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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Die haufigste Krebserkrankung der Frau in Deutschland ist das
Mammakarzinom, an dem jahrlich ca. 45000-50000 Frauen neu erkranken [1].
Jede vierte Krebserkrankung bei Frauen ist Brustkrebs [2]. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren [3]. Die haufigste Krebstodesursache bei
Frauen in Deutschland ist das Mammakarzinom, wobei der Anteil der
tumorbedingten Mortalitat 17,8% betragt. [3].

1.2 Neoadjuvante Therapie

Die neoadjuvante Therapie, auch primar systemische Therapie genannt, ist
eine Form der Chemo- und/oder Hormontherapie, die nach Sicherung der
Diagnose und Klassifizierung des Tumors praoperativ durchgefihrt wird.
Momentan wird sie nur innerhalb von Studien bei T2-Mammakarzinomen und
inflammatorischen Karzinomen angewandt. Das Ziel dieser Therapie ist das
down-staging, d.h. die Tumorverkleinerung, wodurch sich die Madglichkeit
ergeben kann, den Tumor brusterhaltend anstatt ablativ zu operieren. Ziel ist
das Erreichen einer kompletten Remission des Karzinoms, auch pathologische
Komplettremission genannt (pCR). Es zeigte sich, dass diese Patientinnen ein
besseres Outcome haben. Fischer et al stellten mit der NSABP B-18 Studie
eine Erhéhung der Zahl an BET von 60% auf 67% und eine pCR von 9,8%
durch die neoadjuvante Chemotherapie fest [4]. In der NSABP B-27 Studie
konnte die pathologische komplette Remission durch den sequentiellen Einsatz
von Docetaxel sogar von 9,8% auf 18,9% gesteigert werden [5]. Scholl et al
konnten zudem einen Uberlebensvorteil fir Patientinnen, die mit einer
neoadjuvanten Therapie behandelt wurden, aufzeigen [6]. Durch die
neoadjuvante Gabe von Aromataseinhibitoren konnte Miller et al eine
Tumorverkleinerung von udber 50% in knapp 80% der Falle erreichen [7]. Mit
einer neoadjuvanten Therapie kann zudem die Sensitivitat des Tumors auf eine

medikamentdse Therapie getestet und somit die weitere postoperative Therapie
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optimiert werden [8]. Bisher fehlen aber fir die endglltige Beurteilung der
primar systemischen Therapie Langzeitergebnisse.

Die neoadjuvante Chemotherapie wird mit den &quivalenten Chemo-
therapeutika einer adjuvanten Therapie durchgefuhrt. Dazu liegen verschiedene
Studienprotokolle, wie z.B. die Gepar-Quattro-Studie vor, wobei zur Zeit
Anthrazykline und Taxane bevorzugt eingesetzt werden [9]. In dem
vorliegenden Patientinnenkollektiv wurde Epirubicin mit Cyclophosphamid (EC),

Epirubicin mit Taxol (ET) sowie Adriamycin mit Taxotere (AT) verabreicht.

Bei Hormonrezeptor positiven postmenopausalen Mammakarzinompatientinnen
kann eine endokrine neoadjuvante Therapie mittels Aromataseinhibitoren
durchgefiihrt werden, da rund 75% der Mammakarzinome Ostrogene
synthetisieren und eine starke Korrelation zwischen dem positiven
Ostrogenrezeptor und dem Nachweis der intratumoralen Aromatase gefunden
wurde [10, 11]. Die Aromatase, ein Cytochrome P 450 Komplex, ist das
Schliisselenzym in der Synthese von Ostrogen. Sie vermittelt die Konversion
von Androstendion und Testosteron zu Ostron und Ostradiol [12]. Ostrogene
induzieren die Proliferation von Ostrogenrezeptor positiven Mammatumoren
und induzieren die Expression von Wachstumsfaktoren [13], welche zusétzlich
das Tumorwachstum fordern. Aromataseaktivitat und Aromatase mRNA liegt in
normalem Brustgewebe, ebenso wie im Brustkrebsgewebe vor [14-21]. 60% der
Brusttumore exprimieren Aromatase [22] und haben zudem eine
Aromataseaktivitat [23]. Die Ostrogensynthese pramenopausaler Frauen erfolgt
hauptsachlich in den Ovarien, die der postmenopausalen Frauen durch
Umwandlung zirkulierender Androgene in Leber, Muskeln oder peripherem
Fettgewebe.

Aromatasehemmer vermindern die korpereigene Ostrogenproduktion, indem sie
die Umwandlung (Aromatisierung) von Androstendion zu Ostron unterdriicken.
Dabei gibt es steroidale Aromataseinhibitoren, wie Exemestan und nicht-
steroidale Aromataseinhibitoren, wie Anastrozol und Letrozol. Im Patientinnen-
kollektiv der vorliegenden Untersuchung wurden Letrozol und Exemestan

verwendet.
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1.3 Cyclooxygenase

1.3.1 Was sind Cyclooxygenasen?

Cyclooxygenasen (Cox) sind Enzyme, die bei der Prostaglandinsynthese (PG)
eine wesentliche Rolle einnehmen. Abbildung 1 von Davies et al [24] zeigt den
Syntheseweg von Prostaglandinen aus Phospholipiden, d.h. aus der

Zellmembran, Uber die Arachidonséaure.

Phospholipid
Physiological Inflammatory
Stimuli: Stimuli:
l __Phospho]ipase
Sites: Cytokines
Stomach Growth
RISISIES Arachidonic Acid Factors
Sites:
Macrophages
COX-1 COX-2 Tumours,
Constitutive Inducible other
Via

Prostaglandin

TR

PGD; PGE; PGF,, PGl

TXA;

Abbildung 1: Prostaglandinsynthese via Arachidonsdure aus Davies et al [24]

Die Cyclooxygenasen haben eine Doppelfunktion als Cyclooxygenase und als
Peroxidase. So wird im ersten Reaktionsschritt aus der Arachidonsaure durch
die Cox-Funktion Prostaglandin G, freigesetzt, welches dann im zweiten
Reaktionsschritt durch die Peroxidasefunktion zu Prostaglandin H, reduziert
wird. Beide Intermediarprodukte sind chemisch labil. Prostaglandin H, ist die
Muttersubstanz der Prostaglandine I, E,, F,, D, sowie des Thromboxans A;
und des Malondialdehyds [25]. Diese werden zellspezifisch durch verschiedene

Enzyme aus Prostaglandin H, synthetisiert.
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Es gibt zwei Isoformen der Cyclooxygenase: eine ,konstitutive (Cox-1) [26-28]
und eine ,induzierbare* (Cox-2) [29-33].

1.3.2 Vorkommen, Funktion und Wirkung der Cox 2

1991 entdeckten zwei Forschergruppen [30, 31], unabhangig voneinander, die
Cox-2. Sie ist ein Enzym, welches physiologischerweise nicht oder nur in
geringen Mengen in den menschlichen Zellen vorhanden ist und vor allem bei
Schmerz- und Entziindungsprozessen hervortritt. Analysen mit Cox-2-knock-
out-Mausen zeigten, dass Cox-2 wichtig fur die postnatale Nierenentwicklung
und verschiedene weibliche Reproduktionsprozesse wie Ovulation,
Fruchtbarkeit, Implantation und  Decidualisation ist [34-37]. Die
Cyclooxygenase-2 kann durch verschiedene Faktoren wie Wachstumsfaktoren,
Tumornekrosefaktor a, TGF b und Cytokine [38] sowie einige Onkogene, wie
Her-2/neu, v-src, v-Ha-ras und Wnt [39-43] induziert werden. Dies erklart auch,
dass Cox-2 an der Tumorentwicklung und -progression beteiligt ist [25]. Dieses
Enzym kann im entziindeten Gewebe oder im ZNS bei ,Stress” innerhalb von

wenigen Stunden bis auf das Hundertfache ansteigen.

1.3.3 Verbindung zwischen der Cox-2 und dem Mammakarzinom

Erste Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Tumorgenese und der
Cox-2 ergaben sich aus epidemiologischen Studien mit nicht-steroidalen,
antiphlogistischen Medikamenten (NSAID) [44], wobei sich zeigte, dass die
regelmalige Einnahme von Aspirin mit einem 50% verringerten Risiko
einhergeht, an einem Kolonkarzinom zu erkranken [45, 46]. Zahlreiche weitere
Studien zeigen, dass Cox-2 mRNA und sein Protein auch in anderen
Tumorgeweben, wie auch beim Mammakarzinom tberexprimiert vorliegt und an
deren Pathogenese beteiligt ist [47-51].

In verschiedenen Studien wurde die Cox-2-Expression im Mammakarzinom
mittels Immunhistochemie untersucht [22, 51-60], wobei sich in den meisten
dieser Arbeiten eine Cox-2-Uberexpression in ca. 40% der Mammatumoren
ergab. Einige dieser Studien setzten die Cox-2-Expression mit

Prognosefaktoren des Mammakarzinoms, wie Lymphknotenstatus, Tumor-
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grolRe, Grading, Hormonrezeptorstatus, c-erbB-2 Score, Tumorproliferation
(MIB-1), p53, TGF-a und dem Alter in Beziehung [52, 53, 55, 57, 60, 61]. In der
Literatur wird Uber eine signifikante Beziehung zwischen der Cox-2-Expression

und den Prognosefaktoren berichtet.

1.4 Einfluss der Aromataseinhibitoren auf den Cox-2-Zyklus

In den Gonaden wird die Aromatase durch Gonadotropin reguliert [62],
aulRerhalb der Gonaden wird die Aromatase vor allem durch Prostaglandin E,,
Glucokortikoide, cAMP und andere Faktoren geregelt [62].

Androstendion/Testosteron

Prostaglandin E, T

<+— Aromataseinhibitoren T fF

Prostaglandin HZT

A

T Ostradiol

Interleukine, Cytokine,

Wachstumsfaktoren, TNFa,
Her2/neu, TGF-b und andere
Faktoren

Arachidonséaure

Abbildung 2: Modell der pathophysiologischen Regulation der Aromatase und Cyclo-
oxygenase-2 in Brustkrebszellen unter Berticksichtigung der Einflussmdglichkeit der

Aromataseinhibitoren (rote Pfeile)

Im Mammakarzinomgewebe spielt Prostaglandin E,, das Produkt der
Cyclooxygenase 2, bei der erhéhten Aromataseexpression eine wichtige
Mediatorrolle [22]. Es wurde in einigen Studien nachgewiesen, dass die

5
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Cyclooxygenase-2 und die Aromatase hier positiv zusammenhangen [22, 48],
sowie eine Beziehung zwischen der CYP 19 Genexpression und der
Cyclooxygenase Genexpression besteht [48].

Der Einfluss der Aromataseinhibitoren auf den Cox-2- und Aromatase-Zyklus ist
in Abbildung 2 dargestellt. Aromataseinhibitoren hemmen die Aromatase,
welche somit kein Androstendion mehr in Ostradiol aromatisieren kann.
Dadurch ist die positive Riickkopplung des Ostrogens auf die Cox-2 gehemmt.
Es wird weniger Cyclooxygenase 2 exprimiert, und dadurch weniger
Prostaglandin H, und folglich weniger Prostaglandin E; produziert. Die Cox-2
Expression erfolgt dann nur noch Uber Faktoren wie Interleukine, Cytokine,
Wachstumsfaktoren und TNFa. SchlieRlich zeigt sich dies in einer stark
erniedrigten Aromataseexpression und konnte so zu einem erniedrigten bis

beendeten Tumorwachstum fiihren.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde immunhistochemisch die Expression der
Cyclooxygenase-2 bei Mammakarzinompatientinnen untersucht, die neo-
adjuvant chemotherapeutisch oder endokrin behandelt wurden. Es wurden
jeweils praoperativ gewonnene Stanzpraparate und die korrespondierenden
posttherapeutischen Operationspraparate analysiert und unter den folgenden
Fragestellungen ausgewertet:

1) Wie hoch ist die Cox-2-Expression im Stanzpraparat, wie hoch im
Operationspraparat?

2.) Gibt es eine Anderung der Cox-2-Expression unter der Therapie? Wird die
Cox-2-Expression durch die verschiedenen Therapieformen, Chemo- oder
Hormontherapie, beeinflusst?

3.) In wie weit hat die Cox-2-Expression Einfluss auf das pathologische
Antwortverhalten und auf den Hormonrezeptorstatus?

4.) Gibt es einen Einfluss des Alters, der Tumorgréf3e, des Lymphknoten-
status, des Gradings, der Histologie und der Prognosefaktoren auf die

Cox-2-Expression?
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2 Material und Methode

2.1 Patientinnenkollektiv und Tumorcharakteristika

Die vorliegende Studie umfasst 93 Patientinnen mit einem invasiven
Mammakarzinom, welche zwischen 1998 und 2002 an der Universitatsfrauen-
klinik Tbingen behandelt wurden.

Aus Datenschutzgrinden werden keine Patientinnennamen genannt. Jeder

Patientin wurde bei der Auswertung eine Nummer zugeteilt.

2.1.1 Altersverteilung

Das Durchschnittsalter des Kollektivs lag bei 56,4 Jahren, 33% der Patientinnen
waren pramenopausal und 67% postmenopausal. Die jungste Patientin war 27
Jahre, die Alteste 84 Jahre alt.

2.1.2 Therapie

Die Patientinnen wurden alle neoadjuvant therapiert. 62 Patientinnen wurden
mit einer Chemotherapie alle drei Wochen Uber sechs Monate behandelt. 31
Patientinnen wurden mit einer Hormontherapie Uber mindestens 6 Monate
behandelt.

Therapie Anzahl (n) | Relative Haufigkeit (%)
Doxorubicin (50 mg/m?) + Paclitaxel 23 25
(175mg/m2) (AT)

Epirubicin (60mg/m?3)+ Paclitaxel 20 22
(175mg/m2) (ET)

Epirubicin (60mg/m?) + 16 17
Cyclophosphamid (EC)

Chemotherapie unbekannt 3 3

Letrozol (1 mg/d) 17 18
Exemestan (2,5 mg/d) 13 14
Hormontherapie unbekannt 1 1

Tabelle 1: Therapieschema der systemischen Therapie im Mammakarzinomkollektiv

7
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Nach der systemischen Therapie wurde der Tumor bei 90 Patientinnen (97%)
operativ entfernt. Die drei nicht operativ therapierten Patientinnen gehéren der

Hormontherapiegruppe an und lehnten die Operation ab.

2.1.3 TumorgrofRe, T-Stadium, N-Stadium

Alle Patientinnen hatten ein  stanzbioptisch  gesichertes invasives
Mammakarzinom, mindestens mit Stadium T2, da in den in der
Universitatsklinik Tubingen verwendeten Protokollen einer neoadjuvanten
Therapie eine Tumorgro3e von mindestens 2 cm oder ein inflammatorisches

Mammakarzinom Vorraussetzung sind.

Tumorstadium Stanze
Anzahl (n) Rel.Haufigkeit %
T2 54 58
T3 10 10
T4 29 31
Tabelle 2: Tumorstadien im Mammakarzinomkollektiv vor neoadjuvanter Therapie

Der Median der Tumorgréf3e praoperativ lag bei 3,1 cm (Spannweite: 0,8 — 11
cm). Die Mammasonografie wurde mittels einem 15 MHz Schallkopf
durchgefiihrt und es wurden beide Mammae sowie die lokalen
LymphabfluBwege untersucht.

Lymphknotenstatus Stanze
Anzahl (n) Rel.Haufigkeit %

NO 30 32
N1 57 61
N2 5 5
NX 1 1

Tabelle 3: Lymphknotenstatus im Mammakarzinomkollektiv vor neoadjuvanter

Therapie
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Der axillare Lymphknotenstatus wurde vor der Therapie Kklinisch mittels
hochauflosender Sonografie (15 MHz-Schallkopf) durchgefihrt (Tabelle 3).

Wahrend der neoadjuvanten Therapie wurde alle drei Wochen eine
hochauflosende Mammasonografie durchgefihrt und das Ansprechen des
Tumors und gegebenenfalls suspekter Lymphknoten dokumentiert. Unmittelbar
praoperativ wurde nochmals eine Mammografie durchgefihrt.

Des Weiteren wurde bei allen Patientinnen des Kollektivs ein Staging, welches
ein Rontgen-Thorax, eine Oberbauchsonografie und eine Ganzkdrperskelett-

szintigrafie beinhaltete, vorgenommen.

Die Operationspraparate wurden nach der pTNM-Klassifikation bestimmt [63].
Bei diesen Befunden, nach einer neoadjuvanten Therapie, wird das Prafix y

vorangestellt.

Tumorstadium OP-Praparat
Anzahl (n) Rel.Haufigkeit %
ypTO 6 6
ypTis 5 5
ypT1 27 29
ypT2 35 38
ypT3 9 10
ypT4 11 12
Tabelle 4: Tumorstadium nach neoadjuvanter Therapie im Mammakarzinomkollektiv

Die TumorgrofRe wurde postoperativ am pathologischen Praparat festgemacht,
wobei der Median hierbei bei 2,2 cm (Spannweite: 0 — 9 cm) lag.

Der Lymphknotenstatus postoperativ. wurde anhand von mindestens zehn
pathologisch untersuchten Lymphknoten durch die pN-Klassifikation bestimmit.
Beim untersuchten Patientinnenkollektiv waren bei 39 Patientinnen keine
regionaren Lymphknotenmetastasen nachweisbar (pNO), bei 51 Patientinnen
fanden sich bewegliche ipsilaterale axillare Lymphknotenmetastasen in bis zu 3

Lymphknoten (pN1) und bei 3 Patientinnen wurde ein pN2 festgestellt.
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2.1.4 Histologie

Der histologische Subtyp der Mammakarzinome wurde anhand der WHO-
Klassifikation durch Facharzte fur Pathologie des Institutes fir Pathologie der
Universitat Tubingen sowohl am Stanz- als auch am OP-Praparat bestimmt
[64].

Stanze OP-Praparat

Histologie Anzahl Rel.Haufigkeit Anzahl Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %
DCIS 5 5
Invasiv duktal 55 59 49 53
Invasive 26 28 20 22
lobular
Invasiv dukto- 9 10 9 10
lobulér
Medullar 1 1 1 1
Papillar 1 1 1 1
Keine 1 1 6 6
Malignitat
Unbekannt 2 2

Tabelle 5: Histologische Subtypen der untersuchten Mammakarzinome
2.1.5 Grading

Das Grading wurde durch Fachéarzte fir Pathologie des Institutes fir Pathologie
des Universitatsklinikums Tibingen am Stanzpraparat, sowie am OP-Praparat
bestimmt. Es erfolgte nach der von Elston und Elis modifizierten Einteilung von
Bloom und Richardson und ist ein Mal3 fur die Differenzierung der
Karzinomzellen [65].

10
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Grading Stanze OP-Préaparat
Anzahl (n) | Rel.Haufigkeit | Anzahl (n) | Rel.Haufigkeit
% %
Gl 1 1 10 11
G2 69 74 2 2
G3 19 20 53 57
Unbekannt 3 3 24 26
Keine 1 1 1 1
Malignitat
Keine OP 3 3
Tabelle 6: Verteilung des Grading am Patientinnenkollektiv

2.1.6 Rezeptorstatus

Der Hormonrezeptorstatus, der Wachstumsfaktorrezeptor c-erbB-2 (Her2/neu),
der Tumorsuppressor p53, der Apoptoseinhibitor bcl-2 und das
proliferationsassozierte Antigen Ki-67 (Klon Mib-1) wurden
immunhistochemisch bestimmt. Dabei wurden folgende Cut-off-Werte zu
Grunde gelegt [66, 67].

ER PgR p5S3 bcl-2 Mib-1 c-erbB-2
positiv =23 23 >10% >10% >20% 3+
negativ <3 <3 <10% <10% <20% <3+

Tabelle 7: Cut-Off-Werte fur die immunhistochemische Auswertung

2.1.6.1 Hormonrezeptorstatus

Bei der Bestimmung des Hormonrezeptorstatus wurde der Ostrogenrezeptor
(ER) und der Progesteronrezeptor (PgR) immunhistochemisch mit
monoklonalen Antikdrpern nachgewiesen. Dabei wurde der ER-Antikorper
gegen den Klon SP1-Rabbit (E1678C01, DCS Innovative Diagnostik-Systeme,
Hamburg) und der PgR-Antikdrper gegen den Klon SP2-Rabbit (P1680C01,

DCS Innovative Diagnostik- Systeme, Hamburg) verwendet. Die Auswertung
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erfolgte nach dem Immunreaktiven Score (IRS) von Remmele und Stegner [68].
Von Rezeptorpositivitat wurde bei der immunhistochemischen Untersuchung ab
einem Score von =3 gesprochen. War einer der beiden Rezeptoren positiv,

wurde der Tumor als Hormonrezeptor (HR) positiv klassifiziert.

Ostrogen- und Stanze OP-Praparat
Progesteronrezeptor- | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

status (n) % (n) %

ER positiv 68 73 61 66
ER negativ 24 26 22 24
ER unbekannt 1 1 10 11
PgR positiv 41 45 28 30
PgR negativ 50 54 54 58
PgR unbekannt 1 1 11 12
Tabelle 8: Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus der untersuchten

Mammakarzinome

Hormonrezeptorstatus Stanze OP-Praparat
Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %

HR positiv 68 73 61 66

HR negativ 24 26 22 24

HR unbekannt 1 1 10 11

Tabelle 9: Hormonrezeptorstatus der untersuchten Mammakarzinome

2.1.6.2 p53 Status

Die Uberexpression des Proteins p53 wurde immunhistologisch mit dem p53-
Antikorper (nclparvo, Novocastra, Newcastle, UK) gegen den Klon R92F6
nachgewiesen. Ein Tumor wurde bei mehr als 10% p53-exprimierender

Tumorzellen als p53 positiv gewertet [66, 67].
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p53 Status Stanze OP-Praparat
Anzahl Rel.Haufigkeit Anzahl Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
p53 positiv 35 38 18 19
p53 negativ 57 61 54 58
Unbekannt 1 1 21 23
Tabelle 10: p53 Status der untersuchten Mammakarzinome

2.1.6.3 bcl-2 Status

Der Nachweis des bcl-2 Status erfolgte immunhistochemisch mit dem bcl-2-
Antkérper (M0887, DAKO Deutschland GmbH, Hamburg) gegen den M124-
Klon, wobei der Tumor bei mehr als 10% bcl-2 positiver Tumorzellen als bcl-2

positiv gewertet wurde [66, 67].

bcl-2 Status Stanze OP-Praparat
Anzahl (n) | Rel.Haufigkeit | Anzahl Rel.Haufigkeit
% (n) %
bcl-2 positiv 66 71 50 54
bcl-2 negativ 26 28 19 20
Unbekannt 1 1 24 26
Tabelle 11: bcl-2 Status der untersuchten Mammakarzinome

2.1.6.4 Her2/neu Status

Das Her2/neu-Onkoprotein wurde immunhistochemisch mit dem HercepTest®
(A0485, DAKO Deutschland GmbH, Hamburg) gegen den Poly-Rabbit-Klon
nachgewiesen und nach dem speziellen Score-System (HercepTest-Score,
DAKO Deutschland GmbH, Hamburg) ausgewertet. Der pradiktive Wert dieses
Testes hinsichtlich des Ansprechens der Mammakarzinome auf eine

Herceptin®-Therapie gilt als gesichert [69].
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Stanze OP-Praparat
Her2/neu Status Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Her2/neu positiv 22 24 14 15
Her2/neu negativ 68 73 57 61
Unbekannt 3 3 22 24
Tabelle 12: Her2/neu Status der untersuchten Mammakarzinome

2.1.6.5 Mib-1 Status

Zur immunhistochemischen Bestimmung wurde der Mib-1-Antikérper (M7240,

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg) gegen den MIB1-Klon verwendet. Bei der

Auswertung der immunhistochemischen Farbung wurden die Mibl positiven

Zellen/100 Tumorzellen bestimmt. Das Gewebe wurde ab >20% als Mib-1

positiv gewertet [66, 67].
Mib-1 Status Stanze OP-Praparat
Anzahl (n) | Rel.Haufigkeit | Anzahl (n) | Rel.Haufigkeit

% %

Mib-1 positiv 56 60 16 17

Mib-1 negativ 35 38 56 60

Unbekannt 2 2 21 23

Tabelle 13: Mib-1 Status der untersuchten Mammakarzinome

2.1.7 Pathologisches Antwortverhalten

Das pathologische Antwortverhalten objektiviert den Therapieerfolg anhand des

Tumorwachstums. Die Einteilung basiert auf UICC-Kriterien.

14



Material und Methode

Ansprechen Abkurzung | Definition
Progressive )
_ PD GroRRenzunahme des Tumors um 310%

disease

No change NC Anderung der TumorgrofRe um £10%

Minor MR Verringerung der Tumorgrof3e um >10%,
response aber nicht um mehr als 50%

Partial PR Verringerung der Tumorgré3e um >50%,
response auch Carcinoma in situ

Complete kein Nachweis eines invasiven Tumors oder

. PCR . : : . )

remission eines In-Situ-Karzinoms im OP-Praparat
Tabelle 14: Objektive Kriterien zur Beurteilung des Tumorwachstums (UICC-Kriterien)

Pathologisches Antwortverhalten OP-Praparat (gesamt)
Anzahl (n) Rel.Haufigkeit %
PD 14 15
NC 12 13
MR 26 28
PR 28 30
pCR 5 5
unbekannt 8 9
Tabelle 15: Pathologisches Antwortverhalten der untersuchten Mammakarzinome

In Tabelle 16 und 17 wurde das pathologische Antwortverhalten der Tumoren

nach der Chemotherapie- und der Hormontherapiegruppe aufgeschliisselt.
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Pathologisches Antwortverhalten OP-Préparat (Chemo)
Anzahl (n) Rel.Haufigkeit %
PD 6 10
NC 7 11
MR 14 23
PR 24 39
pCR 5 8
unbekannt 6 10
Tabelle 16: Pathologisches Antwortverhalten in der Chemotherapiegruppe der

untersuchten Mammakarzinome

Pathologisches Antwortverhalten OP-Praparat (Hormon)
Anzahl (n) Rel.Haufigkeit %

PD 8 26
NC 5 16
MR 12 39
PR 4 13
pCR 0 0
unbekannt 2 6

Tabelle 17: Pathologisches Antwortverhalten in der Hormontherapiegruppe der

untersuchten Mammakarzinome

2.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie basiert auf einer Farbemethode, die Zell- und
Gewebsbestandteile durch spezifische Antigen-Antikérperbindungen nachweist
bzw. auf Schnittprdparaten sichtbar macht. Die Bewertung der Expression eines
Proteins durch ein Karzinom erfolgt durch die Beurteilung der Intensitat der
Farbung und durch die Zahl der gefarbten Tumorzellen.
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2.2.1 Gewinnung der Stanzbiopsie

Zur histopathologischen Diagnose wurde eine Stanzbiopsie mit dem
Stanzapparat der Firma BARD aus dem betreffenden Mammaparenchymanteil
entnommen. Der Gewebestanzzylinder wurde bei lokaler Betaubung durch eine
1,4 mm dinne Nadel unter sonografischer Kontrolle entnommen. Pro

Stanzbiopsie wurden mindestens 5 Gewebezylinder entnommen.

2.2.2 Herstellung der Schnitte

Die zu untersuchenden Praparate wurden unmittelbar nach der Entnahme in
5%iger neutral gepufferter Formalinlosung (NBF) bis zu 24 Stunden fixiert. Die
Zeit zwischen der Praparatentnahme und der Fixierung durfte dabei 30 Minuten
nicht Gberschreiten.

Zur Weiterverarbeitung der fixierten Gewebe wurden Paraffinschnitte
hergestellt. Das Gewebe wurde auf eine GroRe von maximal 25x20x4 mm
zugeschnitten und in einer aufsteigenden Alkoholreihe nach folgendem Schema
entwassert: 70% Ethanol, 80% Ethanol, 95% Ethanol, 95% Ethanol, 100%
Ethanol. Danach wurde der Alkohol mittels Xylol aus dem Gewebe entfernt. Das
Gewebe wurde in das verflissigte Paraffin bei 58°C infiltriert und eingebettet.
Aus diesen Paraffinblécken wurden ca. 4 um dicke Scheiben geschnitten. Diese
wurden auf Objekttrager (HistoBond®; Paul Marienfeld GmbH &Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen) aufgezogen, wobei zur besseren Haftung 10% Poly-L-Lysin
Losung (Poly-L-Lysin, Sigma-Aldrich, Deisenhofen), die 1:10 verdiinnt war,
verwendet wurde. Die Schnitte auf den Objekttragern trockneten 12-24 Stunden

bei Raumtemperatur.

2.2.3 Farbemethode und verwendete Antikdrper

Die Schnitte wurden nach der Avidin-Biotin-Methode, der sogenannten ABC-
Methode (Abbildung 3), die 1981 erstmals von Hsu und Mitarbeitern

angewendet wurde, angefarbt [70].
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Abbildung 3: ABC-Methode nach DAKO, Immunhistochemische Farbemethode 2003

Der verwendete Antikorper ist ein polyclonaler Kaninchenantikdrper (ALX-210-
712-1, Alexis Biochemicals, Grinberg) gegen die Cyclooxygenase-2. Er
korrespondiert zu aa 567-599 des menschlichen Cox-2-Proteins. Der Antikdrper
wurde 1:300 verdunnt. Bei der Negativkontrolle wurde der Primarantikbrper
weggelassen. Bei der Positivkontrolle wurde als Gewebe Kolonkarzinom
verwendet [52], bei welchem das Cox-2-Protein sicher exprimiert wird.

Der verwendete Sekundarantikdrper Anti-Broad Spectrum ist Bestandteil des
ZytoChemPlus (HRP) Broad Spectrum Bulk Kit (HRP 500, Zytomed, Berlin).
Dieser Sekundarantikdrper ist ein Ziegenantikorper, der spezifisch an Maus-,

Ratten-, Kaninchen- und Guinea-Schwein-Antikdrper bindet.

2.2.4 Farbeprotokoll

Zunachst Entparaffinierung der Schnitte durch 20-minitige Einlagerung in Xylol.

Danach Behandlung in absteigender Alkoholreihe nach folgendem Schema:
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100% Ethanol fur 2x3 Minuten, 96% Ethanol fur 3 Minuten, 75% Ethanol fir 3
Minuten, abschlieRend destilliertes Wasser fur 3 Minuten. Die Schnitte
befanden sich dabei in Glashalterungen, die in Glaskivetten standen, welche
mit der jeweiligen Reaktionskomponente gefullt waren. Diese und alle
folgenden Schritte wurden, soweit nicht anders erwéhnt, bei Raumtemperatur
vollzogen. Nach der Entparaffinierung Kochen der Schnittpraparate fur 4
Minuten im Dampfkochtopf (Rommelsbacher Automatik) im Citratpuffer 0,01 M
(82ml NaCitrat + 18ml Zitronensaure + 900ml Aquadest, eingestellt auf pH 6,0)
zur Demaskierung der Antigene. AnschlieRend kurze Abkuhlung im Wasserbad.
Weiterbehandlung der Schnitte fur 2x5 Minuten im Tris-Puffer (100ml Tris-
Konzentrat + 900ml Aquadest, eingestellt auf pH 7,6). Danach Farbung im
Farbeautomat Tecan Genesis RSP 100 (Tecan, Crailsheim). Dazu Einfigung
der Schnitte in Coverplates-Reaktionsraume, welche in passende Kassetten
gesetzt wurden. Die im Folgenden beschriebenen Schritte fanden im erwahnten
Farbeautomat statt. Zunachst Spulung der Schnitte fir 5 Minuten mit Tris-
Puffer. Uberschichtung der Schnitte 10 Minuten mit Normalserum Super Block
(ZytoChemPlus (HRP) Broad Spectrum Bulk Kit, HRP 500, Zytomed, Berlin) zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen. Das Normalserum stammte aus
derselben Spezies wie auch der Sekundarantikérper, in diesem Fall der Ziege.
Danach einstindige Inkubation mit dem Primarantikdrper Cyclooxygenase-2. Im
Folgenden Spulung der Schnitte fur 5 Minuten mit Tris-Puffer. Fir 15 Minuten
Behandlung mit dem biotinylierten Sekundarantikbrper Anti-Broad Spectrum
(ZytoChemPlus (HRP) Broad Spectrum Bulk Kit, HRP 500, Zytomed, Berlin).
Weiteres Spulen mit Tris-Puffer fir 5 Minuten. Daraufhin Uberschichtung der
Schnitte fur 15 Minuten mit dem Peroxidase konjugierten Avidin-Biotin-
Enzymkomplex (Peroxidase (HRP), ZytoChemPlus (HRP) Broad Spectrum Bulk
Kit, HRP 500, Zytomed, Berlin). Weitere 5 Minuten Spilung mit Tris-Puffer.
Inkubation der Schnitte fir 7 Minuten mit 3,3 -Diaminobenzidintetrahydro-
chlorid-Gebrauchslésung (DAB) (DAB Substrate Kit, DAB 530, Zytomed,
Berlin). Danach Spulung fir 5 Minuten mit Tris-Puffer. Hiermit Abschluss der
Farbung im Farbeautomaten. Die Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Harrys
wurde von Hand vollzogen. Zunéchst Lagerung der Schnitte fir 10 Minuten in
Hamatoxylin (Harrys H&amatoxylin, 9253, Merck KGaA, Darmstadt). Im

Folgenden Einstellung der Schnitte fir 5 Minuten in warmem Leitungswasser.
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Danach Spulung mit destilliertem Wasser. Zur Entwasserung Behandlung der
Gewebeschnitte fur je 2-3 Minuten in einer aufsteigenden Alkoholreihe nach
folgendem Schema: 70% Ethanol, 70% Ethanol, 95% Ethanol, 100% Ethanol.
Abschliel3end Einstellung in Xylol.

Eindeckung der Schnitte mit einem Deckglas unter Verwendung eines

Eindeckmediums (Pertex, Medite).

2.3 Mikroskopische Auswertung

Die Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop (Axioskop 40, Firma Zeiss,
Gottingen) (Objektive: x1,25; x2,5; x10; x20; x40) ausgewertet. Die Beurteilung
erfolgte doppelt blind, einmal durch mich selbst und einmal durch Herrn Dr.
med. Vogel, Uberwiegend bei 40-facher Objektiv-VergroRerung. Die positiven
Zellen, d.h. die Zellen, die Cox-2 exprimierten, stellten sich in einer braunen
Farbung dar. Die Expression von Cox-2 wurde nach der Lage der Farbung, d.h.
nuklear oder cytoplasmatisch, nach der Intensitat, d.h. keine, schwach, mafig,
stark, sowie nach der Prozentzahl der angefarbten Zellen, beurteilt. Fir die
Farbeintensitat war der vorherrschende Intensitatsgrad ausschlaggebend. Es
wurde ein Score ermittelt, der auf dem Immunreaktiven Score (IRS) nach

Remmele und Stegner [68] basiert.

Prozentsatz positiver Kerne x Farbeintensitat = IRS (0 - 12 Punkte)

Keine positiven Kerne 0 Punkte | keine Farbung 0 Punkte

< 10% positive Kerne 1 Punkt |schwache Farbeintensitat | 1 Punkt

10 - 50% 2 Punkte [ maRige Farbeintensitat 2 Punkte
51 - 80% 3 Punkte | starke Farbeintensitat 3 Punkte
> 80% 4 Punkte

Tabelle 18: Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [68]

Die Punkte wurden fiir den Prozentsatz positiv gefarbter Tumorzellen und fur
die Farbeintensitat der gefarbten Tumorzellen vergeben. Die Punktezahl der

Prozentzahl positiv gefarbter Zellen wurde mit der Punktezahl der

20



Material und Methode

Farbeintensitat multipliziert. Der ermittelte Wert entsprach dem Immunreaktiven
Score.

Der ermittelte IRS wurde dann auf die Expression der Cyclooxygenase-2
Ubertragen. So entsprachen 0 Punkte keiner, 1-4 Punkte einer geringen, 5-8
Punkte einer mafigen und 9-12 Punkte einer starken Cox-2-Expression [57].
Zusatzlich zum IRS wurde das Farbeverhalten des Cox-2-Antikdrpers
analysiert. Es wurde die Lage der Farbung, also nuklear oder cytoplasmatisch,
die angefarbte Zellart, also z.B. Tumorgewebe, gesundes Mammagewebe und
Makrophagen festgehalten.

2.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde im Institut fir Medizinische Biometrie der
Universitat Tubingen durch Frau Dr. rer. nat. Tina Herberts durchgefuhrt. Es
wurde mit dem Programm JMP-In 5.1 (SAS Institute Inc., Cary NC, USA All)
gearbeitet.

Die Auswertung erfolgte rein deskriptiv Gber Tabellen und Grafiken, wobei die
Cox-2-Expression, die Cyclooxygenase-2-Expressionsanderung unter Therapie
und der Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und verschiedenen

Faktoren beschrieben wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der immunhistochemischen Cox-2-Expression

3.1.1 Immunhistochemische Cox-2-Expressionsstarke

Die Expression der Cyclooxygenase-2 wird nach der Auswertung des
Immunreaktiven Scores nach Remmele und Stegner [68] in vier Stérken
eingeteilt: keine Expression (Abbildung 4), geringe Expression (Abbildung 5),
mafige Expression (Abbildung 6) und starke Expression (Abbildung 7).

Die Cyclooxygenase-2-Farbung stellt sich in der immunhistochemischen
Farbung braun dar. Die nicht Cox-2 exprimierenden Zellen nehmen durch die
Gegenfarbung mit Hamatoxylin eine blaue Farbung an.

Abbildung 4: Keine Cox-2-Expression Abbildung 5: Geringe Cox-2-Expression

Abbildung 6: MaRige Cox-2-Expression Abbildung 7. Starke Cox-2-Expression
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3.1.2 Farbeverhalten des Cox-2-Antikdrpers

Die Cox-2-Farbung an Tumorzellen stellte sich nuklear und cytoplasmatisch
dar, wobei Zellen nur nukledr (Abbildung 8) oder nur cytoplasmatisch
(Abbildung 9) oder gleichzeitig nukleédr und cytoplasmatisch (Abbildung 10)

angefarbt sein konnten.

Abbildung 8: Nukleare Farbung Abbildung 9: Cytoplasmatische Farbung

Abbildung 10: Nukleare und
cytoplasmatische Farbung

In Abbildung 11 und 12 sind die Cyclooxygenase-2 Farbungen gesunder

Brustdrisenzellen dargestellt.

Ferner liel3 sich eine Expression von Cox-2 in Adipozyten (Abbildung 13), in
neutrophilen Granulozyten (Abbildung 14), an Makrophagen (Abbildung 15), im
regelhaften Epithel (Abbildung 16), im Stroma (Abbildung 17) sowie an

Nervenzellen (Abbildung 18) nachweisen.
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Abbildung 11: Gesunde Abbildung 12: Gesunde

Brustdriisenzellen Brustdriisenzellen

Abbildung 13: Adipozyten Abbildung 14: Neutrophile Granulozyten

Abbildung 15: Makrophagen Abbildung 16: Epithelzellen
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Abbildung 17: Stromafarbung Abbildung 18: Gefarbter Nerv und stark
gefarbter Tumor

Der verwendete Cox-2-Antikorper farbte auch die dysplastischen Epithelzellen
von duktalen Carcinomata in situ (Abbildung 19 und 20) an.

Allgemein stellte sich das Farbemuster sehr unterschiedlich dar. Oftmals waren
die Farbungen granular (Abbildung 20). Dadurch wurde die Auswertung deutlich

erschwert.

Abbildung 19: Gefarbtes DCIS Abbildung 20: DCIS mit granuléarer
Farbung
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3.2 Statistische Auswertung der Cox-2-Expression

3.2.1 Cox-2-Expression am Stanzpraparat

Zur Auswertung der Cox-2-Expression am Stanzpraparat wurde das Kollektiv in
die Chemo- und Hormontherapiegruppe aufgeteilt. Insgesamt exprimierten 85%
der Tumoren aus der Chemotherapiegruppe und 90% der Tumoren aus der

Hormontherapiegruppe Cox-2.

Cox-2-Expression Chemotherapiegruppe | Hormontherapiegruppe
am Stanzpraparat | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 9 15 3 10
Geringe Expression 29 47 16 52
Malige Expression 20 32 10 32
Starke Expression 3 5 2 6
Expression 1 2 0 0
unbekannt
Tabelle 19: Cox-2-Expression am Stanzpraparat

Bei einem Stanzpréparat aus der Chemotherapiegruppe konnte keine Cox-2-
Expression analysiert werden, da dieses Praparat keinen Tumor beinhaltete.
Abbildung 21, ein Mosaik-Plot, veranschaulicht die Anteile der jeweiligen
Expressionsstarken. Dabei stellen die Zahlen 0-3 an der rechten Seite den Cox-
2-Score dar. Die Zahl O steht dabei fur eine fehlende Cox-2-Expression, die
Zahl 1 fur eine geringe, die Zahl 2 fur eine maldige und die Zahl 3 fur eine starke
Cox-2-Expression. In folgendem Plot wird eine negative Cox-2-Expression
durch die rote Flache, eine geringe Cox-2-Expression durch die grine, eine
maRige Cox-2-Expression durch die blaue und eine starke Cox-2-Expression
durch die orange Flache dargestellt. Die linke Spalte des Plots stellt dabei die
Chemotherapiegruppe dar, die rechte Spalte die Hormontherapiegruppe.
Abbildung 21 zeigt, dass vor der jeweiligen Therapie in jeder Therapiegruppe

jede Cox-2-Expressionsstarke exprimiert wurde.
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Abbildung 21: Cox-2-Expression am Stanzpraparat

3.2.2 Cox-2-Expression am OP-Praparat

Nach Therapie wurde keine starke Cox-2-Expression mehr gefunden. Der Anteil
der Cox-2 exprimierenden Tumoren ist jedoch in beiden Therapiegruppen
gestiegen. Er betrdgt in der Chemotherapiegruppe 94%, in der
Hormontherapiegruppe 97% (Tabelle 20).

Cox-2-Expression am | Chemotherapiegruppe | Hormontherapiegruppe
OP-Praparat Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 4 6 1 3
Geringe Expression 38 61 21 68
Malige Expression 15 24 6 19
Starke Expression 0 0 0 0
Expression 6 10 3 10
unbekannt
Tabelle 20: Cox-2-Expression am OP-Préparat

In beiden Therapiegruppen Uberwog die geringe Expression deutlich (Abbildung
22). Hierbei entsprechen die roten Flachen einer fehlenden Cox-2-Expression
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(Score 0), die grinen Flachen einer geringen (Score 1) und die blauen Flachen

einer makigen Cox-2-Expression (Score 2).

:

Cox-2-Expression
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Abbildung 22: Cox-2-Expression am OP-Praparat

Bei insgesamt neun Praparaten konnte keine Cox-2-Expression untersucht
werden, da bei drei Patientinnen aus der Hormontherapiegruppe keine
operative Tumorentfernung vorgenommen wurde, bei vier Tumoren aus der
Chemotherapiegruppe keine Malignitdt mehr nachweisbar war, bei einer
Patientin aus der Chemotherapiegruppe nur ein Lymphknotenpréparat vorlag

und bei einer Patientin nur ein Hautpréaparat vorhanden war.

3.3 Cox-2-Expressionsanderung unter Therapie

Zur Analyse der Cox-2-Anderung unter Therapie wurde das Kollektiv in zwei
Gruppen geteilt, zum einen in die Patientinnengruppe, die mit einer
Chemotherapie behandelt wurde und zum anderen in die Gruppe mit den
Patientinnen, die eine Hormontherapie erhalten hatten. Bei der jeweiligen
Gruppe setzte man die Cox-2- Expression vor Therapie, also die Expression am
Stanzpraparat, der Cox-2-Expression nach Therapie, also der Expression am
OP-Préaparat, gegenuber. Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 (Chemotherapie)
und Tabelle 22 (Hormontherapie) zusammengefasst. Dabei zeigt die linke

Spalte der Tabelle die Cox-2-Expression vor der Therapie auf, die mittlere
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Spalte die Expression nach der Therapie. In der rechten Spalte steht die Anzahl
der Patientinnen, die jeweils diese Cox-2-Expression aufwiesen.

Deutlich wird hierbei in der Chemotherapiegruppe, dass mit 29% am haufigsten
keine Veranderung der geringen Cox-2-Expression, gefolgt von einer maldigen
Expression, die zu einer geringen Cox-2-Expression am OP-Praparat (22%)

wurde, auftrat.

Cox-2-Expressionsanderung unter Chemotherapie

Cox-2-Expression an | Cox-2-Expression am | Beobachtungen Anzahl
der Stanze OP-Praparat n (%)
Unbekannt Gering 1 (2%)

Keine Unbekannt 2 (3%)
Keine Keine 1 (2%)
Keine Gering 5 (9%)
Keine Malig 1 (2%)
Gering Keine 3 (5%)
Gering Gering 17 (29%)
Gering Malig 7 (12%)
MafRig Unbekannt 1 (2%)
Marig Gering 13 (22%)
MaRig MaRig 6 (10%)
Stark Gering 2 (3%)
Stark MaRig 1 (2%)
Tabelle 21: Cox-2-Expressionsanderung unter Chemotherapie

In der Hormontherapiegruppe zeigte sich eine ahnliche Expressionsanderung
nach Therapie (Tabelle 22). Am haufigsten trat mit 36% eine gleich bleibende
geringe Cox-2-Expression bei der Stanze sowie beim OP-Praparat auf. Eine
Anderung der Expression von einer maRigen zu einer geringen Cox-2-
Expression fand sich noch bei 19% der Patientinnen unter Hormontherapie.

Hierbei ist auffallig, dass unabhéngig von der Therapie jeweils keine Anderung
der geringen Cox-2-Expression am haufigsten auftrat. Auch die zweithaufigste

Anderung, die Anderung einer maRigen zu einer geringen Cox-2-Expression,
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trat in beiden Therapiegruppen gleichermal3en auf. Diese Ergebnisse zeigen

somit, dass die Therapieart keinen Einfluss auf die Cox-2-Expression hat.

Cox-2-Expressionsanderung unter Hormontherapie
Cox-2-Expression bei | Cox-2-Expression am | Beobachtungen Anzahl
der Stanze OP-Praparat n (%)
Keine Gering 2 (6%)
Keine Malig 1 (3%)
Gering Unbekannt 1 (3%)
Gering Keine 1 (3%)
Gering Gering 11 (36%)
Gering MaRig 3 (10%)
Malig Unbekannt 2 (6%)
Malig Gering 6 (19%)
MaRig MaRig 2 (6%)
Stark Gering 2 (6%)
Tabelle 22: Cox-2-Expressionsanderung unter Hormontherapie

3.4 Einfluss des Alters auf die Cox-2-Expression

3.4.1 Einfluss des Alters auf die Cox-2-Expression

Die Cox-2-Expression wurde in dieser Analyse zunachst zum Alter, getrennt in
Stanzpraparat und OP-Praparat, in Beziehung gesetzt.

Bei den Stanzbiopsiepraparaten zeigte sich, dass, der Anteil der Tumoren, die
keine oder eine geringe Cox-2-Expression aufwiesen mit dem Alter der
Patientinnen zunahm. Der Anteil der méafig Cox-2 exprimierenden Karzinome
nahm mit dem Alter ab. Stark exprimierende Tumore zeigten keine Tendenz
entsprechend dem Alter. Die Ergebnisse sind in Abbildung 23 dargestellt. Dabei
sind auf der y-Achse die Cox-2-Expressionstufen aufgetragen, mit O fur eine
fehlende Cox-2-Expression, 1 fur eine geringe Cox-2-Expression, 2 fir eine
manRige Cox-2-Expression und 3 flr eine starke Cox-2-Expression. Die nahezu

horizontal verlaufenden Kurven, die jeweils die obere Grenze des jeweiligen
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Cox-2-Expressionsscore darstellen, zeigen deutlich, dass keine Beziehung

zwischen dem Alter und der Cox-2-Expression am Stanzpraparat besteht.

Abbildung 23: Altersverteilung der Cox-2-Expression im Stanzpréparat
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Eine Tendenz zur Verringerung der geringen Expression und Erhéhung der

manigen Expression mit hdherem Alter ist im OP-Praparat ersichtlich. Die

nahezu horizontalen Geraden in Abbildung 24 zeigen jedoch, wie schon bei der

Stanze, dass kein Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und dem

Alter besteht.

Abbildung 24: Altersverteilung der Cox-2-Expression im OP-Praparat
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3.4.2 Cox-2-Expression pra- und postmenopausal

Bei der Analyse der pra- und postmenopausalen Cox-2-Expression wurden die
Patientinnen in zwei Gruppen eingeteilt, einerseits die pramenopausalen
Patientinnen, welche junger als 50 Jahre waren, und andererseits die
postmenopausalen, die gleich und &lter als 50 Jahre waren.

Bei der Auswertung der Stanzpréparate beziglich der Pra- und Postmenopause
zeigte sich, dass 84% der pramenopausalen Tumoren und 89% der
postmenopausalen Tumoren Cox-2 exprimierten. Der grof3te Anteil der Tumore

in beiden Gruppen wies eine geringe Cox-2-Expression auf (Tabelle 23).

Cox-2-Expression <50 Jahre 2 50 Jahre

der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %

Keine Expression 5 16 7 11

Geringe Expression 14 45 31 51

Malige Expression 10 32 20 33

Starke Expression 2 7 3 5

Tabelle 23: Cox-2-Expression beziglich des Menopausenstatus am Stanzpréparat

Am OP-Préaparat exprimierten 88% der pramenopausalen Tumoren und 97%
der postmenopausalen Tumoren Cox-2. Bei den Tumoren pradmenopausaler
Patientinnen trat vermehrt keine Cox-2-Expression auf. Die meisten préa- und
postmenopausalen Tumoren zeigten eine geringe Cox-2-Expression, wobei die
postmenopausalen Tumoren mit 72% lberwogen. Bei der mafigen Expression
hielten sich beide Gruppen die Waage. Eine starke Cox-2-Expression fand sich
bei keinem der Préparate. Das Ergebnis der OP-Praparate (Tabelle 24)
entspricht somit in etwa dem der Stanzen.
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Cox-2-Expression <50 Jahre 2 50 Jahre
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %

Keine Expression 3 12 2 3

Geringe Expression 16 64 43 72

Malige Expression 6 24 15 25

Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 24:

Cox-2-Expression beziglich des Menopausenstatus am OP-Préparat

3.5 Zusammenhang zwischen der Tumorgr6R3e, dem T-Stadium

und dem N-Stadium und der Cox-2-Expression

3.5.1 Beziehung der Cox-2-Expression und des T-Stadiums

Bei den T-Stadien Tis, T 2, T 3 und T 4 war die geringe Cox-2-Expression am

haufigsten. Bei den T 1 Tumoren Uberwog die maflige Cox-2-Expression.

Insgesamt zeigte sich in keinem Stadium eine starke Cox-2-Expression (Tabelle

25).

Keine Cox-2- Geringe Cox-2- MaRige Cox-2-

Expression Expression Expression
Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.H&au-

(n) figkeit (n) figkeit (n) figkeit
% % %
Tis 1 20 4 80 0 0
T1 0 0 13 48 14 52
T2 1 3 28 82 5 15
T3 2 25 5 63 1 12
T4 1 9 9 82 1 9

Tabelle 25: Beziehung zwischen T-Stadium und Cox-2-Expression postoperativ
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Abbildung 25 zeigt deutlich, dass die méafiige Cox-2-Expressionvon T 1 zu T 4
stetig, jedoch nicht gleichmaRig abnahm, dagegen die geringe Cox-2-

Expression zunahm.
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Abbildung 25: Beziehung zwischen T-Stadium und Cox-2-Expression postoperativ

3.5.2 Einfluss der Tumorgro6i3e auf die Cox-2-Expression

Bei der Darstellung der TumorgroRe und der Cox-2-Expression zeigte sich bei
den Stanzbiopsien keine Beziehung. In der folgenden Abbildung 26
entsprechen die Zahlen 0 bis 3 auf der y-Achse wiederum dem Cox-2-
Expressionsscore. Die horizontalen blauen Geraden zeigen, dass keine
Tendenzen ersichtlich sind.
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Abbildung 26: Beziehung von Tumorgrél3e und Cox-2-Expression am Stanzpréparat
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Dagegen zeigte sich bei der Auswertung der OP-Praparate deutlich, dass die
Cox-2-Expression mit Zunahme der Tumorgréf3e abnahm (Abbildung 27). Die
mafige Cox-2-Expression nahm mit der steigenden Tumorgréf3e ab (vertikaler
Abstand von der obersten blauen Kurve zur 1.00). Die Tumoren ohne Cox-2-
Expression nahmen mit gré3erer Tumorgrof3e zu (vertikaler Abstand von der
unteren blauen Kurve zur 0.00). Die Flache zwischen den beiden blauen
Kurven entspricht der geringen Cox-2-Expression. Diese nahm mit steigender

TumorgroRe ebenfalls ab.
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Abbildung 27: Beziehung von Tumorgréf3e und Cox-2-Expression am OP-Préaparat

3.5.3 Zusammenhang zwischen dem Lymphknotenstadium und der
Cox-2-Expression

Bei der Gegenuberstellung des N-Stadiums zur Cox-2-Expression war der
Anteil der geringen Cox-2-Expression in jedem N-Stadium am grof3ten (Tabelle
26). Eine negative Cox-2-Expression trat haufiger im Stadium N 1, die malige
Cox-2-Expresssion trat dagegen im Stadium N 0 haufiger auf.

Auch Abbildung 28 zeigt, dass mit steigendem Lymphknotenstatus der Anteil
der Tumoren mit geringer Cox-2-Expression stieg (grine Flache). Dagegen
nahm der Anteil der Tumoren, die Cox-2 malig exprimierten (blaue Flache) mit
steigendem N-Stadium ab. Die negative Cox-2-Expression (rote Flache) nahm
von NO zu N1 zu, fand sich jedoch nicht bei N2.
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N O N1 N 2

Cox-2- Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau-

Expression
(n) figkeit % (n) figkeit % (n) figkeit %
Keine 1 3 4 8 0 0
Expression
Geringe 21 64 36 72 2 100
Expression
MaRige 11 33 10 20 0 0
Expression
Starke 0 0 0 0 0 0
Expression
Tabelle 26: Zusammenhang zwischen dem Lymphknotenstadium und der Cox-2-

Expression postoperativ
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Abbildung 28: Zusammenhang zwischen dem Lymphknotenstadium und der Cox-2-
Expression postoperativ
3.6 Beziehung zwischen der histologischen Gruppe und der

Cox-2-Expression

3.6.1 Cox-2-Expression der Stanz- und OP-Pré&parate in den
histologischen Gruppen
Zur Auswertung wurden die Tumoren in 4 Gruppen eingeteilt: die invasiven

duktalen, die invasiven lobuléren, die DCIS und die speziellen Karzinome. Unter
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die speziellen Karzinome fielen die medullaren und die papillaren Karzinome.
Die dukto-lobularen Tumoren wurden der Gruppe der invasiv duktalen
Karzinome zugeteilt.

Im Folgenden werden zunéachst die Stanzpréparate (Tabelle 27) besprochen. In
der Gruppe der invasiven duktalen exprimierten 91%, in der Gruppe der
invasiven lobularen Karzinome 81% der Tumoren Cyclooxygenase-2. Der
grodte Anteil hatte dabei eine geringe Cox-2-Expression. Die Gruppe der
speziellen Karzinome beinhaltete zu 50% keine und zu 50% eine mafige Cox-
2-Expression. Bei den Stanzpraparaten waren keine DCIS vorhanden (siehe
Tabelle 5).

Cox-2- invasiv duktal invasiv lobular spezielle

Expression | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau-
(n) figkeit % (n) figkeit % (n) figkeit %

Keine 6 9 5 19 1 50
Expression
Geringe 30 47 15 58 0 0
Expression
MaRige 25 39 4 15 1 5
Expression
Starke 3 5 2 8 0 0
Expression

Tabelle 27: Beziehung zwischen der histologischen Gruppe und der Cox-2-

Expression am Stanzpréaparat

Abbildung 29 verdeutlicht diese Ergebnisse. Dabei sind auf der x-Achse die
histologischen Gruppen aufgetragen, wobei die linke Spalte den duktalen, die
mittlere Spalte den lobularen und die rechte Spalte den speziellen Tumoren
entspricht. Die Breite der Spalten spiegelt hierbei die relative Haufigkeit der
jeweiligen Karzinome wieder. Auf der y-Achse ist die Cox-2-Expression
aufgetragen. Hierbei entsprechen die roten Flachen keiner, die grinen Flachen
einer geringen, die blauen Flachen einer mafligen und die orangefarbenen

Flachen einer starken Cox-2-Expression.
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Abbildung 29: Beziehung zwischen der histologischen Gruppe und der Cox-2-

Expression am Stanzpréparat

Bei den OP-Praparaten exprimierten 80% der DCIS, 97% der invasiv duktalen,
89% der invasiv lobularen und 100% der speziellen Tumoren Cyclooxygenase-
2.

In allen histologischen Gruppen tberwog dabei die geringe Expression (Tabelle
28).

Funf Patientinnen hatten nach der neoadjuvanten Therapie ein duktales
Carcinoma in situ (DCIS), also eine pR. Diese Patientinnen sind alle aus der
Chemotherapiegruppe. Die Cox-2-Expression ihres OP-Praparates stellte sich
folgendermal3en dar: ein DCIS hatte keine Cox-2-Expression (20%) und vier

hatten eine geringe Expression (80%).
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DCIS invasiv invasiv spezielle
Cox-2-Expression duktal lobular
Anzahl n Anzahl n Anzahl n Anzahl n
(%) (%) (%) (%)
Keine Expression 1 (20%) 2 (4%) 2 (10%) 0 (0%)
Geringe 4 (80%) 42 (72%) 11 (58%) 2 (100%)
Expression
MaRige 0 (0%) 14 (24%) 6 (32%) 0 (0%)
Expression
Starke 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Expression
Tabelle 28: Cox-2-Expression in den histologischen Gruppen am OP-Préparat

Abbildung 30 zeigt das deutliche Uberwiegen der geringen Cox-2-Expression in

allen histologischen Gruppen.
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Abbildung 30: Beziehung zwischen der histologischen Gruppe und der Cox-2-

Expression am OP-Pré&parat
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3.6.2 Beziehung zwischen der histologischen Gruppe und der Cox-

2-Expression getrennt nach Chemo- und Hormontherapie

Im Folgenden werden die Gruppen, wie in 3.6.1 beschrieben, ausgewertet.
Dabei wurden zwei weitere Gruppen, die Gruppe Chemotherapie und die

Gruppe Hormontherapie, gebildet.

3.6.2.1 Chemotherapiegruppe

In der Stanze exprimierten 87% der invasiven duktalen Karzinome und 77% der
invasiven lobularen Tumoren Cox-2. Es Uberwog deutlich der geringe
Enzymgehalt. Auffallend ist, dass in der invasiv duktalen Tumorgruppe die
maRige Cox-2-Expression, in der invasiv lobularen Tumorgruppe, dagegen
keine Cox-2-Expression am zweithdufigsten auftrat. Bei den speziellen
Karzinomen hatten 100% eine malige Expression. Diese Ergebnisse sind in

Tabelle 29 zusammengefasst.

Cox-2- invasiv duktal invasiv lobular speziell
Expression | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau-
(n) figkeit (n) figkeit (n) figkeit
% % %

Keine 6 13 3 23 0 0
Expression
Geringe 21 45 8 62 0 0
Expression

MaRige 18 38 1 8 1 100
Expression

Starke 2 4 1 8 0 0
Expression

Tabelle 29: Cox-2-Expression in den histologischen Gruppen am Stanzpréparat bei

der Chemotherapiegruppe

Bei den OP-Préparaten (Tabelle 30) exprimierten 80% der DCIS, 95% der
invasiven duktalen, 89% der invasiven lobuldren und 100% der speziellen
Karzinome Cox-2. Es Uberwog in jeder histologischen Gruppe eine geringe

Cox-2-Expression. Dieser folgte nun, im Gegensatz zu den Stanzpréaparaten,
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bei den invasiv duktalen und bei den invasiv lobularen Tumoren die malige

Expression.
DCIS invasiv invasiv speziell
Cox-2-Expression duktal lobular
Anzahl n Anzahl n Anzahl n Anzahl n
(%) (%) (%) (%)
Keine Expression 1 (20%) 2 (5%) 1(11%) 0 (0%)
Geringe 4 (80%) 29 (69%) 4 (44%) 1 (100%)
Expression
MaRige 0 (0%) 11 (26%) 4 (44%) 0 (0%)
Expression
Starke 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Expression
Tabelle 30: Cox-2-Expression in den histologischen Gruppen am OP-Préparat in der

Chemotherapiegruppe

3.6.2.2 Hormontherapiegruppe

In der Gruppe der Stanzpraparate mit einem invasiven duktalen Karzinom
exprimierten alle Tumore, bei den invasiv lobularen 85% und bei den speziellen
Tumoren kein einziger Cox-2. Bei den invasiv duktalen und invasiv lobularen
Tumoren Uberwog der Anteil der Tumoren, die geringe Mengen Cox-2
exprimierten. Es folgte in beiden Gruppen die maRige Cox-2-Expression. In
Tabelle 31 sind diese Ergebnisse dargestellt.

Bei den OP-Praparaten in der Hormontherapiegruppe gibt es keine DCIS.
Cyclooxygenase-2 exprimierten in dieser Gruppe 100% der invasiv duktalen,
90% der invasiv lobularen und 100% der speziellen Karzinome. Es tberwog in
allen Gruppen deutlich die geringe Cox-2-Expression. Diese Ergebnisse sind in
Tabelle 32 zusammengestellt.
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Cox-2- invasiv duktal invasiv lobular speziell
Expression | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau-
(n) figkeit (n) figkeit (n) figkeit
% % %
Keine 0 0 2 15 1 100
Expression
Geringe 9 53 7 54 0 0
Expression
MaRige 7 41 3 23 0 0
Expression
Starke 1 6 1 8 0 0
Expression
Tabelle 31: Cox-2-Expression in den histologischen Gruppen am Stanzpréparat in der

Hormontherapiegruppe

Cox-2- invasiv duktal invasiv lobular speziell
Expression | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.Hau-
(n) figkeit (n) figkeit (n) figkeit
% % %

Keine 0 0 1 10 0 0
Expression
Geringe 13 81 7 70 1 100
Expression
MaRige 3 19 2 20 0 0
Expression
Starke 0 0 0 0 0 0
Expression
Tabelle 32: Cox-2-Expression in den histologischen Gruppen am OP-Préparat in der

Hormontherapiegruppe
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3.7 Das Grading in Bezug auf die Cox-2-Expression

Bei den Stanzpraparaten exprimierten in der Gruppe G 1 0%, in der Gruppe G 2
88% und in der Gruppe G 3 84% der Tumoren Cox-2 (Tabelle 33). Auffallend
dabei ist, dass bei den maRig differenzierten (Gruppe 2) sowie bei den schlecht
differenzierten Karzinomen (Gruppe 3) die geringe Cox-2-Expression stark
Uberwog. Das einzige Praparat mit einem gut differenzierten Tumor, also G 1,

wies keine Cox-2-Expression auf.

G 1 (gut G 2 (malig G 3 (schlecht
differenziert) differenziert) differenziert)
Anzahl | Rel.Hau- | Anzahl | Rel.H&u- | Anzahl | Rel.H&u-
(n) figkeit (n) figkeit (n) figkeit
% % %
Keine 1 100 8 12 3 16
Expression
Geringe 0 0 35 51 10 53
Expression
MaRige 0 0 23 33 4 21
Expression
Starke 0 0 3 4 2 11
Expression
Tabelle 33: Cox-2-Expression in Bezug auf das Grading am Stanzpraparat

Bei der Auswertung der OP-Praparate wurde die Gruppe G 0, der die
Praparate, in denen kein invasives Karzinom mehr nachgewiesen werden
konnte, zugeteilt wurden, hinzugefligt. Diese Praparate beinhalteten also
entweder gesundes Mammagewebe oder ein Carcinoma in Situ. Am OP-
Praparat (Tabelle 34) wiesen 80% der Gruppe G 0, 100% der Gruppe G 1,
100% der Gruppe G 2 und 83% der Gruppe G 3 eine Cyclooxygenase-2-
Expression auf.

Die Praparate der Gruppe G 0 wiesen zu 80% eine geringe, der restliche Tell
keine Cox-2-Expression auf. Dies zeigt deutlich, dass Cox-2 nicht nur in

Tumorzellen, sondern auch in normalen, gesunden Mammaepithelzellen oder
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Carcinoma in situ Zellen exprimiert wird. In den Gruppen der G 1 bis G 3

Tumoren Uberwog, wie auch schon bei den Stanzpraparaten, deutlich die

geringe Cox-2-Expression.

GO G1 G2 G3
(kein (gut (maRig (schlecht
invasives differenziert) | differenziert) | differenziert)
Karzinom)
Keine 1 (20%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (17%)
Expression
Geringe 4 (80%) 2 (100%) 37 (70%) 15 (62%)
Expression
MaRige 0 (0%) 0 (0%) 16 (30%) 5 (21%)
Expression
Starke 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Expression
Tabelle 34: Cox-2-Expression in Relation zum Grading am OP-Préparat

3.8 Cyclooxygenase-2-Expression und Prognosefaktoren

3.8.1 Beziehung zwischen der Cyclooxygenase-2 und dem

Progesteron- und (")strogen rezeptorstatus

3.8.1.1 Cox-2 und Ostrogenrezeptorstatus

Bei den Ostrogenrezeptoren iberwog in allen Cox-2-Stadien am Stanzpréaparat

deutlich der positive Rezeptorstatus. In allen Cox-2-Expressionsstufen waren

mindestens 60% der Praparate Ostrogenrezeptor positiv (Tabelle 35).
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Cox-2-Expression ER positiv ER negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %

Keine Expression 9 75 3 25

Geringe Expression 38 84 7 16

Malige Expression 18 60 12 40

Starke Expression 3 60 2 40
Tabelle 35: Cox-2-Expression in Beziehung zum Ostrogenrezeptor am Stanzpraparat

Das deutliche Uberwiegen des positiven Ostrogenrezeptorstatus, unabhangig

von der Cox-2-Expression, ist in Abbildung 31 grafisch dargestellt. Falls nicht

anders erwahnt gilt folgende Abbildungsbeschriftung: auf der y-Achse ist der

Ostrogenrezeptorstatus aufgetragen, wobei die griinen Flachen einem positiven

Status und die roten Flachen einem negativen Status entsprechen. Auf der x-

Achse ist die Cox-2-Expression aufgetragen. Dabei entspricht die linke Spalte

keiner, die zweite Spalte von links einer geringen, die dritte Spalte von links

einer mafkigen und die rechte Spalte einer starken Cox-2-Expression.
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Abbildung 31: Beziehung zwischen Cox-2 und dem Ostrogenrezeptorstatus am

Stanzpréaparat

Bei den OP-Praparaten Uberwog wiederum, wie schon bei der Stanze

beobachtet, der positive Ostrogenrezeptorstatus (Tabelle 36 und Abbildung 32).
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Cox-2-Expression ER positiv ER negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 2 50 2 50
Geringe Expression 41 72 16 28
Malige Expression 17 81 4 19
Starke Expression 0 0 0 0
Tabelle 36: Cox-2-Expression in Relation zum Ostrogenrezeptor am OP-Praparat
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Abbildung 32: Cox-2-Expression in Beziehung zum Ostrogenrezeptorstatus am OP-

Praparat

3.8.1.2 Cox-2-Expression und Progesteronrezeptorstatus

Die Beziehung zwischen Cox-2 und dem Progesteronrezeptorstatus stellte sich
wie folgend dar: ein negativer Progesteronrezeptorstatus fand sich tiberwiegend
bei fehlender, malRiger und starker Cox-2-Expression, ein positiver
Progesteronrezeptorstatus bei geringer Cox-2-Expression. Bei starker Cox-2-

Expression waren alle Tumoren Rezeptor-negativ (Tabelle 37).
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Cox-2-Expression PgR positiv PgR negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %

Keine Expression 3 25 9 75
Geringe Expression 28 62 17 38
Malige Expression 10 33 20 67
Starke Expression 0 0 5 100
Tabelle 37: Cox-2-Expression in Relation zum Progesteronrezeptor am Stanzpraparat

In Abbildung 33 wird deutlich, dass nur bei geringer Cox-2-Expression der
positive Progesteronrezeptorstatus Uberwog. Hierbei ist auf der y-Achse der
PgR-Status und auf der x-Achse die Cox-2-Expression aufgetragen.
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Abbildung 33: Beziehung zwischen Cox-2 und dem PgR-Status am Stanzpréparat

Am OP-Praparat ist der Progesteronrezeptorstatus bei allen Cox-2-
Expressions-starken mit tGber 60% deutlich mehr negativ, als positiv. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 38 zusammengefasst.
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Cox-2-Expression PgR positiv PgR negativ
der OP-Praparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 1 33 2 67
Geringe 21 37 36 63
Expression
MalRige Expression 6 29 15 71
Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 38: Cox-2-Expression in Bezug zum Progesteronrezeptorstatus am OP-
Praparat
In Abbildung 34 ist das deutliche Uberwiegen des negativen

Progesteronrezeptorstatus unabhéngig davon, ob eine Cox-2-Expression

vorliegt oder nicht, und unabhangig von der Cox-2-Expressionsstarke
dargestellt.
1.00 I
% positiv
13 0.75
S L g
[oR
£ 0.50
S
&
3 negativ
g 0.25
o

0.00 -1

Cox-2-Expression

Abbildung 34: Beziehung zwischen der Cox-2-Expression und dem PgR-Status am OP-

Praparat

3.8.1.3 Cox-2 und Hormonrezeptorstatus

In der Betrachtung des Einflusses der Cox-2 auf den Hormonrezeptorstatus
wurden alle Tumoren, die mindestens Ostrogen- oder Progesteronrezeptor

positiv waren als Hormonrezeptorstatus positiv gewertet. Es zeigte sich hier
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deutlich, dass in allen Cox-2-Expressionsstadien die Hormonrezeptorstatus-

positiven mit wiederum mindestens 60% Uberwogen (Tabelle 39).

Cox-2-Expression HR positiv HR negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %

Keine Expression 9 75 3 25

Geringe Expression 38 84 7 16

Malige Expression 18 60 12 40

Starke Expression 3 60 2 40

Tabelle 39: Cox-2-Expression in Relation zum Hormonrezeptorstatus am
Stanzpraparat

In Abbildung 35 wird nochmals sehr deutlich, dass die Hormonrezeptor-

positiven Praparate in jedem Cox-2-Expressionsstadium tberwogen.
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Abbildung 35: Beziehung zwischen Cox-2 und dem Hormonrezeptorstatus am

Stanzpraparat

Bei den OP-Praparaten beobachtete man wiederum eine starke Tendenz zu
einem positiven Hormonrezeptorstatus. Er ist bei geringer und mafiger Cox-2-

Expression deutlich gréRRer als 70%. Bei fehlender Cox-2-Expression hélt sich
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die Anzahl der positiven und negativen Hormonrezeptoren mit 50% die Waage

(Tabelle 40).

Cox-2-Expression HR positiv HR negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %

Keine Expression 2 50 2 50

Geringe Expression 42 74 15 26

Malige Expression 16 76 24

Starke Expression 0 0 0

Tabelle 40:

Cox-2-Expression in Relation zum Hormonrezeptorstatus am OP-Praparat

Die Ergebnisse der Beziehung zwischen Cox-2-Expression und dem Hormon-

rezeptorstatus am OP-Préparat sind in Abbildung 36 grafisch dargestellt. Dabei

wird nochmals deutlich, dass bei fehlender Cox-2-Expression gleichviel

Praparate Hormonrezeptor positiv wie negativ waren.

Bei

Expression tiberwog jedoch stark der Hormonrezeptor-positive Status.

0.75+
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Abbildung 36: Beziehung zwischen Cox-2 und dem Hormonrezeptorstatus am OP-

Praparat

einer Cox-2-
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3.8.2 Beziehung zwischen der Cyclooxygenase-2-Expression und

dem Tumorsuppressorgen p53

3.8.2.1 Cox-2-Expression und p53 am Stanz- und OP-Préparat

Die Beziehung zwischen der Cox-2-Expression und p53 am Stanzpréparat und
am OP-Praparat wurden zundchst unabhangig von der Therapieform
untersucht. Es stellte sich heraus, dass in jedem Cox-2-Expressions-Stadium

deutlich mehr Tumoren p53 negativ waren (=253%).

Cox-2-Expression p53 positiv p53 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 2 17 10 83
Geringe Expression 17 38 28 62
Malige Expression 14 47 16 53
Starke Expression 2 40 3 60
Tabelle 41: Cox-2-Expression in Beziehung zu p53 am Stanzpréparat

In der OP-Préaparategruppe verstarkte sich die Tendenz der Stanzpraparate,
d.h. es waren mehr Tumoren p53 negativ als positiv (Tabelle 42). Des Weiteren
nahm der Anteil der p53 positiven Tumoren mit steigender Cyclooxygenase-2-
Expression ab, d.h. je starker das Cox-2-Expressionsstadium, desto grof3er der

Anteil der p53 negativen Tumoren.

Cox-2-Expression p53 positiv p53 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %

Keine Expression 1 50 1 50

Geringe Expression 14 27 38 73

MaRige Expression 3 17 15 83

Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 42: Cox-2-Expression in Beziehung zu p53 am OP-Préparat
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In den folgenden Abschnitten 3.8.2.2 und 3.8.2.3 wird das Verhaltnis zwischen
der Cyclooxygenase-2-Expression und p53 getrennt nach der jeweiligen

Therapiegruppe betrachtet.

3.8.2.2 Cyclooxygenase-2 und p53 in der Chemotherapiegruppe

Bei der getrennten Betrachtung zeigte sich, dass bei Stanzpraparaten der
Chemotherapiegruppe mit steigender Cox-2-Expression der Anteil an p53
positiven Tumoren zunimmt und zwar je hoher das Cox-2-Expressionsstadium,

desto hoher der Anteil an p53 positiven Tumoren (Tabelle 43).

Cox-2-Expression p53 positiv p53 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %

Keine Expression 1 11 8 89

Geringe Expression 13 45 16 55

Malige Expression 12 60 8 40

Starke Expression 2 67 1 33

Tabelle 43: Cox-2-Expression in Relation zu p53 an den Stanzpraparaten in der

Chemotherapiegruppe

Nach der Therapie zeigte sich ein genau umgekehrtes Verhaltnis als bei der
Stanze. Je hoher das Cox-2-Expressionsstadium, desto hoher der Anteil der
p53 negativen Tumore. Der Anteil der p53 positiven Tumoren hat im Vergleich
zur Stanze stark abgenommen. Die OP-Praparate der Chemotherapiegruppe
verhalten sich genauso wie die OP-Praparate, die man nicht in ihre jeweilige

Therapiegruppe einteilte.
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Cox-2-Expression p53 positiv p53 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %

Keine Expression 1 100 0 0

Geringe Expression 10 32 21 68

Malige Expression 1 8 11 92

Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 44: Cox-2-Expression in Beziehung zu p53 am OP-Préparat in der

Chemotherapiegruppe

3.8.2.3 Cyclooxygenase-2 und p53 in der Hormontherapiegruppe

Die Stanzpraparate, die zur Gruppe der Hormontherapie gehoéren, zeigten ein

umgekehrtes Verhalten im Vergleich zu den Stanzpraparaten der
Chemotherapiegruppe. Je grol3er das Cox-2-Expressionsstadium war, desto
hoher war der Anteil an p53 negativen Tumoren (Tabelle 45). Dieses Verhalten
entspricht jedoch den OP-Préaparaten der Chemotherapiegruppe und der

allgemeinen Gruppe.

Cox-2-Expression p53 positiv p53 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit

(n) % (n) %

Keine Expression 1 33 2 66

Geringe Expression 4 25 12 75

Malige Expression 2 20 8 80

Starke Expression 0 0 2 100

Tabelle 45: Cox-2-Expression in Beziehung zu p53 am Stanzpraparat in der

Hormontherapiegruppe

Nach der Hormontherapie verhielten sich die Tumoren genau umgekehrt. Je
hoher das Cox-2-Expressionsstadium, desto hoher der Anteil der p53 positiven
Tumoren. Der Anteil der p53 positiven Tumoren blieb jedoch immer kleiner
gleich 33% (Tabelle 46).
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Cox-2-Expression p53 positiv p53 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 0 0 1 100
Geringe Expression 4 19 17 81
Malige Expression 2 33 4 67
Starke Expression 0 0 0

Tabelle 46:

Hormontherapiegruppe

Cox-2-Expression in Relation zu p53 am OP-Pré&parat in der

3.8.3 Einfluss der Cox-2-Expression auf den Faktor bcl-2

3.8.3.1 Cox-2-Expression und bcl-2 an Stanze und OP-Pré&parat

In der Gegenuberstellung der Cox-2-Expression und des bcl-2-Status am

Stanzpréparat, unabhangig von der Therapie, zeigte sich, dass in allen

Expressionsgruppen mehr als 63% der Tumorzellen bcl-2 positiv waren

(Tabelle 47).

Cox-2-Expression bcl-2 positiv bcl-2 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 8 67 4 33
Geringe Expression 35 78 10 22
Malige Expression 19 63 11 37
Starke Expression 4 80 1 20

Tabelle 47:

Cox-2-Expression in Beziehung zu bcl-2 am Stanzpréparat

Bei der OP-Gruppe (Tabelle 48) uberwogen deutlich die bcl-2 positiven

Tumoren (250%).
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Cox-2-Expression bcl-2 positiv bcl-2 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 1 50 1 50
Geringe Expression 36 73 13 27
Malige Expression 13 72 5 28
Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 48:

Cox-2-Expression in Beziehung zu bcl-2 am OP-Praparat

Des Weiteren wurde das Verhdltnis von Cox-2 zu bcl-2 getrennt nach der

jeweiligen Therapiegruppe betrachtet.

3.8.3.2 Cyclooxygenase-2 und bcl-2 in der Chemotherapiegruppe

Bei den Stanzpraparaten der Chemotherapiegruppe (Tabelle 49) zeigte sich

wiederum deutlich der grof3e Anteil von bcl-2 positiven Tumoren (255%).

Cox-2-Expression bcl-2 positiv bcl-2 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 6 67 3 33
Geringe Expression 22 76 7 24
Malige Expression 11 55 9 45
Starke Expression 2 67 1 33

Tabelle 49:

Chemotherapiegruppe

Cox-2-Expression in Beziehung zu bcl-2 am Stanzpréparat in der

Die OP-Praparate dieser Gruppe (Tabelle 50) zeigten sogar zu tber 60% einen

positiven bcl-2-Status an. Das einzige Praparat, das hierbei keine Cox-2-

Expression aufwies, war auch bcl-2 positiv.
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Cox-2-Expression bcl-2 positiv bcl-2 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 1 100 0 0
Geringe Expression 18 60 12 40
Malige Expression 10 77 3 23
Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 50:

Chemotherapiegruppe

Cox-2-Expression in Beziehung zu bcl-2 am OP-Préparat in der

3.8.3.3 Cyclooxygenase-2 und bcl-2 in der Hormontherapiegruppe

Auch in der Hormontherapiegruppe tUberwogen die bcl-2 positiven Praparate in

jeder Cox-2-Expressionsgruppe deutlich mit mehr als 67% (Tabelle 51).

Cox-2-Expression bcl-2 positiv bcl-2 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 2 67 1 33
Geringe Expression 13 81 3 19
Malige Expression 8 80 2 20
Starke Expression 1 100 0 0

Tabelle 51:

Hormontherapiegruppe

Cox-2-Expression in Beziehung zu bcl-2 am Stanzpréparat in der

In der OP-Praparategruppe (Tabelle 52) waren in der Gruppe geringe und

mafige Cox-2-Expression tber 60% bcl-2 positiv.
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Cox-2-Expression bcl-2 positiv bcl-2 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 0 0 1 100
Geringe Expression 18 95 1 5
Malige Expression 3 60 2 40
Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 52:

Hormontherapiegruppe

Cox-2-Expression in Beziehung zu bcl-2 am OP-Préparat in der

3.8.4 Zusammenhang zwischen der Cyclooxygenase-2-Expression

und dem Faktor c-erbB-2

3.8.4.1 Expression von Cox-2 und c-erbB-2 am Stanz- und OP-

Praparat

In jedem Cox-2-Expressionsstadium der

Stanzpraparate (Tabelle 53)

dominierten die c-erbB-2 negativen Tumoren sehr stark (260%). Die Zahl der c-

erbB-2 positiven Karzinome nahm jedoch mit starkerer Cox-2-Expression zu.

Cox-2-Expression

c-erbB-2 positiv

c-erbB-2 negativ

der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 1 9 10 91
Geringe Expression 9 20 35 80
MaRige Expression 10 33 20 67
Starke Expression 2 40 3 60

Tabelle 53:

Cox-2-Expression in Beziehung zu c-erbB-2 am Stanzpraparat

Die Tumoren nach der Therapie (Tabelle 54) waren lberwiegend c-erbB-2

negativ (=78%). Die beiden Praparate mit fehlender Cox-2-Expression waren c-

erbB-2 negativ. Die c-erbB-2 positiven Tumoren nahmen ebenfalls, wie schon
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bei den Stanzpraparaten, mit steigender Cox-2-Expression zu, jedoch in

vergleichsweise geringerem Ausmals.

Cox-2-Expression c-erbB-2 positiv c-erbB-2 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 0 0 2 100
Geringe Expression 10 20 41 80
Malige Expression 22 14 78
Starke Expression 0 0 0

Tabelle 54:

3.8.4.2 Cyclooxygenase-2

und

c-erbB-2

Cox-2-Expression in Beziehung zu c-erbB-2 am OP-Praparat

in

Chemotherapiegruppe

In der Chemotherapiegruppe der Stanzpraparate (Tabelle 55) sind, wie schon
bei der Auswertung der Stanzpraparate unabhangig von der Therapie, pro Cox-
2-Expressionsscore mehr als 55% der Praparate c-erbB-2 negativ.

Cox-2-Expression c-erbB-2 positiv c-erbB-2 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 1 12 7 88
Geringe Expression 7 24 22 76
Malige Expression 9 45 11 55
Starke Expression 1 33 2 67

Tabelle 55: Cox-2-Expression in Beziehung zu c-erbB-2 am Stanzpraparat in der

Chemotherapiegruppe

Nach der Chemotherapie (Tabelle 56) sind sogar tUber 66% der Praparate c-
erbB-2 negativ. Das einzige Praparat mit fehlender Cox-2-Expression war auch
c-erbB-2 negativ. In dieser Gruppe nahm der Anteil der c-erbB-2 positiven

Tumoren mit steigender Cox-2-Expression zu.
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Cox-2-Expression c-erbB-2 positiv c-erbB-2 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 0 0 1 100
Geringe Expression 8 26 23 74
Malige Expression 4 33 8 67
Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 56: Cox-2-Expression in Beziehung zu c-erbB-2 am OP-Préparat in der
Chemotherapiegruppe
3.8.4.3 Cyclooxygenase-2 und c-erbB-2 in der

Hormontherapiegruppe

Die Stanzpréaparate der Tumoren, die einer Hormontherapie zugeteilt wurden
(Tabelle 57), wiesen zu einem grol3en Anteil c-erbB-2 negative Zellen auf

(250%).

Cox-2-Expression c-erbB-2 positiv c-erbB-2 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 0 0 3 100
Geringe Expression 2 13 13 87
Malige Expression 1 10 9 90
Starke Expression 1 50 1 50

Tabelle 57:

Cox-2-Expression in Beziehung zu c-erbB-2 am Stanzpraparat in der

Hormontherapiegruppe

Nach der Hormontherapie (Tabelle 58) wiesen fast alle Tumoren einen c-erbB-2
negativen Status auf. So waren nur 7% aller Tumoren dieser Gruppe c-erbB-2
positiv, dagegen waren es bei den Stanzpraparaten noch 13% gewesen.
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Cox-2-Expression c-erbB-2 positiv c-erbB-2 negativ
der Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
OP-Praparate (n) % (n) %
Keine Expression 0 0 1 100
Geringe Expression 2 10 18 90
Malige Expression 0 0 6 100
Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 58:

Hormontherapiegruppe

Cox-2-Expression in Beziehung zu c-erbB-2 am OP-Préparat in der

3.8.5 Beziehung zwischen der Cox-2-Expression und dem Faktor

Mib-1

3.8.5.1 Cox-2-Expression und Mib-1 an der Stanze und am OP-

Praparat

Uber 63% der Stanzpraparate waren Mib-1 positiv (Tabelle 59). Dabei waren

vor allem bei hbheren Cox-2-Expressionsstadien mehr Praparate Mib-1 positiv.

Cox-2-Expression Mib-1 positiv Mib-1 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 7 58 5 42
Geringe Expression 27 61 17 39
Malige Expression 18 60 12 40
Starke Expression 4 80 1 20

Tabelle 59:

Cox-2-Expression in Beziehung zu Mib-1 am Stanzpré&parat

Die Dominanz der Mib-1 positiven Praparate (grine Flachen) in jedem Cox-2-
Expressionsstadium wird in Abbildung 37 verdeutlicht. Hierbei ist auf der y-
Achse der Mib-1-Status und auf der x-Achse die Cox-2-Expression aufgetragen.
Die grinen Flachen stellen die Mib-1 positiven Praparate, die roten Flachen die

Mib-1 negativen Praparate dar.
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Abbildung 37: Cox-2-Expression und Mib-1 an den Stanzpraparaten

Nach der neoadjuvanten Therapie (Tabelle 60) waren die meisten Tumoren
Mib-1 negativ (78%). Vor allem bei steigendem Cox-2-Expressionsstadium stieg

der Anteil der Mib-1 negativen Tumoren stark an.

Cox-2-Expression Mib-1 positiv Mib-1 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 1 50 1 50
Geringe Expression 12 24 39 76
Malige Expression 3 16 16 84
Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 60: Cox-2-Expression in Beziehung zu Mib-1 am OP-Praparat

Die Umkehrung des Verhaltnisses von Mib-1 positivem und Mib-1 negativem
Status nach der neoadjuvanten Therapie wird durch die Abbildung 38, in der
sich der Uberwiegend Mib-1 negativen Status (rote Flachen) zeigt, dargestellt.
Im Gegensatz dazu wurde in Abbildung 37 der Uberwiegend Mib-1 positive

Status vor der Therapie aufgezeigt.
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Abbildung 38: Einfluss der Cox-2-Expression auf Mib-1 am OP-Pré&parat

3.8.5.2 Cyclooxygenase-2 und Mib-1 in der Chemotherapiegruppe

In der Gruppe der Chemotherapie der Stanzpréaparate (Tabelle 61) tUberwog
deutlich der Mib-1 positive Anteil der Tumoren mit 66%. Alle Tumoren mit

starker Cox-2-Expression waren Mib-1 positiv.

Cox-2-Expression Mib-1 positiv Mib-1 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 6 67 3 33
Geringe Expression 18 62 11 38
Malige Expression 13 65 7 35
Starke Expression 3 100 0 0

Tabelle 61:

Cox-2-Expression in Beziehung zu Mib-1 am Stanzpréparat in der

Chemotherapiegruppe

Nach der Chemotherapie (Tabelle 62) waren 69% der Tumoren Mib-1 negativ.
Mit hoherer Cox-2-Positivitit nahmen diese zu. Das einzige Praparat mit

negativer Cox-2-Expression war Mib-1 positiv.
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Cox-2-Expression Mib-1 positiv Mib-1 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 1 100 0 0
Geringe Expression 10 32 21 68
Malige Expression 3 23 10 77
Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 62:

Chemotherapiegruppe

Cox-2-Expression in Beziehung zu Mib-1 am OP-Pré&parat in der

3.8.5.3 Cyclooxygenase-2 und Mib-1 in der Hormontherapiegruppe

In der Hormontherapiegruppe der Stanzpréparate (Tabelle 63) war der Antell

der Mib-1 positiven 53%, der der Mib-1 negativen Tumore 47%. Dabei waren

bei fehlender Cox-2-Expression mehr Tumoren Mib-1 negativ, dafir bei

malfiger und starker Expression gleich viele positiv und negativ.

Cox-2-Expression Mib-1 positiv Mib-1 negativ
der Stanzpraparate | Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkeit
(n) % (n) %
Keine Expression 1 33 2 67
Geringe Expression 9 60 6 40
Malige Expression 5 50 5 50
Starke Expression 1 50 1 50

Tabelle 63:

Hormontherapiegruppe

Cox-2-Expression in Beziehung zu Mib-1 am Stanzpraparat in der

Nach der Hormontherapie (Tabelle 64) waren 93% der behandelten Tumoren

Mib-1 negativ. Mib-1 positive Tumoren gab es nur bei geringer Cox-2-

Expression.
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Cox-2-Expression Mib-1 positiv Mib-1 negativ
der OP-Praparate Anzahl | Rel.Haufigkeit | Anzahl | Rel.Haufigkei
(n) % (n) t %
Keine Expression 0 0 1 100
Geringe Expression 2 10 18 90
Malige Expression 0 0 6 100
Starke Expression 0 0 0 0

Tabelle 64: Cox-2-Expression in Beziehung zu Mib-1 am OP-Pré&parat in der

Hormontherapiegruppe

3.9 Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und dem
pathologischen Antwortverhalten

Bei der Gegenuberstellung der Cox-2-Expression und dem pathologischen
Antwortverhalten beim Chemotherapiekollektiv (Tabelle 65), ist auffallend, dass
bei partieller oder geringer Remission (PR oder MR) Praparate ohne Cox-2-
Expression vorlagen, bei einem Tumorstillstand oder einer Progression (NC
oder PD) jedoch immer Cox-2 exprimiert wurde.

pCR PR MR NC PD
Keine Expression 0 (0%) | 2 (67%) 1 (33%) 0 (0%) 0 (0%)
Geringe 0 (0%) | 15 (43%) | 10 (29%) |6 (17%) | 4 (11%)
Expression
Malige Expression | 0(0%) | 7 (54%) 3 (23%) 1(8%) | 2(15%)
Starke Expression 0 (0%) | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabelle 65: pathologisches Antwortverhalten in Relation zur Cox-2-Expression in der

Chemotherapiegruppe

In Abbildung 39 ist Uber die y-Achse das pathologische Antwortverhalten
aufgezeichnet. Dabei entspricht eine partielle Remission (PR) den griinen
Flachen, eine geringe Remission (MR) den blauen Flachen, ein Tumorstillstand
(NC) den orangefarbenen Flachen und eine Tumorprogression (PD) den
dunkelgriinen Flachen mit weiBen Punkten. Uber der x-Achse ist die Cox-2-
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Expression aufgetragen. Hier entspricht die linke Spalte einer fehlenden Cox-2-
Expression (0), die mittlere Spalte einer geringen Cox-2-Expression (1) und die
rechte Spalte einer maRigen Cox-2-Expression (2). Es wird gezeigt, dass in
jedem Cox-2-Expressionsstadium die partielle Remission (griine Flachen) den
groRten Anteil ausmachte. Gefolgt wurde diese von der geringen Remission
(blaue Flachen). Tumorstillstand (orangefarbene Flachen) und
Tumorprogression (dunkelgriine Flachen mit weil3en Punkten) fanden sich nur
bei geringer oder mafiger Cox-2-Expression. Da jedoch bei fehlender Cox-2-
Expression nur drei Praparate vorlagen, ist die Tendenz, dass sich
Tumorstillstand und Tumorprogression in dieser Expressionsgruppe nicht

finden, eher Zufall.
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Abbildung 39: Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und dem pathologischen

Antwortverhalten im Chemotherapiekollektiv

Im Kollektiv der Hormontherapie (Tabelle 66) sieht man dagegen, dass
Patientinnen mit einem pathologischen Antwortverhalten PR, MR und NC
immer eine Cox-2-Expression aufwiesen. Bei den Praparaten von Patientinnen
mit einem pathologischen Antwortverhalten PD Uberwog die geringe Expression
von Cox-2, doch es gab auch Praparate mit fehlender, sowie einer mafiigen

Expression.
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pCR PR MR NC PD
Keine Expression 0 (0%) | 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) | 1 (100%)
Geringe Expression 0(0%) | 1(5%) | 9(43%) |5 (24%) | 6 (29%)
MaRige Expression 0(0%) | 3(50%) | 2(33%) | 0(0%) | 1(17%)
Starke Expression 0 (0%) | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabelle 66:

Hormontherapiegruppe

pathologisches Antwortverhalten in Relation zur Cox-2-Expression in der

In Abbildung 40 zeigt sich, dass der grof3te Anteil der Praparate bei geringer

Cox-2-Expression (mittlere Spalte) eine geringe Remission (griine Flachen)

aufwies, dagegen bei mafiger Expression (rechte Spalte) wiederum die

partielle Remission (rote Flache) Uberwog. Bei negativer Cox-2-Expression

(inke Spalte) gab es nur

ein

Tumorprogression (orangefarbene Flache).

Praparat

dieses hatte

Pathologisches Antwortverhalten
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Abbildung 40: Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und dem pathologischen

Antwortverhalten im Hormontherapiekollektiv
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4 Diskussion

4.1 Féarbeverhalten des Cox-2-Antikdrpers

Der verwendete Antikorper farbte neben Tumorgewebe auch gesunde
Brustdrisenzellen an. Dieses Farbeverhalten wurde auch von Denkert et al,
Half et al, Spizzo et al, Soslow et al und Tan et al [51, 54, 55, 58, 61]
beschrieben. Keine Anfarbung von gesunden Brustdrisenzellen fanden
dagegen Parrett et al, Davies et al und Takeshita et al [47, 53, 71].

Granular Cytoplasmatisch Nuklear
Costa et al [52] +
Davies et al [53] + + +
Denkert et al [54] + + +
Ferrandina et al [72] + +
Half et al [55] + +
Kelly et al [73] + +
Ristimaki et al [57] +
Soslow et al [51] + +
Takeshita et al [71] + + +
Tan et al [61] + +
Wailfing et al [60] +
Leibbrand et al + + +

Tabelle 67: Vergleich der Tumorfarbeverhalten verschiedener Arbeiten

Die Farbung der Praparate stellte sich granular, cytoplasmatisch und nukleér
dar (Tabelle 67). Eine granulare Farbung fand sich auch bei Davies et al,
Denkert et al, Half et al, Soslow et al, Kelly et al, Takeshita et al und Tan et al
[51, 53-55, 61, 71, 73]. Eine cytoplasmatische Farbung wurde bei Ferrandina et
al, Tan et al, Takeshita et al, Kelly et al, Ristiméki et al, Wiilfing et al, Soslow et
al, Half et al, Denkert et al, Davies et al und Costa et al festgestellt [51-55, 57,
60, 61, 71-73]. Eine nukleare Farbung wurde bei Davies et al, Denkert et al,
Takeshita et al und Ferrandina et al beschrieben [53, 54, 71, 74].
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Dies zeigt, dass Davies et al, Denkert et al und Takeshita et al genau dasselbe
Farbemuster nachweisen konnten, wie in dieser Arbeit beschrieben wurde [53,
54, 71] (Tabelle 67).

Adipo- | Neutrophile | Makro- | Fibro- | Nerven- | Endo- | Glatte
zyten | Granulo- | phagen | zyten | zellen thel | Muskel-

zyten zellen

Costa et al - -
[52]
Davies et - +
al [53]
Ferrandina + + +
et al [75]
Half et al +
[55]
Hull et al +
[76]
Hwang et + + +
al [49]
Kelly et al +
[73]
Ristimaki -
et al [57]
Soslow et + +
al [51]
Takeshita + + +
etal [71]
Wiilfing et -
al [60]

Tabelle 68: Vergleich der Farbung von Zellbestandteilen durch Cox-2-Antikérper

verschiedener Autoren
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Des Weiteren lagerte sich der verwendete Cox-2-Antikorper in den Praparaten
an Adipozyten, in neutrophilen Granulozyten, an Makrophagen, in regelhaftem
Epithel, an Fibrozyten sowie an Nervenzellen ab. In Tabelle 68 wurde das
Verhalten des Cox-2-Antikorpers anderer Arbeiten zusammengefasst. In keiner
dieser Arbeiten wurde eine Farbung von Adipozyten und neutrophilen
Granulozyten beschrieben.

Der verwendete Cox-2-Antikorper farbte auch duktale Carcinomata in situ an.
Dieser Nachweis wurde auch bei Soslow et al und Half et al beschrieben [51,
55]. Soslow et al fanden gleichzeitig heraus, dass nicht nur DCIS, sondern auch
die Vorstufen von Lungen- und Kolonkarzinomen starker angefarbt wurden als
ihre invasiven Karzinome. Dies lasst ihn vermuten, dass die Cox-2
Uberexpression ein relativ frihes Phanomen im Prozess der malignen
Transformation sein muss. Durch Cox-2-Aktivitdt entstandene Metabolite
konnten die Apoptoseresistenz erhdhen [77, 78], die Angiogenese fordern [79]
und die Immuniberwachung beeintrachtigen [80].

Es st auffallend, dass die meisten Arbeiten ein unterschiedliches
Farbeverhalten des Cox-2-Antikorpers beschreiben. Garewal et al untersuchten
das immunhistochemische Farbeverhalten von drei unterschiedlichen,
kauflichen Cox-2-Antikbrpern an menschlichem Kolongewebe [81]. Dabei
fanden sie heraus, dass das Farbemuster von diffus cytoplasmatisch bis zu
vereinzelter perinucledrer Farbung reichte. Dies zeigt, dass die
immunhistochemische Cox-2-Farbung stark vom verwendeten Antikdrper und
dariiber hinaus auch vom Farbeprotokoll abhangt. Der in der vorliegenden
Arbeit verwendete Cox-2-Antikdrper von Alexis Biochemicals fand bei keiner
anderen Studie Anwendung. Die Ursache fur die grol3e Heterogenitat der
Anfarbbarkeit der verschiedenen Antikérper sollte in weiteren Studien
untersucht werden, um zuverlassige und vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.
Des Weiteren ist zu Uberlegen, bei weiterer Forschung einen oft verwendeten
Cox-2-Antikdrper zu benutzen, um die immunhistochemischen Farbeergebnisse

besser vergleichbar zu machen.
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4.2 Die Cox-2-Expression am Stanzpraparat, sowie die Cox-2-
Expressionsanderung unter primér systemischer Therapie

Am Stanzpraparat exprimierten insgesamt 87% aller Tumoren Cox-2. Solch
eine hohe Cox-2-Expressionsrate konnten auch andere Forschergruppen
nachweisen [49, 53, 57, 61, 73, 82, 83]. Dass viele andere Studien jedoch weit
geringere Cox-2-Expressionsraten aufweisen konnten, kdnnte an deren kleinem
Patientinnenkollektiv liegen [51, 52, 55, 58, 71]. AulBerdem muss man
beachten, dass bei der vorliegenden Untersuchung jegliche Cox-2-Expression
gewertet wurde, da die Cox-2 physiologischerweise nicht oder nur in sehr
geringen Mengen in den menschlichen Zellen vorkommt. Sie wird vor allem
durch Schmerz- und Entzindungsprozesse in den Zellen hervorgerufen.
Ristiméki et al sowie Wiilfing et al werteten dagegen nur mafige und starke
Cox-2-Expression als Cox-2-Uberexpression [57, 60]. Daher wurden nur knapp
50% ihrer Tumoren als Cox-2 positiv eingestuft [57, 60]. In der vorliegenden
Arbeit waren 85% der Tumoren aus der Chemotherapiegruppe und 90% der
Tumoren aus der Hormontherapiegruppe Cox-2 positiv. Dabei waren alle Cox-
2-Expressionslevel vertreten. Die getrennte Auswertung der Cox-2 positiven
Tumoren erfolgte zur besseren Bewertung der Therapieoptionen. Nach der
Therapie stieg der Anteil der Cox-2 exprimierenden Tumoren durchschnittlich
auf 94% an. Er betrug in der Chemotherapiegruppe 94%, in der
Hormontherapiegruppe 97%. Dabei wurde eine starke Cox-2-Expression nicht
mehr nachgewiesen. Nach einer Chemotherapie stieg der Anteil der Cox-2
produzierenden Tumoren jedoch starker an (+8%) als nach einer
Hormontherapie (+6%). Dies spricht daftir, dass durch die Hormontherapie die
Aromataseaktivitat gedrosselt wird und somit auch dber die geringere
Ostradiolproduktion weniger Cox-2 exprimiert wird. Zuséatzlich muss jedoch
bedacht werden, dass die Cox-2-Expression auch durch Wachstumsfaktoren,
Tumornekrosefaktor a, TGF b und Cytokine [38], sowie einige Onkogene, wie
Her-2/neu, v-src, v-Ha-ras und Wnt [39-43] induziert wird. Somit kdnnte der
Einfluss dieser Faktoren gré3er auf die Cox-2-Expression sein als der Einfluss
des Ostradiols. Dafir spricht der geringe Unterschied zwischen der Hormon-
und Chemotherapiegruppe beziglich der Cox-2-Expression sowie die gleichen
Cox-2-Expressionsanderung unter der jeweiligen Therapie. In beiden

Therapiegruppen fand sich am haufigsten das Gleichbleiben einer geringen
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Cox-2-Expression, gefolgt von einer Veranderung einer mafigen Expression zu
einer geringen Cox-2-Expression nach Therapie. Beides stutzt die These, dass
keine Therapie einen besseren Einfluss auf die Cox-2-Expression hat.

Ferrandina et al untersuchten das Ansprechen auf eine neoadjuvante Therapie
beim Zervixkarzinom [72, 75]. Dabei stellten sie fest, dass Cox-2 signifikant
hoher bei Patientinnen war, die nicht auf die Therapie ansprachen. Die
Cyclooxygenase-2-Levels sind nach ihren Untersuchungen stark mit der
Tumorempfindlichkeit gegeniber einer neoadjuvanten Therapie assoziiert.
Somit konnte durch die Bestimmung von Cox-2 beim Zervixkarzinom auf das
Ansprechen der priméar systemischen Therapie geschlossen werden [72, 75].
Ob diese Ergebnisse auf das Mammakarzinom Ubertragbar sind, ist nach den
vorliegenden Untersuchungen fraglich. Half et al untersuchten den Unterschied
der Cox-2-Expression beim Mammakarzinom mit und ohne neoadjuvanter
Therapie [55]. Ihre Ergebnisse zeigten keinen Unterschied in der Cox-2-
Expression durch die neoadjuvante Therapie [55] und decken sich somit mit

unseren Befunden.

4.3 Cox-2-Expression und Alter

4.3.1 Altersverteilung

Je alter die Patientinnen waren, desto groRer war der Anteil der Tumoren, die
keine oder eine geringe Cox-2-Expression bei den Stanzpraparaten hatten. Der
Anteil der mafig Cox-2 exprimierenden Karzinome nahm mit dem Alter ab. Bei
den OP-Praparaten sowie bei den stark Cox-2 exprimierenden Tumoren bei
den Stanzpraparaten zeigten sich jedoch keine Tendenz bezlglich des Alters.
Keinen Zusammenhang zwischen dem Alter und der Cox-2-Expression
bestétigten auch andere Arbeiten [52, 54, 55, 71, 84]. O Connor et al konnten
lediglich nachweisen, dass Frauen, die jinger als 40 Jahre waren, Tumoren mit

hoherer Cox-2-Expression hatten, als Frauen tber 40 Jahre [84].

4.3.2 Pra- und Postmenopausenstatus

Wie auch bei Half et al und Ristimadki et al konnte in diesem

Patientinnenkollektiv keine Verbindung zwischen der Cox-2-Expression und
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dem Pra- und Postmenopausenstatus festgestellt werden [55, 57]. Spizzo et al
dagegen fanden heraus, dass die Cox-2-Uberexpression mit dem
Menopausenstatus signifikant korreliert [58]. Da im Postmenopausenstatus die
Ostrogenkonzentration stark abfallt, wird auch der Kreislauf zwischen Ostrogen
und Cox-2-Expression reduziert. Vor allem stehen weniger Androgene fir eine
Aromatisierung zu Ostrogen zur Verfiigung. So konnte sich erklaren, dass im

Postmenopausenstatus keine erhéhte Cox-2-Expression vorliegt.

4.4 Cox-2-Expression und T-Stadium, Tumorgrof3e, N-Stadium

4.4.1 T-Stadium

Bei den vorliegenden Ergebnissen zeigte sich, dass die maRige Cox-2-
Expression von T 1 zu T 4 stetig, jedoch nicht gleichmaf3ig abnahm, dagegen
die geringe Cox-2-Expression zunahm. Dies zeigt eine starke Tendenz auf,
welche wir jedoch nicht statistisch belegen konnten. Half et al und O Connor et
al [55, 84] konnten jedoch auch keinen Zusammenhang herstellen. Dagegen
stellten Wilfing et al eine Beziehung zwischen der Cox-2-Expression und einem
hoheren pT-Stadium fest [60]. In der vorliegenden Arbeit wurde davon
ausgegangen, dass jegliche Cox-2-Expression eine Uberexpression von Cox-2
bedeutet. Bei der Voraussetzung, dass bei gro3eren Tumoren mehr Cox-2
produziert wird, musste mit steigendem pT-Stadium die negative Cox-2-
Expression abnehmen. Die geringe bis starke Cox-2-Expression dagegen
musste zunehmen. Dass dies nicht der Fall ist, starkt die Theorie, dass die
Cyclooxygenase-2-Expression ein frihes Ereignis in der Tumorgenese ist.
Daflr spricht auch die Expression von Cox-2 vor allem bei DCIS [51, 55, 59].
Dies kénnte auch die fehlende Cox-2-Expression im T1-Stadium erklaren.

4.4.2 Tumorgrolie

An den OP-Praparaten der vorliegenden Studie nahm die Cox-2-Expression mit
Zunahme der Tumorgrof3e ab. Half et al, Sowlow et al und Watanabe et al
schlussfolgerten aus ihren Untersuchungen, dass die Cox-2-Expression ein
frihes Ereignis in der Tumorgenese sein muss [51, 55, 59]. Da jedoch ein

Tumor mit dem Fortschreiten der Tumorgenese wachst, konnte dies erklaren,
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warum in der vorliegenden Arbeit die Cox-2-Expression mit der Zunahme der
TumorgréRe abnahm. In anderen Arbeiten wurde dagegen nachgewiesen, dass
die Cox-2-Expression mit der Tumorgrof3e zunahm [54, 57]. Die meisten
Arbeiten fanden keinen Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und
der Tumorgrof3e [53, 58, 73, 84, 85].

4.4.3 N-Stadium

In dieser Arbeit konnte die Tendenz aufgezeigt werden, dass bei
hohergradigem Lymphknotenstatus der Anteil der Tumoren mit fehlender und
geringer Cox-2-Expression steigt, wogegen der Anteil der Tumoren, die Cox-2
manig exprimieren, mit steigendem N-Stadium abnimmt. Dies lasst vermuten,
dass Tumoren mit hohem lymphogenen Metastasierungspotential die Cox-2-
Expression supprimieren. Die meisten Arbeiten konnten keine Verbindung
zwischen der Cox-2-Expression und dem N-Stadium feststellen [53, 58, 71, 73,
84]. Da das N-Stadium bewiesenermalRen ein negativer Prognosefaktor ist,
wirde der sinkende Anteil einer Cox-2-Expression mit steigendem N-Status
eher dagegen sprechen, dass Cox-2 ein negativer Prognosefaktor ist. Das N-

Stadium allein jedoch kann diese Frage nicht beantworten.

4.5 Die Cox-2-Expression und die histologische Gruppe

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten keinen Zusammenhang zwischen der Cox-
2-Expression und der histologischen Gruppe. Dies stimmt mit dem Ergebnis
vieler Arbeiten dberein [52, 53, 59, 60, 73, 84, 85]. Dagegen bestand bei
Denkert et al, Ristimaki et al, Spizzo et al und Takeshita et al eine Beziehung
zwischen der Cox-2-Expression und den histologischen Tumortypen [54, 57,
58, 71]. Herausstechend bei den vorliegenden Ergebnissen war, dass aufgeteilt
in Stanz- und OP-Praparategruppe, mindestens 80% der Tumoren Cox-2
exprimierten. Dabei exprimierten anteilig mehr invasive duktale Karzinome Cox-
2 als die Vorstufe das duktale Carcinoma in situ. Dies widerspricht den
Ergebnissen von Half et al, Soslow et al und Watanabe et al [51, 55, 59], bei
denen die Cox-2-Expression in DCIS deutlich Gberwog und worauf sie ihre

Theorie bauten, dass die Cox-2-Expression ein friher Prozess in der
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Tumorgenese sei. Watanabe et al deuteten dieses Ergebnis als direkten
Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und dem Grad der

Tumordifferenzierung [59].

4.6 Die Cox-2-Expression und das Grading

Die Cox-2-Expression und das Grading standen in den beobachteten
Praparaten in keinem Zusammenhang. Einzig das Uberwiegen der geringen
Cox-2-Expression in den Gradingstadien G1 bis G3 bei den Stanz- sowie den
OP-Praparaten fiel auf. Auch bei Watanabe et al Uberwogen in den
Gradingstadien G1 bis G3 die geringe Cox-2-Expression, doch konnten sie wie
bei der vorliegenden Studie keinen Zusammenhang zwischen der Cox-2-
Expression und dem Grading finden [59]. Keine Verbindung zwischen der Cox-
2-Expression und dem Grading sahen auch viele andere Forschergruppen [52,
53, 55, 58, 59, 73, 84, 85]. Dagegen konnten Denkert et al , Ristimaki et al (in
der Subgruppe der duktalen Karzinome), Takeshita et al (G1 und G2 versus
G3) und Wilfing et al einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Cox-2-
Expression und schlecht differenzierten Tumoren aufzeigen [54, 57, 60, 71].
Dieses Ergebnis bestarkte ihre Vermutung, dass die Cyclooxygenase-2 ein
schlechter Prognosefaktor beim Mammakarzinom sein muss. Einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und gut
differenzierten Tumoren (DCIS) sahen Tan et al [61]. lhre Erklarung ist, dass
Cox-2 vor allem in einem frilhen Stadium der Tumorgenese gebildet wird und
somit die Cox-2-Expression in gut differenzierten Tumoren hdher sein muss, als

in schlecht differenzierten Tumoren.

4.7 Die Cox-2-Expression in Beziehung zu den

Prognosefaktoren des Mammakarzinoms

4.7.1 Ostrogenrezeptorstatus und Cox-2-Expression

Das Uberwiegen des positiven Ostrogenrezeptorstatus bei den
Stanzpraparaten bei allen Cox-2-Expressionsstadien sowie bei geringer bis
starker Cox-2-Expression bei den OP-Praparaten, erklart sich durch die
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Stimulation der Cox-2-Expression durch Ostrogen. Dass bei den OP-
Praparaten bei fehlender Cox-2-Expression zu 50% Ostrogenrezeptoren
gebildet wurden koénnte fur eine therapiebedingte Selektion sprechen. Dies
misste jedoch mit einem groReren Patientinnenkollektiv untersucht werden. Bei
Denkert et al und Wiulfing et al korrelierte die Cox-2-Expression mit einem
negativen Ostrogenrezeptorstatus [54, 60]. Die meisten Studien sahen keinen
Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und dem Ostrogenrezeptor-
status [52, 53, 58, 59, 71, 73, 84-86].

4.7.2 Progesteronrezeptorstatus und Cox-2-Expression

Der negative Progesteronrezeptorstatus Uberwog in den dargestellten
Ergebnissen bei den Stanz- sowie bei den OP-Praparaten. Einzig bei geringer
Cox-2-Expression Uberwog der positive Progesteronrezeptorstatus bei den
Stanzpraparaten. Ein Zusammenhang konnte in der vorliegenden Studie aber
genauso wenig wie bei Davies et al, Kelly et al, O"Connor et al, Spizzo et al und
Takeshita et al herausgearbeitet werden [53, 58, 71, 73, 84]. Nakopoulou et al
dagegen stellten eine Verbindung zwischen der Cox-2-Expression und einem
positiven Progesteronrezeptorstatus her [83]. So konnten auch Singh-Ranger et
al nachweisen, dass Cox-2 mRNA mit einem positiven Progesteronrezeptor-
status korreliert [86]. Wlfing et al dagegen sahen eine Interaktion zwischen der
Cox-2-Expression und einem negativen Progesteronrezeptorstatus, weshalb sie

ihre These unterstitzt sahen, dass Cox-2 ein negativer Prognosefaktor sei [60].

4.7.3 Hormonrezeptorstatus und Cox-2-Expression

Der positive Hormonrezeptorstatus in allen Stanzpraparaten sowie bei den OP-
Praparaten bei geringer bis starker Cox-2-Expression erklart sich durch die
Stimulierung der Cox-2-Expression durch Ostrogen. Die Hormonrezeptor-
negativen OP-Praparate bei fehlender Cox-2-Expression weisen auf eine
Selektion durch die neoadjuvante Therapie hin. Ein Zusammenhang konnte
jedoch genauso wenig wie bei Half et al dargestellt werden [55]. Ristimaki et al
konnten dagegen eine Verbindung zwischen der Cox-2-Expression und einem

negativen Hormonrezeptorstatus aufstellen [57]. Dieser Zusammenhang wurde
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darauf schlieBen lassen, dass die Cyclooxygenase-2 ein negativer
Prognosefaktor fir das Mammakarzinom ist. Die Uberwiegende Mehrzahl der
Untersuchungen zur Korrelation von Cox-2 und Hormonrezeptoren konnten

keine Abhéangigkeit darstellen.

4.7.4 Tumorsuppressorgen p53 und Cox-2-Expression

In der vorliegenden Untersuchung nahm der Anteil der p53 negativen Praparate
mit starkerer Cox-2-Expression zu. Dies ist eine Tendenz eines umgekehrten
Zusammenhangs. Nakapoulou et al wiesen eine umgekehrte Beziehung der
Cox-2-Expression mit der p53-Expression nach [83]. Eine Uberexpression von
p53 wird mit einem verminderten Ansprechen auf Therapien in Verbindung
gebracht [87, 88]. Der steigende Anteil p53 positiver Préaparate bei
hohergradiger Cox-2-Expression in  der Hormontherapiegruppe der
vorliegenden Untersuchung nach neoadjuvanter Therapie im Gegensatz zur
Chemotherapiegruppe konnte dafir sprechen, das p53 positive Tumoren
besser auf Chemo- als auf Hormontherapie ansprechen. Je hoher das Cox-2-
Expressionsstadium ist, desto mehr wird der p53-Tumorsuppressorgenstatus
durch die Therapie verandert. Einen Zusammenhang konnte in dieser Studie
genauso wie Costa et al nicht nachgewiesen werden [52]. Bei Ristimaki et al

dagegen trat die Cox-2-Expression bei einer hohen p53-Expression auf [57].

4.7.5 Faktor bcl-2 und Cox-2-Expression

Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Anstieg bcl-2 positiver Tumoren bei
Cox-2-Expression deckt sich mit den Ergebnissen von Liu et al und Sheng et al
[89, 90]. Nach ihren Untersuchungen steigt in Cox-2 induziertem Tumorgewebe
bcl-2 an, da die Uberproduktion von Cox-2 bei vorhandener Arachidonsaure die
Prostaglandinsynthese erhoht [89, 90]. Vor allem das Prostaglandin E; induziert
dabei bcl-2. Da dadurch die Apoptose gesenkt wird, schreitet die Tumorgenese
fort. Nach Lipponen et al dagegen wird der bcl-2 Status beim Mammakarzinom
mit einer gunstigen Prognose assoziiert [91].

Nach Coultas et al und Kleibl et al kdbnnen erhohte bcl-2-Levels die Zelle vor

diversen Zelltodstimuli, z.B. Anticancer drugs und Bestrahlung, schitzen [92,
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93]. Nach neoadjuvanter Chemotherapie stieg bei maRiger Cox-2-Expression
der Anteil der bcl-2 positiven Tumoren, dagegen sank der Anteil bei geringer
Cox-2-Expression, was fur einen gewissen Schutz der Zelle durch bcl-2
sprechen wirde. Nach einer Hormontherapie stieg der Anteil der bcl-2-
negativen Karzinome bei méaRiger Cox-2-Expression. Zudem war der Tumor bei
negativer Cox-2-Expression bcl-2 negativ. Dies spricht daflr, dass bei einer
Hemmung der Aromatase durch die Aromataseinhibitoren auch die
Prostaglandinsynthese gehemmt wird, und damit weniger oder kein bcl-2 mehr

produziert wird.

4.7.6 Faktor c-erbB-2 und Cox-2-Expression

In allen Cox-2-Expressionsstadien Uberwog deutlich der negative c-erbB-2-
Status. Auffallend war, dass bei den Stanzpraparaten, sowie nach einer
neoadjuvanten Chemotherapie, der positive c-erbB-2-Status mit starkerer Cox-
2-Expression anstieg. Eine Abhangigkeit konnte aber nicht gezeigt werden, was
zahlreichen anderen Studien entspricht [52-55, 58, 59, 85]. Dagegen
beschreiben einige Untersucher einen Zusammenhang zwischen der Cox-2-
Expression und Her-2/neu positiven Tumoren [25, 57, 60, 94]. Nach
Nakopoulou et al korrelierte Cox-2 umgekehrt mit c-erbB-2 in den Stromazellen
des Tumors [83]. In Studien an Kolonkarzinomen wurde gezeigt, dass Her2/neu
in die Regulation der Cox-2 Uberexpression involviert ist [95]. Somit ware der
Anstieg des positiven c-erbB-2-Status bei starkerer Cox-2-Expression erklarbar.
Da c-erbB-2 ein Prognosefaktor fir kirzeres Uberleben, schlechtere
Kurzzeitprognose sowie hohe Metastasierungsraten ist, kénnte ein Anstieg des
positiven c-erbB-2-Status bei hdherer Cox-2-Expression bedeuten, dass die
Cox-2-Expression ein negativer Prognosefaktor ist. Ob dieser der c-erbB-2-
Expression Uberlegen oder gleichwertig ist, muss in weiteren Studien analysiert

werden.

4.7.7 Faktor Mib-1 und Cox-2-Expression

Nach Dowsett et al miusste der starke Abfall der Mib-1 positiven Tumoren in der

vorliegenden Arbeit nach endokriner Therapie fur den starken Effekt dieser
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neoadjuvanten Therapie stehen [96]. Der starke Abfall der Mib-1 spricht nach
Chang et al fur die objektive Tumorresponse [97]. Da die einzigen zwei Mib-1
positiven Praparate nach neoadjuvanter Hormontherapie eine geringe Cox-2-
Expression zeigten, kdonnte dies darauf hinweisen, dass die Cox-2 doch kein
negativer Prognosefaktor ist, da vor der neoadjuvanten endokrinen Therapie
noch Mib-1 positive Tumore mit geringer, maRiger und starker Cox-2-
Expression vorhanden waren. Zwischen Mib-1 und der Cyclooxygenase-2
konnte in dieser wie in vielen anderen Studien keine gesicherte Assoziation
sondern nur Tendenzen aufgezeigt werden [52-54]. Der hohere Anteil Mib-1
negativer Tumoren nach Therapieende entspricht der Erwartung, dass gerade
rasch proliferierende Zellklone durch die Therapie eliminiert werden konnten.
Dagegen zeigte sich bei Ristimaki et al und Wiulfing et al eine deutliche

Beziehung zwischen Cox-2 und dem Proliferationsmarker Mib-1 [57, 60].

4.8 Cox-2-Expression und pathologisches Antwortverhalten

Das pathologische Antwortverhalten gibt Uber den Erfolg einer Therapie
Auskunft. So zeigte sich im Chemotherapiekollektiv, dass bei partieller oder
geringer Remission Praparate ohne Cox-2-Expression vorlagen, bei einem
Tumorstillstand oder einer Progression jedoch immer Cox-2 exprimiert wurde.

Im Kollektiv der Hormontherapie sah man dagegen, dass Patientinnen mit einer
partiellen und geringen Remission sowie einem Tumorstillstand immer eine
Cox-2-Expression aufwiesen. Bei den Praparaten von Patientinnen mit einem
Tumorwachstum lberwog die geringe Expression, doch zeigte sich auch eine
negative sowie eine malige Expression. Diese Ergebnisse zeigen einen
Zusammenhang zwischen der Cox-2-Expression und dem pathologischen
Antwortverhalten in der Hormontherapiegruppe auf. Brodie et al dagegen
fanden keine Verbindung zwischen dem pathologischen Antwortverhalten und
der Cox-2-Expression [22]. Genauso konnten sie keine Assoziation bezlglich
des pathologischen Antwortverhaltens und der Art der Therapie, also einer
Chemo- oder Hormontherapie, ausmachen [22]. Da Brodie et al sowie
Brueggemeier et al einen positiven Zusammenhang zwischen der Cox-2-
Expression und der Aromataseexpression beim Mammakarzinom fanden,

missten Tumoren, die auf eine Hormontherapie ansprechen, ein gutes
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pathologisches Antwortverhalten aufzeigen [22, 98]. Mit dem Sinken der
Aromataseexpression musste auch die Cox-2-Expression sinken. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass bei der partiellen Remission kein
einziger Tumor eine negative Cox-2-Expression aufwies sondern die maRige
Cox-2-Expression uberwog. Das einzige Praparat mit fehlender Cox-2-
Expression hat einen Tumorprogress. Bei einer minimalen Response sowie bei
einem Tumorstillstand Uberwog die geringe Cox-2-Expression. Dieses Ergebnis
konnte daran liegen, dass einmal das Kollektiv von 28 Tumoren in der
Hormontherapiegruppe nicht aussagekréftig ist. Zum anderen gibt es in dem
Hormontherapiekollektiv keine pathologische Komplettremission sowie nur 4
Tumoren mit einer partiellen Remission. Es muss auch daran gedacht werden,
dass nicht jeder Aromataseinhibitor gleich effektiv sein konnte, also die
Aromatase nicht bei jedem Aromataseinhibitor gleich gedrosselt wird. Somit
relativiert sich die Annahme, dass bei Voraussetzung eines stark positiven
Zusammenhangs der Aromatase und der Cox-2 in der Tumorzelle durch eine
Hormontherapie eine pathologische Remission des Tumors erreicht werden
musste. Es kénnte jedoch auch die These aufgestellt werden, dass die Cox-2-
Expression nicht so stark durch Ostradiol wie durch Wachstumsfaktoren,
Onkogene oder Tumornekrosefaktoren beeinflusst wird. Somit wirde eine
Aromataseinhibition die Ostradiolproduktion zwar hemmen, jedoch durch
Wachstumsfaktoren, Onkogene oder Tumornekrosefaktoren die Cox-2-

Expression weiter stark aktiviert werden.
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5 Zusammenfassung

Die Untersuchung der Expression der Cyclooxygenase-2 bei Mammakarzinom-
patientinnen unter priméar systemischer Therapie mit Aromataseinhibitoren und
Chemotherapie erdffnet einen weiteren Bereich der Cox-2-Forschung. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Cox-2-Expression immunhistochemisch
nachgewiesen. Erstmals wurde die Anfarbung von Adipozyten und neutrophilen
Granulozyten beobachtet.

Unter neoadjuvanter Therapie trat in beiden Behandlungsgruppen
(Chemotherapie und Hormontherapie) ein Anstieg der Cox-2-Expression auf,
welcher jedoch nach einer Chemotherapie ausgepragter war. Somit zeigte sich
hier der Effekt der Hormontherapie, die durch die Aromataseinhibition die Cox-
2-Expression drosselt. Der Effekt der primér systemischen Therapie, vor allem
der Unterschied zwischen der Chemo- und der Hormontherapie, ist jedoch nicht
SO grof3 wie erwartet.

Zwischen der Cox-2-Expression und der Altersverteilung, dem Menopausen-
status, dem T-Stadium sowie dem N-Stadium konnte keine Beziehung
hergestellt werden. Die Tumorgrof3e nach neoadjuvanter Therapie hatte jedoch
einen EinfulR auf die Cox-2-Expression. So nahm die Cox-2-Expression mit
Zunahme der TumorgrofRe ab. Dieses Verhalten kénnte darauf hinweisen, dass
die Cox-2-Expression vor allem in der frihen Tumorgenese eine bedeutende
Rolle spielt. Gegen die Theorie, dass die Cox-2-Expression ein frihes Ereignis
der Tumorgenese ist, sprechen in der vorliegenden Arbeit jedoch Ergebnisse,
bei denen anteilig mehr invasive Karzinome als DCIS Cox-2 exprimierten. Der
genaue Wirkmechanismus der Cox-2-Expression bei der Tumorgenese ist
jedoch noch nicht geklart.

Es konnten zwischen der Cox-2-Expression und den ER- und PgR-Rezeptoren,
p53, bcl-2, c-erbB-2 und Mib-1 teilweise Tendenzen aufgezeigt werden.
Definitive Aussagen uber entsprechende Korrelationen lassen sich jedoch nicht
machen.

Zwischen der Cox-2-Expression und dem pathologischen Antwortverhalten in
der Hormontherapiegruppe besteht eine Assoziation. Dabei wurde bei partieller
und geringer Tumorremission sowie bei einem Tumorstillstand immer Cox-2

exprimiert. Nur bei einem Karzinom war die Cox-2-Expression negativ. Die
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konnte daraufhin weisen, dass die Cox-2-Expression nur bedingt durch
Ostradiol reguliert, aber in einem hohen MaR durch Wachstumsfaktoren,
Onkogene oder Tumornekrosefaktoren beeinflusst wird. Somit wirde eine
Aromataseinhibition die Ostradiolproduktion zwar hemmen, die Cox-2-
Expression aber nur bedingt reduzieren.

Insgesamt gesehen ist der Einfluss der neoadjuvanten Therapie auf die Cox-2-
Expression geringer als erwartet. In der vorliegenden Studie konnte weder die
Cyclooxygenase-2 als negativer Prognosefaktor bestatigt werden noch ein
Einfluss einer primar systemischen Chemo- oder Hormontherapie auf die Cox-
2-Expression gefunden werden. Daher wére eine néahere Betrachtung des
unterschiedlichen Einflusses von einerseits Ostradiol und andererseits
Wachstumsfaktoren, Tumornekrosefaktor a, TGF b und Cytokine, Onkogene,
wie v-src, v-Ha-ras und Wnt auf die Cyclooxygenase-2-Expression eventuell

auch mit einer anderen Untersuchungsmethode interessant.
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