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Zusammenfassung 

Evaluation von Prognosefaktoren des invasiven Mammakarzinoms an 

Gewebemikroarrays 

Farahani, Sepideh 

Das Mammakarzinom stellt eines der häufigsten Todesursachen bei Frauen dar. Bei 

der Diagnose Mammakarzinom ist von groβer Bedeutung, sichere Aussagen über die 

Prognose und Prädiktion zu treffen, um die Therapiemethoden adäquater für die 

betroffene Patientin auszuwählen. Ziel der vorliegenden Studie ist die prognostische 

und prädiktive Relevanz der Faktoren Östrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, p53,     

c-erbB2, Cyclin D1, Mib-1 und bcl-2 des invasiven Mammakarzinoms in einem 

speziellen Kollektiv von 222 Patientinnen mit dem TMA- Verfahren zu evaluieren und 

die Möglichkeiten und Schwierigkeiten der TMA- Methode zu definieren. Nach der 

Erstellung von 3 TMA- Blöckchen aus dem Biopsat von 250 Gewebeproben wurde die 

Expression der Prognosefaktoren durch immunhistochemische Methoden dargestellt 

und lichtmikroskopisch ausgewertet. Die follow- up Daten der Patientinnen wurden mit 

den gewonnenen Daten der Prognosefaktoren zusammen analysiert. Die Studie hat 

gezeigt, dass das TMA- Verfahren für die untersuchten Prognosemarker bei 

sorgfältiger Auswahl der Biopsieentnahmestelle eine repräsentative, kostengünstige 

und zeiteffiziente Methode bei der Analyse grosser Fallzahlen darstellt und die Be-

stimmung der untersuchten Prognosemarker ER, PR, c-erbB2, p53, Mib-1, bcl-2 und 

Cyclin D1 von klinischer Relevanz ist. 
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1 Einleitung 1 

1 Einleitung 

Das Mammakarzinom ist in den westlichen Ländern der häufigste bösartige 

Tumor der Frau. Ende der 90er Jahre waren 26% aller Krebserkrankungen bei 

Frauen Malignome der Brustdrüse (Kreienberg et al., 2002). Weltweit werden 

jedes Jahr 1.000.000 Neudiagnosen gestellt (Ferlay et al., 2001). Die absolute 

Inzidenz für die Bundesrepublik Deutschland ist steigend und wird für das Jahr 

2000 mit 51710 Neuerkrankten angegeben (Tumorzentrum München, 2005). In 

der Altersgruppe 35 bis 54 Jahre ist Brustkrebs die häufigste Todesursache 

(Tumorzentrum Erfurt, 2001). Jede zehnte Frau in Deutschland erkrankt an 

Brustkrebs. Für die Erkrankten liegt die Fünf- Jahres- Überlebensrate bei 75%, 

die Zehn- Jahres- Überlebensrate bei 50%, falls zum Zeitpunkt der Diagnose 

noch keine Fernmetastasen nachweisbar sind (Statistisches Bundesamt, 2000). 

Es sterben jährlich ca. 18.000 Frauen an Brustkrebs. Die altersstandardisierte 

Mortalitätsrate in Deutschland ist mit anderen europäischen Ländern 

vergleichbar, wobei Schweden und Dänemark die geringste Mortalitäts- und 

Inzidenzrate in Europa aufweisen (Tumorzentrum München, 2005). 

Das Mammakarzinom gilt als multifaktorielles Geschehen, das sowohl von 

genetischen als auch von anderen Risikofaktoren beeinflusst  wird. Bei 5-10% 

aller Mammakarzinompatientinnen ist eine genetische Prädisposition nachweis-

bar (State of the Art Meeting, 2002, Hanf, 2002). Ca. 25- 30% aller Mamma-

karzinome können hingegen mit den heute bekannten Risikofaktoren erklärt 

werden (Hanf, 2002). 
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2 Grundlagen 

2.1 Physiologischer Aufbau der weiblichen Brust 

Die weibliche Brust gehört zu den sekundären Geschlechtsorganen und 

entwickelt sich aus apokrinen Hautdrüsen. Gerade in Stadien der Entwicklung 

können schädigende Mechanismen der Brust großen Schaden zufügen. Erst 

nach einer ausgetragenen Schwangerschaft mit nachfolgender Stillzeit hat die 

weibliche Brust ihre endgültige Differenzierung erreicht (Russo et Russo, 1995).  

Das Drüsenparenchym besteht aus ca. 15- 20 Lobi mammae, welche 

unregelmässig hinter der Mamille verteilt sind und aus mehreren Lobuli 

bestehen. Das gesamte Drüsenparenchym wird entlang der Lobi von Fett-

gewebe durchsetzt. Die Lobuli wiederum werden durch Azini, Tubuli und 

intralobulärem Bindegewebe gebildet. Die Myoepithelzellen der Drüsenazini 

liegen der Basalmembran auf. Diese Zellen ermöglichen die Kontraktion und 

Entleerung der Azini. Die Ausführungsgänge der Azini bilden die Ductuli 

lactiferi, die die Ducti lactiferi bilden. Die Ducti lactiferi enden als Sinus lactiferi, 

die dann letztendlich als Milchgänge - manchmal erst nach Vereinigung mit 

anderen Sinus lactiferi- in die Mamille münden. 

Der lymphatische Abfluss verläuft hauptsächlich nach axillär über die Noduli 

pectorales zu den Noduli axillae centrales oder nach thorakal zu den Noduli 

intercostales und mediastinales posteriores. Beachtenswert sind die Verbin-

dungen der Lymphbahnen von der einen zur anderen Seite der Brust (Hoeffken 

et Lanyi, 1973 ; Putz et Pabst, 1993). 

2.2 Histologische Klassifikation der Mammakarzinome 

Das Mammakarzinom entsteht durch die maligne Entartung des Epithels der 

Milchgänge oder der Brustdrüsenläppchen. Somit sind Karzinome, die vom 

Läppchen (Lobus) ausgehen, zu unterscheiden von Karzinomen, die von den 

Milchgängen (Ductus) ausgehen.  
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Nach der WHO- Klassifikation der Mammakarzinome aus dem Jahre 1982 werden  

A.       gutartige von  

B.       bösartigen Tumoren unterschieden. 

 

A. Die gutartigen Karzinome werden unterschieden in: 

    1.     intraduktales Papillom 

    2.     Adenom der Mamille 

    3.     Adenom: 

    3.1   tubuläres Adenom 

    3.2   laktierendes Adenom 

 

B. Bei den bösartigen Tumoren werden 

    1.     nicht invasive von  

    2.     invasiven Karzinomen und vom 

    3.     Morbus Paget der Mamille unterschieden. 

    1.     Die nicht invasiven Mammakarzinome werden unterteilt in:   

    1.1   Carcinoma lobulare in situ  (LCIS) 

    1.2   Carcinoma ductale in situ  (DCIS) 

    2.     Die invasiven Mammakarzinome werden unterteilt in  

    2.1   invasives duktales Karzinom 

    2.2   invasives duktales Karzinom mit vorherrschender intraduktaler Komponente 

    2.3   invasives lobuläres Karzinom 

    2.4   tubuläres Karzinom 

    2.5   muzinöses Karzinom 

    2.6   medulläres Karzinom 

    2.7   papilläres Karzinom 

    2.8   adenoid zystisches Karzinom 

    2.9   sekretorisches (juveniles) Karzinom 

    2.10 apokrines Karzinom 

    2.11 Karzinom mit Metaplasie  

            Das Karzinom mit Metaplasie wird unterschieden in 

            2.11.1   squamöser Typ 

            2.11.2   spindelzell Typ 

            2.11.3   knorpeliger und knöcherner Typ 

            2.11.4   Mischtyp 

    3.  Morbus Paget der Mamille  

Tabelle 1: WHO- Klassifikation der Mammakarzinome 
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Diese histologische Typisierung der WHO ist die zweite revidierte Klassifikation 

und dient heute zur Einordnung der individuellen Tumore bei der Diagnostik. 

Sie basiert auf dem histologischen Phänotyp des Tumors, wobei patho-

genetische Gesichtspunkte nicht berücksichtigt werden. Wenn ein Mamma-

karzinom verschiedene Wachstumstypen beinhaltet, wird es nach dem 

vorherrschenden Typ klassifiziert (The World Health Organization, 2003, 

Tumorzentrum München, 2005, Mitze, 2002).    

A 

Die unter A aufgeführten gutartigen Tumore sind Neoplasmen, die vom Epithel 

ausgehen, meist mit bindegewebigem Wachstum einhergehen und sehr selten 

mit einem bösartigen Wachstum assoziiert sein können. 

B 1 

1.1 Die Definition des LCIS geht auf Foote und Stewart zurück, die 1942 eine 

exakte Definition und Abgrenzung des LCIS gegenüber Mastopathien oder 

invasiven Veränderungen abgegeben haben. Kennzeichen des Carcinoma in 

situ ist die nicht durchbrochene Basalmembran. Gewöhnlich ist die Diagnose 

des LCIS ein Zufallsbefund des aus einem anderen Grunde entnommenen 

Mammagewebes (Foote et Stewart, 1941).  

B 1.2 

Das Carcinoma ductale in situ ist weit häufiger verbreitet als das LCIS und wird 

auch als intraduktales Karzinom bezeichnet. Es wird von der WHO definiert als: 

ein Karzinom der Brustdrüsengänge, welches keine Stromainvasion des 

umgebenden Gewebes aufweist (WHO, 2003). Das DCIS ist im Gegensatz zu 

dem LCIS eine präkanzeröse Läsion. Das DCIS wird als direkter genetischer 

Vorläufer der invasiven Karzinome gesehen (Buerger et al., 1999b).  
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B 2.1 

Das invasive duktale Karzinom ist der häufigste Mammakarzinomtyp. Die 

Tumorzellen hier können nestförmig, drüsenartig oder perlschnurartig 

angeordnet sein. Die makroskopische und mikroskopische Erscheinungsweise 

dieses Tumors ist hoch variabel.  

B 2.2 

Das invasive duktale Karzinom mit vorherrschender intraduktaler Komponente 

ist von der WHO als Karzinom definiert, das zu grossem Anteil intraduktal 

wächst und Stromainvasionen beinhaltet. Nach Auffassung der WHO sollen nur 

Tumoren, deren intraduktaler Anteil zum nicht invasiven Anteil im Verhältnis 4:1 

steht, zu dieser Entität gezählt werden (WHO, 2003). Bässler unterteilt diese 

Tumorvariante nach dem Verhältnis der invasiven Anteile zu den nicht 

invasiven Anteilen und benennt hierbei noch das invasive duktale Karzinom mit 

extensiver intraduktaler Komponente (EIC) und das invasive duktale Karzinom 

mit kleiner intraduktaler Komponente. Die Therapie und Prognose des Tumors 

ist abhängig von den quantitativen Anteilen der genannten Komponenten in der 

Läsion (Bässler, 1995). 

B 2.3 

Das invasive lobuläre Karzinom ist von der WHO definiert als: ein Karzinom, 

welches aus einheitlichen Zellen besteht, die denen des LCIS ähneln und eine 

geringe Mitoseaktivität aufzeigen (WHO, 2003). Bezeichnend für das LCIS ist 

seine Kleinzelligkeit, sein infiltrierendes Wachstum und seine Desmoplasie. 

Jedoch kann sich das LCIS auch als solider, alveolärer, pleomorpher oder 

siegelringzelliger Typ darstellen (Tumorzentrum München, 2005). 

B 2.4 

Das tubuläre Karzinom wird definiert als: ein hoch differenziertes invasives 

Karzinom, dessen Zellen in gut differenzierten tubulären Anteilen des Tumors 
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angeordnet sind (mindestens 95% tubuläre Strukturen) und von reichlich 

faserreichem Stroma umgeben sind. Das tubuläre Karzinom weist wie das 

invasive lobuläre Karzinom sowohl Östrogen- als auch Progesteronrezeptoren 

auf. Es gilt als prognostisch sehr günstig (WHO, 2003).       

B 2.5 

Das Muzin- produzierende Karzinom wird auch Gallertkarzinom genannt und ist 

definiert als: Karzinom, das groβe Mengen an extrazellulärem, gallertartigem 

Stroma enthält und dadurch sein glasiges Aussehen erhält (WHO, 2003).Diese 

Tumorvariante  ist hoch differenziert, rezeptorpositiv und hat ebenfalls eine 

günstige Prognose (Mitze, 2002). 

2.3 Histopathologisches Grading   

Alle histologischen Typen können anhand der Merkmale Tubulusausbildung, 

Kernpolymorphie und Mitoserate dem histopathologischen Grading zur Beurtei-

lung des Malignitätsgrads invasiver Mammakarzinome unterzogen werden. Das 

Grading geht zurück auf Bloom und Richardson im Jahre 1957 und wurde von 

Elston und Ellis in seiner derzeit gültigen Form modifiziert: 

Merkmale Kriterien Scorewerte 

Tubulusausbildung >75% 
10-75% 
<10% 

1 
2 
3 

Kernpolymorphie Gering 
Mittelgradig 
Stark 

1 
2 
3 

Mitoserate 0-1/High Power Field 
1-2/High Power Field 
>2/ High Power Field 

1 
2 
3 

Scoresummen 

 

3-5 
6-7 
8-9 

G 1 = gut differenziert 
G 2 = mässig differenziert 
G 3 = schlecht differenziert 

Tabelle 2: Histologisches Grading nach Bloom und Richardson- modifiziert nach 
Elston und Ellis, 1991 

Das High Power Field ist die 40fache Objektivvergrösserung (Okular) 
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2.4 TNM- Klassifikation/ Staging   

Die Klassifikation des Primärtumors erfolgt nach der pTNM- Klassifikation. Sie 

erfolgt postoperativ nach vorliegendem makroskopischen oder mikroskopi-

schem Befund. Die TNM- Klassifikation gibt Auskunft über das klinische 

Ausmass des Tumors (Tumorgrösse (T), Lymphknotenstatus (N) und Meta-

stasen (M)) und somit der Stadieneinteilung (Staging).  

 pT-Primärtumor 
PTx Primärtumor kann nicht beurteilt werden  
PT0 kein Anhalt für Primärtumor 
pTis Carzinoma in situ 
PT1 Tumor 2 cm oder weniger in grösster Ausdehnung 
PT2 Tumor > 2 cm, <5 cm in grösster Ausdehnung    
PT3 Tumor mehr als 5 cm in grösster Ausdehnung 
PT4 Tumor jeder Grösse mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut 
PT4a mit Ausdehnung auf die Brustwand 
pT4b mit Ödem, Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenmetastasen der Haut 

derselben Brust 
PT4c Kriterien von 4a und ab gemeinsam 
PT4d inflammatorisches Karzinom 
 pN- regionäre Lyphknoten 
PNx Keine Beurteilung der regionären Lymphknoten möglich 
PN0 Keine regionären Lyphknotenmetastasen 
PN1 Metastasen in beweglichen ipsilateralen axillären Lymphknoten 
PN1a Nur Mikrometastasen 
PN1b Metastasen, zumindest eine > 0,2 cm 
PN1bi Metastasen in 1-3 Lymphknoten 
PN1bii Metastasen in 4 oder mehr Lymphknoten  
PN1biii Ausdehnung der Metastasen in das perinodale Lymphgewebe 
PN1biv Metastasen ab 2 cm 
pN2 Matastasen in ipsilateralen axillären Lymphknoten, untereinander oder 

in andere Strukturen fixiert 
PN3 Metastasen in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna 
 pM-Fernmetastasen 
pMx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt  werden 
PM0 Keine Fernmetastasen 
PM1 Fernmetastasen  

Tabelle 3: Klassifikation nach den Richtlinien der Union Internationale 
Contre Le Cancer (UICC), 1993 
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2.5 Risikofaktoren für das Mammakarzinom    

2.5.1 Alter 

Das steigende Durchschnittsalter der Bevölkerung wird mit der zunehmenden 

Häufigkeitsrate des Brustkrebses in Korrelation gesetzt, denn die Inzidenz 

nimmt mit steigendem Alter zu (Jonsson et al., 2003). Die Wahrscheinlichkeit im 

nächsten Jahr an Brustkrebs zu erkranken liegt für eine 65-jährige Frau fünfmal 

so hoch wie für eine 45-jährige Frau (Bonk, 2000, Kreienberg et al., 2002). 

2.5.2 Genetische Disposition 

In ca. 5%-10% aller Fälle konnte eine genetische Disposition zum Mammakarzi-

nom nachgewiesen werden (Perera et al., 2003). Bei diesen Patientinnen tritt 

das Mammakarzinom in der Regel vor dem 45. Lebensjahr und häufig bilateral 

auf (Ganten et al.,1997). Dabei erhöht sich das Risiko mit dem engeren Grad 

der Verwandtschaft. Bei einer Verwandten 1. Grades erhöht sich das Risiko der 

Patientin selbst an einem Mammakarzinom zu erkranken um den Faktor 3- 4 

gegenüber einer familiär nicht belasteten Person (Runnebaum et al., 2002). 

Die bekanntesten Genloci, die mittels Genanalysen geortet wurden, und mit der 

genetischen Disposition in Zusammenhang stehen, sind das BRCA 1 Gen und 

das BRCA 2 Gen. 

BRCA steht für Breast Cancer. Das BRCA 1 Gen befindet sich auf Chromosom 

17q, Gen 2 befindet sich auf dem Chromosomenabschnitt 13q 12- 13. Die 

beiden genannten Gene schützen im nicht mutierten Zustand die Zelle vor 

maligner Entartung, sind also Tumorsuppressorgene. Mutationen des BRCA 1 

bzw. 2 Gens erhöhen nicht nur das Risiko an einem Mammakarzinom sondern 

auch an einem Ovarialkarzinom zu erkranken (Tumorzentrum München, 2005). 

BRCA 1 Mutationen sind in 50% der familiären Mammakarzinom Fälle und 

BRCA 2 Mutationen in 35% der Fälle auslösend für die Erkrankung. 

(Runnebaum et al., 2002).  Es wird angenommen, dass von ca. 200 Familien, in 

denen 4 oder mehr Fälle an Brustkrebs auftreten, ca. 50% der Familien BRCA 1 
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Mutationen aufweisen (Scherneck et al.,1997). Bei der Betrachtung von 

Familien mit mindestens 2 Fällen von Brustkrebs lassen sich bei erstgradig 

Verwandten in 10% der Fälle Mutationen des BRCA 1 oder BRCA 2 Mutationen 

nachweisen (Tumorzentrum München, 2005). 

Neben den BRCA Genen spielen Keimbahnmutationen des p53 Gens eine 

weitere Rolle bei der Entstehung von Brustkrebs. In ca. 40- 45% aller 

menschlichen Tumoren wurden zudem somatische Mutationen im p53- Gen 

gefunden, welche meist einen Austausch einer Aminosäure im Sinne einer 

Punktmutation bewirken. Sowohl das mutierte als auch das nicht mutierte 

Genprodukt befinden sich gehäuft im Tumor (Soussi et al., 1994). Beim 

Mammakarzinom werden schon relativ früh p53- Mutationen beobachtet, 

während sie bei anderen Karzinomen- darunter auch das Ovarialkarzinom- erst 

im späteren Krankheitsverlauf auftreten. Deshalb konnten die genauen Abläufe 

der Beteiligung des p53 Genes an der Karzinogenese des Mammakarzinoms 

noch nicht ganz klar herausgearbeitet werden. Fest steht jedenfalls, dass die 

p53 Keimbahnmutationen unterschiedlich in der Veränderung der Aminosäuren 

ausfallen und auch unterschiedlich für jede Tumorart sind. Dieses Phänomen 

wird in Zusammenhang mit den verschieden Kanzerogenen und einwirkenden 

Noxen gestellt (Birkmayer, 1984). 

2.5.3 Hormonelle Faktoren 

Östrogen 

Östrogene gelten als Tumorpromotoren bei der Karzinogenese des Mamma-

karzinoms. In einen Review aus dem Jahre 2000, stellt Liehr heraus, dass 

Tiere, denen 17-beta-Estradiol (E2)  zugeführt wurde, eine erhöhte Inzidenz an 

Tumorerkrankungen (Mammakarzinom, Endometrialkarzinom, Zervixkarzinom, 

Vaginalkarzinom usw.) haben. Im menschlichen Organismus sind schon 

geringe Erhöhungen des Östrogenspiegels verbunden mit einem erhöhten 

Risiko, an Brustkrebs zu erkranken (Liehr, 2000). Umstritten ist jedoch der 

Mechanismus, der dazu führt, dass es durch Östrogene zu einer stimulierten 

Zellproliferation und zum Zellwachstum kommt (Krauβ, 2002). Als bewiesen gilt, 
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dass Prozesse, wie frühe Menarche, späte Menopause, Nulliparität und 

Zugehörigkeit zu höheren sozioökonomischen Klassen und damit verbundenen 

längeren Ausbildungszeiten und konsekutiv späterer erster Schwangerschaft 

aufgrund der höheren bzw. längeren  Östrogeneinwirkung auf den Organismus 

zu einem erhöhten Risiko an Brustkrebs zu erkranken führen (Vernon 1985, 

Gordon, 1992, Statistisches Bundesamt, 1998, Hanf, 2002). Synthetische 

Östrogene sollen ein geringeres karzinogenes Potential als die nativen  

Östrogene darstellen. Jedoch steigt auch bei der Einnahme dieser Östrogene 

(hormonelle Kontrazeption) das relative Risiko an einem Mammakarzinom zu 

erkranken und liegt bei 1,3. Doch auch im Bezug auf die hormonelle 

Kontrazeption sind mittlerweile die Auffassungen unterschiedlich: In einer im 

Jahre 2005 erschienenen Empfehlung des Tumorzentrums München geben die 

Autoren ein nicht erhöhtes Mammakarzinomrisiko bei Einnahme von oralen 

Kontrazeptionspräparaten an (Tumorzentrum München, 2005).  

Das Risiko von Frauen, die nie eine ovarielle Östrogenproduktion hatten, liegt 

bei nur 1% von dem von Frauen mit physiologischer Östrogenproduktion 

(Krauβ, 2002). 

Progesteron 

Die frühere Annahme, die Einnahme von Östrogenpräparaten würde bei 

gleichzeitiger Progesterongabe das Mammakarzinomrisiko reduzieren, gilt als 

überholt. Vielmehr ist Progesteron ein weiterer Risikofaktor, weil das Hormon 

als primäres Mitogen bei der Entartung der duktalen Brustdrüsenzellen gilt 

(Liehr, 2000). Jedoch ist die Beweislage bei den Gestagenen im Vergleich zu 

den Östrogenen spärlicher. Da  mehr als 50% der Mammakarzinome 

hormonrezeptorpositiv sind und auf eine Antihormontherapie ansprechen, lässt 

sich hieraus der Rückschluss ziehen, dass sowohl Östrogen aber auch 

Progesteron einen Einfluss auf die Erkrankung nehmen (Krauβ, 2002). 
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2.5.4 Umweltfaktoren  

Ionisierende Strahlung 

Es ist bekannt, dass die Einwirkung ionisierender Strahlung in Korrelation zur 

Dosis und Häufigkeit der Strahlenbelastung die Krebsentstehung fördert. Je 

jünger die bestrahlte Person ist, desto grösser ist das Risiko nach einer 

gewissen Zeit an einem Mammakarzinom zu erkranken. Erste Untersuchungen 

zur Kausalität der Strahlenbelastung beim Mammakarzinom wurden schon im 

Jahre 1965 unternommen (Mackenzie, 1965). Jedoch wird die Karzinogene 

Wirkung ionisierender Strahlen oftmals erst nach 15 Jahren oder mehr manifest 

(Shore et al., 1977). 

2.5.5 Ernährung  

Konsum tierischer Fette 

Der Konsum von tierischen Fetten in Zusammenhang mit  einem gesteigertem 

Risiko an Brustkrebs zu erkranken, wird kontrovers diskutiert (Welsch, 1992). 

Der Verzehr von tierischen Fetten soll zu einer vermehrten Ansammlung von 

persistenten Xenoöstrogenen im Brustgewebe führen (Hanf, 2002). Anderer-

seits belegen prospektive Kohortenstudien, dass der Verzehr tierischer Fette 

keinen Einfluss auf das Brustkrebsrisiko hat (Howe et al., 1991; Willett et al., 

1992).  

Geringer Obst- und Gemüsekonsum  

Grundsätzlich ist allgemein bekannt, dass der Verzehr von Obst und Gemüse 

den Organismus mit Vitaminen, Mineralien und Spurenelementen versorgt. Die 

Deutsche Krebsgesellschaft rät nicht zuletzt daher zu einer vegetarisch 

ausgerichteten Ernährung mit 5 Portionen Obst und Gemüse am Tag (Deutsche 

Krebshilfe, 1991). Ob jedoch der Verzehr von Obst und Gemüse sich speziell 

beim Mammakarzinom senkend auf das Erkrankungsrisiko auswirkt, wird in der 
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Literatur kontrovers diskutiert (Sandhu et al., 2000, Slattery, 2001, Smith-  

Warner et al. 2001).   

2.5.6 Genussmittel 

Alkoholkonsum  

Alkohol führt in Abhängigkeit von der konsumierten Menge und der Sorte des 

Getränkes zu einer Erhöhung des Östrogenspiegels bei Frauen prämenopausal 

und einer Erhöhung des Prolaktinspiegels postmenopausal. Prolaktin ist ein im 

Hypophysenvorderlappen gebildetes Hormon, das das Brustdrüsenwachstum 

stimuliert und im Verdacht steht, bei der Mammakarzinogese mitzuwirken. Vor 

allem bei dem Konsum von Bier ist die zusätzliche Risikoerhöhung durch die im 

Hopfen enthaltenen Phytoöstrogene bekannt (La Veccia et al., 1989, Smith- 

Warner et al., 1998, Hanf, 2002). 

Zigarettenrauchen 

Tabakrauchbestandteile gelten als potente Tumorpromotoren, und stellen z.T. 

auch Kanzerogene dar. Es besteht die Hypothese, dass die im Tabakrauch 

befindlichen polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe durch den Meta-

bolismus des Körpers zu Schädigungen der DNA führen. Eine Studie aus der 

Schweiz macht den Einfluss des aktiven als auch passiven Rauchens auf die 

Mammakarzinomentstehung deutlich (Morabia et al., 1996). 

Jedoch ist nach einer Studie von Ambrosone auch auf die unterschiedliche  

Entgiftungsfähigkeit des menschlichen Organismen zu beachten, die sich aus 

der individuell variablen Tätigkeit des Enzymsystems N- Acetyltransferase 2 

ergibt, welches für die Entgiftung von kanzerogenen aromatischen Aminen im 

Körper verantwortlich ist (Ambrosone et al., 1996). 
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2.5.7 Geographische Faktoren 

Auffällig ist, dass die Inzidenz des Mammakarzinomes in Asien deutlich gerin-

ger als in Europa oder den USA ist. Dieses Phänomen wird auf die Lebens-

weise und Ernährung der Asiatinnen zurückgeführt, da in Asien weniger 

tierische Fette und mehr Obst und Gemüse verzehrt werden (Hanf, 2002). Des 

vor allem Afroamerikaner bei der Diagnose eines Mammakarzinomes eine im 

Vergleich mit Angehörigen der weissen Rasse schlechtere Prognose haben 

(Elledge et al., 1994, Natarjan et al., 1985, Yood et al., 1999, Perera et al., 

2003). 

2.6 Therapie des primären Mammakarzinoms  

Die Vorraussetzung für eine adäquate und erfolgreiche Therapie ist die sichere 

und genaue Diagnostik des Mammakarzinomes. Dazu gehören: 

• Die Lokalisation des Tumors durch: 

a) bildgebende Verfahren, wobei die Mammographie das wichtigste 

Verfahren im Rahmen der Tumorfrüherkennung und Nachsorge darstellt 

(Andersson  et al. 1988, Jonsson et al., 2003)  

b) den Tastbefund  

c) das Einbringen von Markierungsdraht oder durch Injektion von 

Kontrastmittel in die verdächtige Region oder die Kohlestaubmarkierung 

vor der Biopsieentnahme (Tumorzentrum München, 2005). 

• Die Biopsie, welche in Form einer Exzisionsbiopsie, Stanzbiopsie oder bei 

grossen Tumoren auch einer Inzisionsbiopsie erfolgen kann. 

• Der histologische Nachweis des Tumors.  

Die Therapie des primären Mammakarzinomes richtet sich nach dem diagnos-

tischen und histopathologischen Befund (TNM- Klassifikation, Staging, Grading, 

pTMN- Klassifikation). 
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Bei der operativen Therapie unterscheidet man die brusterhaltende Operation 

von der modifiziert radikalen Mastektomie mit simultanem oder sekundärem 

Wiederaufbau der Brust (Tumorzentrum München, 2005). 

Bei der brusterhaltenden Therapie erfolgt die Operation mit gleichzeitiger 

Axilladissektion. Sie ist das derzeitige Standardverfahren bei kleinen Mamma-

karzinomen und beinhaltet immer eine nachfolgende Strahlentherapie um das 

Rezidivrisiko zu senken. Die Strahlentherapie wird postoperativ mit einer 

Referenzdosis von 45-50 Gy, in täglichen Einzeldosen von 1,8-2 Gy homogen 

auf die gesamte Brust verteilt, bestrahlt (Müller, 2002). 

Die nicht organerhaltende Therapie (Mastektomie) wird immer dann durch-

geführt, wenn der Tumor nicht ausreichend im Gesunden exstirpiert werden 

kann, wenn es sich um eine Multizentrizität des Tumors handelt, wenn bei der 

Patientin ein Tumor mit extensiver intraduktaler Komponente diagnostiziert 

wurde, wenn die Patientin bereits nachgewiesene Fernmetastasen hat oder 

wenn die Patientin diese Therapieform wünscht. 

Bei der Mastektomie ist darauf zu achten, dass der Patientin durch die 

Schnittführung bei der Operation die Option einer Brustrekonstruktion erhalten 

bleibt, um psychische Belastungen durch den Verlust der Brust zu vermeiden 

(Kreienberg et al., 2002).   

2.7 Prognosefaktoren für das Mammakarzinom 

Da die Pathogenese des Mammakarzinomes variabel und nur eingeschränkt 

prognostizierbar ist, wird versucht, Gewebemarker ausfindig zu machen, die in 

Zusammenhang mit Zellproliferation, Invasion oder Metastasenbildung stehen, 

um eine Prognose und Prädiktion für das Mammakarzinom anhand dieser sog. 

Prognosefaktoren zu ermöglichen (Fitzgibbons et al., 1999, Coradini et al., 

2004). 

Unterschieden wird zwischen prädiktiven und prognostischen Markern:          
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Die prädiktiven Marker sagen den Erfolg von therapeutischen Maβnahmen mit 

einer gewissen Wahrscheinlichkeit voraus, während  

prognostische Marker Auskunft über den weiteren Krankheitsverlauf geben 

können (Tumorzentrum München, 2005). 

Als Prognosefaktoren mit klinischer Relevanz werden vom amerikanischen 

Pathologenkolleg folgende Faktoren diskutiert (Fitzgibbons et al., 1999):  

Marker der 1. Kategorie Marker der 2. Kategorie Marker der 3. Kategorie  

Tumorgrösse c-erbB-2-Status Ki-67/ Mib-1 

Lymphknotenstatus p53-Status bcl-2 

histologisches Grading Gefässinvasion Cyclin D1 

Histologischer Typ  DNA- Ploiditäts- Analyse 

Mitoserate  EGFR 

Hormonrezeptorstatus  TGF alpha- 

  Cathepsin D 

  PS2 

  Mikrogefässdichte 

Tabelle 4: Prognosefaktoren der 1. Kategorie, Prognosefaktoren der 2. Kategorie und 
Marker, deren klinische Relevanz noch zu evaluieren ist 

1. 

Die Tumorgrösse gilt als einer der wichtigsten Prognosefaktoren. Daher gilt es, 

diesen Faktor mit grosser Genauigkeit zu bestimmen. 

2. 

Der Lymphknotenstatus gilt als wichtigster prädiktiver Faktor für das  Überleben 

der Patientin. Dabei erscheint die prognostische Relevanz von histologisch 

nicht sichtbaren Mikrometastasen in Lymphknoten nach Auffassung des 

amerikanischen Pathologenkolleges als nicht gesichert. 
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3. 

Das histologische Grading ermöglicht die Einteilung der betroffenen Patientin in 

eine Risikogruppe. Daher dient das histologische Grading als ein wichtiger 

prognostischer Marker. 

4. 

Die histologische Typisierung des Tumors ist wichtig, um den Tumor korrekt 

klassifizieren zu können und ist somit von prognostischer Relevanz. 

5.  

Die Mitoserate wird im High Power Field (40x Vergrösserung) bestimmt, um die 

Proliferationsrate eines Tumors abzuschätzen. Je höher die Mitoserate, desto 

schlechter ist die Prognose für die Patientin   

6. 

Der Hormonrezeptorstatus (Östrogen- und Progesteronrezeptorstatus, ER- und 

PR- Status) gilt als wichtiger prädiktiver Parameter für die unterstützende Hor-

montherapie. Das amerikanische Pathologenkolleg empfiehlt die routinemäßige 

Bestimmung des Hormonrezeptorstatus beim Mammakarzinom. 

ER und PR befinden sich im Zellkern und sind zuständig für die Regulation von 

Genen, die einen Einfluss auf das Zellwachstum haben (Elston, Ellis, 1998). 

Der Östrogenrezeptor wird unterteilt in ER- alpha  und ER- beta. Beide Formen 

binden Östrogen und werden dadurch aktiviert. Ein groβer Teil der Mamma-

karzinome ist östrogenrezeptorpositiv, das heiβt, ER wird exprimiert. ER- 

Positivität wird mit einer guten Prognose und Ansprechen auf Hormontherapie 

assoziiert (Keen et al., 2003).   

Der Progesteronrezeptor wird unterteilt in PRA und PRB. Im tumorös 

veränderten Gewebe wird PRB überexprimiert und ist wie ER- a ein Marker für 

gutes Ansprechen auf Hormontherapie (Keen et al., 2003). 
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7.  

c-erbB2 (HER-2/neu) gilt als Onkoprotein, welches einen transmembranen 

Wachstumsfaktorrezeptor darstellt. 25-30% der Mammakarzinome weisen eine 

Überexpression dieses Onkoproteins auf. Die Bestimmung von c-erbB2 ist 

insofern von prädiktiver und prognostischer Relevanz, als dass eine 

Überexpression dieses Moleküls mit einer schlechteren Differenzierung des 

Tumors, einer schlechten Prognose, einem aggressiveren Krankheitsverlauf 

sowie Resistenz gegen das Antiöstrogen Tamoxifen einhergeht (Ross et al., 

1998, Fitzgibbons et al., 1999, Menard et al., 2001, Konecny et al., 2003, 

Schindlbeck et al., 2005). c-erbB2 gibt Signale an die Tumorzellen, die diese 

Zellen zur weiteren Proliferation stimulieren (Yarden , 2001).  

Zu den mit dem Mammakarzinom assoziierten transmembranen Wachstums-

faktoren gehören weiterhin c-erbB1, c-erbB3 und c-erbB4 (Elston, Ellis, 1998). 

Die amerikanische Gesellschaft für klinische Onkologie gibt in ihrer Empfehlung 

für die routinemässige klinische Untersuchung nur die Bestimmung des 

Östrogen- und Progesteronrezeptorstatus und des c-erbB-2 Status an (Bast et 

al.,2001).   

8. 

p53 gilt als Tumorsuppressorgen, welches auf Chromosom 17p lokalisiert ist 

und verantwortlich für den Zellzyklus nach DNA-Schädigungen ist. Mutationen 

des p53-Gen sind bei 20-40% aller Mammakarzinome zu finden und gehen 

meist mit einem Verlust des Wildtypallels einher. Sie führen zu Wachstums-

fehlregulationen durch Fehlregulationen des Zellzyklus (Borrensen- Dale, 

2003). P53-Mutationen scheinen schon früh im Prozess der Karzinogenese 

stattzufinden (Done et al., 2001) Sie korrelieren mit einem aggressiveren Krank-

heitsverlauf und fortgeschrittenerem histologischem Grad (Overgaard et al., 

2000, Powell et al., 2000, Lai et al., 2004). Patientinnen mit p53-Mutationen 

sprechen eher auf eine Chemo-, Radio- oder Hormontherapie an (Fitzgibbons 

et al., 1999).    
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9. 

Ki-67 ist ein im Zellkern befindliches nukleares Protein, dessen prozentuale 

Anwesenheit Auskunft über die Zellproliferationsrate gibt. Ki-67 gilt bei 

Patientinnen mit Mammakarzinom als ein Marker, der mit verminderter 

Überlebenszeit korreliert (Harbeck et al., 1998, Rudolph et al., 1999, Mirza et 

al., 2002). Mib-1 ist ein monoklonaler Antikörper, der an Ki-67 bindet und  durch 

Formalinfixierung nicht zerstört wird. Somit kann die Proliferationsrate im 

fixiertem Gewebe durch Mib-1 ermittelt werden (Fitzgibbons et al.,1999). 

10. 

bcl-2 ist an der Apoptose beteiligt und verhindert den Zelltod (Schiller et al., 

2002). bcl-2 stellt sowohl einen prognostischen als auch prädiktiven Marker dar, 

da Patientinnen mit einer bcl-2- Expression eine gute Prognose haben und gut 

auf Chemotherapie und Tamoxifentherapie reagieren (Coradini et al., 2004; 

Fitzgibbons,1999).                                             

11. 

Die Cycline der Gruppe D sind an der Regulation der Zellteilung beteiligt. Cyclin 

D1 wird häufig bei primären Karzinomen überexprimiert (Coradini et al., 2004) 

und führt zur erhöhten Proliferation epithelialer Zellen (Kenny et al.,1999). In der 

Literatur gibt es unterschiedliche Auffassungen darüber, ob die Überexpression 

von Cyclin D1 bei östrogenrezeptorpositiven oder östrogenrezeptornegativen 

Patientinnen eine schlechte Prognose haben soll (Kenny et al., 1999; Umekita 

et al., 2002). 

Um die klinische Relevanz von Ki-67 und Cyclin D1 besser evaluieren zu 

können, sind vielfache, aufwendige immunhistochemische Untersuchungen not-

wendig, die sehr kostspielig und zeitaufwendig sind. 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass mit der Methode der Tissue- Microarrays       

( TMA ) die Untersuchung von Markern und die prognostische Evaluation dieser 

Marker möglich ist. 
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2.8 Tissue Mikroarrays (TMA´s)  

2.8.1 Das Prinzip der Tissue Mikroarrays  

Die TMA- Methode wurde 1998 von Kononen et al. eingeführt und wird seitdem 

vielfach für die Analyse von molekularen Veränderungen genutzt (Kononen et 

al., 1998). Das Prinzip der TMA´s basiert auf die 1986 von Battifora 

beschriebene multitissue- oder sausage- Methode, wobei grössere 

Gewebeproben eines sog. Donorblöckchens ungeordneter als bei der TMA- 

Methode auf ein Empfängerblöckchen aufgebracht werden (Battifora, 1986). 

Die TMA- Methode ist somit eine präzisierte Weiterentwicklung der sog. 

„sausage- Methode“, bei der weniger Gewebe aus dem Donorblöckchen in 

geordneter Reihenfolge auf ein Empfängerblöckchen aufgebracht wird. Mit Hilfe 

der TMA- Methode kann man bis zu 1000 verschiedene in Paraffin gebettete 

Gewebematerialien auf einem einzigen Empfänger- Paraffinblöckchen 

aufbringen.(Kallioniemi et al., 2001, Moch et al., 2001, Mousses et al., 2001) Da 

in situ- Tests, wie die immunhistochemische Analyse, die Fluoreszenz in situ-

Hybridisierung,  DNA- und RNA- Analyse parallel an dem neu erstellten 

Empfänger- Paraffinblöckchen durchgeführt werden können, führt dies zu einer 

enormen Zeitersparnis (Schraml et al., 1999). Somit sind die TMA´s auch 

kosteneffizient (Moch et al., 2001, Mucci et al. 2000, Horvath et Henshall, 

2001). Neben der Zeitersparnis und Kosteneffizienz ist ein weiterer Vorteil, dass 

das Originalgewebematerial durch das Ausstanzen kaum einen Schaden nimmt 

(Moch et al., 2001).  

Die TMA- Methode hat derzeit ihren grössten Anwendungsbereich auf dem 

Gebiet der Krebsforschung gefunden (Nocito et al., 2001). Mit dieser Methode 

können Alterationen und Amplifikationen auf molekularer Ebene in verschie-

denen Stadien der Tumorerkrankung analysiert werden (Bubendorf et al., 2001) 

oder die Relevanz verschiedener prädiktiver und prognostischer molekularer 

Marker bestimmt werden (Kallioniemi et al., 2001). Zudem bietet diese Methode 

die Möglichkeit der Verknüpfung von molekularen Veränderungen mit klinischen 

Patientendaten (Mousses et al., 2001, Nocito et al., 2001), wobei die daraus 
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resultierenden Ergebnisse auf einzelne Patientenfälle angewendet werden 

können (Horvath et Henshall, 2001). Es besteht aber auch die Möglichkeit, die 

Gewebeproben der Patienten mit Nummern zu versehen und dadurch zu 

anonymisieren. Auch die Analyse von raren Tumoren ist gut möglich, da durch 

die TMA- Herstellung das rare Ursprungsgewebe kaum beschädigt wird (Moch 

et al., 2001). 

Auch zu Zwecken der immunhistochemischen Qualitätssicherung/ –Kontrolle 

(das Problem der unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener Laboratorien) 

dienen TMA´s als ein wertvolles Werkzeug (Bubendorf et al., 2001; Packeisen 

et al., 2003). 

Auf anderen Gebieten der Forschung können TMA´s zur Testung und Ent-

deckung neuer Antikörper genutzt werden oder es können z.B. neue Test-

verfahren an ihnen erforscht werden (z.B. Färbungen). Nicht zuletzt können die 

Archive der pathologischen Institute durch die Erstellung von Mikroarrays 

effizienter werden. 

Für die Zukunft wäre die Erstellung von TMA´s auch für die Lehre als 

standardisierte Interpretation von Gewebeanalysen denkbar. Zudem erscheint 

die Interpretation einer kleinen Stanze leichter und effektiver möglich zu sein als 

die Auswertung groβer Tumorareale (Bubendorf et al., 2001, Packeisen et al., 

2003).    

2.8.2 Die Tissue Mikroarray Technik 

Die Donorblöckchen, welche in Paraffin eingebettetes Gewebe aus einer 

Tumorexstirpation enthalten, werden auf die Region untersucht, aus der das 

Gewebe für den TMA- Block entnommen werden soll. Mit Hilfe eines Stanz-

gerätes (Beecher Instruments, Microarray Technology, Sun Prairie, Wisconsin) 

wird eine zylinderförmige Gewebeausstanzung aus dieser Region des 

Donorblöckchens entnommen. Vorher wird aus dem leeren Paraffinblöckchen, 

dem TMA- oder Empfängerblöckchen, Paraffin ausgestanzt. Es entsteht ein 

zylinderförmiger Hohlraum, so dass das Gewebe aus dem Donorblöckchen 
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darin platziert werden kann. Dank des digitalisierten Stanzgerätes können die 

Abstände zwischen den einzelnen Gewebezylindern gleichmäβig gewählt 

werden, wobei die einzelnen Gewebezylinder alle den gleichen Durchmesser 

haben. Der Durchmesser konnte mittlerweile von 3,0 mm auf 0,6 mm reduziert 

werden. Bei einem Abstand der einzelnen Stanzen von 0,8 mm kann das 

entstandene TMA- Blöckchen Gewebe von nahezu eintausend Tumoren 

enthalten. Es entsteht ein Raster auf dem Empfängerblöckchen, das bezüglich 

der Zugehörigkeit jedes einzelnen Tumors zu den dazu vorhandenen Daten 

(Patient, TNM- Klassifikation usw.) genau analysiert werden kann. Es können 

nun in Abhängigkeit von der Dicke des TMA- Blöckchens zwei- bis dreihundert 

Schnitte angefertigt werden. Die Schnitte können mit histologischen Farbstoffen 

(z.B. Hämatoxylin- Eosin) versetzt werden oder für die Analyse von DNA, RNA 

oder Proteinen mit Methoden wie der Fluoreszenz in situ Hybridisation (FISH), 

RNA in situ Hybridisation oder der Immunhistochemie (IHC) behandelt werden. 

Da jeder Gewebezylinder aus dem TMA- Schnitt unter identischen 

Bedingungen behandelt wird, besteht eine hohe Standardisierung (Kononen et 

al., 1998, Bubendorf et al., 2001, Skacel et al., 2002). 

 

Abbildung 1: Schnitt von einen Tissue Mikroarray Blöckchen für die Untersuchung 
unter dem Mikroskop 
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3 Material und Methode 

3.1 Material 

Es wurden 250 Gewebeproben der Mamma von 222 Patientinnen im Alter von 

13 bis 84 Jahren aus der Zeit 1988 bis 1993 untersucht. Zu jeder Patientin 

besteht ein bis zu zehnjähriges Nachbeobachtungsintervall. 

Die Patientinnen wurden in der Frauenklinik der Westfälischen Wilhelms 

Universität behandelt, die aus den Biopsien erstellten Paraffinblöckchen und 

Schnittpräparate befinden sich im Gerhard- Domagk- Institut für Pathologie der 

Westfälischen- Wilhelms- Universität- Münster.  

Die Schnittpräparate dienten mit Hilfe der lichtmikroskopischen Durchsicht zur 

Auffindung der pathologisch veränderten Areale. Aus diesen Arealen wurden 

die Stanzen aus den Paraffinblöckchen entnommen um das TMA- Blöckchen zu 

erstellen. 

3.2 Methode 

Zur Erstellung des TMA- Blöckchens wurden die histologischen Befunde der 

Patientinnen durchgeschaut und daraus die jeweilige Journalnummer und das 

Journaljahr entnommen. Mit Hilfe dieser Daten konnten im Gerhard-Domagk-

Institut für Pathologie die Schnittpräparate und die Paraffinblöckchen der 

jeweiligen Biopsie aus dem Archiv herausgesucht werden. Es wurde eine 

Tabelle mit Patientennamen, Journaljahr, Journalnummer und den Koordinaten 

der Stanzbiopsie im TMA- Blöckchen erstellt ( Microsoft Office 2000, Excell ). 

Nach Kennzeichnung der Karzinomareale auf den Schnittpräparaten und des 

Auffindens dieses Areals auf dem Gewebeblöckchens wurden aus jedem 

Blöckchen jeweils zwei 0,6 mm dicke Stanzbiopsien entnommen und in das 

Empfängerblöckchen im Abstand von 0,8 mm mit Hilfe des speziellen 

Stanzgerätes (Beecher Instruments Microarray Technology, Silver Spring, 

Maryland) eingebracht. Es entsteht ein TMA- Blöckchen mit 500 Stanzbiopsien, 

welches dreimal aus dem gleichen Gewebematerial erstellt wird. Durch die 
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Entnahme von zwei Stanzbiopsien pro Patientin und Tumor und durch das 

Erstellen von drei Blöckchen wird eine bessere statistische Auswertbarkeit 

gewährleistet.  

Jedes Blöckchen hat ein Raster mit fünf Quadraten bestehend aus 100 

Stanzen, die Gewebematerial von 50 Tumoren enthalten. Die einzelnen 

Quadrate werden mit römisch I- V nummeriert und die einzelnen Stanzen des 

Quadrates werden als Koordinaten abgelesen; in der Horizontalen von A bis J 

und in der Vertikalen von 1 bis 10. Jede Stanzbiopsie kann so einem 

Patientennamen mit den zugehörigen Daten zugeordnet werden. 

 

 

 

Abbildung 2: Mikroarray 
Blöckchen 

 

 Abbildung 3: Quadrant 
vergrößert 

 

Die obere Abbildung (Abb. 2) zeigt ein schematisches Mikroarray Blöckchen mit 

der  römischen Nummerierung von I- V der einzelnen Quadranten. Daneben 

(Abb. 3) ist schematisch ein Quadrant vergrößert dargestellt, wo die 

Beschriftung jeder einzelnen Stanze nach dem Koordinatensystem zu sehen ist. 

3.3 Immunhistochemische Untersuchungen 

Durch immunhistochemische Untersuchungen können Antigene auf zellulärer 

Ebene nachgewiesen werden. Der Nachweis basiert auf Antigen- Antikörper-

reaktion. 
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1. Zunächst werden 2-3 µm dicke Schnitte der TMA- Blöckchen angefertigt 

und auf einen Objektträger aufgebracht. 

2. Dann erfolgt die Trocknung der Schnittpräparate bei 56° über Nacht.  

3. Die Entparaffinisierung der auf Raumtemperatur abgekühlten Schnitt-

präparate wird durch 

• Inkubation derselben für 2 X 10 min in Xylol 

• Inkubation in Alkohol (99%) für 2 X 5 min. 

• Inkubation in Alkohol (96%) für 5 min. 

• Inkubation in Alkohol (80%) für 5 min. 

• Inkubation in Alkohol (70%) für 5 min.  

• und schlieβlich durch die zweifache Rehydratisierung mit Aqua dest. 

erreicht.  

4. Die Schnitte werden mit 10mM Citratlösung versetzt und im Steamer 35 min. 

auf 100° erhitzt. Die Abkühlung erfolgt mit kaltem Leitungswasser.  

5. Die Färbung der Schnitte erfolgt mit Hilfe der Labelled- Strept- Avidin- 

Biotin- Methode (LSAB). Diese Methode beruht auf der Bindung von Biotin 

an Avidin. Dabei bindet Biotin an den einen Antikörper (ER, PR, c-erbB2, 

p53, Mib-1, bcl-2  und Cyclin D1), dieser Komplex bindet wiederum an durch 

alkalische Phosphatase markiertes Streptavidin. Wenn Chromogen 

hinzugefügt wird, führt dies durch die alkalische Phosphatase zu einer 

Rotfärbung des Komplexes. 

• Befeuchtung der Schnitte mit Waschpuffer 

• Benetzung mit dem monoklonalen Primärantikörper ER, PR, c-erbB2, 

p53, Mib-1, bcl-2 und Cyclin D1. Die Verdünnungen sind der unten 

abgebildeten Tabelle zu entnehmen: 
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Primärantikörper Vorbehandlung Verdünnung Firma      

ER LSAB- Methode 1:200 DAKO 

PR LSAB- Methode 1:1000 DAKO 

c-erbB-2 LSAB- Methode 1:4000 DAKO 

P53 LSAB- Methode 1:2000 DAKO 

Mib-1 LSAB- Methode 1:100 DAKO 

bcl-2 LSAB- Methode 1:1000 DAKO 

Cyclin D1 LSAB- Methode 1:800 DAKO 

Tabelle 5: Verdünnung der Primärantikörper 

• Inkubation im Stainer für 25 min. 

• Spülung mit Waschpuffer 

• Benetzung mit Biotin- Antikörper 

• Inkubation im Stainer für 25 min.  

• Spülung mit Waschpuffer 

• Inkubation mit enzymmarkiertem Streptavidin für 25 min. 

• Spülung mit Waschpuffer 

• Färbung durch Hinzugabe von Chromogen für 2 x 25 min. 

• Benetzung mit Aqua dest. 

• Kerngegenfärbung mit Hämatoxylin 

• Bläuvorgang unter flieβendem Leitungswasser 

6. Konservierung der Schnitte mit Vitro Clud nach Behandlung derselben mit 

Alkohol (70%,80%,96%,99%) und zweimaliger achtminütiger Zugabe von 

Xylol. 
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3.4 Lichtmikroskopische Auswertung 

Für die lichtmikroskopische Auswertung wurden nur membranständige Reaktio-

nen mit in die Wertung genommen. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ 

nach den Bewertungskriterien von Korsching (Korsching et al., 2002). 

Positiv für die Expression von ER und PR waren Tumoren, deren Zellkerne zu 

mindestens 2% eine Färbung aufwiesen. 

Positiv für bcl-2 waren die Tumoren, in denen zumindest 1% der Zellen eine 

zytoplasmatische Färbung aufwies. 

Positiv für Cyclin D1 waren Tumoren, deren Zellkerne zu 5% eine Färbung 

aufwiesen. 

Für p53 wurden die Tumoren mit 0 gewertet, die keine Färbung aufwiesen. 

Die Wertung 1 bedeutete1- 25%, 2 = 26- 50% und 3= mehr als 50% der Zell-

kerne zeigten eine Färbung.  

Für Ki-67/ Mib-1 bedeutet die Wertung 0 eine Färbung von weniger als 2% der 

Zellkerne, 1= 2- 10%, 2= 11- 25% und 3= mehr als 25% der Zellkerne sind 

gefärbt. 

Bei c-erbB2 war die Intensität der Färbung der Zellmembran ausschlaggebend 

für die Wertung (0= keine Färbung, 1= schwach,2= mittel, 3= stark). 

Da die Zahl 0 für die statistische Auswertung Probleme bereitet, wird für die 

Berechnungen 0= 1, 1= 2, 2= 3 und 3= 4 gesetzt. 

 1 2 3 4 

ER Negativ      Schwach positiv   Mittel Stark positiv 

PR Negativ Schwach positiv Mittel Stark positiv 

bcl-2 Negativ Positiv Stark positiv ---------------- 

Cyclin D1 Negativ >2% ---------------- ---------------- 

p53 Negativ 1-25% 26-50% >50% 

Ki-67 Negativ 2-10% 11-25% >25% 

c-erbB2 Negativ Schwach positiv Mittel Stark 

Tabelle 6: Beschreibung der Beurteilung der untersuchten Antikörper 



4 Ergebnisse 27 

4 Ergebnisse  

Es wurden 222 Patientinnenfälle untersucht. Bei diesen Patientinnen waren das 

Geburtsdatum und das Alter bei der Biopsieentnahme bekannt. Die Patien-

tinnen wurden postoperativ graduiert und mittels der TNM- Kategorie eingeteilt. 

Das Beobachtungsintervall der Patientinnen lag zwischen 0 und 76 Monaten. In 

dieser Zeit wurden die Patientinnen auf Rezidive und Metastasen untersucht. 

Altersverteilung  

Der Alterdurchschnitt der Patientinnen lag bei 55,16. 

Die jüngste Patientin war zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme 13 Jahre alt, die 

älteste 84 Jahre. 
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Abbildung 4: Altersverteilung der Patientinnen 
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Auswertbare Ergebnisse der untersuchten Tumormarker in %  

Durchschnittlich waren von den 222 untersuchten Tumoren 192  Tumore für die 

Tumormarker auswertbar. 
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Abbildung 5: Auswertbare Ergebnisse der untersuchten Tumormarker in % 
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Grading 

Die folgende Graphik zeigt das Grading der Patientinnen. 

Bei 13,6% der Patientinnen wurden als G= 1, 56,4% der Patientinnen als G= 2 

und 30% der Patientinnen als G= 3 graduiert. 
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Abbildung 6: Grading 

Tumorgröße 

Die folgende Graphik zeigt das T-Stadium (Tumorgrösse) der Patientinnen. 

36,8%  der Patientinnen wurden als T1, 39,6% der Patientinnen als T2, 7,6% 

der Patientinnen als T3 und 16,0% der Patientinnen als T4 klassifiziert. 

Tumorgrösse

4321

P
ro
z
e
n
t

50

40

30

20

10

0

 

Abbildung 7: Tumorgröße 
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Lymphknotenstatus 

Die folgende Graphik zeigt den Lymphknotenstatus der Patientinnen. 

49,6% der Patientinnen waren N0, 29,1% N1 sowie 21,3% der Patientinnen N2. 
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Abbildung 8: Lymphknotenstatus 

Metastasen 

89,4% der Patientinnen weisen keine Metastasen auf (M= 0) und 10,6% der 

Patientinnen weisen Metastasen auf. 
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Abbildung 9: Metastasen 

Die Graphiken Altersverteilung, Grading, Tumorgrösse, Lymphknotenstatus und 

Metastasen wurden mit dem Statistikprogramm spss Version 7,5 erstellt. 
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Ergebnisse der untersuchten Tumormarker 
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Abbildung 10: ER  
(0=negativ   1=schwach positiv    2=positiv      3=stark positiv) 
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Abbildung 11: PR  
(0=negativ   1=schwach positiv   2=positiv   3=stark positiv) 
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Abbildung 12: p53  
(0=negativ   1=schwach positiv   2=positiv   3=stark positiv) 
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Abbildung 13: c-erbB2  
(0=negativ   1=schwach positiv   2=positiv   3=stark positiv) 

Mib-1

26,58
29,73

22,07

9,01
12,61

0

5

10

15

20

25

30

35

0 1 2 3 nicht

evaluierbar

 



4 Ergebnisse 33 

Abbildung 14: Mib-1  
(0=negativ   1=schwach positiv   2=positiv   3=stark positiv) 
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Abbildung 15: Cyclin D1  
(0=negativ   1=schwach positiv   2=positiv   3=stark positiv) 
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Abbildung 16: bcl-2  
(0=negativ   1=schwach positiv   2=positiv   3=stark positiv) 

Die Diagramme wurden mit  Microsoft Excel 2000 erstellt. 
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Nichtparametrische Korrelationen 

 PR ER p53 c-erbB2 Mib-1 Cyclin D1 bcl-2 

PR . 0,000 0,551 0,134 0,002 0,000 0,000 

ER ∗∗ . 0,193 0,735 0,010 0,000 0,000 

p53 n.s. n.s. . 0,005 0,000 0,893 0,668 

c-erbB2 n.s. n.s. ∗ . 0,614 0,062 0,377 

Mib-11 ∗ ∗ ∗∗ n.s. . 0,420 0,331 

Cyclin D1 ∗∗ ∗∗ n.s. n.s. n.s. . 0,009 

bcl-2 ∗∗ ∗∗ n.s. n.s. n.s. ∗∗ . 

Tabelle 7: Nichtparametrische Korrelationen 

** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig), somit hoch signifikant. 

∗          Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig). 

n.s. Die Korrelation ist nicht signifikant. 

Die Signifikanzen wurden nach Kendall-Tau-B  mit dem Statistikprogramm spss 

Version 11.5 bestimmt. 
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Überlebensfunktionen 

Lymphknotenstatus
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Abbildung 17: Überleben in Abhängigkeit vom Lymphknotenstatus 

— 0 (N=0)    —  1 (N=1)     —  2 (N=2) 

p<=o,oo1    die Funktion ist signifikant 

Für die folgenden Überlebensfunktionen sind die Gruppen der einzelnen Prog-

nosefaktoren dichotomisiert worden. Das bedeutet hier, dass die marker-

positiven Fälle (schwach positiv bis stark positiv) nicht differenziert sind sondern 

zu einer Gruppe zusammengelegt worden sind und den markernegativen Fällen 

gegenübergestellt werden.  Die Dichotomisierung führt zu grösseren Fallzahlen 

in einer Gruppe und somit zu aussagekräftigeren Ergebnissen. 
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Abbildung 18: Überleben in Abhängigkeit von ER  

— 0 (negativ)  —  1 (positiv) 

p= 0,1455     die Überlebensfunktion ist nicht signifikant 



4 Ergebnisse 36 

Beobachtungsintervall   (Monate)
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Abbildung 19 Überleben in Abhängigkeit von PR  
— 0 (negativ)  —  1 (positiv) 

p=0,3128  die Überlebensfunktion ist nicht signifikant 

P53
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Abbildung 20: Überleben in Abhängigkeit von p53 

— 0 (negativ)  —  1 (positiv) 

p= 0,0152   die Überlebensfunktion ist signifikant 
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C-erbB2

Beobachtungsintervall in Monaten
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Abbildung 21: Überleben in Abhängigkeit von c-erbB2 

— 0 (negativ)  —  1 (positiv) 

p= 0,0485   die Überlebensfunktion ist signifikant 

Mib1
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Abbildung 22: Überleben in Abhängigkeit von Mib-1 

— 0 (negativ)  —  1 (positiv) 

p= 0,0200   die Überlebensfunktion ist signifikant 
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Cyclin d1
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Abbildung 23: Überleben in Abhängigkeit von Cyclin D1 

— 0 (negativ)  —  1 (positiv) 

p= 0,9118   die Überlebensfunktion ist nicht signifikant 

bcl 2
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Abbildung 24: Überleben in Abhängigkeit von bcl-2 

— 0 (negativ)  —  1 (positiv) 
p= 0,7312   die Überlebensfunktion ist nicht signifikant 

Die Überlebensfunktionen wurden mit dem Statistikprogramm spss Version 

11.5, Log-Rank Test erstellt
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Lichtmikroskopische Auswertung der Prognosefaktoren 

 

 

 

 

Abbildung 25: ER Abbildung 26: p53 
Immunhistochemischer Nachweis des  Immunhistochemischer Nachweis von p53. 

Östrogenrezeptors (ER).  Es findet sich eine stark positive Reaktion für  

Es findet sich eine stark positive Reaktion  p53 in über 80% der Zellkerne. 

für ER in mehr als 95% der Zellkerne.  

  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27:p53  Abbildung 28: p53 
Immunhistochemischer Nachweis von p53. Immunhistochemischer Nachweis von p53. 

Es findet sich eine schwach positive Reaktion  Es findet sich eine stark positive Reaktion 

für p53 in ca. 10% der Zellkerne. in über 80% der Zellkerne 
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Abbildung 29: p53 Abbildung 30: c-erbB2 

Immunhistochemischer Nachweis von p53. Immunhistochemischer Nachweis von  

Es findet sich keine Reaktion für p53 in den  c-erbB2. 

Zellkernen.  Es findet sich keine Reaktion für c-erbB2 in

 den Zellmembranen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 31: c-erbB2 Abbildung 32: Cyclin D1 

Immunhistochemischer Nachweis von  Immunhistochemischer Nachweis von  

c-erbB2.  Cyclin D1. 

Es findet sich eine stark positive Reaktion Es findet sich eine mittelstark positive  

(3plus) für c-erbB2 in nahezu allen  Reaktion für Cyclin D1 in 70% der Zellkerne. 

Zellmembranen. 
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Abbildung 33: Cyclin D1  Abbildung 34: bcl-2 

Immunhistochemischer Nachweis von Immunhistochemischer Nachweis von 

Cyclin D1. bcl-2. 

Es findet sich keine Reaktion für Cyclin D1 Es findet sich eine starke Reaktion für bcl-2 

in den Zellkernen. im Zytoplasma von nahezu allen 

 Tumorzellen. 

  

 

 

 

 

 

Abbildung 35: bcl-2 Abbildung 36: bcl-2  

Immunhistochemischer Nachweis von bcl-2. Immunhistochemischer Nachweis von bcl-2. 

Es findet sich eine schwach positive  Es findet sich keine Reaktion für bcl-2 im  

Reaktion für bcl-2 im Zytoplasma einiger Zytoplasma der Tumorzellen. 

Tumorzellen.  

  

  
  

 Abbildung 37: Mib-1 

 Immunhistochemischer Nachweis von Mib-1. 

 Es findet sich eine positive Reaktion für 

 Mib-1 in ca. 20% der Zellkerne. 
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5 Diskussion 

Seit der Entschlüsselung des humanen Genoms sind zahlreiche Proteine 

bekannt geworden, die nun den schon lange bekannten Krankheitsbildern 

zugeordnet werden können. Auf dem Gebiet der Krebsforschung ist die 

Relevanz einiger Proteine für den Verlauf von Tumorerkrankungen von großem 

Interesse. Da das Mammakarzinom eines der häufigsten Todesursachen bei 

Frauen darstellt und weltweit eine grosse Zahl von Neuerkrankungen auftreten, 

ist das Bestreben gross, sicherere Aussagen über die Prognose und Prädiktion 

zu treffen und die Therapiemethoden adäquater für die betroffene Patientin 

auszuwählen. 

Im vergangenen Jahrzehnt wurden viele Untersuchungen auf dem Gebiet der 

Tumormarker unternommen, jedoch blieb stets die Hürde der Standardisierung 

der Untersuchungsmethoden, so dass viele Untersuchungen nicht zuletzt 

aufgrund unterschiedlicher Methoden zu widersprüchlichen Ergebnissen bei 

demselben Tumormarker kamen.  

Beim Mammakarzinom können neu entdeckte Gene/ Proteine als klinisch 

bedeutsame Prognosefaktoren dienen. Dabei hat die Bestimmung von Prog-

nosefaktoren und prädiktiven Faktoren das Ziel, den Krankheitsverlauf und das 

Ansprechen auf therapeutische Maβnahmen für die jeweilige Patientin 

vorauszusagen. Aus diesem Grund wird versucht, bekannte Gewebemarker 

hinsichtlich ihrer prognostischen und prädiktiven Relevanz zu untersuchen und 

auch neue Marker zu entdecken. Um aussagekräftige Ergebnisse über die 

Relevanz der Marker zu erhalten, waren bisher zeitaufwändige und teuere 

immunhistochemische Untersuchungen in groβer Anzahl notwendig. Zur 

Vereinfachung der immunhistochemischen Untersuchungen wurden in der 

Vergangenheit zahlreiche Methoden wie zum Beispiel das sogenannte 

sausage- Verfahren beschrieben. Die von Kononen et al. im Jahre 1998 

beschriebene Methode der Tissue Mikroarrays zeichnet sich im Vergleich zu 

allen vorher beschriebenen Verfahren durch ihre hohe Präzision und dennoch 

zeitsparende und kosteneffiziente Technik aus. 
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Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, TMA´s zu konstruieren, um daran die 

prädiktive und prognostische Relevanz von ER, PR, p53, c-erbB-2, Mib-1, bcl-2, 

und Cyclin D1 beim Mammakarzinom in einem speziellen Kollektiv von 222 

Patientinnen zu untersuchen, und anhand dessen, die Möglichkeiten und 

Schwierigkeiten der TMA- Methode zu definieren.  

Als Grundlage für die Evaluation der Prognosefaktoren diente die derzeit gültige 

Kategorisierung des amerikanischen Pathologenkollegs (Fitzgibbons et al., 

1999 und Hammond et al., 2000):  

Die Prognosefaktoren der 1. Kategorie wie TNM- Status, histologischer Typ, 

Grading, Mitoserate, Hormonrezeptorstatus gelten als gesicherte, gut unter-

suchte Faktoren von prognostischer und/oder prädiktiver Relevanz und sind 

klinisch etablierte Faktoren. Sie werden routinemässig bei den Patientinnen 

bestimmt. 

Die Prognosefaktoren der 2. Kategorie wie c-erbB2 und p53 sind prognostische 

und /oder prädiktive Faktoren, die biologisch gut untersucht, jedoch erst in 

wenigen klinischen Studien überprüft worden sind.  

Zu der 3. Kategorie gehören Faktoren wie Mib-1/Ki-67, bcl-2 und Cyclin D1. 

Diese Faktoren können weder der 1. Kategorie, noch der 2. Kategorie 

zugeordnet werden. Es gilt, die Relevanz dieser Faktoren für die Prognose bzw. 

Prädiktion noch herauszustellen. 

c-erbB2 

In Übereinstimmung mit der Literatur konnten wir eine Korrelation für die 

Expression von c-erbB2 mit einer verkürzten Überlebensdauer nachweisen. 

c-erbB2 ist das am häufigsten überexprimierte/ amplifizierte Onkogen beim 

Mammakarzinom (Eidtmann et al., 1995, Simon et al., 2001). Slamon et al. 

beschrieben im Jahre 1987 als erste, dass dieses Onkoprotein prognostische 

Relevanz besaβ (Slamon et al., 1987). Die Überexpression von c-erbB2 

korrelierte mit einer schlechteren Prognose für die Patientin (Yarden, 2001), da 



5 Diskussion  44 

sie mit einem schlechterem Grading und einer geringeren Überlebensdauer ein-

herging (Fitzgibbons et al., 1998, Ross et al., 2003, Schindlbeck et al., 2005). 

Doch auch als prädiktiver Faktor hat c-erbB2 in den letzten Jahren an 

Bedeutung gewonnen (Hammond et al., 2000). Bei c-erbB2- Positivität 

(Überexpression) schlugen die Patientinnen weniger gut auf Hormontherapien 

wie Tamoxifen an (Ross et al., 1998, Fitzgibbons et al., 1999, Menard et al., 

2001, Tumorzentrum München 2005). 

Patientinnen mit c-erbB2-positivem Mammkarzinom profitierten von der 

medikamentösen Therapie mit Trastuzumab- Handelsname Herceptin von der 

Firma Roche- und wiesen eine längere Gesamtüberlebenszeit auf (Konsensus-

konferenz: Goldhirsch et al., 2005, Simon et al., 2001, Meng et al., 2004, 

Piccard- Gebhart et al., 2005, Tumorzentrum München 2005). Trastuzumap ist 

ein monoklonaler Antikörper, der an den extrazellulären Teil von c-erbB2 bindet 

(Ross et al., 2003, Schindlbeck et al., 2005). Das Medikament war besonders 

wirksam, wenn es länger als ein Jahr verabreicht wurde (Early Breast Cancer 

Trialists` Collaborative Group, 2005). Neuere Studien untersuchten die 

Kombination von Herceptin mit Taxanen, um die unerwünschten Wirkungen von 

Herceptin bei c-erbB2-Positivität zu verringern und einen synergistischen Effekt 

zu erzielen (Marty et al., 2005, Joensuu et al., 2006).  

Im Zusammenhang mit der o.g. medikamentösen Therapie wird der prädiktive 

Wert von c-erbB2 und somit die Notwendigkeit seiner Bestimmung deutlich. 

p53 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bezüglich p53 waren signifikant und spiegelten die 

Aussagen aus der Literatur wider. Die Überlebensgraphik lieβ erkennen, dass 

Patientinnen mit p53-Mutationen eine kürzere Überlebensdauer aufwiesen. Das 

Tumorsuppressorgen p53 wird bei Mutation in eine inaktive Form umgewandelt 

und dient auch der Tumorprognose. Die Träger der mutierten Form des p53 

Gens litten an aggressiveren Formen des Mammakarzinoms, verbunden mit 

einem schlechterem Grading (Isola et al., 1992, Tsuda et al., 1994, Cattoretti et 

al., 1988, Fitzgibbons et al., 1999 ). Die somatischen Mutationen treten spontan 
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auf, können aber auch in Zusammenhang mit Keimbahnmutationen wie dem Li- 

Fraumeni- Syndrom stehen. Die Relevanz von p53 als Prognosefaktor ist 

umstritten. Das amerikanische Pathologenkolleg gab die vorsichtige Erklärung 

ab, dass p53 Mutationen prognostische Wichtigkeit besonders bei nodal-

negativen Patientinnen haben können und auch das Ansprechen auf eine 

Chemo- bzw. Radiotherapie vorhersagen, während Veronesi et al. im Jahre 

2005 p53 Mutationen im Zusammenhang mit einem reduzierten Ansprechen auf 

eine anthrazyklinhaltige Chemotherapie sahen (Veronesi et al., 2005). 

Jedoch gab es keine Einigung auf die routinemässige Bestimmung von p53 

Mutationen (Fitzgibbons et al., 1999, Bast et al., 2001).   

Ki-67/ Mib1 

Der Proliferationsmarker Ki-67 war besser durch seinen monoklonalen 

Antikörper Mib-1 zu bestimmen, da Ki-67 labil und im fixierten Gewebe nicht 

mehr bestimmbar ist. In dieser Arbeit wurde Mib-1 bestimmt. Die Ergebnisse 

dieser Arbeit waren bezüglich Mib-1 signifikant und zeigten, dass Mib-1- 

positive Patientinnen eine kürzere Überlebensdauer hatten. Des Weiteren 

korrelierte Mib-1 hoch signifikant mit p53 und signifikant mit ER und PR. Diese 

Ergebnisse stimmten mit denen in der Literatur angegeben Daten über Ki-67 

überein (Rudolph et al.,1999, Brown et al., 1996, Gasparini et al., 1994).  

Ki-67 ist ein nukleäres Protein, dessen Quantität als Maß für die 

Zellproliferationsrate dient. Ki-67 galt bei Patientinnen mit Mammakarzinom als 

ein Marker, der mit verminderter Überlebenszeit korrelierte (Mirza et al., 2002, 

Rudolph et al., 1999, Harbeck et al., 1998). Das amerikanische 

Pathologenkolleg evaluierte Ki-67 als einen Marker für schlechte Prognose. 

Jedoch ist er noch nicht ausreichend untersucht, um in die routinemässige 

Bestimmung aufgenommen zu werden. Es werden zukünftige Untersuchungen 

vonnöten sein, um die prognostische Relevanz von Ki-67 zu bestimmen 

(Fitzgibbons et al, 1999). 
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bcl- 2 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bezüglich bcl-2 waren nicht signifikant und zeigten 

im Kaplan-Meier-Diagramm zunächst eine positive Korrelation der 

Überlebensdauer mit der Expression von bcl-2. Nach ca. 35-40 Monaten 

zeigten die Patientinnen mit bcl-2 Expression dann eine geringere 

Überlebensdauer im Vergleich zu den Patientinnen, die bcl-2 nicht exprimierten. 

bcl-2 korrelierte hoch signifikant mit ER, PR und Cyclin D1. 

In dem Statement des amerikanischen Pathologenkollegs wurde bcl-2 als ein 

Marker für gute Prognose und längeres Überleben beschrieben. bcl-2 

korrelierte gut mit Östrogenrezeptorpositivität und sollte gutes Ansprechen auf 

das Antiöstrogen Tamoxifen voraussagen (Fitzgibbons et al., 1999, Leung et 

al., 1999). Jedoch bestand über die prognostische Relevanz von bcl-2 keine 

eindeutige Übereinstimmung in der Literatur. Während Hellemans et al. im 

Jahre 1995 in ihrer Studie zu dem Schluss kamen, dass bcl-2 bei nodal-

negativen Patientinnen keine prognostische Bedeutung besaβ, vertraten Gee et 

al. im Jahre 1994, Visscher et al. im Jahre 1996, Elledge et al. im Jahre 1997 

und Leung et al. im Jahre 1999 die Meinung, dass bcl-2 mit dem 

Östrogenrezeptor korrelierte und ein Marker für gute Prognose war.   

Cyclin D1 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bezüglich Cyclin D1 waren nicht signifikant. Sie 

zeigten in der Kaplan-Meier-Analyse, dass die Patientinnen, die Cyclin D1 

exprimierten, nach ca. 30 Monaten ein kürzeres Überleben aufwiesen. Cyclin 

D1 korrelierte hoch signifikant mit ER und PR. 

Cyclin D1 ist an dem Prozess der Zellregulation beteiligt und wird bei ca. der 

Hälfte aller Mammakarzinome überexprimiert. Die Überexprimierung von  Cyclin 

D1 wurde mit einer schlechten Prognose und einem aggressiveren Krankheits-

verlauf in Verbindung gesetzt (Umekita et al., 2002, Coradini et al., 2004), 

wobei unterschiedliche Auffassungen darüber bestanden, ob dies bei ER- 

positiven oder –negativen Patientinnen der Fall war. (Kenny et al., 1999, 
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Umekita et al., 2002). Es galt, die prognostische Relevanz von Cyclin D1 und 

seine Korrelation zu ER und PR noch zu klären (Kenny et al., 1999, Umekita et 

al., 2002, Thomsen et al., 2003, Coradini et al., 2004). In den Statements der 

anerkannten Gesellschaften (Fitzgibbons et al., 1999, Bast et al., 2001) wurde 

Cyclin D1 nicht erwähnt.  Um als routinemässig untersuchter Prognosefaktor 

anerkannt zu werden, muss die klinische Relevanz von Cyclin D1 durch 

zahlreiche zukünftige Studien noch belegt werden. 

Progesteronrezeptor 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten eine längere Überlebensdauer der 

Patientinnen bei Progesteronrezeptorpositivität. Im Kaplan- Meier- Diagramm 

war eine positive Korrelation von Überlebensdauer und der Expression von PR 

zu sehen. Nach 50 Monaten zeigte das Diagramm einen drastischen Abfall der 

Überlebensdauer der Patientinnen, die den Progesteronrezeptor nicht 

exprimierten. 

Die Bestimmung des Progesteronrezeptors beim Mammakarzinom gehört heute 

ebenfalls wie die des Östrogenrezeptors zu den routinemässig bestimmten 

Faktoren. Der Progesteronrezeptorstatus wird oftmals gemeinsam mit dem 

Östrogenrezeptorstatus erwähnt, ist jedoch unabhängig von diesem. In der 

Literatur waren die Angaben bezüglich der längeren Gesamtüberlebenszeit bei 

Progesteronrezeptorpositivität positiv (Jänicke, 2002) und somit zu vergleichen 

mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.   

Schnitt fasste in seinem Review von 2001 zusammen, dass der Hormon-

rezeptorstatus (Östrogen- und Progesteronrezeptor) jedoch nur geringe 

Bedeutung im Bezug auf die Prognostik hatte, jedoch ein starker prädiktiver 

Faktor im Bezug auf das Ansprechen Hormonrezeptor- positiver Patientinnen 

auf Hormon- bzw. Antiöstrogentherapie war (Schnitt , 2001). Patientinnen, die 

Östrogenrezeptornegativ waren aber eine Progesteronrezeptorpositivität 

aufwiesen, sollten demnach eine adjuvante Hormontherapie erhalten (National 

Institutes of Health Consensus Panel, 2001). 
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Östrogenrezeptor 

Im Vergleich zur einschlägigen Literatur konnten wir in der vorliegenden Arbeit 

eine Korrelation von positivem Östrogenrezeptorstatus und besserem 

Überleben nicht belegen. Vielmehr zeigte die Kaplan-Meier Auswertung einen 

Überlebensvorteil für die Östrogenrezeptor- negativen Patientinnen im 

Vergleich zu den ER positiven Patientinnen, d.h., dass die letzteren nach den 

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit eine kürzere Überlebensdauer aufwiesen. 

Ein Grund für das im Vergleich zur Literatur unterschiedliche Ergebnis könnte 

sein, dass das dieser Arbeit zugrunde liegende Patientenkollektiv zu klein und 

stark risikobehaftet war. Gegen diesen Grund sprachen jedoch teilweise die 

Ergebnisse der anderen untersuchten Prognosefaktoren (PR, c-erbB2, p53, bcl-

2, Mib-1 und Cyclin D1), die bezüglich der Überlebenserwartung der 

Patientinnen mit den in der Literatur angegebenen Auffassungen 

übereinstimmten. 

Ein weiterer Grund für das vorgelegene Ergebnis könnte die Tatsache gewesen 

sein, dass das untersuchte, in Paraffin eingebettete Material des Kollektivs 

relativ alt war und das Material seiner Zeit nicht optimal aufgearbeitet wurde. 

Das Material unterlag zum Beispiel wechselnden Fixationsbedingungen. Mitte 

der 90er Jahre wurde der Östrogenrezeptor noch biochemisch nachgewiesen. 

Erst ein Jahrzehnt später wurde allgemein die Immunhistochemie als 

Nachweismethode genutzt. Trotzdem stellte sich die Frage, warum die 

Ergebnisse der anderen untersuchten Proteine demnach nicht fehlerbehaftet 

waren. Eine Erklärung liegt in der Tatsache, dass der Antikörper zum Nachweis 

des Östrogenrezeptors wesentlich anfälliger und labiler im Bezug auf die 

Methodik war als zum Beispiel der Antikörper für p53, welches auch der 

stabilste Antikörper der untersuchten Proteine war. Dies könnte eine Erklärung 

dafür sein, dass für p53 signifikante Ergebnisse gezeigt werden konnten. 

Der Östrogenrezeptor gilt heute als ein anerkannter Prognosefaktor, der routi-

nemäβig beim Mammakarzinom bestimmt wird (Pertschuk et al., 1990; Molino  

et al., 1997; Allred et al., 1998, Fitzgibbons et al., 1999, Jänicke , 2002). Die 

erste Publikation bezüglich der prognostischen Relevanz von Östrogen wurde 
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schon im Jahre 1977 von Knight et al. veröffentlicht. Die Positivität eines 

Tumors bezüglich des Östrogenrezeptors wies auf eine längere Überlebenszeit 

der Patientin hin. Zu dem hatte der Östrogenrezeptor auch prädiktive 

Bedeutung. Östrogenrezeptorpositiven Patientinnen wurde eine hohe 

therapeutische Wirksamkeit von Antiöstrogenen wie Tamoxifen zugesprochen 

(National Institutes of Health Consensus Panel, 2001, Baum et al., 2002), 

während die adjuvante Verabreichung von Tamoxifen bei Östrogenrezeptor- 

negativen Patientinnen nicht empfohlen wurde (International Breast Cancer 

Study Group, 2006).  

Abschlieβend ist zu sagen, dass die Bestimmung von ER, PR und c-erbB2 

wertvoll für die Abschätzung des Risikos der jeweiligen Patientin und ihrer 

Therapiewahl ist und die Bestimmung von p53 möglicherweise bald in die 

routinemässige Untersuchung mit aufgenommen wird. Die weiteren Faktoren 

bcl-2, Cyclin D1 und Ki-67 scheinen vielversprechend zu sein, sind zum 

derzeitigen Stand der Forschung aber noch nicht hinreichend untersucht und 

haben den nötigen Level of Evidence noch nicht erreicht.  

Es bleibt zu hoffen, dass durch verbreiterte Anwendung von Methoden wie der 

TMA- Technik die Erforschung dieser und neuer Prognosemarker zukünftig 

schneller und effizienter erfolgt. 

Kritische Betrachtung des TMA- Verfahrens 

Die sorgfältige Auswahl der Biopsieentnahmestelle ist ein essentiell wichtiges 

Kriterium. Die Limitierung der Methode besteht jedoch in der Qualität des 

Ausgangsmaterials, da die Methode immer nur so gut wie das 

Ausgangsmaterial sein kann. Im vorliegenden Fall war das Ausgangsmaterial 

alt und sehr heterogen. 

Es wurden pro Tumor zwei Stanzen mit einem Durchmesser von je 0,6 mm 

entnommen. Dies führte durchschnittlich zu einer 86,4%igen Auswertbarkeit der 

untersuchten Prognosefaktoren. 
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Die durchschnittlichen nicht auswertbaren 13,6% können durch mehrere 

Faktoren verursacht worden sein. Zum Einen kann ein Verlust des Biopsats 

beim Stanzen des Empfängerblöckchens aufgetreten sein, zum Anderen kann 

es bei den immunhistochemischen Untersuchungen zu einer Fehlerbehaftung 

und somit zu nicht auswertbaren Ergebnissen gekommen sein. Jedoch kann 

man mit den erreichten Ergebnissen dieser Arbeit zu dem Schluss kommen, 

dass das angewandte Verfahren für die untersuchten Tumormarker 

repräsentativ war. 

Seit der Erstbeschreibung der TMA- Methode von Kononen et al. im Jahre 1998 

gab es eine Flut von Publikationen, in denen die TMA- Methode thematisiert 

und mit den Ergebnissen aus Untersuchungen mit den herkömmlichen 

Methoden verglichen wurde (Kononen, 1998, Schraml et al., 1999, Camp et al., 

2000, Bucher et al., 1999, Gillet et al., 2000, Sallinen et al., 2000, Hoos et al. 

2001b, Torhorst et al., 2001, Skacel et al., 2002). Alle Autoren kamen zu dem 

Schluss, dass bei der Anwendung der TMA- Methode eine bis zu 100%ige 

Konkordanz mit den Ergebnissen aus den herkömmlichen Untersuchungs-

verfahren besteht.  

Zudem wurden die Kriterien, die man bei der Anwendung der TMA- Methode 

erfüllen muss, in den Publikationen untersucht. Wie klein darf der Stanzen-

durchmesser sein, um noch repräsentativ für den Tumor zu sein und wie viele 

Stanzen werden pro Tumor benötigt? 

Zu der Frage der Grösse des Durchmessers der einzelnen Stanzen stellten  

Horvath et al. fest, dass die Wahrscheinlichkeit eine Stanze zu verlieren mit der 

Verkleinerung des Stanzendurchmessers zunahm (Horvath et al., 2002).  

Packeisen et al. stellten in ihrem Review fest, dass in der Tumorforschung ein 

Stanzendurchmesser von 0,6 mm für die TMA- Herstellung ausreichend war. 

Gröβere Stanzendurchmesser konnten sogar zum Bruch des Empfänger-

blöckchens führen und verringerten die Anzahl der auf dem 

Empfängerblöckchen enthaltenen Tumoren (Packeisen et al., 2003).  
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Über die Anzahl der Stanzen bestand keine Einigkeit. Während Hoos et al. 

2001 in ihrer Übersichtsarbeit zu dem Ergebnis kamen, dass drei Stanzen á 0,6 

mm zu repräsentativen Ergebnissen des TMA- Blocks führten- bei heterogenem 

Gewebematerial konnten nämlich zwei Stanzen aus demselben Tumor zu 

gegenteiligen Ergebnissen führen, die dritte Stanze konnte dann bei der 

Auswertung hilfreich sein (Hoos et al., 2001a)- hängte für Skacel et al. die 

Anzahl  der Stanzen von dem Stanzendurchmesser ab, da bei kleinerem 

Durchmesser die Stanze leichter verlustig war ( Skacel et al., 2002).  

Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die TMA- Methode ein heraus-

ragendes Hilfsmittel für die Untersuchung von grossen Tumorpopulationen war, 

durch welches die Analyse der Gewebe um ein Vielfaches erleichtert wurde. 

Dabei war das wichtigste Kriterium, welches erfüllt werden musste, um 

aussagekräftige Ergebnisse aus dem TMA- Block zu erhalten, die sorgfältige 

Auswahl der Region des Tumors, aus welchem die Biopsie entnommen werden 

sollte (Kallioniemi, 2001, Bubendorf et al., 2001, Moch et al., 2001, Skacel et 

al., 2002, Hoos et al., 2002b, Packeisen et al., 2003).   

Zusammenfassend bleibt allerdings festzuhalten, dass die TMA- Methode für 

die Untersuchung zahlreicher Prognosemarker eine repräsentative, 

zeiteffiziente und kostengünstige Methode für die Untersuchung grosser 

Patientienkollektive darstellte und zudem eine gute Möglichkeit der 

standardisierten Aufarbeitung bat. 
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