affinitdt von Avidin (Hahnereiweil3) fur Biotin. Avidin
besitzt vier Bindungsstellen fur Biotin.

An den Primarantikdrper bindet ein mit Biotin markierter Sekundarantikorper.
Anschliefend wird ein Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex auf den Schnitt gege-
ben, der wiederum an das Biotin des Sekundarantikdrpers bindet (s. Abb. 2.2).
Die braunliche Farbung entsteht wie bei dem EnVision®-System durch Zugabe
von DAB, das durch die Peroxidase gespalten wird.

Alle Farbungen nach der ABC-Methode wurden mit Hilfe eines Pippetiergerates
(Genesis RSP 100 der Fa. Tecan Deutschland GmbH) und des Vectastain® Uni-
versal Elite® ABC-Kits (Vector Laboratories, USA) durchgefiihrt. Die verwende-
ten Antikorper und deren Verdiinnungen sind in der Tabelle 2.2 aufgefihrt.

Als Positivkontrolle fir CA IX dienten HeLa-Zellen (lvanov et al., 2000).
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Abbildung 2.2: Prinzip der Avidin-Biotin-Methode

Farbeprotokoll fur ER, PgR, p53, bcl-2, Ki-67, c-erbB-2, HIF-2a und CA IX:
- Entparaffinierung in Xylol (5 mal 5 min)
- absteigende Alkoholreihe (je 2 mal spulen in 100-, 96- und 70%igem E-
thanol)
- waschen in Aqua dest.
- Antigendemaskierung in Citratpuffer, 3 min im Dampftopf
- 15 min abkuhlen lassen
- waschen in TRIS
- Genesis RSP 100 (Tecan):
o0 spilen mit TRIS (5 min)
Normalserum aus dem ABC-Kit (10 min)
Primarantikorper (Verdinnungen s. Tab. 2.2) fir 1 h
spulen mit TRIS (5 min)
Sekundarantikdrper aus dem ABC-Kit (15 min)

O O O O
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o

o

o

spulen mit TRIS (5 min)

Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex fir 15 min, hergestellt aus den
Reagenzien A und B aus dem ABC-Kit mindestens 30 min vor
Gebrauch

spulen mit TRIS (5 min)

DAB (6 min)

spilen mit TRIS (5 min)

- Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer (1-3 min)
- aufsteigende Alkoholreihe (70-, 80-, 96- und 100%iges Ethanol)
- Xyololbad

- Eindecken mit Pertex®

Priméarer

Antikorper
NCL-ER-6F11

NCL-PGR-
312

NCL-p53-DO7

M 0887
M 7240

A 0485

ESEE 122
EP 190b

M75

Spezifitat | Isotyp Verdinnung | Quelle Literatur
(in TRIS)
ER Maus-1gG1 1:100 Novocastra | Bevitt et al., 1997
PgR Maus-lgG1 1:300 Novocastra | Bevitt et al., 1997
p53 Maus- 1.75 Novocastra = Horne et al., 1996
1gG2b
bcl-2 Maus-1gG1 1:200 DAKO Bottini et al., 2000
Ki-67 Maus-lgG 1:200 DAKO Cattoretti et al.,
1992
c-erbB-2 | Kaninchen 1:1000 DAKO Koeppen et al,
polyklonal 2001
HIF-1a Maus-1gG1 1:30 Oxford Talks et al., 2000
HIF-2a Maus-1gG1 unverdiunnt | Oxford Talks et al., 2000
CAIX Maus 1:200 Oxford Liao et al., 1994

Tabelle 2.2: Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper
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2.5.3. Auswertung der immunhistochemischen Farbunge n

Bei den Farbungen der Faktoren HIF-1a, HIF-2a und CA IX wurde der Prozent-
satz positiver Zellen abgeschatzt und die Farbeintensitat bewertet. Die Farbein-

tensitat wurde in folgende Kategorien eingeteilt:

keine Farbung
schwache Farbeintensitat

mafige Farbeintensitéat

w N -k O

starke Farbeintensitat

Aus dem Produkt des Prozentsatzes positiver Zellen und der Farbeintensitat
wurde ein Score gebildet, der theoretisch die Werte 0 bis 300 annehmen kann
(Chia et al., 2001).

Es wurden jeweils die Tumorzellen als positiv gewertet, die fir HIF-1a und
HIF-2a eine nukleare und/oder cytoplasmatische und fir CA IX eine membran-
standige Farbung aufwiesen (Zhong et al., 1999, BartoSova et al., 2002). Bei
den HIF-2a-Farbungen wurde aul3erdem festgehalten, ob eine Anfarbung des
Stromas vorlag, was als Makrophagenfarbung gewertet wurde (Talks et al.,
2000, Leek et al., 2002).

Die Hormonrezeptoren ER und PgR, das Tumorsuppressorgen p53, das Pro-
toonkogen bcl-2, der Tumorzellproliferationsmarker Mib-1 und das Onkoprotein
c-erbB-2 wurden bereits in der Routine bestimmt und die Angaben aus den pa-
thologischen Befunden tibernommen.

Fur die Faktoren p53, bcl-2 und Mib-1 erfolgte die Auswertung allein als Angabe
des Prozentsatzes positiver Tumorzellen, fur die Faktoren ER, PgR und
c-erbB-2 wurde ein Score berechnet.

Fur die Hormonrezeptoren ER und PgR hat sich der Immunreaktive Score (IRS)
nach Remmele durchgesetzt, bei dem sowohl der Prozentsatz positiver Zellen
als auch die Farbeintensitat mit eingeht (Remmele und Stegner, 1987, siehe
Anhang). Man spricht immer dann von einem positiven Hormonrezeptorstatus,

wenn mindestens einer der beiden Rezeptoren einen IRS = 3 aufweist.
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Die Expression des Onkoproteins c-erbB-2 wurde gemalR3 des Dako Hercep-
Test-Scores bewertet. Hierbei werden der Anteil der c-erbB-2 exprimierenden
Zellen in Prozent abgeschéatzt und die Vollstandigkeit und Intensitat der Memb-
ranfarbung bewertet (siehe Anhang).

Fur die Bewertung der Faktoren gelten die Cut-off-Werte aus Tabelle 2.3 (Colle-
oni et al., 1999, Brifford et al., 2000, Faneyete et al., 2003),

ER  PgR  p53 bcl-2 Mib-1  cebB2 CAIX HIF1  HIF2
positiv. | 23 | 23  >10% >10% >20% 3+ 21 21 21
negativ | <3 | <3 =£10% <10% @ <20% <3+ 0 0 0

Tabelle 2.3: Cut-off-Werte fur die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

2.6. Ansprechen auf die primar systemische Therapie

Aus den Sonographiebefunden wurde der primére Tumordurchmesser (prathe-
rapeutisch) tbernommen und mit der posttherapeutischen Grél3enangabe aus
den histopathologischen Befunden verglichen.

Je nach GroRRenanderung wurde das Ansprechen in verschiedene Response-

Gruppen eingeteilt (Tab. 2.4, modifiziert nach Kuerer et al., 2000).

Ansprechen Abklrzung  Definition

Progressive disease @ PD GrofRenzunahme des Tumors um =10%
No change NC Anderung der TumorgréRe um <10%
Minor response MR Verringerung der TumorgréfRe um >10%,

aber nicht um mehr als 50%
Partial response PR Verringerung der TumorgréRe um >50%

Carcinoma in situ Tis lediglich  Nachweis eines In-Situ-

Karzinoms im Operationspraparat

Complete remission | pCR kein Nachweis eines invasiven Tumors
oder eines In-Situ-Karzinoms im Opera-
tionspréparat

Tabelle 2.4: Einteilung des Therapieansprechens
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2.7. Statistik

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mit
dem Programm JMP 5.0 der Firma SAS. Zum Einsatz kamen der Fishers Exak-

te Test und der Rangsummentest nach Wilcoxon.

2.8. Fotoaufnahmen

Die in dieser Arbeit aufgefuihrten Fotografien von histologischen Schnitten wur-
den an einem Zeiss Axioplan Mikroskop mit der Digitalkamera Cyber-Shot mit
4,1 Megapixels der Firma Sony (Modell-Nr. DSC-S85) aufgenommen. Die Bild-
bearbeitung erfolgt mit dem Programm Corel Photo-Paint 8.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv und Tumorcharakteristika

3.1.1. Altersverteilung im Patientenkollektiv

Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Diagnose eines Mammakarzi-
noms lag bei 56,3 Jahren, der Median bei 57,0 Jahren. Dabei war die jingste
Patientin 27 Jahre alt, die alteste 84. Aus Abb. 3.1 ist ersichtlich, dass das Er-
krankungsmaximum in der 7. Lebensdekade lag.

30
25
20
15
10

Anzahl der Patientinnen

0 L L | |
20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89

Alter in Jahren

Abbildung 3.1: Altersverteilung im Patientenkollektiv

3.1.2. TumorgréRe und Lymphknotenstatus

Von allen Patientinnen wurde die Tumorgrof3e vor und nach der primar systemi-
schen Therapie erhoben. Der axillare Lymphknotenstatus wurde vor der Thera-
pie klinisch mittels hochauflésender Sonographie (15MHz-Schallkopf) und post-
therapeutisch anhand von mindestens zehn pathologisch untersuchten Lymph-
knoten bestimmt. Die Tabellen 3.1 und 3.2 zeigen die Verteilung der genannten

Parameter.
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T-Stadium/N-Stadium Anzahl (n=93) rel. Haufigkeit (%)
T2 54 58,1
T3 10 10,7
T4 29 31,2
NO 30 32,3
N1 57 61,3
N2 5 5,4
NX 1 11

Tabelle 3.1: T/N-Stadium vor der primar systemischen Therapie

Da in den von der Universitatsfrauenklinik Tibingen verwendeten Protokollen
eine primar systemische Therapie erst ab einer Tumorgréf3e von mindestens
2,0 cm oder einem inflammatorischen Mammakarzinom in Frage kommt, finden
sich in unserem Kollektiv pratherapeutisch keine Tumoren im T-Stadium T1.
Posttherapeutisch hingegen konnte in 28 Fallen (30,1%) das Stadium ypT1 di-

agnostiziert werden.

Stadium Anzahl (n=93) relative Haufigkeit (%)
ypTo 5 5,4
ypTis S 5,4
ypT1 28 30,1
YPT1a 7 7,5
ypTap 8 8,6
ypT1c 13 14,0
ypT2 32 34,4
ypTs 8 8,6
ypTa 11 11,8
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keine OP 3 3,2
Unbekannt 1 1,1
ypNo 38 40,9
ypN1 49 51,6
YPN1a 5 5,4
YPN1pi 11 11,8
YPNupii 9 9,7
YPN i 16 17,2
YPN1biv 8 8,6
YypPN2 2 2,2
YPNs 0 0,0
keine OP 3 3,2
Unbekannt 1 1,1

Tabelle 3.2: T- und N-Stadium nach der primér systemischen Therapie

3.1.3. Tumorhistologie und Grading

Die Uberwiegende Anzahl der OP-Praparate, namlich 62,2%, zeigten invasiv
duktale Mammakarzinome. Diese sind zu 66,7% (n=34) maRig und zu 31,4 %
(n=16) schlecht differenziert. Nur ein invasiv duktales Karzinom war gut diffe-
renziert. Die beiden medullaren Karzinome zeigten eine schlechte Differenzie-
rung.

Drei Patientinnen wurden nach der primar systemischen Therapie nicht operiert
und es konnte dem entsprechend posttherapeutisch kein Grading und keine
Histologie bestimmt werden. Ebenso wenig wurde das Grading in den 10 Fallen
mit pathologischen Komplettremissionen (n=5) beziehungsweise In-situ-

Karzinomen (n=5) bestimmt.
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Histologie Anzahl (n=90) rel. Haufigkeit (%)
duktales Carcinoma in situ 4 4,4
lobulares Carcinoma in situ 1 1,1
invasiv duktales Karzinom 56 62,2
invasiv lobulares Karzinom 16 17,8
invasiv tubulares Karzinom 3 3,3
invasiv medullares Karzinom 2 2,2
invasiv papillares Karzinom 1 1,1
pathologische Komplettremission 5 5,6
fehlende Angaben 2 2,2
Tabelle 3.3: Histologie des Tumors (OP-Praparat)
Stanze OP-Praparat

Anzahl rel. Haufigkeit Anzahl rel. Haufigkeit
Grading (n=93) (%) (n=80) (%)
Gl 1 11 2 2,5
G2 64 68,8 47 58,8
G3 20 21,5 24 30,0
unbekannt 8 8,6 7 8,8

Tabelle 3.4: Histopathologisches Grading

3.1.4. Prognosefaktoren

Die Tabelle 3.5 zeigt die Verteilung der Prognosefaktoren in Stanze und OP-
Praparat. In den 10 Fallen mit pathologischen Komplettremissionen (n=5) be-
ziehungsweise In-situ-Karzinomen (n=5) wurden keine Prognosefaktoren be-

stimmt.
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Stanze OP-Préaparat
Anzahl rel. Haufigkeit = Anzahl rel. Haufigkeit
(n=93) (%) (n=80) (%)
ER positiv 69 74,2 55 68,8
ER negativ 24 25,8 18 22,5
ER unbekannt 0 0,0 7 8,8
PgR positiv 41 44,1 25 31,3
PgR negativ 52 55,9 47 58,8
PgR unbekannt 0 0,0 8 10,0
p53 positiv 35 37,6 17 21,3
p53 negativ 58 62,4 54 67,5
p53 unbekannt 0 0,0 9 11,3
bcl-2 positiv 67 74,2 52 65,0
bcl-2 negativ 26 28,0 19 23,8
bcl-2 unbekannt 0 0,0 9 11,3
Mib-1 positiv 57 61,3 17 21,3
Mib-1 negativ 36 38,7 55 68,8
Mib-1 unbekannt 0 0,0 8 10,0
c-erbB-2 positiv 22 23,7 14 17,5
c-erbB-2 negativ 70 75,3 58 72,5
c-erbB-2 unbekannt 1 11 8 10,0

Tabelle 3.5: Prognosefaktoren in Stanzen und OP-Praparaten
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3.2. Therapie

3.2.1. Primar systemische Therapieschemata

Abbildung 3.2 zeigt die Verteilung des Kollektivs auf die verschiedenen priméar
systemischen Therapieschemata. 33,3% (n=31) der Patientinnen wurden im
Rahmen einer Hormontherapie mit Letrozol oder Exemestan behandelt. Die
restlichen 62 Patientinnen (66,7%) unterzogen sich einer Chemotherapie.

Im Anschluss an die primar systemische Therapie wurden 90 der 93 Patientin-
nen operiert (96,8%). Die drei nicht operierten Frauen stammen aus der Hor-

montherapiegruppe.

Chemotherapie
(néheres unbekannt)
3%

Letrozol
18%

Exemestan
14%

ET
22% Antihormontherapie
(néheres unbekannt)

1%

AT
25%

Abbildung 3.2: Verteilung der Therapieschemata

3.2.2. Ansprechen auf die primar systemische Therap ie

Bei 10 Patientinnen konnte im Operationspréaparat kein invasiver Tumor mehr
nachgewiesen werden. Allerdings wiesen von diesen Patientinnen noch funf ein
in-situ-Karzinom auf, von denen wiederum drei einen positiven Lymphknoten-
status hatten (Abb. 3.3). 31,2% der Patientinnen zeigten kein Ansprechen auf

die primar systemische Therapie (no change oder progressive disease).
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Die Gruppe der Patientinnen, die praoperativ eine Chemotherapie erhielten,

zeigte insgesamt ein besseres Ansprechen auf die Therapie als diejenigen, die

hormonwirksam therapiert worden waren. Alle Falle, die eine pathologische

Komplettremission oder lediglich ein In-situ-Karzinom zeigten, sind zuvor mit

einer Chemotherapie behandelt worden. Auch partielle Remissionen waren in

dieser Gruppe haufiger (29% vs. 12,9%). Fasst man diejenigen zusammen, bei

denen irgendein Ansprechen auf die Therapie zu verzeichnen war (minor res-

ponse oder besser), dann liegt erneut die Gruppe der Chemotherapie mit 66,1%

vor der Hormontherapiegruppe mit 45,2% (siehe auch Tabelle 3.6 und Abbil-

dung 3.3).

pCR

Tis

PR

MR

NC

PD

keine OP

keine Angabe

Tabelle 3.6: Ansprechen auf die primar systemische Therapie

Chemotherapie

absolut

5
5
18
13
9
6
0

6

relativ (%)

8,1
8,1
29,0
20,1
14,5
9,7
0
9,7

Hormontherapie

absolut relativ (%)
0 0
0 0
4 12,9
10 32,3
S 16,1
9 29,0
3 9,7
0 0
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keine Angabe

keine OP
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Abbildung 3.3: Ansprechen auf die primér systemische Therapie

3.3. CAIX-Expression

Die immunhistochemische Bestimmung des CA IX-Proteins konnte an 86 der 93
Stanzpraparate und an 73 der 80 OP-Praparate erfolgen. Grund fiur die fehlen-
den Werte waren fehlende Blocke und wiederholt abschwimmende Schnitte. In
den Fallen, in denen am OP-Préaparat kein invasiver Tumor mehr nachgewiesen
werden konnte, erfolgte keine CA IX-Farbung.

Die Tabelle 3.7 zeigt eine Aufstellung der 17 Patientinnen mit positiver CA IX-
Farbung.
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- o 3 = a < c
£ =l S I 2 < < S x 9
E | g © % g g < < 2 |z 8
z | < = x o a O O & (0 &

Stanze IMC 60 2 120
3 31 CHT MR

OoP IMC 30 3 90

Stanze IDC 1 3 3
4 37 CHT PR

OoP IDC 1 3 3

Stanze IDC 30 2 60
6 34 CHT PD

OoP IDC 50 1 50

Stanze ILC 5 2 10
16 33 CHT pCR

OoP pCR - - -

Stanze IPC 1 2 2
24 69 HT MR

OoP IPC 30 3 90

Stanze IDC 10 3 30
29 49 CHT PR

OoP IDC 0 0 0

Stanze IDC 5 1 5
43 54 CHT Tis

OoP DCIS - - -

Stanze IDC 10 1 10
45 60 CHT MR

OoP IDC 20 1 20

Stanze IDC 5 1 5
46 38 CHT pCR

OoP pCR - - -

Stanze IDC 5 1 5
48 68 HT PR

OP IDC abgeschw. - -

Stanze IDC 60 3 180
54 42 CHT MR

OoP IDC 40 2 80

Stanze IDC 5 2 10
68 51 CHT PD

OoP IDC 0 0 0

Stanze IDC 20 2 40
70 46 CHT NC

OoP IDC 0 0 0

Stanze IDC 5 2 10
72 62 CHT PR

OoP IDC 1 2 2
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Stanze IDC 40 3 120
83 36 CHT pCR
OoP pCR - - -
Stanze IDC 0 0 0
84 27 CHT NC
OoP IDC 30 2 60
Stanze IDC 0 0 0
85 40 CHT MR
OoP IDC 1 3

Tabelle 3.7: Patientinnen mit CA IX-Nachweis in Stanze und/oder OP-Préaparat

Abbildung 3.4: Invasiv duktales Mammakarzinom: Membransténdige Farbung des CA IX-
Proteins, méaRige Intensitat.
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3.3.1. Veranderung der CA IX-Expression

Die quantitative Anderung des CA IX-Scores ist in Abbildung 3.5 dargestellt.

In diese Auswertung wurden nur jene Patientinnen miteinbezogen, fur die die
Angaben sowohl fir Stanze als auch fir OP-Praparat vorhanden waren (n=67).
Um vor allem im unteren Scorebereich eine Ubersichtliche Darstellung zu ge-
wabhrleisten, erfolgt eine logarithmische Darstellung des Scores nach der Glei-

chung:
Scorejog= l0g(CA IX-Score+1).

1.5—

CA IX-Score o4

Stanze OoP

Hormontherapie (n=21) O Chemotherapie (n=45)

Abbildung 3.5: Quantitative Anderung des CA IX-Scores vor und nach der primar systemischen
Therapie.

Zu beachten ist hierbei, dass der Grol3teil der ausgewerteten Préaparate bei ei-

nem Score von 0 liegt. Dies spiegelt die hohe Anzahl an CA IX-negativen Féllen

wieder.
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Die 75. Perzentile liegt bei beiden Préaparaten noch bei dem Wert 0, die 90.
Perzentile der Stanze bei 33,7 und beim OP-Préparat bei 28,9. Der maximal er-
reichte Score in einer Stanze betrug 180, in einem OP-Praparat 90.

Der CA IX-Status blieb nach einer Chemotherapie in 89% der Falle unveréandert
positiv oder negativ, in 7% war die Stanze CA IX-positiv und das entsprechende
OP-Préaparat negativ, in 4% war die Stanze negativ und das OP-Praparat CA IX-
positiv. Nach einer Aromatasehemmertherapie war der CA IX-Status in 100%

unverandert, nur eine der Patientinnen exprimierte Uberhaupt CA IX.

3.3.2. CAIX und Response

In der Abbildung 3.6 ist dargestellt, wie sich die CA IX-Expression der Stanzen
in den verschieden Responsegruppen verteilt. Die Gesamtzahl von 77 Stanzen
erklart sich in 7 Fallen durch fehlende Blocke, in 6 Féllen durch eine nicht exakt

zu bestimmende Response.

1
1.00 I
U s |
0.75-
0.50-
0.25-
0.00

PD (11)
NC (14)
MR (20)
PR (22)
Tis (5)

PCR (5)

gesamt (77)

Abbildung 3.6: CA IX-positive Falle in Abhangigkeit von der Response
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Da in der NSABP B-18-Studie in der Gruppe der Patientinnen mit einer patholo-
gischen Komplettremission ein signifikanter Vorteil bezuglich des rezidivfreien
Uberlebens festgestellt werden konnte (Fisher et al., 1998), wurden zwei Grup-
pen gebildet, zum einen die Gruppe pCR (n=5) und zum anderen die Gruppe
non-pCR (n=81).

Die Gruppe non-pCR beinhaltet alle Patientinnen ohne pathologische Komplett-
remission nach priméar systemsicher Therapie, also auch die drei mit Aromata-
seinhibitoren behandelten Frauen, die sich keiner Operation unterzogen haben
und jene sechs Patientinnen, die nicht eindeutig einer der Response-Gruppen
zugeordnet werden konnten. Dies ist gerechtfertigt, da bei allen nicht operierten
Patientinnen auch noch nach mindestens achtmonatiger Nachbeobachtung ein
sonographisches Korrelat nachzuweisen war und bei den lbrigen sechs Patien-
tinnen ein invasives Tumorwachstum unbekannten Ausmal3es im Operations-
praparat zu finden war.

1.00 T
12 005 |:|
0.75- J
1
0.50-
Bl [neg
0.25_ N 2
0.00
non-pCR (81) © o
o =
2 5
(7]
S

Abbildung 3.7: CA IX-Expression in den Gruppen non-pCR und pCR
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Wenn die Gruppe non-pCR gegen die Gruppe pCR im Fishers Exakten Test ge-
testet wird, ergibt sich ein p-Wert von 0,035. Dieser Wert kann aber nicht als
signifikant bezeichnet werden, da die Irrtumswahrscheinlichkeit a aufgrund des

multiplen Testens korrigiert werden muss (Bonferroni).

3.4. HIF-1a Expression

Fur die immunhistochemische Bestimmung des HIF-1a-Proteins wurden aus
dem Gesamtkollektiv 60 Patientinnen ausgewahlt: 30 Patientinnen aus der
Hormontherapiegruppe und 30 Patientinnen aus der Chemotherapiegruppe,
darunter alle Patientinnen mit einer positiven CA IX-Farbung. Drei Patientinnen
der Hormontherapiegruppe wurden nicht operiert.

Eine Bestimmung der HIF-1a-Expression war an 54 der 60 Stanzpraparate und
an 50 der 57 OP-Praparate mdglich. Grund fur die fehlenden Werte waren er-
neut fehlende Blocke und wiederholt abschwimmende Schnitte. In den Fallen,
in denen am OP-Praparat kein invasiver Tumor mehr nachgewiesen werden
konnte, erfolgte keine HIF-1a-Farbung.

HIF-1a konnte in 10 von 54 Stanzpraparaten (18,5%) und in 36 von 50 OP-
Préaparaten (72%) nachgewiesen werden.

Die HIF-1la-Expression war bei 7 Patientinnen in beiden Préparaten positiv. Bei
2 Patientinnen zeigte allein die Stanze und bei 24 Patientinnen nur das OP-
Praparat eine HIF-1a-Expression. Bei einer Patientin mit HIF-1a-Expression in
der Stanze konnte im OP-Praparat nur noch ein In-situ-Karzinom diagnostiziert
werden. Fur 5 Patientinnen, die im OP-Préparat eine HIF-1a-Expression zeig-

ten, waren keine Paraffinblocke mit Stanzbiopsien verfugbar.
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Abbildung 3.8: Invasiv lobulares Mammakarzinom, nukleare Farbung des HIF-1a-Proteins, méa-
Bige Intensitat.

3.4.1. Veranderung der HIF-1 a Expression

Fir HIF-1a ist besonders aufféllig, dass wesentlich mehr Operationspraparate
eine Expression des Proteins zeigen als es in den Stanzen der Fall ist. Dies
wird auch in Abbildung 3.9 deutlich. Auch hier wurde wieder die logarithmische
Darstellung gewahlt, um den unteren Scorebereich besser darstellen zu kénnen
(siehe Kapitel 3.3.1) und es sind wiederum nur jene Falle dargestellt, in denen
die Angaben sowohl fir die Stanze als auch das OP-Praparat vorhanden waren
(n=45).

Der HIF-1a-Status blieb nach einer Chemotherapie in 44% unveréandert positiv
oder negativ, in 4% war die Stanze HIF-1la-positiv und das entsprechende OP-
Praparat negativ, in 52% war die Stanze negativ und das OP-Praparat HIF-1a-

positiv.
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Nach einer Aromatasehemmertherapie war der HIF-1a-Status in 40% unveran-
dert, in 5% pratherapeutisch positiv und posttherapeutisch negativ und in 55%

veranderte sich der Status von negativ nach positiv.

2.0—

=
T

P
T

HIF-1a-Scoreqg

0.5—

0.0—

Stanze OoP

+ Hormontherapie (n=20) O Chemotherapie (n=25)

Abbildung 3.9: Quantitative Anderung des HIF-1a-Scores vor und nach der primar systemi-
schen Therapie
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3.4.2. HIF-1a und Response

Analog zu Kapitel 3.3.2 erfolgt hier die Auswertung des HIF-1a in Abh&ngigkeit
zur Response nach primér systemischer Therapie. In der Gruppe der pathologi-
schen Komplettremissionen (n=3) zeigt keine der praoperativ entnommenen Bi-
opsien eine HIF-1a-Expression, wahrend der Anteil HIF-1a-positiver Stanzen in
der Gruppe non-pCR (n=51) 19,6% betréagt. Dies deutet darauf hin, dass HIF-
la-negative Karzinome besser auf eine primar systemische Therapie anspre-
chen als jene, die HIF-1a exprimieren. Da aber nur 18,5% der Stanzbiopsien
Uberhaupt HIF-1a exprimieren und die Gruppe der pathologischen Komplettre-
missionen mit nur drei Patientinnen sehr klein ist, kann daraus nicht auf ein ver-
bessertes Ansprechen auf eine primér systemische Therapie der HIF-1a-
negativen Karzinome geschlossen werden.

Stellt man deshalb die Falle mit einer guten Response (pCR, Tis, PR, n=14)
denjenigen mit einer mafigen oder gar keinen Response (MR, NC, PD, n=36)
gegenuber, so betragt der Anteil HIF-1a-positiver Stanzen 21,4% beziehungs-

weise 19,4%, was die oben genannte Vermutung nicht bestétigt.

3.5. HIF-2a Expression

Fur die immunhistochemische Bestimmung des HIF-2a-Proteins wurde das
gleiche Kollektiv aus 60 Patientinnen wie bei der Bestimmung von HIF-1a un-
tersucht.

Eine Bestimmung der HIF-2a-Expression war an 54 der 60 Stanzpraparate und
an 50 der 60 OP-Praparate moglich. Zu den Griinden der fehlenden Werte sie-
he Kapitel 3.4. In OP-Praparaten ohne invasive Tumorkomponente erfolgte kei-
ne HIF-2a-Bestimmung.

Von den 54 Stanzen konnte in 18 Praparaten eine HIF-2a-Expression in den
Tumorzellen nachgewiesen werden (33,3%), von den 50 OP-Préparaten waren
23 Praparate (46,0%) HIF-2a-positiv.
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Bei 10 Patientinnen waren beide Praparate positiv, bei 5 Patientinnen zeigte al-
lein die Stanze und bei 12 Patientinnen nur das OP-Praparat eine HIF-2a-
Expression. Eine Patientin mit HIF-2a-positiver Stanze hatte eine pathologische
Komplettremission und bei einer weiteren wurde lediglich ein In-situ-Karzinom

iIm OP-Praparat diagnostiziert.

Abbildung 3.10: Invasiv papillares Mammakarzinom, nukledre und cytoplasmatische Farbung
des HIF-2a-Proteins, schwache Intensitét.

3.5.1. Veranderung der HIF-2 a-Expression in Tumorzellen

Auch fur HIF-2a gilt, dass mehr OP-Préparate eine Expression des Proteins in
den Tumorzellen zeigten als die Stanzen. Allerdings ist dieser Unterschied nicht
so deutlich wie bei HIF-1a.

Abbildung 3.11 zeigt die Verdnderung des HIF-2a-Scores in logarithmischer
Darstellung (siehe Kapitel 3.3.1) (n=45).
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Der HIF-2a-Status blieb nach einer Chemotherapie (n=25) in 64% unverandert
positiv oder negativ, in 8% war die Stanze HIF-2a-positiv und das entsprechen-
de OP-Praparat negativ, in 28% war die Stanze negativ und das OP-Praparat
HIF-2a-positiv. Nach einer Aromatasehemmertherapie (n=20) war der HIF-2a-
Status in 60% unverandert, in 15% pratherapeutisch positiv und posttherapeu-
tisch negativ und in 25% veranderte sich der Status von negativ nach positiv.
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Hormontherapie (n=20) O Chemotherapie(n=25)

Abbildung 3.11: Quantitative Anderung des HIF-2a-Scores vor und nach der priméar systemi-
schen Therapie.
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3.5.2. HIF-2a und Response

Sowohl in der Gruppe der pathologischen Komplettremissionen (n=3), als auch
in der Gruppe non-pCR (n=51) betragt der Anteil HIF-2a-exprimierender Stan-
zen 33,3%. Ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist also nicht fest-
stellbar. Vergleicht man hingegen wieder die Gruppe der guten Response
(n=14) mit derjenigen der méafigen oder keinen Response (n=36) so ist der An-
teil HIF-2a-positiven Stanzen in der Gruppe mit der guten Response mit 21,4%
geringer als in der Gruppe mit einem schlechteren Ansprechen, die in 38,9%
HIF-2a in den praoperativen Biopsien exprimiert. Ein signifikanter Unterschied

ist allerdings nicht feststellbar (p=0,33).

3.5.3. HIF-2a-Expression in Makrophagen

In den Stanzen zeigte sich in 18 von 54 Praparaten eine HIF-2a-Expression der
Makrophagen (33,3%), in den OP-Praparaten waren in 35 von 50 Praparaten
HIF-2a-positive Makrophagen zu finden (70,0%).

Dabei war die HIF-2a-Expression in den Tumorzellen nicht automatisch mit ei-
ner HIF-2a-Expression in den Makrophagen verbunden. Nur in 7 Stanzen
(13,0%) beziehungsweise 19 OP-Praparaten (38,0%) zeigte sich eine Expres-
sion in Tumorzellen und Makrophagen. In 11 Stanzen (20,4%) beziehungsweise
4 OP-Préaparaten (8,0%) waren nur die Tumorzellen und in 11 Stanzen (20,4%)
beziehungsweise 16 OP-Praparaten (32,0%) nur die Makrophagen HIF-2a-
positiv. 25 Stanzpraparate (46,3%) und 11 OP-Préaparate (22,0%) zeigten weder
in den Tumorzellen noch in den Makrophagen eine HIF-2a-Expression.

Von den Fallen, in denen die HIF-2a-Farbung sowohl in den Stanzen als auch
in den OP-Praparaten mdglich war, zeigten 60% der Félle vor und nach priméar
systemischer Chemotherapie eine unverdndert positive oder negative
Makrophagenfarbung. In 4% konnte nur in der Stanze und in 36% nur im OP-
Praparat eine entsprechende Stromafarbung verzeichnet werden. Unter einer
primar systemischen Therapie mit Aromatasehemmern zeigten 55% in beiden
Praparaten eine unverandert positive oder negative Farbung der Makrophagen
und in den ubrigen 45% war die Farbung von HIF-2a nur im OP-Préparat

nachweisbar.
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Abbildung 3.12: Invasiv duktales Mammakarzinom, Farbung des HIF-2a-Proteins in Makropha-
gen

3.6. Expression der ubrigen Faktoren

Die Angaben Uber die Ubrigen immunhistochemisch bestimmten Parameter
wurden aus den pathologischen Befunden entnommen.

In die folgende Auswertung gehen nur jene Patientinnen mit ein, fir die die An-
gaben sowohl fir das Stanz- als auch fiur das OP-Praparat vorlagen (ngr=72,
Npgr= 71, Nps3=71, Npei-2=71, NMib-1=72, Nc-erba-2=70).

3.6.1. Ostrogenrezeptor

In beiden Therapiegruppen konnten Veranderungen des Ostrogenrezeptorsco-
res beobachtet werden und es kamen sowohl Anstiege als auch Abfalle des
Scores vor, ohne dass ein Trend in eine bestimmte Richtung zu erkennen ist.
Die Abbildungen 3.13 und 3.14 zeigen die quantitativen Anderungen des ER-
Scores getrennt fur die beiden Therapiegruppen. Erwartungsgemalf liegt der
durchschnittliche Score in der Gruppe der hormonwirksamen Therapie hdher
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als in der Chemotherapiegruppe (Median bei Score 8 beziehungsweise bei Sco-
re 12).

Der Ostrogenrezeptorstatus blieb nach einer Chemotherapie in 87% unveran-
dert positiv oder negativ, in 9% war die Stanze ER-positiv und das entsprechen-
de OP-Préaparat negativ, in 4% war die Stanze negativ und das OP-Praparat
ER-positiv. Nach einer Aromatasehemmertherapie war der ER-Status in 89%
unverandert, in 7% pratherapeutisch positiv und posttherapeutisch negativ und

in 3% veranderte sich der Status von negativ nhach positiv.
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Abbildung 3.13: Quantitative Anderung des Ostrogenrezeptorscores vor und nach primar sys-
temischer Chemotherapie mit Angabe der Perzentilen (n=45).
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Abbildung 3.14: Quantitative Anderung des Ostrogenrezeptorscores vor und nach primar sys-

temischer hormonwirksamer Therapie und Angabe der Perzentilen (n=27).

Um zu uberprifen, ob sich die Ostrogenrezeptor-Scores in den beiden Gruppen

unter der jeweiligen Therapie unterschiedlich verhalten, wurde fir jeden Fall die

Differenz aus dem Score der Stanze und dem Score des OP-Préparates gebil-

det. Das heildt, ist die Differenz von O verschieden, hat sich der Score veran-

dert. Ist sie negativ, hat der Score nach der Therapie zugenommen, ist er positiv

hat er abgenommen.

Daraufhin folgte eine Rangbildung der Differenzen, die mit Hilfe des Wilcoxon-

Tests getestet wurden.
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Bezuglich der ER-Score-Anderung unterscheiden sich die beiden Gruppen
Chemotherapie und Antihormontherapie nicht (p=0,65).

3.6.2. Progesteronrezeptor

Analog zur Auswertung des Ostrogenrezeptorscores erfolgt hier die Auswertung
des Progesteronrezeptors. In den Abbildungen 3.15 und 3.16 sind die quantita-
tiven Anderungen des PgR-Scores dargestellt. In der Chemotherapiegruppe ist
allenfalls ein geringer Trend in Richtung Abnahme des Scores im Operations-
praparat zu erkennen. Die endokrin therapierten Patientinnen zeigten im Stanz-
praparat erwartungsgemal haufiger eine Expression des Progesteronrezeptors
und es ist eine Abnahme des Scores im OP-Praparat auszumachen.

Der Progesteronrezeptorstatus blieb nach einer Chemotherapie in 80% unver-
andert positiv oder negativ, in 14% war die Stanze PgR-positiv und das entspre-
chende OP-Praparat negativ, in 7% war die Stanze negativ und das OP-
Praparat PgR-positiv. Nach einer Aromatasehemmertherapie war der PgR-
Status in 68% unverandert, in 29% pratherapeutisch positiv und posttherapeu-
tisch negativ und in 4% veranderte sich der Status von negativ nach positiv.
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Abbildung 3.15: Quantitative Anderung des Progesteronrezeptorscores vor und nach primar
systemischer Chemotherapie mit Angabe der Perzentilen (n=44).
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Abbildung 3.16: Quantitative Anderung des Progesteronrezeptorscores vor und nach primar

systemischer hormonwirksamer Therapie mit Angabe der Perzentilen (n=27).

Abb. 3.17 zeigt, dass die Scoredifferenzen in der Gruppe der Antihormonthera-

pie eher im positiven Bereich liegen als in der Chemotherapiegruppe und damit

der Score nach der primar systemischen Therapie abgenommen hat.

Wird nach der Rangbildung der Differenzen wiederum der Wilcoxon-Test ange-

wandt, so ist dieser Gruppenunterschied aber nicht signifikant (p=0,058).
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Abbildung 3.17: Scoredifferenzen fur den Progesteronrezeptorscore (n=71)

3.6.3. Mib-1

Abb. 3.18 und Abb. 3.19 zeigen, dass die Expression von Mib-1 nach der priméar
systemischen Therapie in beiden Therapiegruppen abgenommen hat. Liegt der
Median in der Gruppe der Chemotherapie in den Stanzen noch bei 30% positi-
ver Tumorzellen, so liegt er in den Operationspraparaten bei 10%.

Analog dazu hat der Median auch in der Gruppe der Antihormontherapie von
25% positiven Zellen auf 10% Mib-1-positiver Zellen abgenommen.

Im Ausmald der Abnahme unterscheiden sich die beiden Gruppen nicht (Wilco-
xon-Test nach Rangbildung der Differenzen, s. Kapitel 3.6.1, p= 0,84).
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Der Mib-1-Status blieb nach einer Chemotherapie in 57% unverédndert positiv

oder negativ, in 39% war die Stanze Mib-1-positiv und das entsprechende OP-

Praparat negativ, in 7% war die Stanze negativ und das OP-Praparat Mib-1-

positiv. Nach einer Aromatasehemmertherapie war der Mib-1-Status in 61% un-

verandert, in 39% pratherapeutisch positiv und posttherapeutisch negativ und

eine Anderung von negativ nach positiv kam in dieser Gruppe nicht vor.

Chemotherapie

Hormontherapie

Stanze

OP-

Praparat

Stanze

OP-

Praparat

Minimum

3% pos. Zellen

0% pos. Zellen

5% pos. Zellen

1% pos. Zellen

Tabelle 3.8: Lokalisationsmalfle fiir Mib-1

Median

30% pos. Zellen

10% pos. Zellen

25% pos. Zellen

5% pos. Zellen

Maximum

90% pos. Zellen

80% pos. Zellen

75% pos. Zellen

50% pos. Zellen
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Abbildung 3.18: Quantitative Anderung der Mib-1-Expression vor und nach primar systemischer
Chemotherapie (n=45).
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Abbildung 3.19: Quantitative Anderung der Mib-1-Expression vor und nach primar systemischer
Antihormontherapie (n=27).

3.6.4. p53

Die Abbildungen 3.20 und 3.21 zeigen sowohl fur die Gruppe der Chemothera-
pie als auch fur die der endokrinen Therapie eher eine Abnahme des Prozent-
satzes p53-exprimierender Tumorzellen. Ein signifikanter Gruppenunterschied
besteht nicht (p=0,48 im Rangsummentest nach Wilcoxon).

Der p53-Status blieb nach einer Chemotherapie in 76% unverandert positiv o-
der negativ, in 19% war die Stanze p53-positiv und das entsprechende OP-
Praparat negativ, in 5% war die Stanze negativ und das OP-Praparat p53-
positiv. Nach einer Aromatasehemmertherapie war der p53-Status in 82% un-
verandert, in 11% pratherapeutisch positiv und posttherapeutisch negativ und in

7% veranderte sich der Status von negativ nach positiv.
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Abbildung 3.20: Quantitative Anderung der p53-Expression vor und nach primar systemischer
Chemotherapie mit Angabe der Perzentilen (n=44).
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Abbildung 3.21: Veranderung der p53-Expression vor und nach primar systemischer Antihor-
montherapie mit Angabe der Perzentilen (n=27).

3.6.5. bcl-2

Die Abbildungen 3.22 und 3.23 zeigen die Veranderungen der bcl-2-Expression
in den beiden Therapiegruppen. In beiden Gruppen ist die Veranderung gering,
es ist aber tendenziell eine Zunahme des Apoptoseinhibitors zu erkennen. Ein
signifikanter Unterschied zwischen der Chemotherapiegruppe der Gruppe der

Antihormontherapie besteht im Wilcoxon-Rangsummentest nicht (p=0,91).
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Der bcl-2-Stauts blieb nach einer Chemotherapie in 82% unverandert positiv
oder negativ, in 9% war die Stanze bcl-2-positiv und das entsprechende OP-
Praparat negativ, in 9% war die Stanze negativ und das OP-Praparat bcl-2-
positiv. Nach einer Aromatasehemmertherapie war der bcl-2-Status in 85% un-
verandert, in 7% pratherapeutisch positiv und posttherapeutisch negativ und in

7% veranderte sich der Status von negativ nach positiv.
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Abbildung 3.22: Quantitative Anderung der bcl-2-Expression vor und nach priméar systemischer
Chemotherapie mit Angabe der Perzentilen (n=45).
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Abbildung 3.23: Quantitative Anderung der bcl-2-Expression vor und nach priméar systemischer

Antihormontherapie mit Angabe der Perzentilen (n=26).

3.6.6. c-erbB-2

Auch die Veranderungen im DakoHercep-Score sind minimal. Die Abbildungen

3.24 und 3.25 zeigen eine geringe Abnahme des Scores nach den jeweiligen

primar systemischen Therapien. Ein Gruppenunterschied konnte im Wilcoxon-

Rangsummentest nicht festgestellt werden (p=0,73).
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Der c-erbB-2-Status blieb nach einer Chemotherapie in 77% unverandert positiv
oder negativ, in 12% war die Stanze c-erbB-2-positiv und das entsprechende
OP-Préaparat negativ, in 12% war die Stanze negativ und das OP-Praparat c-
erbB-2-positiv. Nach einer Aromatasehemmertherapie war der c-erbB-2-Status
in 86% unverandert, in 11% pratherapeutisch positiv und posttherapeutisch ne-

gativ und in 4% veranderte sich der Status von negativ nach positiv.
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Abbildung 3.24: Quantitative Anderung des DakoHercep-Scores vor und nach priméar systemi-
scher Chemotherapie mit Angabe der Perzentilen (n=44).
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Abbildung 3.25: Quantitative Anderung des DakoHercep-Scores vor und nach priméar systemi-
scher Antihormontherapie mit Angabe der Perzentilen (n=26).

3.7. Multivariates Modell

Erganzend wurde ein multivariates Modell anhand schrittweiser Variablenfunkti-
on gebildet. Als Einzelfaktoren wurden CA IX, HR, Mib-1, HR-Therapie, p53 und
c-erbB-2 eingesetzt und deren mdgliche zweifache Wechselwirkung untersucht.
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ER und PgR wurden zusammengefasst zum Faktor Hormonrezeptor (HR),
denn anhand dieses Faktors entscheidet sich, ob eine Antihormontherapie G-
berhaupt sinnvoll ist. Das heil3t alle Patientinnen in der Gruppe Antihormonthe-
rapie haben einen positiven Hormonrezeptorstatus. Damit ist der Faktor Thera-
pie nicht unabhangig vom Hormonrezeptor.

Deshalb wurden die beiden Faktoren Therapie und HR fiir das multivariate Mo-
dell zusammengefasst zum Faktor HR-Therapie, welcher also die Variablen
Hormontherapie (immer HR-positiv), Chemotherapie HR-positiv und Chemothe-
rapie HR-negativ beinhaltet.

Obwohl von dieser Variablenliste durch eine vorwartsgerichtete Selektion nur
drei Terme ausgewahlt werden (HR-Therapie, CA IX und die Wechselwirkung
zwischen beiden) ist eine Erzielung stabiler Schatzwerte mit diesem Modell

nicht maglich.

3.8. Abhangigkeit von CA IX, HIF-1 a und HIF-2a

Um zu Uberprifen, ob zwischen den Faktoren CA IX, HIF-1 und HIF-2 eine Ab-
hangigkeit besteht wurde der x*-Test auf Unabhéngigkeit angewendet. Ist der p-
Wert in diesem Test kleiner 0,05, kann die Nullhypothese abgelehnt werden und

eine Abhangigkeit ist anzunehmen.

x°-Test auf Unabhangigkeit von p-Wert
HIF-1a und CA IX 0,66
HIF-2a und CA IX 0,19
HIF-1a und HIF-2a 0,10

Tabelle 3.9: x*-Test auf Unabhangigkeit von HIF-1a, HIF-2a und CA IX

Aus Tabelle 3.9 geht hervor, dass alle p-Werte gréf3er 0,05 sind, das heifl3t, die
Nullhypothese, dass zwischen den Faktoren keine Abhéngigkeit besteht, kann

nicht verworfen werden.
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4. Diskussion

4.1. Patientenkollektiv

Die Altersverteilung im vorliegenden Patientenkollektiv weicht nur unwesentlich
von der eines groReren Feldstudienkollektivs mit 3210 primé&r operierten Mam-
makarzinompatientinnen ab (Engel et al., 2003). Der Altersmittelwert dieser
Studie lag bei 61,4 Jahren, der Median bei 60, wahrend in unserem Kollektiv ein
Mittelwert von 56,3 und ein Median von 57 Jahren bei Diagnosestellung vorlag.
Die meisten Neuerkrankungen traten in der genannten Munchner Studie im Al-
ter zwischen 50 und 59 Jahren auf, in unserem Kollektiv lag das Erkrankungs-
maximum in der 7. Lebensdekade, also zwischen 60 und 69 Jahren.

Allerdings muss man beachten, dass unser Kollektiv nur Patientinnen beinhal-
tet, die bereits einen fortgeschritten Tumor entwickelt haben und das Ver-
gleichskollektiv auch Patientinnen mit T1-Tumoren und In-situ-Karzinomen ein-
schlie3t, die im Durchschnitt ein geringeres Alter bei Diagnosestellung hatten.
Aus demselben Grund lassen sich auch die T-Stadien der beiden Kollektive
nicht ohne weiteres miteinander vergleichen. Berechnet man allerdings die Ver-
teilung der Stadien pT2 bis pT4 (n=1390) aus den Daten von Engel et al., so er-

halt man die Vergleichswerte aus Tabelle 4.1.

pT-Stadium (Engel et al., 2003) T-Stadium (klinisch , vor prim. Therapie)

absolut  rel. Haufigkeit absolut  rel. Haufigkeit
pT2 1072 77,1 % T2 54 58,1 %
pT3 157 11,3 % T3 10 10,7 %
pT4 161 11,6% T4 29 31,2 %

Tabelle 4.1: Vergleich des Kollektivs mit Daten aus einer Feldstudie mit 3210 Patientinnen

Das relative Uberwiegen der T4-Tumoren in unserem Kollektiv ergibt sich aus
der hohen Anzahl an inflammatorischen Mammakarzinomen (T4d), da dieses
eine etablierte Indikation fur die priméar systemische Therapie darstellt, wahrend

T2-Tumoren haufiger primér operiert werden.

66



Diskussion

Bezlglich der postoperativ bestimmten Histologie zeigen sich keine wesentli-
chen Unterschiede zu Angaben aus der Literatur (Lebeau et al., 2003). Tabelle

4.2 vergleicht diese mit den Ergebnissen unseres Kollektivs.

Histologie Anzahl rel.  Haufigkeit  Literatur
(n=80) (%) (%)

invasiv duktales Karzinom 56 70 65-80
invasiv lobulares Karzinom 16 20 6-15
invasiv tubuléares Karzinom 3 3,75 1-15
iInvasiv medullares Karzinom 2 2,5 ca.3
invasiv papillares Karzinom 1 1,25 1-7
fehlende Angaben 2 2,5 0

Tabelle 4.2:Vergleich der Haufigkeit der histologischen Klassifikationen mit Angaben aus der
Literatur

Auch hinsichtlich der in unserem Kollektiv bestimmten etablierten Prognosefak-
toren Grading und Hormonrezeptorstatus ist dieses im Wesentlichen reprasen-
tativ fur alle Mammakarzinome. Die Tabellen 4.3 und 4.4 vergleichen unsere ei-

genen Ergebnisse mit verschiedenen Angaben aus der Literatur.

Quelle Gl G2 G3
eigene Ergebnisse (n=93) 1,1% 68,8% | 21,5%
Le Doussal et al., 1989 (n=1262) 11% 55% 34%
Elston, Ellis, 1991 (n=1830) 19% 34% 47%
Bloom, Richardson, 1957 (n=1409) 26% 45% 29%

Tabelle 4.3: Ubersicht iiber die Haufigkeiten histologischer Differenzierungsgrade bei verschie-
denen Untersuchern.
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Quelle ER+ PgR+

eigene Ergebnisse (n=93) 74,2% 44,1%
Wulf, Schmid-Matthiesen, 1996 (n=7841), Literaturzu- 53% 33%
sammenstellung

Thorpe et al., 1987 (n=807) 75% 65%
Mason et al., 1983 (n=374) 60% 49%
Keen, Davidson 2003 (Review) 70-80% ca. 40%

Tabelle 4.4: Ubersicht uber die Verteilung der Hormonrezeptoren bei verschiedenen Untersu-
chern.

Die deutlichen Abweichungen bei den Ergebnissen der verschiedenen Untersu-
chern bezlglich der Hormonrezeptoren liegt moglicherweise in der unterschied-
lichen Zusammensetzung der Kollektive. So wurden bei Thorpe et al. nur nodal
negative Patientinnen untersucht. Allerdings fanden Mason et al. in den beiden
Gruppen der nodal positiven und der nodal negativen Patientinnen einen anna-
hernd gleichen Anteil von hormonrezeptorpositiven Karzinomen.

Die Verteilung in unserem Kollektiv liegt innerhalb der relativ grof3en Spannbrei-
te der genannten Untersuchungsergebnisse und ist deshalb als repréasentativ
anzusehen.

Auch bezuglich der neuen Prognosefaktoren zeigt unser Kollektiv die erwartete
Verteilung. Die Haufigkeit der c-erbB-2-Expression wird mit 20-30% angegeben
(Winstanley et al., 1991, Wulf, Schmid-Matthiesen, 1996, Slamon et al., 2001),
in unserem Kollektiv zeigten 23,7% eine Uberexpression.

Der Proliferationsmarker Mib-1 konnte in einer Gruppe von 136 unselektierten
Mammakarzinomen in 54% nachgewiesen werden (Bouzubar et al., 1989),
wahrend er in unserem Kollektiv in 61,3% der Falle immunhistochemisch sicht-
bar war.

Der Apoptoseinhibitor bcl-2 kann immunhistochemisch in etwa 80% der Mam-
makarzinome nachgewiesen werden (Krajewski et al., 1999), wobei auch be-
zuglich dieses Faktors unser Kollektiv mit 74,2% bcl-2-Positivitat reprasentativ

erscheint.
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Eine Mutation des Tumorsuppressorgens p53 wird in 20-30% der priméren
Mammakarzinome beobachtet (Bergh et al., 1995, Keen, Davidson 2003), wah-
rend im vorliegenden Kollektiv 37,6% der Karzinome eine nukleare Akkumulati-

on des mutierten p53-Proteins zeigten.

4.2. Ansprechen auf die primar systemische Therapie

4.2.1. Chemotherapie

Eine pathologische Komplettremission trat in 5,4% aller Patientinnen auf, wobei
diese nur nach einer Chemotherapie beobachtet wurde. In der Gruppe der Pati-
entinnen mit Chemotherapie liegt die Rate der pCR also bei 8,1%.

Nach der pathomorphologischen Definition schlie3t der Nachweis residualer
intraduktaler Tumorzellen eine pCR aus, dennoch wurden in zahlreichen Stu-
dien auch In-situ-Karzinome mit in die Gruppe der pathologischen Komplettre-
missionen aufgenommen, was den Vergleich der Studien untereinander er-
schwert. Im vorliegenden Kollektiv betragt der Anteil an pCR und Tis zusammen
nach primar systemischer Therapie 10,8%, in der Chemotherapiegruppe allein
16,1%.

Eine Verkleinerung des Tumorvolumens, also eine minor response oder besser,
konnte in 66,1% der Chemotherapiefélle erreicht werden.

Die grof3te Studie zur primar systemischen Chemotherapie war das mutlizentri-
sche National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project B-18 (NSABP-B-18).
In diese Studie wurden 1.523 Patientinnen eingeschlossen und erhielten ent-
weder pra- oder postoperativ eine Chemotherapie mit Adriamycin und Cyc-
lophosphamid. 36% der Patientinnen des primér systemischen Therapiearms
erreichten eine klinische Komplettremission, davon konnten in 26% patholo-
gisch keine Tumorzellen mehr nachgewiesen werden, was einem Anteil von 9%
des gesamten Therapiearms entspricht, beziehungsweise 13%, wenn man die
In-situ-Karzinome mit einschliel3t (Fisher et al., 1997).

Zwischen den beiden Therapiearmen gab es nach funf Jahren keinen Unter-
schied beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens, des DDFS und des Gesamt-
Uberlebens. Adjuvante und priméar systemische AC-Chemotherapien sind dem-

nach also als gleichwertig anzusehen.
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Patientinnen, die unter primar systemischer Therapie eine klinische Komplett-
remission zeigten, hatten eine signifikant bessere Rate an krankheitsfreiem U-
berleben (p=0,0014) als diejenigen ohne klinische Komplettremission. Aller-
dings konnte kein verbessertes Gesamtiberleben nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu konnten fir die Gruppe der Patientinnen mit einer pathologi-
schen Komplettremission (inklusive In-situ-Karzinome) nicht nur bessere Raten
fur das DFS (p=0,0001), das RFS (p<0,0001) und das DDFS (p=0,0004) fest-
gestellt werden, sondern auch ein verbessertes Gesamttberleben (p=0,06) (Fi-
sher et al., 1998).

Ahnliche Ergebnisse brachte eine Studie der European Organization for Re-
search and Treatment of Cancer mit primar systemischer Gabe von 5-
Fluorouracil, Epirubicin und Cyclophosphamid, bei der ebenfalls die pathologi-
sche, nicht aber die klinische Komplettremission einen Uberlebensvorteil brach-
te (p=0,008) (van der Hage et al., 2001).

Dass es sinnvoll ist, die In-situ-Karzinome nicht mit in die Gruppe der pathologi-
schen Komplettremissionen zu zahlen, zeigen die Zahlen von Chollet et al. Hier
konnte in der Gruppe der pathologischen Komplettremissionen inklusive der In-
situ-Karzinome kein verbessertes Gesamtuberleben verzeichnet werden. Wenn
aber die pathologischen Komplettremissionen allein gegen die tbrigen Gruppen
getestet wurden, wurde der Unterschied signifikant (p=0,047), das 15-
Jahresuberleben betrug 85,1% gegenulber 66,7% (Chollet et al., 2002).

4.2.2. Hormonwirksame Therapie

In der Gruppe der endokrin therapierten Patientinnen war das Ansprechen auf
die primér systemische Therapie zum Zeitpunkt der Operation schlechter als in
der Gruppe der Chemotherapie. Dies zeigt sich am deutlichsten daran, dass in
dieser Gruppe keine pathologischen Komplettremissionen und keine residualen
In-situ-Karzinome zu verzeichnen waren. Auch der Anteil der partiellen Remis-
sionen liegt mit 12,9% bei den hormontherapierten Frauen deutlich unter dem in
der Chemotherapiegruppe (29%).

Eine Verkleinerung des Tumorvolumens konnte in 45,2% der Hormontherapie-

falle erreicht werden.
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Pathologische Komplettremissionen unter primar systemischer hormonwirksa-
mer Therapie sind eher ungewo6hnlich, was aber nicht unbedingt als Nachteil
angesehen werden sollte, so lange die Tumoren verkleinert werden und eine
Verbesserung der operativen Mdéglichkeiten erreicht wird (Ellis, 2001).

Eine mit der NSABP-B-18 in der Grof3e vergleichbare Studie zur primar syste-
mischen Therapie mit Aromataseinhibitoren existiert zum heutigen Zeitpunkt
nicht.

Dixon et al. untersuchten eine Gruppe von 24 postmenopausalen Patientinnen
mit hormonrezeptorpositiven, lokal fortgeschrittenen oder grof3en operablen
Mammakarzinomen, die préoperativ Anastrozol (Arimidex®) erhielten. Das An-
sprechen wurde sonographisch beurteilt. 75% der Patientinnen zeigten ein Re-
duktion des Tumorvolumens um mehr als 50% nach zwolf Wochen. Dadurch
konnten 15 der 17 Patientinnen, die bei Diagnosestellung eine Mastektomie be-
notigt hatten, brusterhaltend operiert werden (Dixon et al., 2000).

Eine weitere Untersuchung, ebenfalls mit 24 Patientinnen mit lokal fortgeschrit-
tenen hormonrezeptorpositiven Karzinomen, beobachtete das Ansprechen auf
Letrozole (Femara®). 87,5% der Patientinnen zeigten klinisch eine Verkleine-
rung des Tumors, eine Patientin erreichte sogar eine pathologische Komplett-
remission (Dixon et al., 2001).

Ellis et al. verglichen Letrozole und Tamoxifen in der primar systemischen Situa-
tion. Ein klinisches Ansprechen (komplette oder partielle Remission) war in der
Letrozolgruppe bei 74 von 124 Patientinnen (60%) und in der Tamoxifengruppe
bei 52 von 126 Patientinnen (41%) zu verzeichnen (p=0,004). Sonographisch
waren die Ansprechraten geringer und lagen bei 39% bzw. 29% (p=0,118),
mammographisch bei 38% bzw. 20% (p=0,002). Eine Auswertung des patholo-
gisch beurteilten Ansprechens erfolgte nicht.

Interessanterweise zeigten c-erbB-1 und/oder c-erbB-2 positive Tumoren unter
Letrozole ein signifikant besseres Ansprechen als unter Tamoxifen (88% vs.
21%, p=0,0004) (Ellis et al., 2001).
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Da in den genannten Untersuchungen keine Auswertung der Remission anhand
der pathologischen Praparate erfolgte, also nicht klar ist, ob es tatsachlich auch
zu einem entsprechenden Riuckgang an Tumorzellen gekommen ist, sind diese
auch nur bedingt mit unseren Ergebnissen vergleichbar. Die Zahlen von Ellis et
al. zeigen, wie deutlich schon der Unterschied zwischen den klinisch und den
sonographisch oder mammographisch bestimmten Responseraten ist.

Unter primar systemischer Therapie kann es sowohl zu einer konzentrischen
Verkleinerung des Knotens als auch zu einer Ausdinnung des Tumors mit
clusterartig aggregierten Tumorzellkomplexen und tumorfreien Firbrosezonen
kommen (Bauerfeind et al., 2003, Lebeau et al., 2003), die die Unterschiede
zwischen Kklinisch, sonographisch, mammographisch und pathologisch gemes-
sener Tumorgrol3e nach primar systemischer Hormon- oder Chemotherapie er-
klart.

Die beste Korrelation zwischen der tatsadchlichen, im pathologischen Praparat
gemessenen TumorgréRe besteht zur sonographisch und zur mammographisch
bestimmten Grol3e, weshalb auch die Sonographie als Methode der Wabhl gilt,
um Mammakarzinome unter primér systemischer Therapie zu beobachten (Fo-
rouhi et al., 1994).

Eine Untersuchung mit 48 Patientinnen beurteilte auch die pathologische Re-
mission unter Letrozole und Tamoxifen. Nach dreimonatiger Therapie mit Letro-
zole wurde bei 17 von 24 Patientinnen (71%) pathologisch zumindest ein deutli-
cher Rickgang der Zelldichte und/oder ein Anstieg der Fibrose verzeichnet. Un-
ter Tamoxifen konnte dies in 15 von 24 der Falle (63%) beobachtet werden
(Miller et al., 2003).

4.3. CA IX- Expression

In der vorliegenden Untersuchung wurde entgegen der Erwartungen eine Rate
von 16% CA IX-positiver Stanzen und 12% CA IX-positiver OP-Préparate beo-
bachtet. Eine zum Teil wesentlich héhere Expression zeigte sich in vorange-
gangenen Studien an Mammakarzinomen. Chia et al. (2001) fanden eine CA IX-
Expression in 49% (n=103), BartoSova et al. (2002) in 42% (n=19) und Ivanov
et al. (2001) in 24% (n=38) der invasiven Mammakarzinome.
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Ein Grund fur die niedrige Expressionsrate im zugrunde liegenden Kollektiv ist
maoglicherweise der fokale Charakter der CA IX-Expression, die besonders in
Regionen um Nekrosen zu finden ist (Ilvanov et al., 2001, Chia et al., 2001, Wy-
koff et al., 2001). Vor allem bei der Entnahme der ultraschallgesteuerten Stanz-
biopsien wurde aber darauf geachtet moglichst kein Gewebe aus nekrotischen
Tumorarealen zu entnehmen.

Aber auch in den Operationspraparaten lag die Expression deutlich unter dem
erwarteten Prozentsatz. Zu beachten ist, dass oben genannte Untersucher
Mammakarzinome untersuchten, die primar operiert wurden und nicht wie im
vorliegenden Fall zunéchst systemisch therapiert worden sind. Uber die Ex-
pression von CA IX nach primér systemischer Therapie liegen bisher noch kei-

ne Untersuchungen vor.

Bisherigen Studien zufolge ist eine CA IX-Expression in Mammakarzinomgewe-
be mit einer schlechteren Prognose beziiglich des rezidivfreien Uberlebens und
des Gesamtiiberlebens assoziiert (Chia et al., 2001) und die CA9-mRNA ein
unabhangiger prognostischer Faktor und pradiktiver Marker fur ein kiirzeres re-
zidivfreies Uberleben nach adjuvanter Therapie (Span et al., 2003).
Dementsprechend wurde in der vorliegenden Untersuchung eine Assoziation
zwischen erhéhtem CA IX und einer schlechten Response nach primér syste-
mischer Therapie erwartet.

Im Gegensatz dazu, konnte bei Patientinnen, die auf die priméar systemische
Chemotherapie mit einer pCR ansprachen eher CA IX in der Stanzbiopsie
nachgewiesen werden (p=0,035). Dieser Wert kann aber nicht als signifikant
bezeichnet werden, da die Irrtumswahrscheinlichkeit a aufgrund des multiplen
Testens korrigiert werden muss (Bonferroni).

Es ist allerdings ein wichtiger Hinweis auf einen Gruppenunterschied, der in ei-
nem grofReren Kollektiv bestéatigt werden sollte. Mdglicherweise kann CA IX als
pradiktiver Faktor fur die prognostisch relevante Gruppe der pathologischen

Komplettremission herangezogen werden.
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Da in der Gruppe der endokrin therapierten Patientinnen keine pathologischen
Komplettremissionen aufgetreten sind, konnte hier eine vergleichbare Beobach-

tung nicht gemacht werden.

In der vorliegenden Untersuchung sind die Tumoren eher grofl3 (T, bis T,4), was
moglicherweise zu Hypoxie und damit zu einer Hochregulierung von CA IX
fuhrt. Es wurde bisher aber keine Korrelation zwischen CA IX-Expression und
TumorgroRe gefunden (BartoSova et al., 2002, Span et al., 2003).

Dies ist ein Hinweis darauf, dass, obwohl Hypoxie via HIF wichtig fur die CA 1X-
Regulation ist, auch andere Transkriptionsfaktoren und Einflisse eine wichtige
Rolle spielen (Kaluzova, 2001, Opavsky et al., 1996). Unterstitzt wird diese An-

nahme durch eine fehlende Assoziation zwischen CA 1X und HIF-1a.

Die Halbwertszeit des CA IX-Proteins betragt in vitro auch nach Reoxygenie-
rung noch etwa 38 Stunden (Rafajova et al., 2004), wahrend HIF-1a unter nor-
moxischen Bedingungen mit einer Halbwertszeit von 5-10 Minuten rasch ab-
nimmt (Salceda und Caro, 1997). Damit zeigt eine CA IX-Expression mogli-
cherweise auch eher eine zurtickliegende, als eine aktuelle Hypoxie an.

So kénnte eine hypoxiegetriggerte Reaktion bereits zuriickliegen, mit dem Er-
gebnis, dass eine schnelle Reoxygenierung erfolgte, was wiederum eine erfolg-
reiche primar systemische Chemotherapie ermdglicht. Auch dieses Modell wird

durch die fehlende Assoziation zwischen HIF-1a und CA IX gestitzt.

Das CA IX-Protein ist auch an der Kontrolle der Zellproliferation beteiligt (Pasto-
rek et al., 1997) und in Kolonkarzinomen exprimieren CA IX-positive Tumorzel-
len auch den Proliferationsmarker Ki-67 (Saarnio et al., 1998). Beim primar sys-
temisch mit Anthracyclinen therapierten Mammakarzinom ist die Ki-67-
Expression mit einer besseren Response assoziiert (Faneyete et al., 2003), was
sich durch die erhéhte Chemosensitivitdt von proliferierenden Zellen erklaren

|asst.
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4.4. HIF-1a-Expression

In den Stanzbiopsien war HIF-1a nur in 18,5% immunhistochemisch anféarbbar,
wahrend in den Operationspraparaten HIF-1a in einem wesentlich hoheren
Prozentsatz, namlich in 72% nachweisbar war. Auch in der Literatur sind meist
hohere Expressionsraten angegeben. Zhong et al. konnten HIF-1a in primaren
Mammakarzinomen nur in 29% der Félle nachweisen, jedoch fanden sie in
Mammakarzinommetastasen in 69% das HIF-1a-Protein (Zhong et al., 1999).
Eine wesentlich hohere Rate an HIF-1a-exprimierenden Tumoren beschrieben
Talks et al., HIF-1a war hier in 83% der Mammakarzinome nachweisbar (Talks
et al., 2000). Auch bei Schindl et al. war mit 76% der Anteil deutlich héher als
bei den Stanzen in der vorliegenden Untersuchung, obwohl erst eine Expressi-
on von mehr als 10% positiver Zellen als HIF-1a-positiv gewertet wurde
(Schindl et al., 2002). Eine mdgliche Erklarung fur die geringe Expressionsrate
in den praoperativen Biopsien ist die geringe Grof3e des Zellzylinders und der
fokale Charakter der HIF-1a-Expression. Wie auch CA IX wird HIF-1a vornehm-
lich im Randbereich von Nekrosen exprimiert (Talks et al., 2000) und bei der
Entnahme von Stanzbiopsien wird darauf geachtet moglichst kein Material aus
nekrotischen Arealen zu entnehmen.

Die im Vergleich deutlich héhere Expression in den Operationspraparaten mag
zum einen an haufigeren Nekrosearealen und gréf3eren Schnittflachen liegen,
zum anderen kbénnte aber auch die primar systemische Therapie Auswirkungen
auf die HIF-1a-Expression haben.

Die MikrogefaRRdichte (microvessel density) nimmt unter primar systemischer
chemoendokriner Therapie signifikant ab, was zum einen an einer verminderten
Expression von angiogenetischen Faktoren liegen konnte, andererseits aber
auch durch eine direkte Wirkung der primar systemischen Therapie auf die pro-
liferierenden BlutgefaRe (Makris et al., 1999). Letzteres wiederum wirde zu Hy-
poxie im Tumor fuhren und die erh6hte HIF-1a-Expression in den Operations-
praparaten erklaren. Fur Paclitaxel, ein Chemotherapeutikum, das auch ein Teil
der von uns untersuchten Patientinnen erhielten, konnte eine antiangiogeneti-

sche Wirkung nachgewiesen werden (Belotti et al., 1996).
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Ein Zusammenhang zwischen der Response nach primar systemischer Thera-
pie und der HIF-1a-Expression in den pratherapeutisch enthommenen Stanzbi-
opsien konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht nachgewiesen werden.
Entsprechende Untersuchungen, die die pradiktive Wertigkeit der HIF-1a-
Expression vor priméar systemischer Chemo- oder Hormontherapie darstellen,
liegen derzeit nicht vor. Lediglich eine kleine Studie untersuchte die Assoziation
zwischen dem Ansprechen auf eine photodynamische Therapie und der Ex-
pression von HIF-1a, die ergab, dass eine hohe HIF-1a-Expression signifikant
mit einem schlechteren Ansprechen assoziiert war (p=0,04, Koukourakis et al.,
2001).

Die prognostische Bedeutung von HIF-1a hingegen wurde bisher in mehreren
Studien nachgewiesen. Schindl et al. untersuchten 206 nodal positive Patientin-
nen, die meisten davon mit T1- oder T2-Tumoren, und konnten in Fallen mit
HIF-1a-Expression ein signifikant schlechteres Gesamtiuberleben (p=0,003) und
ebenso ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben (p=0.001) beobachten
(Schindl et al., 2002). Auch Gruber et al. fanden in der Gruppe der T1- und T2-
Tumoren in der uni- und multivariaten Analyse ein signifikant schlechteres
krankheitsfreies und fernmetastasenfreies Uberleben (p=0,01 in beiden Fallen)
fur HIF-1a-exprimierende Félle. Wurden die T3- und T4-Karzinome in die multi-
variate Analyse mit eingeschlossen, war der Unterschied nicht mehr signifikant
(Gruber et al., 2004).

Bos et al. fanden dagegen einen signifikanten Zusammenhang zwischen HIF-
la-Expression und dem Gesamtiberleben nur in der Gruppe der nodal negati-
ven Patientinnen (p=0,008). Das untersuchte Kollektiv beinhaltete ebenfalls in
erster Linie T1- oder T2-Karzinome (139 von 150 Patientinnen) (Bos et al.,
2003).

HIF-1a scheint also in erster Linie in frihen Stadien des Tumorwachstums eine
prognostische Aussagekraft zu besitzen und in fortgeschritteneren Stadien von
anderen Faktoren in den Hintergrund gedrangt zu werden. Da unser Kollektiv
auch einen erheblichen Anteil T3- und T4-Karzinome beinhaltet, sind die Ergeb-

nisse der genannten Autoren nicht ohne weiteres darauf zu Ubertragen.
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Das bisher grofdte Kollektiv untersuchte eine aktuelle retrospektive Studie mit
745 Mammakarzinompatientinnen und einer medianen Nachbeobachtungszeit
von 13,5 Jahren. Hier bestatigte sich das schlechtere Gesamtiberleben der
HIF-1la-positiven Falle (p=0,019) und das hohere Metastasierungsrisiko
(p=0,008) in der univariaten Analyse (Dales et al., 2005).

Eine weitere Untersuchung unterschied zwischen der perinekrotischen Expres-
sion von HIF-1a und der diffusen Expression und konnte fir die perinekrotische
Expression ein signifikant schlechteres rezidivfreies Uberleben als fur die Falle
mit diffuser Expression feststellen. Des Weiteren war nur die perinekrotische
Farbung des HIF-1a-Proteins mit einer CA 1X- und GLUT-1-Expression assozi-
iert (Vleugel et al., 2005).

Letztere Beobachtung wiederum ist eine mdgliche Erklarung fur die fehlende
Assoziation von HIF-1a und CA IX in unserem Kollektiv. Eine Differenzierung
zwischen perinekrotischer und diffuser Expression von HIF-1a wurde nicht vor-
genommen, weshalb die Gruppe mit perinekrotischer Expression nicht getrennt

auf eine Assoziation mit CA I1X hin ausgewertet werden konnte.

4.5. HIF-2a-Expression

4.5.1. HIF-2a in Tumoren

Eine Expression des HIF-2a-Proteins konnte in 33,3% der Stanzbiopsien und in
46% der OP-Praparate nachgewiesen werden. Damit stieg die Expressionsrate
von HIF-2a nach primér systemischer Therapie nicht so deutlich wie die von
HIF-1a. Uber die Haufigkeit der HIF-2a-Expression in Mammakarzinomen lie-
gen nur sehr wenige Daten vor. Talks et al. konnten von den 12 untersuchten
Mammakarzinomen das HIF-2a-Protein in 11 Fallen nachweisen (92%). Wer-
den alle untersuchten malignen Tumoren (darunter unter anderem Blasen-, Ko-
lon-, Ovarial- und Prostatakarzinome) zusammengefasst, betragt die Expressi-
onsrate 59,6% (Talks et al., 2000). Damit liegt die Expressionsrate in unserem
Kollektiv deutlich unter der in der Literatur beschriebenen, die aber nur in einem

sehr kleinen Kollektiv untersucht wurde.
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Auch in vitro wird HIF-2a in Mammakarzinomzelllinien exprimiert, und zwar in
den weniger aggressiven Zelllinien starker als in den aggressiveren (Blancher
et al., 2000).

In anderen malignen Tumoren sind die Expressionsraten sehr variabel. In ei-
nem Kollektiv von 89 Nasopharynxkarzinomen war HIF-2a in nur 7% nachweis-
bar (Hui et al., 2002), wahrend die Expressionsrate in Endometriumkarzinomen
bei 17% lag (Sivridis et al., 2002, n=81). Koukourakis et al. fanden in Kopf-
Hals-Tumoren in 33% eine hohe HIF-2a-Expression (Koukourakis et al., 2002,
n=75) und in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen wurde in 51,4% der Féalle

eine hohe HIF-2a- Expression beobachtet (Giatromanolaki et al., 2001, n=107).

Bezuglich der Veranderung von HIF-2a unter primér systemischer Chemo- oder
Hormontherapie liegen weder zu Mammakarzinomen, noch zu anderen Karzi-
nomen des Menschen Untersuchungen vor. Lediglich die Expression von HIF-
1la und HIF-2a in Kopf-Hals-Tumoren vor und nach einer fraktionierten Bestrah-
lung mit 20 Gy wurde an 12 Féllen untersucht. Hier fand sich eine vermehrte
Expression der HIF-a-Proteine nach der Therapie, in etwa 35% der Patienten
waren die Proteine hochreguliert (Koukourakis et al., 2002).

Auch in der vorliegenden Untersuchung stieg die Expressionsrate des HIF-2a-
Proteins etwas an, wobei aber der Anstieg des HIF-1a wesentlich deutlicher
ausfiel.

Eine Studie mit zwei Mammakarzinomzelllinien ergab, dass das HIF-1a-Protein
und nicht das HIF-2a-Protein fur die Induktion einer Reihe von hypoxie-
induzierbaren Proteinen, darunter VEGF, CA IX und GLUT-1, verantwortlich ist.
Ahnliches zeigte sich fir eine Endothelzelllinie (Sowter et al., 2003).
Demzufolge konnte die deutlich erhdhte HIF-la-Expression in den OP-
Praparaten die Reaktion der Tumorzellen auf eine hypoxische Situation wider-
spiegeln, wahrend HIF-2a in Mammakarzinomzellen eine untergeordnetere Rol-

le spielt.
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Der Anteil HIF-2a-exprimierender Karzinome ist in der Gruppe der pathologi-
schen Komplettremissionen gleich grof3 wie in der Gruppe non-pCR. Im Ver-
gleich der Gruppen mit guter Response und schlechter Response ist ein Unter-
schied dahingehend zu beobachten, dass in der Gruppe mit der schlechten
Response mehr Karzinome vor der Therapie HIF-2a exprimierten. Der Unter-
schied wird aber nicht signifikant.

Zur pradiktiven Wertigkeit des HIF-2a fur das Ansprechen auf primar systemi-
sche Chemo- oder Hormontherapie liegen noch keine Studien vor, ebenso we-
nig wurde bisher die prognostische Aussagekraft des Proteins in Mammakarzi-
nomen untersucht. Die in bereits Kapitel 4.4 genannte Studie untersuchte auch
die Assoziation von HIF-2a und dem Ansprechen auf eine photodynamische
Therapie, konnte aber keinen signifikanten Zusammenhang mit einem guten
oder schlechten Ansprechen feststellen (Koukourakis et al., 2001).

Fur Kopf-Hals-Tumoren, die mit einer Strahlentherapie behandelt wurden, konn-
te kein signifikanter prognostischer Vor- oder Nachteil fur HIF-2a-exprimierende
Karzinome gefunden werden. Interessanterweise wurde hier ein Uberlebensvor-
teil fur HIF-1la-positive Karzinome beobachtet (Beasley et al., 2002), ganz im
Gegensatz zu radiotherapierten Zervix- oder Oropharynxkarzinomen, die bei
HIF-1la-Expression ein schlechteres Outcome hatten (Birner et al., 2000, Ae-
bersold et al., 2001). In einer weiteren Studie mit 75 Fallen von inoperablen
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich war dagegen sowohl die HIF-
la- als auch die HIF-2a-Uberexpression mit einer inkompletten Response auf
die Radiochemotherapie vergesellschaftet und auch das Gesamtuberleben war
in beiden Fallen schlechter. In der multivariaten Analyse erwies sich HIF-2a so-
gar als unabhangiger prognostischer Parameter (Koukourakis et al., 2002).
Sivridis et al. konnten zwar fur HIF-1a-positive Endometriumkarzinome ein sig-
nifikant schlechteres Gesamttberleben feststellen, fur HIF-2a-positive Karzino-
me war das Uberleben aber nicht signifikant schlechter (Sivridis et al., 2002).
Entsprechendes gilt fir Karzinome des Nasopharynx (Hui et al., 2002).

Alles in allem konnte also keine Studie einen pradiktiven Wert fir HIF-2a nach-
weisen und auch bezuglich der prognostischen Bedeutung ist die Datenlage
dinn. Nur eine Studie an Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs konnte eine sig-
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nifikante Prognoseverschlechterung fur HIF-2a-exprimierende Tumoren feststel-
len. Auch in der vorliegenden Untersuchung konnte der pradiktive Wert von

HIF-2a nicht abschlieRend geklart werden.

4.5.2. HIF-2a in tumorassoziierten Makrophagen

Tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) tragen durch Sekretion von angiogene-
tischen Cytokinen wie VEGF und TNFa wesentlich zur Angiogenese in malig-
nen Tumoren bei. Es zeigte sich, dass eine erhdhte Makrophageninfiltration in
Mammakarzinomen mit einem schlechteren Gesamtiuberleben assoziiert ist
(Leek et al., 1996).

Die HIF-2a-Farbungen im Stroma von Mammakarzinomen erwiesen sich als
Farbung in tumorassoziierten Makrophagen. Normale Gewebsmakrophagen
exprimieren kein HIF-2a, lediglich in Kuppferzellen und in Knochenmarks-
makrophagen konnte HIF-2a nachgewiesen werden (Talks et al., 2000).

In der vorliegenden Untersuchung wurde in 33,3% der Stanzen und in 70% der
OP-Praparate eine HIF-2a-Farbung im Tumorstroma beobachtet. Ahnlich wie
bei HIF-1a lag damit die Rate an positiven OP-Praparaten deutlich tber der der
Stanzen. Das mag wiederum zum einen an der kleineren Schnittflache der
Stanzbiopsien liegen, zum anderen kdnnte aber auch die primér systemische
Therapie zu einer Anreicherung von Makrophagen im Tumor geftihrt haben.
Gegen erstgenannte Vermutung spricht, dass auch in einer Studie mit 139 pri-
mar operierten Patientinnen die HIF-2a-Expression in TAMs bei 35% der Félle
lag und damit praktisch genauso hoch wie in unseren Stanzbiopsien (Leek et
al., 2002).

Die beiden Therapiegruppen unterschieden sich beziiglich der Veranderung der
HIF-2a-Expression in TAMs nicht wesentlich voneinander. Dementsprechend
konnte auch fur CA 1X, HIF-1a und HIF-2a in Tumorzellen kein Unterschied der
Expressionsanderung zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Dies
ist ein Hinweis darauf, dass obwohl die beiden Therapieansatze das Tumor-
wachstum auf sehr unterschiedliche Weise hemmen, die Wirkung auf die hypo-
xie-induzierbaren Faktoren doch sehr dhnlich ist.
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4.6. Expressionsanderung der Prognosefaktoren unter primar systemi-
scher Therapie

4.6.1. Ostrogenrezeptor

Nach priméar systemischer Therapie kam es weder in der Gruppe der Chemo-
therapie noch in der der hormonwirksamen Therapie mit Aromataseinhibitoren
zu einer Anderung der Ostrogenrezeptor-Expression. Es konnte auch kein Un-
terschied bezuglich der Scoreveranderung zwischen den beiden Therapiegrup-
pen festgestellt werden. Dies deckt sich mit bisherigen Untersuchungen an pri-
mar systemisch therapierten Kollektiven.

Unter primarer Chemotherapie blieb die Expression des Ostrogenrezeptorprote-
ins entweder negativ, gleich hoch oder sie nahm in gleichen Teilen zu oder ab
(Daidone et al., 1995, Faneyete et al., 2003).

Unter hormonwirksamer Therapie sind die Verdnderungen der ER-Expression
abhangig von der Art der Therapie. Unter Tamoxifen, einem Antiéstrogen mit
partiell agonistischer Wirkung, das in dem vorliegenden Kollektiv nicht in der
primar systemischen Situation eingesetzt wurde, kommt es zu einer signifikan-
ten Abnahme der ER-Expression (Makris et al., 1999, Miller et al., 2003, Dow-
sett et al., 2005). Werden Aromataseinhibitoren wie Letrozole oder Arimidex als
primar systemische Therapie eingesetzt, lassen sich solche Verdnderungen
nicht finden (Diesig et al., 2002, Anderson et al., 2002, Dowsett et al., 2005).
Miller et al. fanden im direkten Vergleich von Letrozole und Tamoxifen einen
signifikanten Unterschied bezlglich der ER-Score-Veranderung in den beiden
Therapiegruppen mit einer deutlicheren Abnahme des Scores unter Tamoxifen
(p=0,04) (Miller et al., 2003).

Eine mogliche Erklarung fir das unterschiedliche Verhalten des Ostrogenrezep-
tors unter den beiden hormonwirksamen Therapien ist die unterschiedliche Wir-
kungsweise von Tamoxifen und den Aromataseinhibitoren. Wahrend Tamoxifen
direkt am Ostrogenrezeptor ansetzt und diesen kompetitiv blockiert, wirken die
Aromataseinhibitoren durch Hemmung der Umwandlung von Androgenen in
Ostrogene in Nebenniere und Fettgewebe und senken damit den Ostrogen-

spiegel.
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4.6.2. Progesteronrezeptor

Der Progesteronrezeptor-Score hat in der Chemotherapiegruppe kaum abge-
nommen, wahrend die Falle nach primar systemischer Hormontherapie einen
Abfall des PgR-Scores zeigen. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
kann mit einem p=0,058 aber nicht als signifikant bezeichnet werden.

Unter Chemotherapie fanden Daidone et al. zwar quantitative Veranderungen
der PgR-Konzentration in 90% der Falle, doch die Anderungen waren zu glei-
chen Teilen durch eine Zu- oder Abnahme der pratherapeutischen Werte ge-
kennzeichnet (Daidone et al., 1995).

Nach primar systemischer Therapie mit Aromataseinhibitoren wurde bereits
mehrfach eine Abnahme der Expression des Progesteronrezeptors beschrie-
ben. Diesing et al. fanden in einer kleinen Untersuchung mit 17 Patientinnen le-
diglich eine Tendenz zu abnehmender PgR-Expression unter Letrozole oder
Exemestane (Diesig et al., 2002). Anderson et al. beschrieben nach priméar sys-
temischer Gabe von Anastrozole eine Abnahme des Progesteronrezeptors in 17
von 18 Féllen (Anderson et al., 2002) und auch Miller et al. verzeichneten unter
Letrozole in fast allen urspringlich PgR-exprimierenden Karzinomen eine Ab-
nahme im Operationspraparat. Nach primar systemischer Tamoxifentherapie
wurde eher eine Zunahme der PgR-Expression beobachtet und der Gruppenun-
terschied war hochsignifikant (p<0,0001) (Miller et al., 2003). Entsprechende
Veranderungen konnten auch im Vergleich von Anastrozole und Tamoxifen in
einem Kollektiv von 330 Patientinnen der IMPACT-Studie beobachtet werden
(Dowsett et al., 2005).

Die Abnahme der PgR-Expression unter Aromatasehemmern lasst sich durch
die reduzierten Ostrogenspiegel erklaren. Der Progesteronrezeptor wird durch
Ostrogene induziert und deshalb bei niedrigen Ostrogenspiegeln weniger
exprimiert. Der Anstieg des Rezeptors unter Tamoxifen beruht ebenfalls auf die-
sem Mechanismus, da Tamoxifen eine gewisse agonistische Restaktivitat be-
sitzt (Miller et al., 2003).
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4.6.3. Mib-1

Der Proliferationsmarker Mib-1 nahm in der vorliegenden Untersuchung erwar-
tungsgemal sowohl in der Chemotherapiegruppe als auch in der Antihormon-
gruppe posttherapeutisch in den meisten Fallen ab. Ein Unterschied zwischen
den beiden Gruppen konnte nicht festgestellt werden.

Auch Faneyete et al. stellten eine Abnahme der Proliferationsfraktion anhand
von Ki67-Immunhistochemie unter einer anthrazyklinhaltigen Chemotherapie
fest. Der Unterschied zwischen den pra- und den posttherapeutischen Biopsien
war statistisch signifikant (p=0,000053) (Faneyete et al., 2003). Unter chemo-
endokriner Therapie mit Mitoxantron, Methotrexat und Tamoxifen wurde eben-
falls eine signifikante Ki-67-Reduktion beobachtet (p=0,005) (Makris et al.,
1999), ebenso unter Letrozol oder Exemestan (Diesig et al., 2002, Miller et al.,
2003, Dowsett et al., 2005) und unter Anastrozol (Anderson et al., 2002).
Interessanterweise konnte in einigen Studien ein Zusammenhang zwischen der
Veradnderung der Ki-67-Expression und des Ansprechens auf chemoendokrine
Therapie beziehungsweise Letrozol festgestellt werden (Makris et al., 1999,
Miller et al., 2003), wahrend bei Anderson et al. und Dowsett et al. unter A-
nastrozol und Tamoxifen kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Ki-67-
Abnahme und dem klinischen Ansprechen zu verzeichnen war (Anderson et al.,
2002, Dowsett et al., 2005). Ein signifikanter Unterschied beziglich des Thera-
pieansprechens konnte in einer Untersuchung an 73 primar chemotherapierten
Patientinnen festgestellt werden. Patientinnen mit einer pratherapeutisch hohen
Expression von Mib-1 mit mehr als 20% positiver Tumorzellen sprachen signifi-
kant besser auf die Therapie an als diejenigen mit einer niedrigeren Expression
(p=0,05) (Colleoni et al., 1999).

4.6.4. p53

Die Expression des p53-Proteins nahm unter primar systemischer Therapie
tendenziell ab, ohne dass ein Gruppenunterschied zwischen Chemo- und Hor-

montherapie zu erkennen war (p=0,48).
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Daidone et al. untersuchten ebenfalls die Veranderung der p53-Expression un-
ter primar systemischer Chemotherapie und konnten bei Tumoren mit mindes-
tens 5% p53-positiven Zellen eine signifikante Abnahme der Expression ver-
zeichnen (Daidone et al.,1995, p=0,01). Faneyete et al. fanden unter antra-
zyklinhaltiger Chemotherapie keine signifikanten Anderungen der p53-
Expression, dafir waren unerwarteterweise p53-positive Falle signifkant haufi-
ger mit einem guten Ansprechen assoziiert (Faneyete et al., 2003, p=0,05). Un-
erwartet deshalb, weil es bisher mehrere Studien gab, die keinen pradiktiven
Wert der p53-Farbung bezuglich des Ansprechens auf primér systemisch verab-
reichte Chemotherapeutika erkennen lief3en, beziehungsweise wenn Uberhaupt
mit einer Chemoresistenz (Ubersicht in Cleator et al., 2002).

In einer Studie mit 448 Patientinnen, die primar systemisch eine dosisintensi-
vierte epirubicinhaltige Chemotherapie erhielten, war die p53-Positivitat in der
multivariaten Analyse mit einem Kkiirzeren progressionsfreien Uberleben
(p=0,0008) und einem kirzeren Gesamttberleben (p=0,002) assoziiert (Bonne-
foi et al., 2003).

Auch unter primar systemischer hormonwirksamer Therapie sind keine wesent-
lichen Veranderungen der p53-Expression beschrieben (Diesing et al., 2002).
Der préadiktive Wert des p53 bei endokriner Therapie ist nicht abschlie3end ge-
klart. Es existieren widerspriichliche Ergebnisse unterschiedlicher Untersu-
chungen und deshalb spielt p53 momentan keine préadiktive Rolle fir das An-
sprechen oder das Outcome in der primar systemischen Hormontherapie (U-
bersicht in Ring und Ellis, 2002).
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4.6.5. bcl-2

Die Expression des Apoptoseinhibitors bcl-2 nahm unter primar systemischer
Therapie tendenziell eher zu, ein Gruppenunterschied zwischen Chemotherapie
und Hormontherapie bestand nicht. Die meisten Untersuchung zeigen keine
signifikanten Anderungen nach priméar systemischer Therapie. Faneyete et al.
beobachteten nach anthrazyklinhaltiger Chemotherapie in 56% der Falle einen
unveranderten bcl-2-Status, in 23% war die praoperative Biopsie negativ und
das OP-Préparat positiv, in 21 % der Falle war bcl-2 vor der Chemotherapie po-
sitiv und negativ danach (Faneyete et al., 2003). In einer kleinen Studie mit pra-
operativer Chemotherapie konnte dagegen ein signifikanter Anstieg der bcl-2-
Expression posttherapeutisch nachgewiesen werden (Ellis et al., 1998Db).

Unter chemoendokriner und endokriner Therapie wurden keine signifikanten
Expressionsveranderungen beschrieben (Makris et al., 1999, Diesing et al.,
2002, Miller et al., 2003).

Bezuglich des préadiktiven Wertes der bcl-2-Expression sind die Ergebnisse un-
einheitlich und zum Teil widersprichlich. Es wurde zum einen ein Trend zu ei-
nem verbesserten Ansprechen bcl-2-Gberexprimierender Tumoren auf primar
systemische Chemotherapie beschrieben (Makris et al., 1997, p=0,08), zum
anderen wurde beobachtet, dass bcl-2-negative Tumoren mit einer besseren
Response auf primér systemische Chemotherapie assoziiert sind (Bonetti et al.,
1998, p=0,019).

4.6.6. c-erbB-2

Eine wesentliche Anderung der c-erbB-2-Expression war in der vorliegenden
Untersuchung weder unter Chemo- noch unter Hormontherapie zu beobachten.
Bei Faneyete et al. blieb die Expression ebenfalls in den meisten (94%) Fallen
unverandert (Faneyete et al., 2003), ebenso wenig wurde unter Aromataseinhi-
bitoren eine signifikante Veranderung festgestellt (Diesing et al., 2002).
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Es gab zahlreiche Studien mit dem Ziel den pradiktiven Wert der Her-2neu-
Expression fir verschiedene Chemotherapeutika zu ermitteln. Adjuvante Stu-
dien deuten darauf hin, dass Her-2neu-negative Patientinnen im Gegensatz zu
Her-2neu-positiven Patientinnen von einer Chemotherapie mit Alkylantien profi-
tieren, wahrend eine Her-2neu-Uberexpression mit einer Anthrazyklinsensiblitat
assoziiert ist (Ubersicht in Cleator et al., 2002).

In der primar systemischen Situation fanden Gregory et al. eine Assoziation zwi-
schen c-erbB-2-Negativitdt und einer kompletten Remission nach chemoendo-
kriner Therapie (Gregory et al., 2000). Ellis et al. beobachteten, dass 6strogen-
rezeptorpositive Patientinnen, die auch c-erbB-1 und/oder c-erbB-2 exprimier-
ten signifikant besser auf Letrozole ansprachen als diejenigen, die weder eine
c-erbB-1- noch c-erbB-2-Expression zeigten (Ellis et al., 2001). Unter wochent-
licher Gabe von Doxorubicin zeigte sich die Expression von c-erbB-2 pradiktiv
fur eine Chemoresistenz (Geisler et al., 2001, p=0,041). Auf anthrazyklinhaltige
Chemotherapieschemata wiederum scheinen Her-2neu-positive Karzinome
auch in der primér systemischen Situation gut anzusprechen (Wang et al.,
2002).
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5. Zusammenfassung

Hypoxie ist ein wesentlicher Faktor in der Entwicklung zahlreicher Tumoren,
darunter auch in der des Mammakarzinoms.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die hypoxieinduzierbaren Fak-
toren CA IX, HIF-1a und HIF-2a einen préadiktiven Wert fir das Ansprechen auf
eine primar systemische Chemo- oder Hormontherapie haben und wie sich die
Expression der genannten Faktoren unter der primér systemischen Therapie
verandert.

AuBerdem wurden die morphobiologischen Faktoren Ostrogenrezeptor, Pro-
gesteronrezeptor, p53, bcl-2, Ki-67 und c-erbB-2 erfasst und ihr Verhalten unter
primar systemischer Therapie untersucht.

Als Grundlage diente ein Kollektiv aus 93 Mammakarzinom-Patientinnen, die

primar systemisch mit einer Chemo- oder Hormontherapie behandelt wurden.

Eine CA IX-Expression wurde pratherapeutisch in 16% und posttherapeutisch in
12% der Falle beobachtet. Fur HIF-1a stieg die Expressionsrate von 18,5% in
Stanzbiopsien auf 72% der Falle in den Operationspraparaten, fur HIF-2a von
33,3% pratherapeutisch auf 46% posttherapeutisch.

Ein Hinweis auf eine pradiktive Aussagekraft besteht fur CA IX: Patientinnen,
die auf die priméar systemische Chemotherapie mit einer pathologischen Kom-
plettremission reagierten, exprimierten haufiger CA IX als diejenigen ohne pa-
thologische Komplettremission (p=0,035, ns wegen multiplen Testens).

Fur HIF-1a und HIF-2a wurden keine Hinweise auf eine pradiktive Aussagekraft

bei primar systemischer Therapie gewonnen.

Fur den Ostrogenrezeptor konnte weder unter einer Chemotherapie noch unter
einer Hormontherapie eine wesentliche Anderung festgestellt werden. Der Pro-
gesteronrezeptor blieb unter Chemotherapie weitgehend unverandert, wahrend
unter Hormontherapie ein Trend zu einer Expressionsabnahme zu beobachten
war. p53 nahm tendenziell unter der Therapie ab, wobei ein Gruppenunter-
schied nicht nachweisbar war. Die Abnahme der Expression von Ki-67 war

deutlich, ohne dass ein Unterschied zwischen Chemotherapie und Hormonthe-
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rapie bestand. Fur bcl-2 konnte tendenziell ein Zunahme beobachtet werden,
ebenfalls ohne Gruppenunterschied und die Expression von c-erbB-2 blieb in

beiden Gruppen weitgehend unverandert.
Schlielilich ist festzuhalten, dass CA IX moglicherweise ein pradiktiver Faktor

fur eine pathologische Komplettremission bei priméar systemische Chemothera-

pie ist. Dies muss an einem groReren Kollektiv Uberprift werden.
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1. Abklrzungen

AT
CA9
CAIX
CLIS
CHT
DCIS
EC
ET
HR
HT
HIF
Tis
MR
NC
ER
PR
pCR

PD

Anhang

Adriamycin und Taxotere®
Carboanhydrase 9 (Gen)
Carboanhydrase 1X (Protein)
Carcinoma lobluare in situ
Chemotherapie

duktales Carcinoma in situ
Epirubicin und Cyclophosphamid
Epirubicin und Taxol®
Hormonrezeptor
Hormontherapie
Hypoxie-induzierbarer Faktor
In-situ-Karzinom

minor response

no change

Ostrogenrezeptor

partial response

pathologische Komplettremission
Progesteronrezeptor

progressive disease
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2. TN

M-Klassifikation

(Spiessel et al., 1993)

pTXx
pTO
pTis
pTla
pTlb
pTlc
pT2
pT3
pT4

PNX
pNO
pNla
pN1bi

pNLbii

Primartumor kann nicht beurteilt werden

kein Anhalt fur einen Prim&rtumor

Carcinoma in situ

0,5 cm oder weniger in der grof3ten Ausdehnung

mehr als 0,5 cm, aber nicht mehr als 1,0 cm in der grof3ten Ausdehnung
mehr als 1,0 cm, aber nicht mehr als 2,0 cm in der gréf3ten Ausdehnung
mehr als 2,0 cm, aber nicht mehr als 5,0 cm in der gréf3ten Ausdehnung
mehr als 5,0 cm in der gré3ten Ausdehnung

Tumor jeder GroRe mit Brustwandinfiltration, Odembildung, Hautulzerati-

on und entzindliche (inflammatorische) Karzinome

regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

keine regiondren Lymphknotenmetastasen

nur Mikrometastasen (keine gré3er als 0,2 cm)

Metastasen in 1-3 Lymphknoten, eine gré3er als 0,2 cm, aber alle klei-
ner als 2,0 cm

Metastasen in 4 oder mehr Lymphknoten, eine groRRer als 0,2 cm aber

alle kleiner als 2,0 cm

pN1biii Ausdehnung der Metastasen Uber die Lymphknotenkapsel hinaus (alle

kleiner als 2,0 cm in der gréf3ten Ausdehnung)

pN1lbiv Metastasen in Lymphknoten mit 2,0 cm oder mehr in der grof3ten Aus-

pN2

pN3

dehnung
Metastasen in ipsilateralen axillaren Lymphknoten untereinander oder
an andere Strukturen fixiert

Metastasen in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna

Ein y wird vor die pTNM-Klassifikation gestellt, wenn es sich um eine pathologi-

sche Einschatzung nach primar systemischer Therapie handelt.
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3. WHO-Klassifikation der Mammakarzinome

(Stegner, 1985)
1. Nichtinvasive Veranderungen:

- intraduktale Karzinome (DCIS)
- Carcinoma lobulare in situ (CLIS)

2. Invasive Verdnderungen:

- invasives duktales Karzinom mit vornehmlich intraduktaler Komponente

- invasives duktales Karzinom (ohne spezielle Differenzierung)
- invasives lobulares Karzinom
- muzintses Karzinom
- medullares Karzinom
- papillares Karzinom
- tubulares Karzinom
- adenoid-zystisches Karzinom
- sekretorisches (juveniles) Karzinom
- apokrines Karzinom
- Karzinom mit Metaplasie:
0 squamaoser Typ
o Spindelzelltyp
o Kkartilagindrer und ossarer Typ
0 gemischter Typ

andere

3. Morbus Paget
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4. Grading

(Bloom und Richardson, 1957, Elston und Ellis, 1991)

Merkmal Kriterium Score

[EEN

Tubulusbildung > 75%
10-75%
<10%

Kernpleomorphie gering
mittelgradig
stark

Mitoserate 0-10/10 HPF
11-20/10 HPF

W N P W NN

> 20/10 HPF

Aus diesen drei Kriterien wird eine Scoresumme gebildet, die die Werte 3 bis 9
annehmen kann. Den Scoresummen sind die Differenzierungsgrade G1 bis G3

wie folgt zugeordnet.

Scoresumme Grading Differenzierung Malignitat
3,4und5 Gl gut gering
6 und 7 G2 malfig mafig
8und9 G3 schlecht hoch

92



Anhang

5. Dako HercepTest-Score

Einschéatzung der

Art der Anfarbung Score c-erbB-2 Uberex-
pression
Keine Farbung oder eine Membrananfarbung )
. _ 0 Negativ
in weniger als 10% der Tumorzellen
Schwache oder kaum sichtbare unvollstan-
dige Membrananfarbung in mehr als 10% 1+ Negativ
der Tumorzellen
Schwache bis maRige vollstandige Memb- N
_ 2+ Schwach positiv
ranfarbung in mehr als 10% der Tumorzellen
Starke vollstdndige Membrananfarbung in N
3+ Stark positiv

mehr als 10 % der Tumorzellen

6. Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner

Bewertung Punkte
keine positiven Kerne
< 10% positive Kerne
10-50% positive Kerne
51-80% positive Kerne

Prozentsatz posi-
tiver Zellen

> 80% positive Kerne
keine Farbereaktion
schwache Farbereaktion

mafige Farbereaktion

w N Pk O A~ W N L, O

Farbe-
intensitat

starke Farbereaktion

Der immunreaktive Score (IRS) ergibt sich aus dem Produkt der beiden Krite-
rien und kann die Werte 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 und 12 annehmen (Remmele und
Stegner, 1987).
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