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Kurzreferat:
Das Mammakarzinom hat mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von 76–81 % eine re-
lativ gute Prognose. In dieser Arbeit wurde die Expression von Neuronatin unter
Berücksichtigung der klinisch-pathologischen Faktoren auf seine Bedeutung für die
Prognose des Mammakarzinoms hin untersucht. Die immunhistochemische Analyse
von 148 Mammakarzinomen zeigte eine gesteigerte Neuronatin-Expression im Karzi-
nom im Vergleich zum normalen Brustdrüsenparenchym. Darüber hinaus korrelierte
eine erhöhte Neuronatin-Expression mit einem kürzeren Überleben, einem fortge-
schritteneren Tumorstadium, dem Vorhandensein von Metastasen und impliziert so-
mit eine ungünstigere Prognose. Darüber hinaus konnte die Neuronatin-Expression
als unabhängiger Prognoseparameter für das Mammakarzinom identifiziert werden.

Schlüsselwörter: Neuronatin – Mammakarzinom – Prognose
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist der häufigste maligne Tumor der Frau und macht weltweit
25,2 % aller Krebserkrankungen in der weiblichen Bevölkerung aus [34]. Dabei spielen
geographische Faktoren eine Rolle: So zeigt sich in Australien, Nordeuropa und
Nordamerika beispielsweise eine höhere Inzidenz als in Afrika oder Südostasien [81].
Laut einer gemeinsamen Veröffentlichung des Robert Koch-Instituts und der Ge-
sellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. erkrankten im
Jahr 2012 insgesamt 69 550 Frauen in Deutschland an Brustkrebs. Im Mittel liegt
das Erkrankungsalter bei 64 Jahren. Die aktuelle Inzidenzrate beträgt 117,4/100 000
Einwohner bei einer Mortalität von 23,9/100 000 Einwohner. Insgesamt haben die
Frauen ein Lebenszeitrisiko von 12,8 %, ein Mammakarzinom zu bekommen. In
Deutschland liegt 2011 bis 2012 die absolute 5-Jahres-Überlebensrate (JÜR) bei
76–81 % [58].

1.1.2 Ätiopathogenese

Die Entstehung des Mammakarzinoms ist multifaktoriell. Die allgemeinen und here-
ditären Prädispositionsfaktoren, die mit einem erhöhten Brustkrebsrisiko einherge-
hen, werden im folgenden Kapitel erläutert.

Allgemeine Risikofaktoren

Das Alter ist ein entscheidender Risikofaktor. Die Inzidenz des Mammakarzinoms
nimmt mit dem Alter zu [58]. Sportlich aktive Frauen reduzieren ihr Brustkrebsrisiko
[12], wobei im Gegensatz dazu eine Gewichtszunahme über einen gewissen Zeitraum
zu einer Erhöhung des Brustkrebsrisikos mit einem hazard ratio (HR) von bis zu 1,65

1



KAPITEL 1. EINLEITUNG

führt [93]. Weitere wichtige Prädispositionsfaktoren sind eine frühe Menarche (vor
dem 12. Lebensjahr) und eine späte Menopause (nach dem 55. Lebensjahr) sowie
keine oder eine späte erste Schwangerschaft (> 35. Lebensjahr) [75, 88]. Frauen, die
ihre Kinder nicht stillen, haben ebenfalls ein höheres Risiko als die, die stillen [102].
Eine postmenopausale Hormontherapie erhöht das Brustkrebsrisiko geringfügig [91,
76]. Frauen mit einem Carcinoma in situ haben ein deutlich erhöhtes Risiko, ein
invasives Mammakarzinom zu entwickeln [106]. Das Risiko für ein Mammakarzinom
der kontralateralen Brust ist abhängig vom Hormonrezeptorstatus des ipsilateralen
Karzinoms. Ein Hormonrezeptor-positiver Primärtumor zeigt dabei ein erhöhtes
Risiko und ein Hormonrezeptor-negativer Primärtumor ein verringertes Risiko [95].

Familiäre Disposition

Die meisten Brustkrebserkrankungen treten sporadisch auf und weisen keine positive
Familienanamnese auf. Frauen mit Verwandten 1. Grades mit einem Mammakarzi-
nom zeigen ein erhöhtes Karzinomrisiko [22]. Etwa 5–10 % aller Brustkrebserkran-
kungen liegt eine Keimbahnmutation zugrunde [65]. Die bekanntesten prädispo-
nierenden Hochkrisikogene sind die zwei Brustkrebssuzeptibilitätsgene BRCA1 und
BRCA2. Eine genetische Veränderung dieser Tumorsuppressorgene liegt in 40–60 %
aller familiärer Mammakarzinome vor [73, 126]. Frauen mit einer Mutation in diesen
Genen erkranken etwa 20 Jahre früher als Frauen ohne familiäre Prädisposition und
haben ein lebenslanges Risiko von bis zu 80 % an einem Mammakarzinom bzw. von
bis zu 40 % an einem Ovarialkarzinom zu erkranken [8, 38].

1.1.3 Pathologische Diagnostik

Die Mammakarzinome sind maligne epitheliale Tumoren des Brustdrüsenparen-
chyms. Als heterogene Tumorerkrankung zeigen sie Unterschiede bezüglich des Ver-
laufs, der Prognose und des Ansprechens auf eine Therapie. Invasive Mammakarzi-
nome entstehen auf dem Boden von Präkanzerosen. Diese Vorstufen werden auch als
Carcinoma in situ bezeichnet und unterteilen sich in ein Duktales Carcinoma in situ
(DCIS) und ein Carcinoma lobulare in situ (CLIS) [66]. Im folgenden Abschnitt wird
zu den wichtigsten Aspekten der pathologischen Diagnostik Stellung genommen.

Lokalisation

Zur Bestimmung der Lage eines Karzinoms kann die Brust in vier Quadranten
eingeteilt werden. Von der anatomischen Lokalisation her finden sich die meisten
Karzinome im oberen äußeren Quadranten (55 %). 15 % sind im oberen inneren
Quadranten, 15 % im Mamillenbereich, 10 % im unteren äußeren Quadranten und
5 % im unteren inneren Quadranten angesiedelt [109].
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

Histologische Einteilung

Die histologische Einteilung invasiver Mammakarzinome erfolgt anhand der ak-
tuellen WHO-Klassifikation. Als Hauptentität wird das Invasive Karzinom, kein
spezieller Typ (NST) angegeben, auch bekannt als Invasiv duktales Karzinom. Das
gemeinsame Merkmal dieser heterogenen Gruppe ist, dass die Tumoren keine hin-
reichenden Charakteristika aufweisen, um einem speziellen Typ zugeordnet werden
zu können. Es gehören 50–80 % aller invasiven Mammakarzinome dieser Gruppe
an [66].
Das zweithäufigste Karzinom der Mamma ist das Invasiv lobuläre Karzinom, wel-
ches 10–15 % aller invasiven Mammakarzinome ausmacht [68]. Im wesentlichen ist
das typische Erscheinungsbild dieser Tumorgruppe durch seine Kleinzelligkeit und
sein dissoziiertes infiltratives Wachstum gekennzeichnet [66]. Charakteristisch für
das Invasiv lobuläre Mammakarzinom ist darüber hinaus der immunhistochemische
Verlustnachweis der E-Cadherin vermittelten Zelladhäsion [23].
Weitere histologische Entitäten des invasiven Mammakarzinoms gemäß der WHO-
Klassifikation sind das Tubuläre, das Kribriforme, das Muzinöse, das Invasiv mi-
kropapilläre und das Metaplastische Karzinom, sowie das Karzinom mit medulärer,
apokriner oder siegelringzelliger Differenzierung [66].

Histologisches Grading

Als histologisches Grading bezeichnet man die Beurteilung des Differenzierungsgrads
von Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden Gewebe. Bei dem Grading von Mam-
makarzinomen spielen drei histologische Merkmale eine Rolle: die Tubulus- bzw.
Drüsenbildung, die Kernpleomorphie und die Mitosezahl (10 Gesichtsfelder mit 40-
fachem Objektiv). Die ursprüngliche Methode von Bloom und Richardson [18] wurde
von Elston und Ellis [32] optimiert, siehe Tabelle 1.1.

Staging

Die Stadieneinteilung der Mammakarzinome erfolgt anhand der TNM-Klassifikation.
Hierbei werden die anatomische Ausdehnung des Primärtumors (T), der regionäre
Lymphknotenstatus (N) und das Auftreten von Fernmetastasen (M) beurteilt. Kli-
nisch erstellte TNM-Klassifikationen sind durch ein Präfix “c” gekennzeichnet, wo-
hingegen histopathologische TNM-Klassifikationen ein “p” erhalten. Die Tabelle 1.2
zeigt eine Zusammenfassung dieses Klassifikationsschemas. Weiterhin verschlüsselt
werden die Resektionsränder (R), Lymph- (L) und Blutgefäßeinbrüche (V) sowie
Nervenscheideninfiltrationen (Pn) [124].
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

Tab. 1.1 Histologisches Grading für das invasive Mammakarzinom [32].

Merkmale Kriterien Scorewerte
Tubulusausbildung > 75 % 1

10–75 % 2
< 10 % 3

Kernpleomorphie Gering 1

Mittelgradig 2

Stark 3

Mitoserate∗ 0–5/10 HPF∗∗ 1

6–11/10 HPF 2

> 12/10 HPF 3

Summenscore (3–9) Malignitätsgrad G-Gruppe Definition
3, 4, 5 Gering G1 Gut differenziert
6, 7 Mäßig G2 Mäßig differenziert
8, 9 Hoch G3 Schlecht differenziert
∗ Für 10 Gesichtsfelder mit 40-fachem Objektiv, abhängig vom Gesichtsfelddurchmesser.
∗∗ HPF: high power field; Beispiel für Gesichtsfelddurchmesser von 0,44 mm.

Tab. 1.2 Histopathologische TNM-Klassifikation des
Mammakarzinoms [124].

Einteilung Beschreibung
Primärtumor

pTX Primärtumor kann nicht beurteilt werden
pT0 Kein Anhalt für Primärtumor
pTis Carcinoma in situ
pT1 Tumor ≤ 2 cm in größter Ausdehnung
pT2 Tumor > 2 cm und ≤ 5 cm in größter Ausdehnung
pT3 Tumor > 5 cm in größter Ausdehnung
pT4 Tumor jeder Größe mit Ausdehnung auf Brustwand oder Haut

Regionäre Lymphknoten
pNX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden
pN0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen
pN1 Metastasen in 1–3 axillären Lymphknoten
pN2 Metastasen in 3–9 axillären Lymphknoten
pN3 Metastasen in ≥ 10 Lymphknoten

Metastasen
pM0 Keine Fernmetastasen
pM1 Fernmetastasen

4



KAPITEL 1. EINLEITUNG

Hormonrezeptorbestimmung und HER2-Status

Im Rahmen der Primärdiagnostik werden, empfohlen durch die sogenannte S3-
Leitlinie, derzeit die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus und des HER2-Status
durchgeführt, vorzugsweise bereits an der Stanzbiopsie [45].
Die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus erfolgt immunhistochemisch unter Be-
rücksichtigung des Prozentsatzes positiver Tumorzellen und der durchschnittlichen
Färbeintensität. Zur Darstellung eignet sich der Immunreaktive Score (IRS) nach
Remmele [89], siehe Tabelle 1.3.

Tab. 1.3 Immunreaktiver Score zur Hormonrezeptorauswertung [89].

Prozentsatz positiver Zellkerne (PP) Färbeintensität (FI)
Keine positiven Kerne 0 Punkte Keine Färbereaktion 0 Punkte
< 10 % positive Kerne 1 Punkt Schwache Färbereaktion 1 Punkt
10–50 % positive Kerne 2 Punkte Mäßige Färbereaktion 2 Punkte
51–80 % positive Kerne 3 Punkte Starke Färbereaktion 3 Punkte
> 81 % positive Kerne 4 Punkte

Immunreaktiver Score (IRS) = PP × FI (0–12 Punkte)

Ein weiterer Score, der die gleichen Parameter verwendet und ebenfalls durch die
S3-Leitlinie empfohlen wird, ist der Allred-Score [4].
Die Bewertung Östrogenrezeptor (ER)- bzw. Progesteronrezeptor (PR)-positiv setzt
mindestens 1 % positive Tumorzellkerne voraus [44]. Der ER- bzw. der PR-Status
gehört zu den wichtigsten prädiktiven Faktoren des Mammakarzinoms und ist rich-
tungsweisend bzw. notwendig für die Therapieplanung [3].
Liegt eine HER2-Positivität vor, so wird zumeist eine Trastuzumab-Therapie durch-
geführt. Dies ist der Fall, wenn sich zum einen immunhistochemisch eine Protein-
überexpression und zum anderen mittels Floureszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
oder Silber-in-situ-Hybridisierung (SISH) eine Genamplifikation nachweisen lässt
[125].
Anhand des Hormonrezeptor- und HER2-Status sowie der Ki-67 Proliferationsrate
können Mammakarzinome in folgende vier Subtypen unterteilt werden [20]:

• Luminal A: ER- und/oder PR-positiv, HER2-negativ, Ki-67< 14 %,
• Luminal B: ER- und/oder PR-positiv, HER2-negativ, Ki-67> 14 %,

ER- und/oder PR-positiv, HER2-positiv,
• HER2-positiv: ER- und PR-negativ, HER2-positiv,
• triple-negativ: ER-, PR- und HER2-negativ.

Diese Klassifikation stellt die Grundlage für die aktuelle Therapieempfehlung dar [40].

5
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1.1.4 Prognostische und prädiktive Faktoren

Ideale Prognosefaktoren geben unabhängig von der Therapie zum Diagnosezeitpunkt
Auskunft über den Krankheitsverlauf, das Gesamtüberleben und das Rezidivrisiko.
Prädiktive Faktoren hingegen geben die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens eines
Tumors auf eine bestimmte Therapie an. Im folgenden Abschnitt werden nur ein
Bruchteil der Mammakarzinom-Studien aufgeführt, welche sich sowohl mit prognos-
tischen als auch mit prädiktiven Faktoren beschäftigen.

Alter

Brustkrebspatientinnen, die zum Zeitpunkt der Diagnose jünger als 40 Jahre sind,
zeigen im Gegensatz zu älteren Patientinnen eine schlechtere Prognose und weisen
im Durchschnitt ein höheres Tumorstadium, einen höheren histologischen Grad und
mehr befallene Lymphknoten auf [5]. Sie zeigen eine 5-JÜR von 79,3 % bzw. 10-JÜR
von 77,2 % [47]. Auch Patientinnen höheren Alters zeigen eine schlechte Prognose. So
sinkt die Gesamtüberlebensrate laut einer niederländischen Studie auf 56 %, wenn
die Patientinnen bei Erstdiagnose älter als 75 Jahre sind [97].

Histologischer Typ

Das Invasive Karzinom NST zeigt insgesamt eine etwas schlechtere Prognose als
die durchschnittliche Prognose aller Mammakarzinome. Die 10-JÜR beträgt 35–
50 % [31]. Dem gegenüber zeigt das Invasiv lobuläre Karzinom bei anfänglich besserer
Überlebensrate nach 10 Jahren ein schlechteres Langzeitüberleben [85]. Eine noch
schlechtere Prognose hat, mit einer 10-JÜR von 30 %, nur noch das Inflammatorische
Mammakarzinom [115]. Eine gute bis sehr gute Prognose zeigt das Tubuläre bzw.
das Kribriforme Mammakarzinom mit einer 10-JÜR von über 90 % [54, 70].

Ki-67

Für die Tumorproliferation ist das Mitose-assoziierte Kern-Antigen Ki-67 einer der
wichtigsten immunhistochemischen Marker [37]. Darüber hinaus wird das Ki-67
als unabhängiger prognostischer und prädiktiver Parameter beim Mammakarzinom
beschrieben [84]. Zwei aktuelle retrospektive Studien zeigen, dass eine gesteigerte
Ki-67-Expression mit einer schlechten Überlebensrate einhergeht. Der dort ermit-
telte Cut-off-Wert für das Ki-67 liegt bei 20 % [19, 116].

Tumorgröße

Die Tumorgröße ist ein wichtiger prognostischer Faktor [92]. Eine aktuelle prospek-
tive Studie in den Niederlanden legt dar, dass das Gesamtüberleben von Brust-
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krebspatientinnen von der Tumorgröße abhängt. Mit einem Tumordurchmesser von
≤ 1 cm liegt die Gesamtüberlebensrate bei 95 %. Bei steigendem Tumordurchmesser
sinkt die Gesamtüberlebensrate. So liegt sie nur noch bei 73 %, wenn der Tumor-
durchmesser mehr als 5 cm beträgt. Darüber hinaus zeigt diese Studie eine Gesamt-
überlebensrate von 45 % bei Tumoren mit direkter Ausbreitung in Brustwand oder
Haut [97].

Lymphknotenstatus

Ein ebenfalls aussagekräftiger Prognosefaktor ist der Lymphknotenstatus [9]. In
einer aktuellen Studie wird gezeigt, dass eine höhere Anzahl befallener Lymphknoten
zu einer Verminderung der Gesamtüberlebensrate führt. So beträgt die Gesamt-
überlebensrate bei tumorfreien Lymphknoten 90 % und im Vergleich dazu bei ≥ 10
befallene Lymphknoten nur 66 % [97]. Eine weitere Studie befasst sich mit dem
rezidivfreien Überleben in Abhängigkeit von der Anzahl befallener Lymphknoten.
Zum Vergleich zeigt sich eine 5-Jahres-rezidivfreie-Überlebensrate bei 1–3 befallene
Lymphknoten von 67 % und bei ≥ 10 befallene Lymphknoten von 32 % [107].

Histologisches Grading

Das histologische Grading ist prognostisch relevant. Tumoren mit einem histopatho-
logischen Grad 1 (G1) weisen eine gute Prognose auf, wobei Grad 3 (G3) Tumoren
mit einer schlechten Prognose einhergehen [33]. Darüber hinaus konnte belegt wer-
den, dass G1- bzw. G3-Tumoren eine 97 % bzw. 73 % 5-JÜR implizieren [110].

Lymph- und Blutgefäßeinbrüchen

Als ergänzende prognostische Marker werden Lymph- und Blutgefäßeinbrüche be-
rücksichtigt, insbesondere bei Patientinnen mit tumorfreien Lymphknoten [39]. Mit
ihnen werden das Alter der Patientinnen (< 40 Jahre), ein schlechterer histologischer
Grad (G2, G3), ein Tumordurchmesser > 2 cm und ≥ 4 befallenen Lymphknoten
assoziiert [108]. Eine Studie aus dem Jahr 2012 aus Großbritannien zeigt bei vor-
handenen Lymph- und Blutgefäßeinbrüchen eine 5-JÜR von 81 %. Patientinnen
ohne Nachweis dieser Einbrüche zeigen eine 5-JÜR von 92 %. Die metastasenfreie
Überlebenszeit zeigt ähnliche Werte [86].

Fernmetastasen

Das Vorliegen von Fernmetastasen geht mit einer schlechten Prognose einher. Die
mittlere Überlebenszeit eines metastasierten Mammakarzinoms liegt bei 17,9 Mona-
ten, wenn ein Organ befallen ist, und bei 4,1 Monate, wenn mehrere Organe betroffen
sind [69]. Die 5-, 10-, bzw. 20-JÜR beläuft sich auf 15 %, 3,4 %, bzw. 1,3 % [77].
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Hormonrezeptor- und HER2-Status

Vor allem als Indikator für das Ansprechen auf eine hormonelle Therapie ist die Be-
stimmung des Hormonrezeptorstatus sehr wichtig. Eine Hormonrezeptor-Positivität
bedeutet in Kombination mit einer entsprechenden Therapie eine bessere Progno-
se [41, 104]. Patientinnen mit Hormonrezeptor-positiven Tumoren weisen im Gegen-
satz zu Hormonrezeptor-negativen Patientinnen kleinere Tumordurchmesser, weni-
ger befallene Lymphknoten und ein weniger weit fortgeschrittenes Tumorstadium
auf [130]. ER-positive Patientinnen zeigen insgesamt ein besseres Langzeitüberleben
als ER-negative Patientinnen [80].
Eine HER2-Überexpression oder Genamplifikation kommt in 20 % der Mammakar-
zinome vor und geht einher mit einem aggressiveren Tumorverhalten sowie einer
schlechteren klinischen Prognose [94, 103]. Diese Patientinnen zeigen eine 10-JÜR
von 50 % im Gegensatz zu einer 10-JÜR von 65 % für Patientinnen ohne HER2-
Überexpression und ohne Genamplifikation [72]. Patientinnen mit HER2-positiven
Karzinomen zeigen mit Trastuzumab-Therapie eine bessere Überlebensrate bzw. ei-
ne bessere Prognose als Patientinnen mit HER2-negativen bzw. -positiven Tumoren
ohne Trastuzumab-Therapie [24]. Darüber hinaus weisen triple-negative Mamma-
karzinome die schlechteste Prognose auf [30, 87].

Microarray

DNA-Microarrays können mithilfe von bekannten DNA-, RNA- und miRNA-Se-
quenzen die Menge an exprimierten Genen in zahlreichen Gewebeproben gleichzeitig
bestimmen [66]. Microarrays sind im Bereich des Mammakarzinoms Bestandteil
aktueller Forschung und gehören demzufolge noch nicht zu den etablierten Untersu-
chungen. Durch sie können neue Prognosefaktoren ermittelt werden. Zum Beispiel
konnte die miRNA-210 neben anderen durch ein miRNA-Microarray im Mammakar-
zinom nachgewiesen werden [53]. Eine Folgestudie zeigt, dass eine Überexpression
von miRNA-210 mit einer schlechteren Überlebensrate einhergeht [121]. So wurden
in verschiedensten Studien viele weitere Gene ermittelt, die eine prognostische Re-
levanz zeigten. Auf dieser Grundlage konnten Multigen-Tests entwickelt werden, die
die Prognose bestimmter Risikogruppen gezielter abschätzen können.
Um das individuelle Rezidivrisiko für Patientinnen mit einem Mammakarzinom
zu bestimmen, kann eine Analyse von 21 Genen in Gewebeproben des Tumors
durchgeführt werden [79] (Oncotype DX, Genomic Health Inc, Redwood City, CA,
USA). Ein weiterer Genexpressionstest kombiniert die Expression von 11 Genen mit
der Tumorgröße und der Anzahl von befallenen Lymphknoten. Damit wird ebenfalls
das Rezidivrisiko ermittelt [35] (EndoPredict, Sividon Diagnostics GmbH, Köln,
Deutschland).
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Prognoseeinschätzung

Eine weit verbreitete Methode zur Prognoseeinschätzung ist der Nottingham-Prog-
nose-Index (NPI) aus dem Jahr 1982. Zu seiner Berechnung herangezogen werden
der Lymphknotenstatus, der Differenzierungsgrad nach dem Nottingham-Score [32]
und der Tumordurchmesser [36, 46] eines Mammakarzinoms, siehe Tabelle 1.4.

Tab. 1.4 Berechnung des Nottingham-Prognose-Index [46].

Komponente Wert Bezug
Nodalstatus 1 0 LK mit Metastasen

2 1–3 LK mit Metastasen
3 > 3 LK mit Metastasen

Grad 1 Nottingham-Score 3–5
2 Nottingham-Score 6–7
3 Nottingham-Score 8–9

Durchmesser 0,2 × Durchmesser Durchmesser in cm.

NPI = Nodalstatus + Grad + 0,2 × Durchmesser

Der errechnete Wert resultiert in einer Schätzung der 10-JÜR, siehe Tabelle 1.5.
Generell gilt, je höher der errechnete Wert ist, desto schlechter ist die Prognose [16].
Auch in aktuellen Studien wird dieser Index verwendet. So zeigt sich unter anderem
eine Korrelation zwischen dem NPI und den immunhistochemischen Markern des
Mammakarzinoms. Zum Beispiel liegt bei einer hohen Ki-67-Proliferationsrate auch
eine schlechte Prognosegruppe laut NPI vor [64]. In einer Studie aus Großbritannien
stimmte die errechnete 10-JÜR des NPI (77,3 %) sehr gut mit der tatsächlichen Rate
(77,2 %) überein [47].

Tab. 1.5 Prognosegruppen nach dem Nottingham-Prognose-Index
und die dazugehörigen 10-JÜR [16].

NPI-Prognosegruppe NPI 10-JÜR [%]
EPG – exzellent 2,08–2,40 96± 2

GPG – gut 2,42–3,40 93± 2

MPG I – mäßig I 3,42–4,40 81± 2

MPG II – mäßig II 4,42–5,40 74± 2

PPG – schlecht 5,42–6,40 55± 2

VPG – sehr schlecht 6,50–6,80 38± 2

Die Stadieneinteilung der TNM-Klassifikation ist eine weitere Methode zur Prog-
noseabschätzung. Sie beruht auf der anatomischen Ausbreitung des Tumors und
schließt nur die Tumorgröße (T), den Lymphknotenstatus (N) und Fernmetastasen
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(M) ein [124]. Diese sehr starre Einteilung beinhaltet zum Beispiel nicht den his-
tologischen Grad des Tumors. Daher ist eine Abgrenzung von Gruppen mit bzw.
ohne erforderliche adjuvante Therapie nicht eindeutig möglich. Trotzdem hat sie
prognostische Relevanz [26].

1.2 Neuronatin

1.2.1 Ursprung und Struktur

Neuronatin (NNAT) ist ein Protein, das im Nervensystem speziell während der em-
bryonalen Gehirnentwicklung von Säugetieren vermehrt produziert wird. Erstmalig
entdeckt wurde NNAT in neonatalen Gehirnen von Ratten [56]. NNAT wird nur
vom väterlichen Allel exprimiert. Das mütterliche Allel ist durch eine Methylierung
inaktiv [60]. Die Isolierung bzw. die Bestimmung der Lokalisation des NNAT-Gens
in der menschlichen DNA gelang im Jahr 1996. Das Gen liegt auf Chromosom
20q11.2-q12 [27] und besteht aus 3 Exons und 2 Introns, welche in die Proteine
NNAT-α und -β, dekodiert werden [28].
Das Protein NNAT besteht wie andere Membranproteine aus zwei unterschiedli-
chen Anteilen: einem hydrophoben und einem hydrophilen Anteil [27]. Darüber
hinaus zeigt NNAT eine 50 %-ige Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz und
dem strukturellen Aufbau der Membranproteine Peroxisomalen Membran Protein-1
(PMP-1) [74] und Phospholamban [113]. Sie stellen regulierende Untereinheiten
von Ionenkanälen dar. NNAT, Peroxisomales Membran Protein-1 (PMP-1) und
Phospholamban sind amphipathische Polypeptide und gehören zu den Proteolipid-
Proteinen [27]. Ihre strukturelle Ähnlichkeit wird schematisch in Abbildung 1.1
dargestellt.

Abb. 1.1 Schematische Darstellung von PMP-1, NNAT und
Phospholamban [27].
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1.2.2 Vorkommen

NNAT wird hauptsächlich im neonatalen Gehirn während der neuronalen Entwick-
lung exprimiert [27]. Eine Beteiligung an der Gehirnentwicklung wird vermutet [27,
56]. Im Gehirn von Erwachsenen lässt sich NNAT nur noch in der Hypophyse
nachweisen. In den Zellen des Hypophysenvorderlappens zeigt sich eine kräftige
Expression von NNAT-mRNA im Gegensatz zu keiner bzw. einer geringradigen
Expression im übrigen Gehirn [120].
Außerhalb des Gehirns kann NNAT in den verschiedensten Geweben nachgewiesen
werden. Zum Beispiel zeigen ekkrine und apokrine Drüsen der Haut immunhisto-
chemisch eine kräftige Positivität für NNAT, sowohl in den sekretorischen Anteilen
als auch in den Gangabschnitten [29]. In den β-Zellen des Pankreas [21] und im
Fettgewebe [111] wird NNAT ebenfalls exprimiert.

1.2.3 Funktion

Die Funktionen von NNAT sind weitgehend unbekannt. Zwei bereits erforschte
Funktionen werden kurz zusammengefasst. Zum einen spielt NNAT eine Rolle im
Glukosestoffwechsel. Hier induziert NNAT die Glykogensynthese durch Dephospho-
rylierung und Aktivierung der Glykogensynthetase mithilfe der PI3-Kinase [101].
Zum anderen wird NNAT eine relevante Rolle bei der Genese von Adipozyten zuge-
schrieben. Am Mausmodell zeigt sich, dass NNAT die Differenzierung von Fettzellen
durch die Anhebung des intrazytoplasmatischen Ca2+ und durch die Phosphorylie-
rung des cAMP-response element-binding Proteins unterstützt [111].

1.2.4 Pathologie

Die Pathologie von Neuronatin ist eng gekoppelt an den Kalziumhaushalt der Zelle.
Wichtig für eine Zelle ist ein Gleichgewicht zwischen freiem und gebundenem Ca2+,
welches durch zahlreiche Bindungsproteine und Ca2+-Transporter aufrecht erhalten
wird [62]. Das Endoplasmatische Retikulum als Calcium-Speicher der Zelle spielt
dabei eine wichtige Rolle [13]. Eine akute Stressreaktion des Endoplasmatischen
Retikulums kann zur Apoptose der Zelle führen [50]. Diese Reaktion wird ausgelöst
durch deregulierte Entleerung des Ca2+ aus dem Endoplasmatischen Retikulum-
Speicher bzw. einen intrazytoplasmatischen Anstieg von freiem Ca2+ [61], Gluko-
semangel, Hypoxie, fehlerhafte Proteinsekretion [50] oder Aggregate fehlgefalteter
Proteine [119]. Ein gestörter Ca2+-Haushalt und der persistierende Endoplasmati-
sche Retikulum-Stress führen zu neurodegenerativen Erkrankungen [114], Diabetes
mellitus [43] und zu einer Tumorentstehung [123].
Bei Verlust der Methylierung des mütterlichen Allels kommt es in der Zelle zu einer
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gesteigerten NNAT-Expression [42]. Eine vermehrte NNAT-Expression induziert
eine Erhöhung des intrazytoplasmatischen Ca2+ durch die Antagonisierung von Cal-
ciumpumpen. Die daraus resultierende Endoplasmatische Retikulum-Stressreaktion
kann zur Apoptose führen [100].
Bei der Pathogenese der Lafora-Krankheit, einer neurodegenerativen Erkrankung,
wird eine NNAT-Mitwirkung angenommen. Versuche mit Zell-Linien zeigen, dass
NNAT eine unnatürliche Ca2+-Erhöhung induziert. Diese führt im Endoplasmati-
schen Retikulum zu einer Stressreaktion und zu fehlgefalteten Proteinen, welche
vermutlich zur Entstehung dieser Krankheit beitragen. In Hautbiopsien der betrof-
fenen Patienten lässt sich im Vergleich zu einer Kontrollgruppe immunhistochemisch
eine gesteigerte Expression von NNAT nachweisen [100].
Darüber hinaus wird vermutet, dass NNAT eine Rolle bei der Entstehung von Dia-
betes mellitus Typ 2 spielt. Das zeigt ein Experiment an Mauszell-Linien Insulin pro-
duzierender Zellen. Ein hoher Glukosespiegel simuliert dabei den Diabetes mellitus.
Darunter kommt es zur Erhöhung von NNAT und zur Apoptose der β-Zellen [55].

1.2.5 Neuronatin in malignen Tumoren

Es gibt nur wenige maligne Tumoren, die bis jetzt mit NNAT in Verbindung gebracht
wurden. Die zwei malignen Neoplasien des Gehirns, bei denen ein Bezug zu NNAT
festgestellt wurde, sind das Medulloblastom [105] und das Glioblastom [127].
Das Medulloblastom ist der häufigste bösartige Hirntumor des Kindes [82]. Siu et al.
verglichen Gewebeproben vom Medulloblastom mit gesundem Gewebe. Dabei zeigt
sich im Tumor eine starke Erhöhung der NNAT-mRNA sowie des eigentlichen Pro-
teins. In den weiterhin untersuchten Zell-Linien konnte nachgewiesen werden, dass
eine erhöhte NNAT-Expression das Wachstum der Medulloblastomzellen begünstigt.
Das heißt, eine gesteigerte NNAT-Expression hat eine gesteigerte Proliferation der
Tumorzellen zur Folge [105].
Das Glioblastom ist der häufigste maligne Tumor des Gehirns mit einer mittle-
ren Überlebenszeit von 12 Monaten [82]. In einer Studie zeigten die Glioblastom-
Patienten mit einer hohen NNAT-Expression eine mittlere Überlebenszeit von 11,1
und mit einer niedrigen Expression eine mittlere Überlebenszeit von 18,9 Monaten.
Eine hohe NNAT-Expression ist daher mit einer schlechteren Prognose assoziiert. In
Versuchen mit Zell-Linien ließen sich wie beim Medulloblastom auch beim Glioblas-
tom bei gesteigerter NNAT-Expression eine gesteigerte Proliferation der Tumorzel-
len nachweisen [127].
Auch bei anderen malignen Tumoren außerhalb des zentralen Nervensystems konnte
ein Zusammenhang zur NNAT-Expression dargestellt werden. Im Nephroblastom,
einem malignen embryonalen Nierentumor des Kindesalters [118], wird NNAT eben-
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falls erhöht exprimiert. Ein Vergleich zwischen gesundem Nierenparenchym und
Tumorgewebe zeigt, dass das Tumorgewebe einen Verlust der Methylierung der
Promotor-Region des NNAT-Gens aufweist. Wissenschaftliche Arbeiten gehen davon
aus, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Tumorentstehung und einer
erhöhten NNAT-Expression angenommen werden kann [51].
Uchihara et al. haben Operationsmaterial von primären Lungenkarzinomen unter-
sucht und dabei NNAT-positive mit -negativen Tumoren in Bezug auf die klinisch-
morphologischen Eigenschaften verglichen. Es zeigte sich, dass schlecht differenzierte
Adenokarzinome einen höheren Anteil NNAT-positiver Tumoren aufweisen als gut
differenzierte Karzinome. Patienten mit NNAT-positiven Adenokarzinomen zeigten
eine schlechtere Prognose und eine verminderte 5-JÜR. Eine signifikante Korrela-
tion der NNAT-Expression zum Alter der Patienten, dem Tumorstadium und dem
Plattenepithelkarzinom der Lunge fand sich nicht [117].
Aus den oben angeführten Versuchen wurde geschlossen, dass NNAT eine poten-
zielle Funktion im Karzinom hat, obwohl die zugrunde liegenden Abläufe unge-
klärt sind [105, 117, 127]. Einen therapeutischen Ansatz zeigt eine Studie zu Pros-
tatakarzinomen. Dort wurden Prostatakarzinomzell-Linien mit und ohne Metfor-
min behandelt. Die mit Metformin behandelten Zellen zeigten einen Anstieg von
miRNA-708 [128]. Eine Vermehrung der miRNA-708 korreliert mit einem Anstieg
des NNAT-Spiegel [96]. Das hatte zur Folge, dass der Ca2+-Ausstrom vom Endoplas-
matischen Retikulum ins Zytoplasma vermindert war. Das intrazytoplasmatische
Ca2+ sank, es entstand eine akute Endoplasmatische Retikulum-Stressreaktion mit
nachfolgender Apoptose. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Met-
formin indirekt den Zelltod der Prostatakarzinomzellen induziert und somit ein
möglicher therapeutischer Ansatz ist [128].

1.2.6 Neuronatin im Mammakarzinom

Zwei Veröffentlichungen bringen Mammakarzinome mit NNAT in Verbindung. Zum
einen wurden in einem Maus-Xenograft-Modell Tamoxifen-sensitive mit -resistenten
Mammakarzinomen verglichen. Mittels genetischer Analysen konnte neben anderen
Genen auch bei NNAT ein starker Anstieg in den Tamoxifen-resistenten Tumoren
im Gegensatz zu den sensitiven Tumoren verzeichnet werden [11].
Zum anderen beschäftigte sich eine Versuchsreihe mit miRNAs, kleinen nicht codier-
ten RNAs, die die Genexpression regulieren können [10]. Die hier in Mammakarzino-
men untersuchte miRNA-708 supprimiert NNAT. Das heißt, ein hoher miRNA-708-
Spiegel geht mit einer niedrigen NNAT-Expression einher und umgekehrt. Metasta-
sierte Tumorzellen wurden mit nicht metastasierten Tumorzellen verglichen. Dabei
fand sich ein vergleichsweise geringer Anteil von miRNA-708 in den metastasierten
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Tumorzellen. Die daraus resultierende Erhöhung von NNAT führte zum Anstieg des
Ca2+ im Zytoplasma [96]. Eine hohe Ca2+-Konzentration in Mammakarzinomzellen
geht einher mit einer gesteigerten Zellwanderung und Metastasenentstehung [129].
In Untersuchungen von Zell-Linien zeigte sich, dass eine miRNA-708-Überexpression
die Migration der Mammakarzinomzellen hemmt. Diese Erkenntnis könnte poten-
zielle therapeutische Relevanz haben [96]. Interessanterweise haben triple-negative
Mammakarzinome einerseits eine schlechte Prognose [87, 30], zeigen andererseits
aber ein niedrigeres miRNA-708-Level als andere Untergruppen [96]. Daher ist zu
vermuten, dass Mammakarzinome, die eine schlechte Prognose haben, auch eine
erhöhte NNAT-Expression aufweisen.
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Zielsetzung

Wie in Abschnitt 1.2 dargelegt wurde, ist die Funktion von NNAT in malignen
Tumoren weitgehend unbekannt. Belegt ist, dass eine gesteigerte NNAT-Expression
in unterschiedlichen Tumorentitäten mit einem schlechteren Überleben assoziiert ist.
Zudem haben Dugu et al. gezeigt, dass apokrine Drüsen eine kräftige Positivität für
NNAT aufweisen [29]. Da das Mammaparenchym aus zahlreichen apokrinen Drüsen
besteht, aus denen maligne Tumoren hervorgehen können, wurden im Rahmen die-
ser Arbeit Mammakarzinome auf ihr immunhistochemisches Expressionsverhalten
bezüglich NNAT untersucht. Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die prog-
nostische Relevanz der NNAT-Expression für das Mammakarzinom zu evaluieren.
Folgende detaillierte Fragestellungen sollten beantwortet werden:

• Bestehen Unterschiede in der Expression von NNAT hinsichtlich der unter-
schiedlichen Mammakarzinomentitäten?

• Gibt es Unterschiede in der NNAT-Expression zwischen Hormonrezeptor-posi-
tiven bzw. -negativen Mammakarzinomen?

• Besteht ein Zusammenhang zwischen der NNAT-Expression und den morpho-
logischen Tumorfaktoren wie der Tumorgröße, dem histologischen Grad und
dem Lymphknotenstatus?

• Hat die Expression von NNAT einen Einfluss auf die Prognose bzw. auf die
Überlebenszeit von Mammakarzinompatientinnen?
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Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasste 148 Fälle von Patientinnen, deren Mammakarzi-
nome im Zeitraum von 1999–2006 im Universitätsklinikum der Otto-von-Guericke-
Universität Magdeburg diagnostiziert wurden.
Die patientenbezogenen Daten wurden aus histopathologischen Befunden des Insti-
tuts für Pathologie des Universitätsklinikums Magdeburg und aus Krankenakten
der Universitätsfrauenklinik und weiteren Kliniken des Universitätsklinikums er-
mittelt. Für alle Patientinnen wurden das Alter, das Datum der Erstdiagnose,
der histologische Tumortyp, die TNM-Klassifikation einschließlich einer Lymph-
bzw. Hämangiosis carcinomatosa, das UICC-Stadium, das histologische Grading,
der Hormonrezeptor- sowie Menopausenstatus und das Auftreten einer metachro-
nen Metastase sowie eines Lokalrezidivs erfasst. Die Fälle wurden nach den His-
tologienummern verschlüsselt und tabellarisch aufgearbeitet. Weitere klinisch bzw.
diagnostisch erhobene Daten wie das Rezidivdatum, das Sterbedatum und die Nach-
beobachtungszeit (Follow-up) wurden letztmalig im März 2016 aktualisiert und in
die Auswertungstabelle übernommen.
In die retrospektive Studie eingeschlossen wurden Stanzbiopsien und Resektate pri-
märer Mammakarzinome ohne neoadjuvante Therapie und mit ausreichend vorhan-
denem histologischen Untersuchungsmaterial. Ausschlusskriterium war eine unzurei-
chende Datenlage bezüglich der neoadjuvanten Therapie, der Tumorklassifikation,
des histologischen Typs oder des histologischen Grades.

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Otto-von-Guericke-Universität
Magdeburg genehmigt (Ethikvotum Nr. 104/2013).
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3.1.2 Charakteristika der Mammakarzinome

Tumorklassifikation

Die Stadieneinteilung der Karzinome erfolgte entsprechend der siebenten Auflage der
UICC TNM-Klassifikation für Mammatumoren [124], siehe Tabelle 1.2. In wenigen
Fällen musste der Nodalstatus, der einer älteren Auflage der TNM-Klassifikation
entsprach, an die aktuelle TNM-Klassifikation angepasst werden.
Die Hämatoxylin- und Eosin- (HE) gefärbten Schnittpräparate wurden hinsichtlich
der Tumorausdehnung (T), des Lymphknotenstatus (N), des Gradings (G), einer
Venen- (V) oder Lymphgefäß (L)-Infiltration nachbeurteilt, insofern diese Angaben
nicht in den primären Befunden enthalten waren.

Histologische Typisierung und Grading der Karzinome

Die untersuchten Mammakarzinome wurden in folgende histologische Typen unter-
teilt: Invasive Karzinome, kein spezieller Typ (NST), Invasiv lobuläre Mammakar-
zinome und eine kleine Gruppe invasiver Mammakarzinome anderer histologischer
Subtypen. Die Unterscheidung in die verschiedenen histologischen Karzinomtypen
entspricht der aktuellen WHO-Klassifikation [66]. Daran angelehnt wurden alle Inva-
siv duktalen Mammakarzinome der Gruppe der Invasiven Karzinome, kein spezieller
Typ (NST) zugeordnet. Bei 57 Patientinnen konnte auch eine In-situ-Komponente
beurteilt werden.
Die Ermittlung des histologischen Malignitätsgrades der Karzinominfiltrate, das
Grading, erfolgte anhand der aktuellen WHO-Klassifikation nach der Methode von
Elston und Ellis in gut (G1), mäßig (G2) und gering (G3) differenzierte Mamma-
karzinome [32, 66], siehe Tabelle 1.1.

Hormonrezeptorstatus

Die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus für den ER bzw. für den PR erfolgte
nach dem IRS nach Remmele [89], siehe Tabelle 1.3. Eine HER2-Positivität lag vor,
wenn sich immunhistochemisch eine Proteinüberexpression (Score 3+) oder eine
Genamplifikation mittels SISH bei einem Score von 2+ nachweisen ließen. Eine
Nachbeurteilung der jeweiligen Scores war nicht notwendig.

Nottingham-Prognose-Index

Unter Berücksichtigung des zusätzlich erhobenen Tumordurchmessers, des Lymph-
knotenstatus und des Gradings konnte der NPI für 140 Patientinnen berechnet wer-
den [46], siehe Tabelle 1.4, während dies für 8 Patientinnen aufgrund der mangelnden
Datenlage bezüglich der Tumorgröße nicht möglich war. Zur Prognoseabschätzung
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wurden die Patientinnen anhand des errechneten Wertes in die sechs prognostischen
Gruppen eingeteilt, beginnend mit einer sehr guten bis hin zu einer sehr schlechten
Prognose [16], siehe Tabelle 1.5.

Prognoseparameter

Alle verfügbaren klinisch-pathologischen Parameter wurden in Hinblick auf das
Gesamt- und das rezidivfreie Überleben analysiert. Im nachstehenden Abschnitt
werden wichtige Begriffe in Bezug auf die Prognose definiert.
Das Gesamtüberleben ist definiert als Zeitspanne zwischen der Erstdiagnose des
Primärtumors und dem Todesdatum unabhängig von der Todesursache.
Das rezidivfreie Überleben ist definiert als Zeitspanne zwischen der Erstdiagnose des
Primärtumors und dem Wiederauftreten eines Lokalrezidivs oder einer Metastase.
Als Lokalrezidiv wurde in dieser Arbeit das erneute Auftreten des Mammakarzinoms
im Bereich des Operationsgebiets gezählt, wenn das Karzinom vollständig operativ
entfernt wurde und ein krankheitsfreies Intervall aufzeigte. Als metachrone Metasta-
sen wurden Fernmetastasen definiert, die nach einer operativen Therapie zu einem
späteren Zeitpunkt auftraten.
Patientinnen, die bereits zum Zeitpunkt der Diagnose eine Metastase (M1), welche
nicht vollständig reseziert wurde, aufzeigten, wurden in die Berechnung bezüglich
des rezidivfreien Überlebens nicht mit einbezogen.
Es wurden Patientinnen von der Berechnung bezüglich des rezidivfreien Überlebens
ausgeschlossen, die bereits zum Zeitpunkt der Diagnose eine Metastase (M1) auf-
zeigten, die anschließend nicht vollständig reseziert wurde.

3.2 Methoden

3.2.1 Patientenauswahl

Die Patientinnen wurden mithilfe des Informationssystems der digitalen Patholo-
gie (IS-P)(imassense Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) ermittelt und unter
Berücksichtigung der vollständigen histologischen Befunde des Instituts für Patho-
logie des Universitätsklinikums Magdeburg ausgewählt. Anschließend wurden die zu
den Patientinnen dazugehörigen Paraffinblöcke und Schnittpräparate der Tumoren
mithilfe der Histologienummern aus dem Pathologiearchiv herausgesucht. Anhand
der HE-gefärbten Schnittpräparate wurden die Paraffinblöcke identifiziert, welche
ausreichend Tumormaterial enthielten. Von diesen Paraffinblöcken wurden dann
Schnittpräparate für die immunhistochemische Untersuchung angefertigt.
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3.2.2 Anfertigung mikroskopischer Schnittpräparate

Die Anfertigung der Paraffinleerschnitte erfolgte mithilfe eines Rotationsmikrotoms
(Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland). Dafür wurden die Par-
affinblöcke auf Eis gekühlt und in 2 µm dicke Schnitte geschnitten. Diese wurden im
Anschluss in einem 39 ◦C warmen Wasserbad (VEB Ilm Labor, Ilmenau, Deutsch-
land) geglättet und auf einen Objektträger (SuperFrost, Thermo Fisher Scientific
Messtechnik GmbH, München, Deutschland) aufgezogen. Zur Verbesserung der Haf-
tung am Objektträger sowie zum Trocknen wurden diese Leerschnitte über Nacht bei
60 ◦C in einem Brutschrank (BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland) inkubiert.

3.2.3 Entparaffinierung und Vorbehandlung

Für die Entparaffinierung wurden die Leerschnitte dreimal für 5 Minuten in Xylol
(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) getaucht und danach jeweils
für 3 Minuten zweimal in 100 % igem, einmal in 96 % igem und einmal in 75 % igem
Ethanol (MERCK, Darmstadt, Deutschland) zur Rehydrierung überführt. Anschlie-
ßend wurden die Schnittpräparate dreimal mit Aqua destillata gespült.
Zur Antigendemaskierung fand in dem Pascal-Drucktopf (Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland) in 0,01 M Natrium-Citratpuffer mit einem pH-Wert von
6,0 eine Vorbehandlung statt. Die Schnittpräparate wurden dabei unter Druck für
10 Sekunden auf 120 ◦C erhitzt.

3.2.4 Immunhistochemische Färbung

Der immunhistochemischer Färbeablauf zur Darstellung von NNAT erfolgte nach
dem Peroxidase-Anti-Peroxidase-System (PAP) und wurde per Hand durchgeführt,
siehe Abbildung 3.1. Zur Herabsetzung der Oberflächenspannung wurden die Paraf-
finleerschnitte dreimal für jeweils 5 Minuten mit Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS) (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland) gespült. Danach er-
folgte das Auftragen von 100 µl des polyklonalen Immunglobulin Kaninchen Anti-
Neuronatin Primärantikörpers (Nummer ab27266, abcam, Cambridge, Großbritan-
nien) in einer Verdünnung 1:100 mit Antikörperverdünnungspuffer (Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ, USA).
Die Inkubation der Schnittpräparate mit dem Primärantikörper wurde für 30 Mi-
nuten bei Raumtemperatur durchgeführt. Erneut erfolgte eine dreimalige Spülung
mit TRIS für jeweils 5 Minuten. Anschließend wurde der mit Peroxidase konjugierte
Sekundärantikörper, ein polyklonales Ziegen Anti-Kaninchen Immunglobulin/HRP
(Nummer P0448, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland), in einer Ver-
dünnung von 1:100 aufgetragen und bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert.
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NNAT

Abb. 3.1 Peroxidase-Anti-Peroxidase-System.

Danach wurden die Schnittpräparate abermals dreimal für jeweils 5 Minuten mit
TRIS gespült. Abschließend wurden die Schnitte für jeweils 5 Minuten mit einer 1:50
verdünnten Diaminobenzindinlösung (DAB, Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland), bestehend aus 20 µl DAB+ Chromogen und 1 ml DAB+ Substratpuf-
fer (Nummer K3468, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) inkubiert.
Zum Beenden der Färbereaktion wurden die Schnittpräparate 5 Minuten in Aqua
destillata gestellt. Anschließend erfolgte eine Gegenfärbung der Zellkerne für 1 Minu-
te in Hämalaun nach Mayer und eine Spülung mit Aqua destillata. Zum Bläuen wur-
den die Schnittpräparate dann 5 Minuten mit lauwarmen Leitungswasser gespült.
Danach wurden die Objektträger in einer aufsteigenden Alkoholreihe (75 %, 96 %,
2×100 %) dehydriert. Nachdem die Schnittpräparate zweimal für jeweils 5 Minuten
in Xylol platziert wurden, erfolgte das Eindecken mit Corbit-Balsam (Hecht-Mertens,
Kiel, Deutschland) und einem Deckgläschen.

3.2.5 Positiv- und Negativkontrolle

Als Positivkontrolle wurde auf jeden zehnten Objektträger zusätzlich ein Paraffin-
schnitt von Maushirngewebe entsprechend der Herstellerempfehlung aufgezogen und
mitgefärbt, siehe Abbildung 3.2 a. Als Negativkontrolle der Spezifität der Färbung
wurden Schnittpräparate mitgeführt, auf die anstatt des Primärantikörpers nur
TRIS aufgebracht wurde, siehe Abbildung 3.2 b.

3.2.6 Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion

Die NNAT-Expression der Schnittpräparate wurde lichtmikrokopisch beurteilt. Es
wurde zum einen die Färbeintensität der zu untersuchenden Zellen und zum anderen
der Prozentsatz an positiven Zellen bestimmt. Mammakarzinomgewebe, Anteile vom
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a. Positivkontrolle (×200). b. Negativkontrolle (×200).

Abb. 3.2 Positiv- und Negativkontrolle.

a. Färbeintensität 0 (×200). b. Färbeintensität 1 (×200).

c. Färbeintensität 2 (×200). d. Färbeintensität 3 (×200).

Abb. 3.3 Intensität der NNAT-Expression.
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Carcinoma in situ und normales Brustdrüsenparenchym wurden beurteilt.
Die Färbeintensität reicht von keiner Anfärbung (0) über schwache (1) und mä-
ßige (2) bis hin zur starken (3) Positivität, siehe Abbildung 3.3. Zur Umsetzung
des Scoring-Modells wurden die dafür vergebenen Punktwerte mit dem ermittelten
Prozentsatz an positiven Zellen multipliziert. Um kleinere Zahlenwerte für eine
anschaulichere Auswertung zu erhalten wurde das Produkt anschließend durch 10
geteilt. Der sich daraus ergebende IRS variiert somit zwischen 0 und 30. Dieser IRS
wurde gleichermaßen für die Mammakarzinome, die In-situ-Komponente und das
normale Brustdrüsenparenchym angewandt.
Die Fotodokumentation erfolgte mit dem Lichtmikroskop Zeiss Axioplan (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Göttingen, Deutschland) in einer 100-, 200- bzw. 400-fachen
Vergrößerung und mit aufgesetzter Kamera Olympus DP26 (Olympus Deutschland
GmbH, Hamburg, Deutschland).

3.2.7 Statistische Methoden

Mithilfe der Software SPSS Version 22 (IBM SPSS Statistics, International Business
Machines Corporation, Chicago, USA) wurde die statistische Analyse durchgeführt.
Ein signifikanter Unterschied wurde bei einem p-Wert von p< 0,05 angenommen.
Mit Kreuztabellen und dem χ2-Test nach Pearson [83] wurden die Häufigkeiten und
die Korrelation der NNAT-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern be-
urteilt. Die weitere statistische Auswertung erfolgte unter Anwendung des Student’s
t-Tests und des Differenzen-t-Tests für paarweise zugeordnete Werte unabhängiger
und abhängiger Stichproben. Zur Ermittlung eines optimalen Schwellenwertes (Cut-
off-Wert) für die NNAT-Expression, welcher zwischen einer Niedrig- und Hoch-
Risikogruppe im weiteren Verlauf diskriminiert, wurde eine receiver operating cha-
racteristics (ROC)-Kurvenanalyse durchgeführt. Um einen Zusammenhang zwischen
der NNAT-Expression in Mammakarzinomen, im Carcinoma in situ und im nor-
malen Brustdrüsenparenchym festzustellen, wurde eine Korrelationsanalyse nach
Pearson vorgenommen. Die Darstellung von Boxplot-Diagrammen erfolgte unter
Angabe der Mediane, der 25 %- und der 75 %-Perzentile ohne Berücksichtigung der
Ausreißer.
Das Follow-up wurde vom Zeitpunkt der Erstdiagnose an bestimmt. Die Überlebens-
wahrscheinlichkeiten für das Gesamtüberleben und das rezidivfreie Überleben wur-
den nach der Kaplan-Meier-Methode (log rank) errechnet, wobei die Kaplan-Meier-
Kurven die statistische Schätzung der Überlebenswahrscheinlichkeiten des Patien-
tenkollektivs graphisch darstellen. Berechnungsziele waren die 3-, 5- und 10-Jahres-
Gesamtüberlebensrate sowie die rezidivfreie 3-, 5- und 10-Jahres-Überlebensrate.
Zusätzlich wurden Analysen zur Korrelation der klinisch-pathologischen Faktoren
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und des Gesamt- bzw. rezidivfreien Überlebens nach dem univariaten Cox-Regres-
sion-Modell durchgeführt. Die Parameter, die in der univariaten Analyse ein signifi-
kantes Ergebnis aufwiesen, wurden anschließend als Covariate in der multivariaten
Analyse nach dem Cox-Regression-Modell gleichzeitig gegeneinander auf klinische
Relevanz hin überprüft.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Klinisch-pathologische Daten des Patienten-
kollektivs

Das untersuchte Kollektiv bestand aus 148 Patientinnen mit einem mittleren Alter
von 64,3 Jahren (SD: ±13,3). Zum Diagnosezeitpunkt war die jüngste Patientin
29 Jahre und die älteste 97 Jahre alt. 120 Patientinnen (81,1 %) befanden sich zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits in der Menopause, 28 Patientinnen (18,9 %)
waren prämenopausal. Das verwendete Untersuchungsmaterial lag in 116 Fällen
(78,4 %) als Resektat und in 32 Fällen (21,6 %) als Stanzbiopsie vor. Bei allen 148
Patientinnen wurde ein invasives Mammakarzinom untersucht. Davon ließen sich
116 Fälle (78,4 %) einem Invasiven Karzinom, kein spezieller Typ (NST) zuord-
nen. Das zweithäufigste Karzinom, das untersucht wurde, war das Invasiv lobuläre
Karzinom mit 23 Fällen (15,5 %). In den verbliebenen 9 Fällen (6,1 %) litten die
Patientinnen unter Karzinomen unterschiedlichsten Typs: 6 Muzinöse Karzinome,
1 Metaplastisches Karzinom, 1 Karzinom mit neuroendokriner Differenzierung und
1 Invasiv papilläres Karzinom. Bei 57 Patientinnen (38,5 %) konnte zusätzlich zum
invasiven Mammakarzinom auch ein Carcinoma in situ untersucht werde. Diese Fälle
unterteilten sich wiederum in 48 DCIS und 9 CLIS. Ebenfalls bestimmt wurde die
Anzahl der Karzinomherde in einer Brust. Dabei zeigten sich in 125 Fällen (84,5 %)
ein einzelner Herd und in 23 Fällen (15,5 %) mehrere Herde, wobei 12 Patientinnen
(8,1 %) ein multizentrisches und 11 Patientinnen (7,4 %) ein multifokales Mamma-
karzinom aufwiesen. In 140 Fällen (94,6 %) konnte der exakte Tumordurchmesser
ermittelt werden. Im Mittel lag dieser bei 24,0 mm (SD: ±20,9). Der kleinste Durch-
messer betrug 6 mm und der größte 200 mm. Alle weiteren klinisch-pathologischen
Daten der 148 Patientinnen mit einem Mammakarzinom sind in den Tabellen 4.1
und 4.2 zusammengefasst.
Vergleicht man die in der Einleitung unter 1.1.1 und 1.1.3 erwähnten aktuellen
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epidemiologischen und pathologischen Fakten mit denen der hier untersuchten Pa-
tientinnen, so zeigt sich ein repräsentatives Kollektiv.

4.2 Prognoseparameter

4.2.1 Klinisch-pathologische Prognoseparameter

Im Untersuchungszeitraum verstarben 34 (23 %) von 148 Patientinnen. Die Todes-
ursache war in 30 Fällen (20,3 %) tumorassoziiert, in den verbliebenen 4 Fällen
(2,7 %) konnten andere Ursachen eruiert werden. Das mittlere Follow-up aller 148
Patientinnen betrug 91,6 Monate (Umfang: 2–181, SD: ±49,6). Für das gesamte
Patientinnenkollektiv ergab sich eine durchschnittliche Gesamtüberlebenszeit von
145,3 Monaten (SD: ±5,4). Die 3-, 5- und 10-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit
betrugen 87,0 %, 81,0 % und 75,6 %.
Von den 148 Patientinnen bekamen 18 (12,2 %) im Follow-up nach durchschnittlich
31,2 Monaten (Umfang: 5–111, SD: ±26,0) ein Lokalrezidiv. Metachrone Metastasen
traten bei 22 (14,9 %) der 148 Patientinnen im Beobachtungszeitraum im Mittel
nach 37,6 Monaten (Umfang: 2–137, SD: ±35,1) auf, wobei in je 4 Fällen Knochen-
bzw. Fernlymphknotenmetastasen, in 3 Fällen Lebermetastasen, in 2 Fällen Lun-
genmetastasen und in je einem Fall Haut-, Gehirn-, Pleura- bzw. Ovarmetastasen
vorlagen. Simultane metachrone Metastasen fanden sich bei 3 Patientinnen in Lun-
ge und Knochen sowie bei jeweils einer Patientin in Knochen und Leber bzw. in
Knochen, Leber und Lunge. Insgesamt bildeten sich bei 36 Patientinnen (24,3 %)
des Gesamtkollektivs ein Lokalrezidiv und/oder eine metachrone Metastase.
Die Kaplan-Meier-Analyse ergab, dass die nachfolgenden klinisch-pathologischen
Parameter signifikant mit einem schlechteren Gesamtüberleben korrelierten, sie-
he Tabelle 4.1: eine fortgeschrittene lokale Tumorausdehnung (pT1–pT4) bzw. ein
fortgeschrittenes UICC-Stadium (I–IV), ein positiver Lymphknotenstatus (pN0 vs.
pN1–3), das Vorhandensein von Fernmetastasen (M0 vs. M1), der Nachweis einer
Lymph- (L0 vs. L1) oder Blutgefäßinfiltration (V0 vs. V1), ein geringer Diffe-
renzierungsgrad (G1–G3), das Auftreten von metachronen Metastasen und eines
Lokalrezidivs. Auch ohne Signifikanznachweis konnte bei einem negativen ER- bzw.
PR-Status und bei einem positiven HER2-Status ein kürzeres Gesamtüberleben be-
obachtet werden. Bei den 24 Patientinnen (16,2 %) mit einem triple-negativen Mam-
makarzinom konnte mit 120,0 Monaten (SD: ±13,2) im Vergleich zu den übrigen
Patientinnen mit 142,8 Monaten (SD: ±6,3) eine kürzere Überlebenszeit festgestellt
werden. Der p-Wert betrug hier jedoch lediglich 0,617. Im Ergebnis der Analyse
zeigte der Menopausenstatus keine signifikante Relevanz bezüglich des Gesamtüber-
lebens der Patientinnen.
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Tab. 4.1 Gesamtüberleben und Neuronatin-Expression unter Berücksichtigung der klinisch-pathologischen Faktoren.
Gesamtüberleben [Monate] NNAT (IRS)

Klinisch-pathologischer n (%) 3-JÜR 5-JÜR 10-JÜR Mittel- Standard- 95 %-CI p Mittel- p
Faktor [%] [%] [%] wert Fehler wert

Menopausenstatus 148
prämenopausal 28 (18,9) 89,3 85,7 77,9 150,4 11,2 128,5 – 172,4 0,639 8,6± 7,7 0,988
postmenopausal 120 (81,1) 86,5 79,7 75,2 139,0 5,8 127,7 – 150,3 8,6± 6,6

Histologischer Typ 148
kein spezieller Typ (NST) 116 (78,4) 87,0 83,2 77,6 139,9 5,5 129,1 – 150,6 0,083 8,6± 7,0 0,314
Invasiv lobulär 23 (15,5) 91,3 78,0 78,0 147,2 12,1 123,4 – 171,0 7,5± 5,9
anderer Typ 9 (6,1) 76,2 57,1 0 57,3 8,4 40,7 – 73,8 11,6± 6,0

Tumorklassifikation
Tumorausdehnung 148

pT1 82 (55,4) 95,1 93,8 90,7 161,1 4,7 152,0 – 170,2 < 0,001 7,7± 6,3 0,274
pT2 51 (34,5) 79,9 71,2 64,5 128,2 10,0 108,5 – 147,8 9,5± 7,3
pT3 5 (3,4) 80,0 60,0 40,0 82,6 18,1 47,1 – 118,1 9,0± 3,7
pT4 10 (6,8) 60,0 40,0 40,0 58,0 13,2 32,0 – 83,9 11,3± 8,7

Tumorgröße 148
Tumor≤ 2 cm 82 (55,4) 95,0 93,7 90,6 160,9 4,7 151,6 – 170,2 < 0,001 7,8± 6,3 0,108
Tumor> 2 cm 66 (44,6) 77,3 65,7 58,3 119,6 9,1 101,8 – 137,5 9,6± 7,3

Lymphknotenmetastasen 148
pN0 103 (69,6) 90,2 84,6 82,0 147,8 5,6 136,8 – 158,8 0,005 8,5± 6,9 0,564
pN1 22 (14,9) 86,4 81,8 81,8 137,6 11,1 115,9 – 159,4 8,2± 6,1
pN2 13 (8,8) 76,9 61,5 35,9 85,6 13,7 58,8 – 112,5 11,0± 5,3
pN3 10 (6,8) 70,0 70,0 58,3 117,4 24,7 69,1 – 165,7 7,3± 9,0

Lymphknotenstatus 148
pN0 (negativ) 103 (69,6) 90,2 84,6 82,0 147,8 5,6 136,8 – 158,8 0,028 8,5± 6,9 0,788
pN1/2/3 (positiv) 45 (30,4) 80,0 73,1 62,3 128,4 10,6 107,6 – 149,2 8,8± 6,6

Fernmetastasen 148
M0 131 (88,5) 90,7 86,4 82,2 155,1 5,0 145,2 – 164,9 < 0,001 8,2± 6,5 0,051
M1 17 (11,5) 58,8 39,7 26,5 69,0 15,7 38,3 – 99,8 11,6± 8,2

Veneninfiltration 148
V0 124 (83,8) 90,2 85,7 81,3 153,7 5,3 143,3 – 164,0 < 0,001 8,4± 6,4 0,606
V1 24 (16,2) 70,8 56,1 44,8 95,3 14,9 66,1 – 124,6 9,2± 8,6

Lymphgefäßinfiltration 148
L0 87 (58,8) 93,0 87,6 84,5 152,2 5,6 141,3 – 163,1 0,006 8,1± 6,6 0,269
L1 61 (41,2) 78,6 71,6 63,4 127,8 9,4 109,3 – 146,3 9,3± 7,1
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Gesamtüberleben [Monate] NNAT (IRS)
Klinisch-pathologischer n (%) 3-JÜR 5-JÜR 10-JÜR Mittel- Standard- 95 %-CI p Mittel- p

Faktor [%] [%] [%] wert Fehler wert
Tumorstadium (UICC) 148

Stadium I 62 (41,9) 98,4 98,4 96,4 169,2 3,3 162,7 – 175,7 < 0,001 7,3± 6,2 0,114
Stadium II 51 (34,5) 85,9 77,2 74,7 131,9 8,4 115,5 – 148,4 9,2± 6,9
Stadium III 18 (12,1) 78,9 73,3 53,8 119,5 16,5 87,0 – 151,7 8,4± 6,4
Stadium IV 17 (11,5) 56,3 35,7 28,6 69,9 16,8 37,0 – 102,8 11,7± 8,4

Grading 148
G1 22 (14,9) 100 100 100 (∗) (∗) (∗) < 0,001 7,0± 5,3 0,067
G2 81 (54,7) 91,2 84,4 81,5 153,5 6,4 140,9 – 166,1 7,9± 6,4
G3 45 (30,4) 73,2 66,0 54,9 109,5 10,6 88,7 – 130,3 10,5± 7,8

Hormonrezeptorstatus
Östrogenrezeptor 148

negativ 34 (23,0) 82,2 76,2 65,5 124,8 11,1 103,1 – 146,8 < 0,199 9,5± 7,3 0,381
positiv 114 (77,0) 88,5 82,3 78,9 149,1 5,9 137,6 – 160,7 8,3± 6,6

Progesteronrezeptor 148
negativ 62 (41,9) 85,3 78,0 67,3 127,7 8,2 111,8 – 143,7 < 0,149 9,0± 6,7 0,478
positiv 86 (58,1) 88,3 82,9 81,5 151,7 6,6 138,8 – 164,7 8,2± 6,9

HER2-Status 148
negativ 117 (79,1) 90,5 83,7 78,1 149,6 5,7 138,4 – 160,8 < 0,111 8,4± 6,6 0,491
positiv 31 (20,9) 73,9 70,4 66,7 121,5 12,4 97,2 – 145,7 9,3± 7,5

NPI 140
exzellent 15 (10,7) 100 100 100 (∗) (∗) (∗) < 0,001 7,6± 5,3 0,043
gut 43 (30,7) 100 100 96,8 170,4 3,6 163,4 – 177,4 6,9± 6,5
mäßig I 39 (27,9) 87,1 79,0 79,0 138,6 9,1 120,4 – 156,8 7,7± 5,8
mäßig II 22 (15,7) 67,6 58,0 52,7 99,1 14,9 70,0 – 128,1 12,3± 8,2
schlecht 13 (9,3) 100 84,6 69,2 143,2 15,8 112,3 – 174,0 8,2± 6,2
sehr schlecht 8 (5,7) 50,0 50,0 16,7 54,2 13,7 27,3 – 81,0 11,3± 8,7

Metachrone Metastasen 148
negativ 126 (85,1) 92,0 88,4 87,5 161,8 4,7 152,7 – 170,9 < 0,001 7,8± 6,6 0,001
positiv 22 (14,9) 59,1 40,9 18,2 60,8 9,2 42,6 – 78,7 13,1± 6,5

Lokalrezidiv 148
negativ 130 (87,8) 87,6 83,2 79,8 150,6 5,5 139,9 – 161,3 < 0,009 8,4± 6,9 0,298
positiv 18 (12,2) 83,3 66,7 50,0 103,1 13,9 75,9 – 130,3 10,1± 5,9

Legende: Mit (∗) markierte Einträge sind aufgrund einer 100 %-igen Überlebensrate nicht definiert.
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Tab. 4.2 Rezidivfreies Überleben unter Berücksichtigung der klinisch-pathologischen Faktoren.
Rezidivfreies Überleben [Monate]

Klinisch-pathologischer n (%) 3-JÜR 5-JÜR 10-JÜR Mittel- Standard- 95 %-CI p
Faktor [%] [%] [%] wert Fehler

Menopausenstatus 131
prämenopausal 24 (18,3) 91,7 83,1 83,1 157,5 11,2 135,5 – 179,5 0,523
postmenopausal 107 (81,7) 85,3 80,6 78,7 142,9 6,0 131,0 – 161,7

Histologischer Typ 131
kein spezieller Typ (NST) 101 (77,1) 89,6 83,6 81,8 145,1 5,5 134,4 – 155,8 0,021
Invasiv lobulär 21 (16,0) 81,0 81,0 81,0 148,1 13,5 121,7 – 174,7
anderer Typ 9 (6,9) 66,7 53,3 0 39,5 5,5 28,6 – 50,4

Tumorklassifikation
Tumorausdehnung 131

pT1 77 (58,8) 92,1 89,0 89,0 157,6 5,5 146,9 – 168,4 0,010
pT2 44 (33,6) 80,3 72,0 68,2 133,9 11,0 112,3 – 155,6
pT3 4 (3,0) 75,0 50,0 50,0 83,5 21,5 41,3 – 125,7
pT4 6 (4,6) 62,5 62,5 0 47,0 11,3 24,9 – 69,2

Tumorgröße 131
Tumor≤ 2 cm 77 (58,8) 92,1 89,0 89,0 157,6 5,5 146,9 – 168,4 0,002
Tumor> 2 cm 54 (41,2) 78,0 68,8 68,8 129,4 10,3 109,1 – 149,7

Lymphknotenmetastasen 131
pN0 95 (72,5) 89,0 85,1 83,1 149,6 5,8 138,2 – 158,8 0,051
pN1 22 (16,8) 85,7 80,4 80,4 135,8 11,8 112,7 – 159,4
pN2 9 (6,9) 66,7 44,4 44,4 83,7 18,7 47,1 – 112,5
pN3 5 (3,8) 80,0 80,0 80,0 146,8 31,5 85,5 – 208,5

Lymphknotenstatus 131
pN0 (negativ) 95 (72,5) 89,0 85,1 83,1 149,6 5,8 138,2 – 160,9 0,143
pN1/2/3 (positiv) 36 (27,7) 80,0 70,7 70,7 137,4 11,9 113,9 – 160,8

Veneninfiltration 131
V0 123 (93,9) 85,7 79,9 78,4 148,9 5,9 137,4 – 160,4 0,203
V1 8 (6,1) 100 100 100 (∗) (∗) (∗)

Lymphgefäßinfiltration 131
L0 82 (62,6) 88,7 84,3 82,1 148,1 6,3 135,8 – 160,5 0,408
L1 49 (37,4) 82,6 75,3 75,3 144,3 9,9 124,8 – 163,8
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Rezidivfreies Überleben [Monate]
Klinisch-pathologischer n (%) 3-JÜR 5-JÜR 10-JÜR Mittel- Standard- 95 %-CI p

Faktor [%] [%] [%] wert Fehler
Tumorstadium (UICC) 131

Stadium I 62 (47,3) 93,5 91,7 91,7 161,3 5,5 150,6 – 172,0 0,003
Stadium II 51 (38,9) 83,1 75,6 71,9 130,1 8,9 112,5 – 147,6
Stadium III 18 (13,8) 70,8 57,7 57,7 117,5 18,8 80,7 – 154,3

Grading 131
G1 22 (16,8) 100 100 100 (∗) (∗) (∗) 0,016
G2 77 (58,8) 85,2 80,8 80,8 150,4 7,3 136,1 – 164,8
G3 32 (24,4) 79,5 67,6 62,5 119,8 12,0 96,4 – 143,3

Hormonrezeptorstatus
Östrogenrezeptor 131

negativ 29 (22,1) 81,3 73,6 73,6 132,4 11,9 109,1 – 155,8 0,568
positiv 102 (77,9) 87,9 83,1 81,2 152,9 6,2 140,8 – 165,1

Progesteronrezeptor 131
negativ 55 (42,0) 84,7 75,7 72,6 133,6 8,5 116,9 – 150,3 0,272
positiv 76 (58,0) 87,9 84,6 84,6 155,8 6,9 142,1 – 169,3

HER2-Status 131
negativ 108 (82,4) 87,4 80,8 79,0 150,5 6,1 138,4 – 162,5 0,941
positiv 23 (17,6) 82,2 82,2 82,2 141,0 12,7 116,1 – 165,9

NPI 127
exzellent 15 (11,8) 100 100 100 (∗) (∗) (∗) < 0,001
gut 43 (33,9) 93,0 90,3 90,3 159,3 7,0 145,5 – 173,0
mäßig I 36 (28,3) 85,2 78,9 78,9 136,0 10,0 116,3 – 155,6
mäßig II 20 (15,7) 66,2 60,2 51,6 103,1 15,9 72,2 – 134,2
schlecht 9 (7,1) 88,9 88,9 88,9 165,8 15,3 135,8 – 195,8
sehr schlecht 4 (3,2) 75,0 0 0 40,8 13,0 15,3 – 66,2

Legende: Mit (∗) markierte Einträge sind aufgrund einer 100 %-igen Überlebensrate nicht definiert.
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Für die Analyse des rezidivfreien Überlebens standen nur 131 Fälle von 148 zur Ver-
fügung. Ausgeschlossen wurden 17 Patientinnen, bei denen zum Diagnosezeitpunkt
eine Metastase vorlag, welche nicht vollständig reseziert wurde. Die rezidivfreie Über-
lebenszeit ab dem Diagnosezeitpunkt betrug im Durchschnitt 150,7 Monate (SD:
±5,6). Die 3-, 5- und 10 Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeiten für das rezidivfreie
Überleben beliefen sich für die 131 Patientinnen auf 86,5 %, 81,0 % und 79,6 %.
Für das rezidivfreie Überleben konnte die Kaplan-Meier-Analyse für die folgen-
den klinisch-pathologischen Faktoren ein signifikant kürzeres rezidivfreies Überleben
nachweisen, siehe Tabelle 4.2: eine fortgeschrittene lokale Tumorausdehnung (pT1–
pT4) bzw. ein fortgeschrittenes UICC-Tumorstadium (I–IV) und ein geringer Dif-
ferenzierungsgrad (G1–G3). Bei einem positiven ER- bzw. PR-Status bzw. einem
negativen HER2-Status zeigte sich ebenfalls ein kürzeres rezidivfreies Überleben,
jedoch ohne Signifikanz. Keine signifikante Relevanz für das rezidivfreie Überleben
zeigten der Menopausenstatus, der Lymphknotenstatus (pN0 vs. pN1–3) sowie der
Nachweis von Lymph- (L0 vs. L1) bzw. Blutgefäßeinbrüchen (V0 vs. V1).

4.2.2 Nottingham-Prognose-Index

Anhand des NPI, siehe Tabelle 1.4 [46], welcher sich aus dem Tumordurchmesser,
dem Lymphknotenstatus und dem Grading berechnen lässt, wurden 140 Fälle sechs
prognostischen Gruppen zugeordnet, siehe Tabelle 1.5 [16], welche anschließend
nach der Kaplan-Meier-Methode analysiert wurden, siehe Tabellen 4.1 und 4.2.
Dabei zeigten das Gesamtüberleben und das rezidivfreie Überleben jeweils eine
hochsignifikante prognostische Relevanz (p< 0,001). Ein niedriger NPI geht mit
einer hohen Überlebenswahrscheinlichkeit und einer daraus resultierenden guten
Prognose einher. Dem gegenüber ist ein hoher NPI mit einer niedrigen Überle-
benswahrscheinlichkeit und einer schlechten Prognose assoziiert. In Bezug auf das
Gesamtüberleben bzw. das rezidivfreie Überleben zeigte die laut NPI schlechte
Prognosegruppe, abweichend vom NPI, in dem hier untersuchten Kollektiv eine
gute bzw. mäßiggradige Prognose.
Das Gesamtüberleben betrug in der guten Prognosegruppe im Mittel 170,4 Monate,
in der mäßigen Prognosegruppe 138,6 Monate und in der sehr schlechten Prognose-
gruppe 54,2 Monate, siehe Abbildung 4.1.
Bei der Analyse des rezidivfreien Überlebens fand sich in den Gruppen mit sehr
schlechter Prognose im Mittel mit 40,8 Monaten ein signifikant kürzeres rezidivfreies
Überleben als bei Patientinnen mit mäßiger Prognose bzw. guter Prognose mit einem
jeweiligen mittleren rezidivfreien Überleben von 136,0 Monaten bzw. 159,3 Monaten,
siehe Abbildung 4.2.
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Abb. 4.1 Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom NPI.
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Abb. 4.2 Rezidivfreies Überleben in Abhängigkeit vom NPI.
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4.3 Immunhistochemische Expressionsanalyse
Die Expression von NNAT wurde bei allen 148 Patientinnen im invasiven Mam-
makarzinom untersucht. Zusätzlich konnte bei 57 (38,5 %) Fällen ein Carcinoma in
situ und bei 91 (61,5 %) Fällen normales Brustdrüsenparenchym analysiert werden.
Bei 48 (32,4 %) Patientinnen war sowohl die Auswertung des invasiven Mammakar-
zinoms und des Carcinoma in situs als auch des normalen Brustdrüsenparenchyms
möglich.
Der IRS für NNAT betrug im Durchschnitt über alle invasiven Mammakarzinome
8,6 (Umfang: 0–28,5; SD: ±6,8). Im Carcinoma in situ war die Expression von NNAT
im Mittel mit einem IRS von 9,5 (Umfang: 0–28,5; SD: ±6,8) etwas höher und im
normalen Brustdrüsenparenchym mit einem IRS von 5,9 (Umfang: 0–28,5; SD: ±6,0)
deutlich verringert.
Insgesamt zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied in der NNAT-Expression
bezüglich des invasiven Mammakarzinoms, des Carcinoma in situ und des normalen
Brustdrüsenparenchyms (p< 0,001), siehe Abbildung 4.3.
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Abb. 4.3 NNAT-Expression im Karzinom, Carcinoma in situ und
normalen Brustdrüsenparenchym.

Im Paarvergleich konnte dabei eine hochsignifikante Korrelation der NNAT-Expres-
sion im invasiven Mammakarzinom und im Carcinoma in situ mit Hilfe des χ2-
Tests nach Pearson [83] nachgewiesen werden (r= 0,717; p< 0,001). Weiterhin zeigte
sich eine ebenfalls hochsignifikante Korrelation zwischen der Expression von NNAT
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im invasiven Mammakarzinom und im normalen Brustdrüsenparenchym (r= 0,649;
p< 0,001), sowie im Carcinoma in situ und im normalen Brustdrüsenparenchym
(r= 0,735; p< 0,001).

4.3.1 Expression von Neuronatin im Brustdrüsenparenchym

NNAT wurde in den Zellen des normalen Brustdrüsenparenchyms vor allem zyto-
plasmatisch exprimiert. Teilweise zeigte sich auch eine inkomplette Markierung der
Zellmembran, eine nukleäre Expression fand sich nicht, siehe Abbildungen 4.4 a
und 4.4 b.
Neben normalem Brustdrüsenparenchym fand sich auch eine NNAT-Expression in
benignen mastopathischen Veränderungen wie Skleradenose und Kolumnarzellme-
taplasie, siehe Abbildungen 4.5 c und 4.5 d. Zudem konnte teilweise eine positive
immunhistochemische Reaktion in Fibroblasten, Myoepithelzellen, Histiozyten, Rie-
senzellen und Schaumzellen beobachtet werden.

a. Normales Brustdrüsenparenchym
(×100).

b. Normales Brustdrüsenparenchym
(×400).

c. Kolumnarzellmetaplasie
(×100).

d. Kolumnarzellmetaplasie
(×400).

Abb. 4.4 NNAT-Expression im Brustdrüsenparenchym.
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4.3.2 Expression von Neuronatin im Carcinoma in situ

Die atypisch proliferierten Epithelzellen des Carcinoma in situ zeigten überwiegend
eine zytoplasmatisch Expression von NNAT, wobei sich auch in wenigen Fällen eine
inkomplette Anfärbung der Zellmembran nachweisen ließ. Eine nukleäre Positivität
fand sich nicht. Die randlich bzw. zentral gelegenen, atypisch proliferierten Epithel-
zellen im Carcinoma in situ wiesen keinen Unterschied in der NNAT-Expression
auf. Mit einem mittleren IRS von 9,6 (Umfang: 0-28,5; SD: ±7,1) für das DCIS
und von 8,6 (Umfang: 0–17,0; SD: ±5,3) für das CLIS zeigten die beiden in situ
Typen keine signifikante Diskrepanz bezüglich der NNAT-Expression (p= 0,689),
siehe Abbildung 4.5.

a. DCIS (×100). b. DCIS (×400).

c. CLIS (×100). d. CLIS (×400).

Abb. 4.5 NNAT-Expression im Carcinoma in situ.

4.3.3 Expression von Neuronatin im Mammakarzinom

Die invasiven Tumorzellen waren ebenso durch eine vornehmlich zytoplasmatische
NNAT-Expression gekennzeichnet, aber auch hier fand sich abschnittsweise eine
unvollständige Markierung der Zellmembran bei nukleärer Negativität. Einen Un-
terschied in der Expression von NNAT bezogen auf die zonale Verteilung der Tu-
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morzellen (Tumorzentrum oder Invasionszone) ließ sich nicht erkennen. Das his-
tologische Erscheinungsbild der Expression von NNAT unterscheidet sich in den
verschiedenen Mammakarzinom-Typen nicht. So zeigte sich ein annähernd homoge-
nes Expressionsmuster sowohl im Invasiv lobulären (Abbildung 4.6 a), im Muzinösen
(Abbildung 4.6 b) und im Metaplastischen (Abbildung 4.6 c), als auch im Invasiven
Mammakarzinom, kein spezieller Typ (NST), (Abbildung 4.6 d).

a. Invasiv lobuläres Mammakarzinom
(×200).

b. Muzinöses Mammakarzinom
(×200).

c. Metaplastisches Mammakarzinom
(×200).

d. Invasives Mammakarzinom (NST)
(×200).

Abb. 4.6 NNAT-Expression in invasiven Mammakarzinomen.

4.3.4 Korrelation der Neuronatin-Expression mit den
klinisch-pathologischen Faktoren

Die Daten der immunhistochemischen NNAT-Expression, bezogen auf die erhobenen
klinisch-pathologischen Faktoren bzw. Kategorien, sind in der Tabelle 4.1 erfasst.
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer gesteigerten NNAT-Expression und
einer damit verbundenen ungünstigeren Prognose konnte bei dem Auftreten von me-
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tachronen Metastasen (p= 0,043) und bei einem schlechtem Nottingham-Prognose-
Index (p= 0,001) nachgewiesen werden.
Eine auffallende Erhöhung der NNAT-Expression, obgleich keine statistische Signi-
fikanz vorlag, konnte bei folgenden klinisch-pathologischen Parametern beobachtet
werden: einer fortgeschrittenen lokalen Tumorausdehnung (pT1–pT4), einer fort-
geschrittenen Tumorgröße (≤ 2 cm vs. > 2 cm), dem Nachweis von Lymph- (L0 vs.
L1) bzw. Blutgefäßeinbrüchen (V0 vs. V1), einem fortgeschrittenen UICC-Stadium
(I–IV), einem geringen Differenzierungsgrad (G1–G3), dem Vorliegen von Fern-
metastasen (M0 vs. M1), einem negativen ER- bzw. PR-Status, einem positiven
HER2-Status und dem Auftreten eines Lokalrezidivs. Bei Betrachtung der triple-
negativen Mammakarzinome zeichnete sich ebenfalls ein potenzieller Zusammenhang
(p= 0,519) zu der NNAT-Expression ab, denn der IRS dieser Tumorgruppe war mit
10,8 größer als der der übrigen Karzinome mit einem IRS von 8,1.
Es fanden sich keine Korrelationen zwischen der NNAT-Expression und dem Me-
nopausenstatus oder einem positiven bzw. negativen Lymphknotenstatus (pN0 vs.
pN1–3).

4.3.5 Definition der Risikogruppen

Mithilfe der ROC-Analyse wurde ein optimaler Cut-off-Wert für die immunhisto-
chemische Expression von NNAT definiert, der bei guter Kombination von Sensiti-
vität und Spezifität zwischen Gruppen mit niedrigem bzw. hohem Risiko bezüglich
des rezidivfreien und Gesamtüberlebens diskriminiert. Mit einer Sensitivität von
85,1 %, einer Spezifität von 35,3 % und einem AUC (area under the curve)-Wert von
0,846±0,032 (95 % CI: 0,784–0,909; p< 0,001) erwies sich ein IRS von 14 als opti-
maler Cut-off-Wert. Das heißt, Mammakarzinome mit einem IRS zwischen 0,0 und
13,9 wurden der Gruppe mit geringer NNAT-Expression zugeordnet, wohingegen
Mammakarzinome mit einem IRS zwischen 14,0 und 30,0 in die Gruppe mit hoher
NNAT-Expression eingeordnet wurden.

4.3.6 Korrelation der Neuronatin-Expression mit dem
Überleben

Die Abhängigkeit des rezidivfreien und des Gesamtüberlebens vom NNAT-Expres-
sionslevel wurde mittels Kaplan-Meier-Methode verifiziert. Die Einteilung hierfür er-
folgte gemäß Abschnitt 4.3.5 in eine hoch- bzw. gering-exprimierende Risikogruppe.
Abbildung 4.7 stellt die Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit vom Gesamt-
überleben für diese beiden Risikogruppen dar. Patientinnen mit einem Mammakar-
zinom und einer geringen NNAT-Expression zeigten mit einer mittleren Gesamt-
überlebenszeit von 164,1± 4,6 Monaten ein signifikant längeres Gesamtüberleben
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Abb. 4.7 Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der NNAT-Expression.

als Patientinnen mit einem Mammakarzinom mit einer hohen NNAT-Expression
mit einer mittleren Gesamtüberlebenszeit von 80,7± 9,7 Monate (p< 0,001). Die
mittlere 3-, 5- und 10-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeiten lagen in der Gruppe
mit geringer NNAT-Expression bei 93,4 %, 92,3 % und 88,7 % im Vergleich zu 70,4 %,
49,4 % und 38,4 % in der Gruppe mit einer hohen NNAT-Expression (p< 0,001).
Die Betrachtung der Datenlage des rezidivfreien Überlebens zeigte, dass die ge-
steigerte NNAT-Expression im Mammakarzinom in einer signifikant kürzeren rezi-
divfreien Überlebenszeit mit durchschnittlich 102,2± 11,4 Monaten resultierte. Im
Vergleich dazu wiesen Mammakarzinome mit einem geringen IRS für NNAT ein
mittleres rezidivfreies Überleben von 159,6± 5,6 Monaten (p= 0,003) auf, siehe
Abbildung 4.8. Der hochsignifikante Zusammenhang zwischen der NNAT-Expression
und dem krankheitsfreien Überleben spiegelte sich auch in den Überlebenswahr-
scheinlichkeiten wieder. Die mittlere rezidivfreie 3-, 5- und 10-Jahres-Überlebens-
wahrscheinlichkeit betrug für die Gruppe mit geringer NNAT-Expression 91,7 %,
86,9 % und 85,2 % bzw. 69,7 %, 61,2 % und 61,2 % für die Gruppe mit hoher NNAT-
Expression.
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Abb. 4.8 Rezidivfreies Überleben in Abhängigkeit von der NNAT-
Expression.

4.4 Ermittlung von Prognoseparametern mithilfe
der Multivariaten Analyse

Die Bestimmung von Prognoseparametern hat das Ziel, den individuellen Krank-
heitsverlauf einer Patientin, die an einem Mammakarzinom erkrankt ist, abzuschät-
zen. Die klassischen etablierten klinisch-pathologischen sowie morphologischen Prog-
nosefaktoren und die NNAT-Expression wurden auf ihre prognostische Relevanz hin
separat überprüft. Anhand des krankheitsfreien Zeitraums wurde die Wahrschein-
lichkeit für ein Rezidiv der Erkrankung (metachrone Metastase oder Lokalrezidiv)
und anhand der Gesamtüberlebenszeit wurde die Wahrscheinlichkeit für den Tod
der Patientin errechnet.

4.4.1 Univariate Analyse

In der univariaten Analyse wurden die folgenden klinisch-pathologischen Parameter
in Bezug auf das Gesamt- und das rezidivfreie Überleben untersucht, siehe Tabel-
le 4.3: Der Menopausenstatus, die Tumorgröße (≤ 2 cm vs. > 2 cm), der Lymphkno-
tenstatus, der Nachweis von Lymph- bzw. Blutgefäßeinbrüche, die Expression der
Hormonrezeptoren bzw. der HER2-Status und die NNAT-Expression (IRS≥ 14 vs.
IRS< 14). Für das Gesamtüberleben wurden zusätzlich das Auftreten von meta-
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chronen Metastasen und von Lokalrezidiven in die Analyse mit einbezogen. Einen
signifikanten Einfluss auf das Gesamtüberleben hatten die klinisch-pathologischen
Faktoren wie die Tumorgröße, die Venen- und Lymphgefäßinfiltration, der Lymph-
knotenstatus, das Auftreten von metachronen Metastasen und von Lokalrezidiven
sowie die NNAT-Expression. Bezüglich des rezidivfreien Überlebens zeigte sich ein
signifikanter Zusammenhang zu der Tumorgröße und zu der NNAT-Expression.

4.4.2 Multivariate Analyse

Die multivariate Analyse nach dem Cox-Regression-Modell wurde durchgeführt,
um prognostisch unabhängige Faktoren zu ermitteln, siehe Tabelle 4.4. In diese
Berechnung wurden die Parameter einbezogen, die sich in der univariaten Analyse
als signifikant herausgestellt hatten.
Als unabhängige Prognosefaktoren für das Gesamtüberleben konnten die NNAT-
Expression (IRS ≥ 14 vs. IRS < 14), die Tumorgröße (≤ 2 cm vs. > 2 cm), das Auf-
treten von metachronen Metastasen und der Nachweis von Blutgefäßeinbrüchen
identifiziert werden, wobei die NNAT-Expression und die metachronen Metastasen
sich als die aussagekräftigsten unabhängigen Faktoren für eine ungünstige Prognose
präsentierten. Bezüglich des rezidivfreien Überlebens konnten die NNAT-Expression
und die Tumorgröße als unabhängige Prognosefaktoren bestimmt werden. Beide
zeigten dabei die gleiche Signifikanz für eine schlechte Prognose.
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Tab. 4.3 Univariate Analyse.

Klinisch-pathologischer Gesamtüberleben Rezidivfreies Überleben
Faktor HR 95 %-CI p HR 95 %-CI p

Menopausenstatus (prä- vs. postmenopausal) 0,810 0,335 – 1,958 0,640 0,707 0,242 – 2,063 0,526
Tumorgröße (≤ 2 cm vs. > 2 cm) 0,183 0,080 – 0,421 < 0,001 0,286 0,123 – 0,663 0,004
Lymphknotenstatus (negativ vs. positiv) 0,477 0,243 – 0,936 0,031 0,555 0,249 – 1,235 0,149
Veneninfiltration (negativ vs. positiv) 0,274 0,135 – 0,555 < 0,001 22,122 0,015 – 31 656 0,404
Lymphgefäßinfiltration (negativ vs. positiv) 0,391 0,196 – 0,784 0,008 0,718 0,326 – 1,581 0,411
Östrogenrezeptor (negativ vs. positiv) 1,595 0,777 – 3,273 0,203 1,380 0,576 – 3,307 0,470
Progesteronrezeptor (negativ vs. positiv) 1,634 0,833 – 3,204 0,153 1,547 0,706 – 3,393 0,276
HER2-Status (negativ vs. positiv) 0,849 0,340 – 2,117 0,725 1,041 0,357 – 3,034 0,941
Metachrone Metastasen (negativ vs. positiv) 0,102 0,051 – 0,201 < 0,001 (∗) (∗) (∗)
Lokalrezidiv (negativ vs. positiv) 0,378 0,176 – 0,812 0,013 (∗) (∗) (∗)
NNAT-Expression (≥ 14 vs. < 14) 7,254 3,556 – 14,798 < 0,001 3,168 1,428 – 7,027 0,005

Tab. 4.4 Multivariate Analyse.

Klinisch-pathologischer Gesamtüberleben Rezidivfreies Überleben
Faktor HR 95 %-CI p HR 95 %-CI p

Tumorgröße (≤ 2 cm vs. > 2 cm) 0,356 0,145 – 0,870 0,023 0,261 0,112 – 0,610 0,002
Veneninfiltration (negativ vs. positiv) 0,339 0,162 – 0,709 0,004 (∗∗) (∗∗) (∗∗)
Metachrone Metastasen (negativ vs. positiv) 0,227 0,109 – 0,479 < 0,001 (∗) (∗) (∗)
NNAT-Expression (≥ 14 vs. < 14) 6,291 2,953 – 13,404 < 0,001 3,545 1,581 – 7,946 0,002

Legende: Ein hazard ratio (HR) von h für “(A vs. B)” bedeutet, dass die Sterberate der Gruppe A
gleich dem h-fachen der Sterberate der Gruppe B ist.
Die Faktoren der mit (∗) markierten Zellen sind für das rezidivfreie Überleben nicht definiert.
Der mit (∗∗) markierte Faktor wurde hier nicht berücksichtigt, da der in der univariaten Analyse
keine Signifikanz zeigte.
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Diskussion

In dieser Dissertation wurde erstmalig über die prognostische Relevanz der NNAT-
Expression in Bezug auf die klinisch-pathologischen Parameter und das rezidivfreie
bzw. das Gesamtüberleben berichtet, wofür ein Kollektiv von 148 Mammakarzino-
men untersucht wurde.

5.1 Patientenkollektiv
Das betrachtete Patientenkollektiv stellte sich unter Berücksichtigung der unter 1.1.1
erwähnten epidemiologischen Fakten der deutschen Bevölkerung als repräsentatives
Kollektiv dar. Im Mittel lag das Erkrankungsalter der Patientinnen des Kollektivs
zum Zeitpunkt der Mammakarzinom-Diagnose bei 64 Jahren. Dies entspricht den ak-
tuellen Daten des Robert Koch-Instituts und der Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. [58]. Laut der European Society of Breast Cancer
Specialists beträgt das durchschnittliche Erkrankungsalter in Europa 60 Jahre [59].
Damit lag das mittlere Erkrankungsalter des Kollektivs über dem europäischen
Durchschnitt. Diese Abweichung könnte in einem niedrigeren Erkrankungsalter an-
derer europäischer Staaten begründet sein [122]. Darüber hinaus könnte eine gerin-
gere Teilnahme der deutschen Patientinnen am Mammographie-Screening, welches
früher kleinere Mammakarzinome entdeckt, zu einem höheren Alter der Betroffenen
bei der Diagnosestellung geführt haben [15].
Für das Mammakarzinom konnte europa- und deutschlandweit über die letzten
20 Jahre ein Anstieg der Inzidenzrate sowie ein leichter Rückgang der Mortalitätsrate
verzeichnet werden [58, 71]. Die 5-JÜR der Patientinnen des untersuchten Kollektivs
entspricht mit 81 % der europäischen und deutschen Überlebensrate [25, 58].
In einer Studie der Universität Regensburg wurde für 3658 Mammakarzinome die
Ki-67-Rate bestimmt und unter anderem mit dem rezidivfreien Überleben korre-
liert. Dabei zeigte sich eine 5-JÜR für das rezidivfreie Überleben von 76–87 % [52].
Die Wahrscheinlichkeit, 5 Jahre ohne ein Rezidiv zu überleben, lag bei den hier
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untersuchten Patientinnen mit 81 % genau im Mittelfeld.
Vergleicht man die Verteilung der histologischen Typen, weist das untersuchte Kol-
lektiv die in der Literatur angegebenen Häufigkeiten auf. Dort ist das Invasive Kar-
zinom, kein spezieller Typ (NST) mit 50–80 % [66] am häufigsten, gefolgt von dem
Invasiv lobulären Karzinom mit 10–15 % [68]. Dementsprechend war das Invasive
Karzinom, kein spezieller Typ (NST) in diesem Kollektiv mit 78 % am meisten
vertreten und zeigte mit einer 5-JÜR von 83 % die beste Prognose. Das Invasiv
lobuläre Karzinom war mit 16 % am zweithäufigsten zu beobachten und wies eine
vergleichsweise schlechtere 5-JÜR von 78 % auf. In der Studie von Adachi et al. [1]
lag die 5-JÜR mit 94 % für das Invasive Karzinom, kein spezieller Typ (NST) und
mit 83 % für das Invasiv lobuläre Karzinom doch deutlich über der dieser Arbeit.
Ein möglicher Grund dafür wäre, dass in der Publikation von Adachi et al. [1]
Tumorcharakteristika wie geringer histologischer Grad und ein fortgeschrittenes
Tumorstadium, die mit einer schlechteren Prognose und demzufolge einer niedrigen
Überlebensrate korrelierten, unterrepräsentiert vertreten sind. So lag in 70 % der
Fälle ein pT1-Stadium vor, wohingegen nur 55 % des hier untersuchten Kollektivs
dieser Gruppe angehören [1].

5.2 Klinisch-pathologische Prognoseparameter
Im nachfolgenden Abschnitt werden die klinisch-pathologischen Faktoren diskutiert,
die einen nachweisbaren Einfluss auf die Prognose des Mammakarzinoms zeigten.
Mit 55 % war das pT1-Stadium unter den untersuchten Mammakarzinomen am
häufigsten vertreten, gefolgt von dem pT2-Stadium mit 35 % und dem pT4-Stadium
mit 7 %. Die kleinste Gruppe war mit 3 % das pT3-Stadium. Diese Verteilung ent-
spricht der des Robert Koch-Instituts und der Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V., denn bundesweit lag folgende Tumorstadienver-
teilung vor: 53 % (pT1), 36 % (pT2), 6 % (pT3), 6 % (pT4) [58]. Ein sehr ähnliches
Verteilungsmuster bezüglich der Tumorstadien und ein mit einer fortgeschrittenen
Tumorausdehnung einhergehendes schlechteres Überleben konnte auch die nieder-
ländische Publikation von Saadatmand et al. [97] zeigen. Dort wurden von 1999 bis
2005 80.228 Patientinnen untersucht. Die mittlere 5-JÜR lag für das pT1-Stadium
bei 90 % und fiel auf 44 % für das pT4-Stadium [97]. Im Vergleich dazu belief sich
die 5-JÜR des vorliegenden Kollektivs auf 94 % (pT1) und auf 40 % (pT4). In dieser
Arbeit lag die 5-JÜR für das pT1-Stadium etwas über der der Vergleichsstudie.
Gründe dafür können eine bessere Diagnostik bzw. Therapie und eine engmaschigere
Nachsorge der Patientinnen sein. In Bezug auf das pT4-Stadium fällt eine leicht
verminderte 5-JÜR auf. Dies ist am ehesten auf die unterschiedliche Kohortengröße
und die damit verbundene erhöhte Varianz in dieser Arbeit zurückzuführen.
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In Abschnitt 4.2.1 konnte gezeigt werden, dass das histologische Grading hochsig-
nifikant (p< 0,001) mit dem Gesamtüberleben korreliert. Patientinnen mit einem
gering differenzierten Mammakarzinom wiesen eine wesentlich schlechtere 5- bzw.
10-JÜR auf als Patientinnen mit einem gut differenzierten Tumor. Dies steht im
Einklang mit der Fachliteratur [32, 33, 110]. Im untersuchten Kollektiv waren 15 %
der Mammakarzinome gut, 55 % mäßig und 30 % gering differenziert. Ein sehr
ähnliches Verteilungsmuster zeigten auch Engstrom et al. mit 13 %, 54 % respek-
tive 33 %, sowie eine 5-JÜR von 89 % für G1-Tumoren bzw. von 64 % für G3-
Tumoren [33]. Abweichend davon betrug die 5-JÜR im hier betrachteten Kollektiv
100 % für gut bzw. 66 % für gering differenzierte Mammakarzinome. Die Differenz
bezüglich der G1-Tumoren lässt sich am ehesten durch den Unterschied in der
entsprechenden Gruppenstärke erklären. So sind hier mit 55 % mehr als die Hälfte
der Mammakarzinome ≤ 2 cm. Dem gegenüber gehörten nur 19 % der Patientinnen
der Vergleichsstudie dieser Gruppe an [33]. Mammakarzinome mit einer geringeren
Tumorgröße haben eine bessere Prognose als größere Tumoren und gehen gehäuft
mit einem guten Differenzierungsgrad einher [48], womit sich die sehr gute 5-JÜR
am besten begründen lässt.
Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen haben eine schlechtere Prognose als Pa-
tientinnen ohne Nachweis dieser. Das belegten sowohl die vorliegende Arbeit als
auch die Studien von Saadatmand et al. [97] und Inwald et al. [52]. Bei Inwald et al.
wurden 62 % Mammakarzinome mit tumorfreien und 38 % mit befallenen Lymph-
knoten untersucht [52]. Annähernd gleiche Werte zeigten sich auch bei Saadatmand
et al. [97]. Die Verteilung variiert in dem vorliegenden Kollektiv leicht, denn 70 % der
Patientinnen zeigten tumorfreie und 30 % tumorinfiltrierte Lymphknoten. In beiden
Arbeiten betrug die 5-JÜR 85 %. Abweichend davon zeigen jedoch Patientinnen mit
einem positiven Lymphknotenstatus eine 5-JÜR von 78 % in der niederländischen
Publikation [97], verglichen mit 73 % in dieser Arbeit. Ein Grund dafür könnte
die unterschiedliche prozentuale Verteilung bezüglich des positiven bzw. negativen
Lymphknotenstatus sein. Des Weiteren kann auch die große Populationsvarianz als
Ursache in Betracht kommen.
Das Vorliegen von synchronen Fernmetastasen besitzt eine sehr hohe prognostischen
Relevanz, da ihr Nachweis unabhängig von anderen Faktoren mit einer verhältnis-
mäßig geringen Überlebenszeit für die Mammakarzinompatientinnen einhergeht [69,
77, 90]. In den letzten Jahrzehnten hat sich die Diagnostik verbessert und Mamma-
karzinome werden immer früher in weniger fortgeschrittenen Tumorstadien entdeckt.
Parallel dazu wurden auch die operativen Möglichkeiten sowie die medikamentösen
Therapien weiterentwickelt [14, 17, 67]. Das hat zur Folge, dass über die Jahre
hinweg die Anzahl der zum Zeitpunkt der Diagnose bereits metastasierten Mam-
makarzinome abnimmt und die Überlebensrate auch für diese Patientinnen stetig
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ansteigt. Bei 11 % der Patientinnen dieses Kollektivs konnte zum Diagnosezeitpunkt
eine synchrone Metastasierung festgestellt werden. Im Vergleich dazu zeigte die
aktuelle Statistik der American Cancer Society einen Rückgang der synchron metas-
tasierten Mammakarzinome auf 5 % [6]. In einer Studie von Andre et al. [7] wurden
zwei Patientenkollektive (1987–1993 vs. 1994–2000) verglichen. Dabei konnte ein
Anstieg der 5-JÜR von 11 % auf 28 % verzeichnet werden [7]. In diesen positiven
Verlauf primär metastasierter Mammakarzinome reihen sich die hier untersuchten
Patientinnen (1999–2006) mit einer 5-JÜR von 40 % gut ein.
Der Hormonrezeptorstatus sagt viel über die Prognose von Mammakarzinomen aus.
Hormonrezeptor-positive Karzinome lassen eine bessere Prognose zu und zeigen eine
höhere Überlebensrate [49, 98, 104, 130]. Auch wenn sich in dem vorliegenden Kol-
lektiv kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Hormonrezeptoren und dem
Gesamtüberleben zeigte, ließ sich doch ein deutlicher Unterschied in der mittleren
Überlebenszeit bezüglich des ER und des PR erkennen. Die mittlere Überlebenszeit
betrug 149 Monate für ER-positive und 125 Monate für ER-negative Mammakarzi-
nome sowie 152 Monate für PR-positive und 128 Monate für PR-negative Tumoren.
Ebenso wie die oben angeführten Vergleichsstudien hatten auch hier die Patientinnen
mit einem positiven Hormonrezeptorstatus insgesamt eine bessere Prognose und
wiesen eine höhere Überlebensrate auf. Es wurde eine 5-JÜR von 82 % für ER-
positive und von 76 % für ER-negative Mammakarzinome ermittelt. Bezüglich des
PR beläuft sich die 5-JÜR für positive Neoplasien auf 83 % und für negative auf
78 %. Im Vergleich dazu zeigt eine Dissertation der Universität Ulm bezüglich der
Hormonrezeptoren eine etwas höhere 5-JÜR: ER-positiv 90 %, ER-negativ 80 %,
PR-positiv 91 % und PR-negativ 80 % [98]. Die höheren Überlebensraten lassen
sich damit begründen, dass die Vergleichsarbeit der Universität Ulm Patientinnen
ausgeschlossen hatte, bei denen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Metastasen fest-
gestellt wurden. Demgegenüber wurden in dem hier vorliegenden Kollektiv auch 12 %
primär metastasierte Mammakarzinome, welche grundsätzlich mit einer schlechte
Prognose einhergehen, untersucht.
Zur Primärdiagnostik von Mammakarzinomen gehört neben den Hormonrezeptor
auch standardmäßig die Bestimmung des HER2-Status [63]. Eine Überexpression
von HER2 geht mit einer schlechteren Prognose, einer geringeren Überlebenswahr-
scheinlichkeit und einem aggressiveren Tumorverhalten einher [5, 49, 104]. Das konn-
te mithilfe des hier untersuchten Kollektivs untermauert werden. Die 117 (79 %)
Patientinnen mit einem HER2-negativen Mammakarzinom zeigten eine mittlere
Überlebenszeit von 150 Monaten gegenüber Patientinnen mit einem HER2-positiven
Karzinom (21 %) mit einem durchschnittlichen Überleben von 122 Monaten. Onitilo
et al. [78] beobachteten mit 18 % bzw. 82 % ein sehr ähnliches Verteilungsverhältnis
zwischen HER2-positiven und -negativen Mammakarzinomen. Jedoch zeigte sich
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eine deutliche Diskrepanz bei der 5-JÜR, insbesondere bei HER2-positiven Mam-
makarzinomen. Die 5-JÜR für Tumoren mit einem negativen HER2-Status betrug
89 % und mit einem positiven HER2-Status 85 % [78]. Im Vergleich dazu lag die
5-JÜR dieses Kollektivs hier nur bei 84 % für negative und bei 70 % für positive
Mammakarzinome. Zurückführen lassen sich die insgesamt höheren Überlebensraten
am ehesten auf unterschiedliche Zusammensetzungen der Kollektive. So wurden
Mammakarzinome mit einem UICC-Stadium IV in der Publikation von Onitilo et
al. [78] im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit nicht berücksichtigt. Die Tatsache, dass
dieses Tumorstadium, dem alle primär metastasierten Mammakarzinome angehören,
das Stadium mit der schlechtesten Prognose ist, stellt eine mögliche Erklärung dieser
Differenz dar.
Bei 16,2 % der Patientinnen des Kollektivs wurde ein triple-negatives Mammakar-
zinom diagnostiziert, was mit dem Anteil in anderen Studien (13–19 %) überein-
stimmt [80, 87, 112]. Dem steht eine Abweichung der mittleren Überlebenszeit der
Patientinnen mit triple-negativen Mammakarzinom entgegen, denn diese überlebten
in der vorliegenden Arbeit mit 120 Monaten deutlich länger als die Patientinnen in
der Publikation von Rakha et al. mit nur 54 Monaten [87]. Der Hauptgrund dafür ist
vermutlich der frühere Diagnosezeitraum (1986–1998) des Kollektivs von Rakha et
al. [87], da im Vergleich dazu jetzt Mammakarzinome in früheren Tumorstadien
entdeckt werden und die Patientinnen aufgrund besserer Therapiemöglichkeiten
länger leben [14, 17, 58, 67]. Das spiegelt auch ein Vergleich weiterer Daten wider.
In der selben Studie waren 50 % der Mammakarzinome gering differenziert und
das mittlere Gesamtüberleben betrug nur 73 Monate [87]. Im Vergleich dazu lag
bei nur 30 % der Karzinome dieser Arbeit ein G3-Stadium vor und die mittlere
Überlebenszeit belief sich auf 145 Monate.

5.3 Nottingham-Prognose-Index
Der 1982 von Haybittle et al. erstmals beschriebene NPI gilt als prognostisch sehr
aussagekräftig [46]. Das hier untersuchte Patientinnenkollektiv zeigte passend dazu
einen signifikanten Unterschied (p< 0,001) bezüglich des Überlebens der nach dem
NPI eingeteilten Gruppen. Dabei lag die mittlere Überlebenszeit für Patientinnen
der guten Prognosegruppe bei 170 Monaten und die der sehr schlechten Prognose-
gruppe nur bei 54 Monaten. Darüber hinaus konnten auch mehrere weitere Studien
belegen, dass je höher der NPI ist, desto schlechter die Prognose und desto geringer
die Überlebenswahrscheinlichkeit [16, 47, 64].
Eine gute Schätzung der 10-JÜR sowie die Zuordnung in die jeweiligen Prognose-
gruppen kann anhand des berechneten NPI und der von Blamey et al. erstellten
Auswertungstabelle (siehe Tabelle 1.5) vorgenommen werden [16]. Über mehrere
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Jahrzehnte hinweg hat sich die die Verteilung der Patientinnen auf die einzelnen
Prognosegruppen verändert, da Mammakarzinome aufgrund einer besser werdenden
Diagnostik und zunehmenden Vorsorgeuntersuchungen immer früher mit geringerer
Tumorgröße und besserer Prognose diagnostiziert werden. So gehörten laut der
Studie von Blamey et al. 31 % der Patientinnen des Kollektivs von 1980–1986 in die
Gruppe mit exzellenter bzw. guter Prognose. Der prozentuale Anteil an Patientinnen
dieser Gruppen stieg in dem Kollektiv von 1990–1999 auf 36 % [16] und in dem hier
vorliegenden Kollektiv von 1999–2006 auf 41 % an.
In dem nachfolgenden Absatz werden die von Blamey et al. ermittelten 10-JÜR
der einzelnen prognostischen Gruppen mit denen des hier untersuchten Kollektivs
verglichen [16], siehe Tabelle 1.5 . Die hier ermittelten 10-JÜR für die exzellente,
die gute und die mäßig I Prognosegruppe betragen 100 %, 97 % bzw. 80 %. Die
10-JÜR der Vergleichsstudie liegen mit 96 %, 93 % bzw. 81 % geringfügig darun-
ter [16]. Ursächlich dafür könnten die sich weiterentwickelnden und besseren The-
rapiekonzepte in den Jahren 1990–1999 und 1999–2006. Die 10-JÜR der mäßig
II und der sehr schlechten Prognosegruppe lag mit 53 % und 17 % deutlich unter
der der Vergleichsarbeit mit 74 % und 38 % [16]. Der Grund dafür sind vermutlich
die Ausschlusskriterien der Arbeit von Blamey et al., denn Patientinnen älter als
70 Jahre und/oder einem Tumordurchmesser größer als 5 cm wurden, im Gegensatz
zu dieser Arbeit, nicht berücksichtigt [16]. Als einziger Ausreißer präsentierte sich
hier die schlechte Prognosegruppe, denn mit einer 10-JÜR von 69 % lag sie noch über
der der Prognosegruppe mäßig II. Damit reiht sich die schlechte Prognosegruppe
weder in das hier untersuchte Kollektiv ein, noch stimmt sie mit der 10-JÜR von
55 % der Vergleichsstudie überein [16]. Eine mögliche Erklärung dafür liefert die
Stichprobengröße, da das hier betrachtete Kollektiv 148 Fälle einschließt, welche auf
6 prognostische Gruppen verteilt unter Umständen nicht mehr repräsentativ sind.
Im Gegensatz dazu umfasste das Vergleichskollektiv von Blamey et al. 2238 Patien-
tinnen [16].

5.4 Neuronatin-Expression und die klinisch-
pathologischen Faktoren

Im folgenden Abschnitt wird die NNAT-Expression hinsichtlich ihrer prognostischen
Relevanz bezüglich der klinisch-pathologischen Parameter diskutiert. Die Ergebnis-
se zeigten signifikante Korrelationen zwischen der NNAT-Expression und anderen
Parametern, beispielsweise dem Gesamtüberleben und dem NPI.
Allgemein konnte geschlussfolgert werden, dass eine gesteigerte NNAT-Expression
mit einer fortgeschritteneren Tumorausdehnung und einer ungünstigeren Prognose
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einhergeht. Eine Erklärung ist der Einflusses von NNAT auf den Ca2+-Haushalt
der Zelle. NNAT ist als Membranprotein [27] am Ca2+-Haushalt beteiligt und kann
über die Entleerung des Endoplasmatischen Retikulums zur Erhöhung des intrazyto-
plasmatischen Ca2+-Spiegels führen [100, 111]. Im Mammakarzinom ist die NNAT-
Expression durch die miRNA-708 reguliert. Eine niedrige miRNA-708-Expression
führt so zu erhöhter NNAT-Expression und damit zum Anstieg des zytoplasma-
tischen Ca2+ [96]. Eine gesteigerte Ca2+-Konzentration im Zytoplasma der Mam-
makarzinomzellen führt zu einer gesteigerten Zell-Proliferation, einer gesteigerten
Zell-Migration und zu einer vermehrten Metastasenentstehung [129].

5.4.1 Neuronatin-Expression und Histologie

Im gesunden Brustdrüsenparenchym ließ sich eine NNAT-Expression zytoplasma-
tisch und membranös nachweisen. Zusätzlich fanden sich auch NNAT-positive Myo-
epithelzellen. Ein entsprechendes Expressionsmuster konnte ebenso bei Hautbiopsien
in Hautanhangsdrüsen nachgewiesen werden [100]. Sowohl im Mammakarzinom, als
auch im Adenokarzinom der Lunge [117], im extramammären Paget [29] und im
Medullo- [105], sowie im Glioblastom [127] zeigten die Tumorzellen eine kräftige
zytoplasmatisch und fokale membranöse Positivität für NNAT. Zwischen der NNAT-
Expression im Brustdrüsenparenchym und der im Carcinoma in situ bzw. der im
Mammakarzinom zeigte sich eine hochsignifikante Korrelation (p< 0,001). So lag der
IRS vom Carcinoma in situ mit 9,5 und vom Karzinom mit 8,5 deutlich über dem des
normalen Brustdrüsenparenchyms mit 5,9. Das heißt, dass die neoplastischen Zellen
sowohl im Karzinom selbst als auch in der Präkanzerose eine viel höhere NNAT-
Expression zeigten als normales Gewebe. Gründe dafür könnten sein, dass NNAT
in proliferierenden Tumorzellen vermehrt exprimiert wird oder dass ein NNAT-
Anstieg Ursache für eine gesteigerte Tumorzellproliferation ist. Dafür spricht, dass
auch in Medulloblastomen und in Glioblastomen eine gesteigerte NNAT-Expression
mit einer erhöhten Tumorzellproliferation in Verbindung gebracht wurde [105, 127].
Darüber hinaus legt die schon hohe NNAT-Expression im Carcinoma in situ nahe,
dass die Ursache des NNAT-Anstiegs in der frühen Tumorgenese liegt.
Für die histologischen Typen ließ sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,314) in
der NNAT-Expression erkennen. Der mittlere IRS betrug für das Invasive Karzinom,
kein spezieller Typ (NST) 8,6 und für das Invasiv lobuläre Karzinom 7,5. Die NNAT-
Expression zeigte keinen relevanten Zusammenhang bezüglich der Prognose und der
Überlebenswahrscheinlichkeit dieser beiden histologischen Typen. Daraus kann man
schlussfolgern, dass NNAT unabhängig von der histologischen Entität exprimiert
wird.
In gering differenzierten Mammakarzinomen war die NNAT-Expression am stärks-
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ten. Der durchschnittliche IRS betrug 7,0 bei gut differenzierten Karzinomen und
stieg auf 10,5 in gering differenzierten Tumoren an. Auch wenn dieser Unterschied
nicht signifikant war (p= 0,067), ließ sich ein deutlicher Anstieg der NNAT-Ex-
pression in gering differenzierten Mammakarzinomen erkennen. Analog dazu zeigte
sich in einer Studie von Uchihara et al., dass auch in Adenokarzinomen der Lunge
ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer gesteigerten NNAT-Expression und
einem geringen Differenzierungsgrad besteht [117]. Glioblastome mit einem Grad
IV zeigten ebenfalls einen deutlichen Anstieg in der NNAT-Expression gegenüber
Tumoren mit einem Grad II oder III [127]. Das bedeutet, eine gesteigerte NNAT-
Expression geht mit einer schlechten Prognose einher. Das konnte für die hier vor-
liegende Kohorte bestätigt werden, denn die 5-JÜR fiel von 100 % für G1-Tumoren
auf 66 % für G3-Tumoren. Das heißt, die Überlebenswahrscheinlichkeit fällt mit
ansteigender NNAT-Expression bzw. höherem Tumorgrad.

5.4.2 Neuronatin-Expression und Tumorstadium

Die Tumorgröße und das Tumorstadium, die bei jedem Mammakarzinom erhoben
wurden, zeigten eine erkennbare Tendenz bezüglich der NNAT-Expression trotz
fehlender Signifikanz. Mammakarzinome mit einem Durchmesser von ≤ 2 cm wiesen
einen mittleren IRS von 7,8 auf, größere Karzinome hingegen zeigten einen IRS von
9,6 (p= 0,108). Das heißt, mit steigender Tumorgröße stieg die NNAT-Expression.
Das spiegelte sich auch in den Tumorstadien wider. Für das Stadium I betrug der
IRS 7,3 und stieg bis 11,7 im Stadium IV an (p= 0,114). Dass mit steigender
Tumorgröße und fortgeschrittenerem Tumorstadium und dem damit verbundenen
Anstieg der NNAT-Expression eine ungünstigere Prognose einhergeht, kann mithilfe
der mittleren Überlebenszeit belegt werden. Diese betrug beispielsweise 169 Monate
für das UICC-Stadium I und nur 70 Monate für das UICC-Stadium IV. Auch
in Adenokarzinomen der Lunge zeigte sich ein Anstieg der NNAT-Expression in
Bezug auf ein fortgeschritteneres Tumorstadium und einer begleitenden schlechteren
Prognose [117].

5.4.3 Neuronatin-Expression und Metastasen

NNAT wurde im vorliegenden Untersuchungskollektiv sowohl in Mammakarzinomen
mit synchronen als auch in Karzinomen mit metachronen Metastasen deutlich höher
exprimiert als in Mammakarzinomen ohne Nachweis von Metastasen. Dabei war
die Korrelation der NNAT-Expression mit metachronen Metastasen hochsignifikant
(p= 0,001), denn hier zeigte sich ein IRS von 8,4 bei Patientinnen ohne und von
13,1 bei Patientinnen mit metachroner Metastasierung. Die mit einem metasta-
sierten Mammakarzinom einhergehende ungünstigere Prognose korrelierte mit der
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ansteigenden NNAT-Expression und der von 162 Monaten auf 61 Monate verrin-
gerten Überlebenszeit für Patientinnen mit bzw. ohne metachrone Metastasen. Na-
hezu signifikant (p= 0,051) war auch der Zusammenhang zwischen den synchronen
Fernmetastasen und der NNAT-Expression. So betrug der mittlere IRS für nicht
metastasierte Mammakarzinome 8,2 und stieg auf 11,6 für metastasierte Neoplasien
merklich an. Auch hier zeigte die Überlebenswahrscheinlichkeit, korrespondierend
zur gesteigerten NNAT-Expression, ein verringertes Überleben und somit eine un-
günstigere Prognose.
Eine naheliegende Erklärung ist die gesteigerte Zell-Proliferation, die durch den
Anstieg von NNAT hervorgerufen wird. So konnte sowohl in Medulloblastomen
als auch in Glioblastomen mit einem Anstieg des Proteins NNAT eine signifikant
gesteigerte Zell-Proliferation verzeichnet werden [105, 127]. In einer Studie von Jung
et al. wurde mithilfe des Proliferationsmarkers Ki-67 belegt, dass Mammakarzinome,
die eine gesteigerte Zell-Proliferation zeigten, auch vermehrt Metastasen aufwie-
sen [57]. Abschließend kann man schlussfolgern, dass eine deutliche Erhöhung der
NNAT-Expression mit einer gesteigerten Zell-Proliferation assoziiert ist und mit dem
Auftreten von syn- bzw. metachronen Metastasen korreliert. Da NNAT in primären
Mammakarzinomen, die zu einem späteren Zeitpunkt Fernmetastasen aufwiesen,
stark exprimiert wurde, könnte NNAT als potenzieller Prognosemarker für eine
mögliche metachrone Metastasierung in Frage kommen.

5.4.4 Neuronatin-Expression und Hormonrezeptorstatus

Der ER- und der PR-Status sind wichtige prognostische Faktoren. Beispielswei-
se haben Mammakarzinompatientinnen mit einem positiven Hormonrezeptorstatus
eine bessere Prognose [49, 130]. NNAT zeigt, wie in der vorliegenden Dissertation
dargestellt, eine höhere Expression in ER- und PR-negativen als in Hormonrezeptor-
positiven Mammakarzinomen. Daraus kann man schlussfolgern, dass eine höhere
NNAT-Expression in Bezug auf die Hormonrezeptoren mit einer schlechteren Prog-
nose korreliert.
Bei Mammakarzinompatientinnen ist ein positiver Hormonrezeptorstatus Indikator
für eine endokrine Therapie [104]. So führt beispielsweise eine Tamoxifen-Therapie zu
einer Reduktion der Rezidiv- bzw. Sterbewahrscheinlichkeit gegenüber Patientinnen
ohne diese [41]. Entsprechend konnten Becker et al. zeigen, dass Tamoxifen-resistente
Mammakarzinome eine deutlich erhöhte NNAT-Expression gegenüber Tamoxifen-
sensitiven Karzinomen aufwiesen [11]. Auch in Bezug auf das Medulloblastom zeig-
ten Therapie-resistenten Tumoren eine gesteigerte NNAT-Expression [105]. Insge-
samt kann man davon ausgehen, dass eine erhöhte NNAT-Expression mit einer
vermehrten Therapieresistenz in malignen Tumoren und der damit verbundenen
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ungünstigeren Prognose einhergeht.

5.4.5 Neuronatin-Expression und Nottingham-Prognose-
Index

Der NPI ist eine sehr gute Möglichkeit, die Prognose von Patientinnen mit Mam-
makarzinomen anzugeben [16, 46]. Im vorliegenden Untersuchungskollektiv zeigte
sich eine signifikante Korrelation (p= 0,043) zwischen dem NPI und der NNAT-
Expression. Die niedrigsten NNAT-Expressionen mit einem IRS von 7,6 und 6,9
fanden sich in den Gruppen mit exzellenter bzw. guter Prognose. Die Expression
von NNAT stieg mit sinkender Prognose, wobei der IRS für die sehr schlechte
Prognosegruppe 11,3 betrug. Aufgrund der signifikanten Korrelation ist davon aus-
zugehen, dass NNAT ein wichtiger Marker für die Prognose von Mammakarzi-
nomen ist. Insgesamt kann man sagen, dass je höher die NNAT-Expression ist,
desto ungünstiger ist die Prognose für die Mammakarzinompatientinnen. Einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Prognose und der NNAT-Expression
konnten auch die Studien von Uchihara et al. [117] und Xu et al. [127] zeigen. In
der erstgenannten Studie konnte bei Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge
eine deutlich schlechtere Prognose verzeichnet werden, wenn eine erhöhte NNAT-
Expression vorlag [117], während derselbe Zusammenhang bei Patienten mit einem
Glioblastom in der zweiten Studie festgestellt wurde [127].

5.4.6 Neuronatin-Expression und Überleben

Das rezidivfreie und das Gesamtüberleben sind prognostisch sehr aussagekräftige
Angaben für Patientinnen mit einem Mammakarzinom. Letztere wurden in dem
hier vorliegenden Kollektiv in Bezug auf die NNAT-Expression hin untersucht. Dabei
wurde festgestellt, dass eine hohe NNAT-Expression im Gegensatz zu einer niedrigen
Expression signifikant mit einem kürzeren rezidivfreien bzw. kürzeren Gesamtüber-
leben mit entsprechend schlechterer Prognose einhergeht.
Das Gesamtüberleben korrelierte hochsignifikant (p< 0,001) mit der NNAT-Expres-
sion. Hier ergab sich in der Gruppe mit einer geringen NNAT-Expression (< 14)
ein Gesamtüberleben von durchschnittlich 164 Monate und in der Gruppe mit einer
hohen NNAT-Expression (≥ 14) von nur 81 Monaten. Ebenfalls signifikant verhielt
sich die 5- und 10-JÜR gegenüber der NNAT-Expression. Mammakarzinome mit ei-
ner niedrigen NNAT-Expression (< 14) hatten ein 5-JÜR von 92 % bzw. 10-JÜR von
88 %. Demgegenüber fiel die 5-JÜR auf 49 % und die 10-JÜR auf 38 % für Karzinome
mit einer hohen NNAT-Expression (≥ 14). Dass die NNAT-Expression signifikant
mit dem Gesamtüberleben korreliert, zeigte auch eine Studie an Adenokarzino-
men der Lunge. Dort lag die 5-JÜR bei fehlender NNAT-Expression (< 5 %) mit
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85 % deutlich über der 40 %-igen 5-JÜR der Adenokarzinome mit NNAT-Expression
(> 5 %) [117]. In der Publikation von Xu et al. zeigten Glioblastome mit einer
niedrigen NNAT-Expression (≤ 30 %) eine höhere Überlebenswahrscheinlichkeit und
ein längeres Überleben von durchschnittlich 19 Monaten gegenüber Glioblastomen
mit einer hohen NNAT-Expression (> 30 %), die nur im Mittel 11 Monate überleb-
ten [127].
Analog zum Gesamtüberleben zeigte das rezidivfreie Überleben mit einer mittleren
Überlebenszeit von 160 Monaten für niedrig exprimierende und mit 102 Monaten für
hoch exprimierende Mammakarzinome eine signifikante Korrelation (p= 0,003) zu
der NNAT-Expression. Für die 3- bzw. 5-JÜR ergab sich derselbe Zusammenhang
mit folgenden Daten. Die Patientinnen mit Mammakarzinomen mit geringer NNAT-
Expression (< 14) wiesen eine rezidivfreie 3-JÜR von 92 % bzw. eine rezidivfreie
5-JÜR von 87 % auf. Bei einer hohen NNAT-Expression (≥ 14) betrugen die 3-JÜR
bzw. die 5-JÜR für das rezidivfreie Überleben nur 70 % bzw. 61 %. Vergleichbare
Studien bezüglich des Zusammenhangs zwischen des rezidivfreien Überlebens und
der NNAT-Expression fanden sich nicht.
Abschließend kann davon ausgegangen werden, dass die NNAT-Expression einen
guten Indikator für das rezidivfreie und das Gesamtüberleben darstellt.

5.5 Neuronatin-Expression und therapeutische
Ansätze

In den Abschnitten 1.2.3 und 1.2.4 wurde dargestellt, dass eine gesteigerte NNAT-
Expression zu einer Erhöhung der Menge an zytoplasmatischem Ca2+ und zur En-
doplasmatischen Retikulum-Stressreaktion führt [100]. Ein gestörter Ca2+-Haushalt
der Zelle und persistierender Endoplasmatischer Retikulum-Stress tragen zur Karzi-
nomentstehung bei [123]. Dabei stellt die miRNA-708 einen therapeutischen Ansatz-
punkt dar. In einer Studie an Mammakarzinomzell-Linien konnte gezeigt werden,
dass miRNA-708 NNAT supprimiert. Dadurch fällt der zytoplasmatische Ca2+-Spie-
gel ab und die Zellmigration und die Metastasenentstehung werden gehemmt [96].
Angelehnt an diese Studie wurden iProstatakarzinomzell-Linien mit Metformin be-
handelt, was zum Anstieg der miRNA und zum Abfall des NNAT-Spiegels führ-
te [128]. Dass Metformin auch als mögliche Therapieoption für Mammakarzinome
in Frage kommt, zeigt eine Studie von Alimova et al. [2]. Dazu wurden Mamma-
karzinomzellen in vitro mit Metformin behandelt. Dies hatte den Effekt, dass die
Tumorzellproliferation gehemmt wurde, indem diese Zellen in der G1-Phase des
Zellzyklus verblieben [2].
Da der dauerhafte Endoplasmatische Retikulum-Stress an der Karzinomentstehung
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beteiligt ist [123], wurden aufbauend darauf zahlreiche Studien mit unterschiedlichen
therapeutischen Ansätzen durchgeführt [99]. Die Ursachen für die Endoplasmatische
Retikulum-Stressreaktion sind vielfältig [50, 61, 119] und stellen die Grundlage für
viele Ansatzpunkte von verschiedensten Therapiemöglichkeiten dar. In der Über-
sichtsarbeit von Schönthal wurden mehrere pharmakologische Substanzen aufge-
führt, die bei gestörtem Ca2+-Haushalt Wirkung zeigen [99]. Diese wurden sowohl
in vitro als auch in vivo getestet und führen zu einer Eskalation der persistierenden
Endoplasmatischen Retikulum-Stressreaktion in Tumorzellen und leiten damit die
Apoptose der Zelle ein. Da NNAT Einfluss auf den Ca2+-Spiegel der Zelle hat,
ergeben sich daraus mögliche therapeutische Ansätze, die weiter erforscht werden
müssen.
Abschließend sollte erwähnt werden, dass dies nur therapeutische Ansätze sind, die
trotz potenzieller Therapierelevanz nicht allein eingesetzt werden würden, sondern
eher Bestandteile einer multimodalen Therapie wären.

5.6 Kritische Betrachtung der Relevanz der
Neuronatin-Expression

Die in dieser Dissertation durchgeführte immunhistochemische Untersuchung der
NNAT-Expression, welche anhand des unter 3.2.1 beschriebenen IRS ausgewertet
wurde, ist ein semiquantitatives Verfahren. Das heißt, dass zwischen den ermittel-
ten Scorewerten kein definierter Größenbezug vorliegt, was unter Umständen die
Aussagekraft dieses Verfahrens einschränken könnte. Um die immunhistochemische
NNAT-Expression zu bestätigen, ist auch die Durchführung einer Western Blot Ana-
lyse denkbar. Mithilfe dieses Verfahrens wurden sowohl bei Glioblastomen als auch
bei Adenokarzinomen der Lunge zusätzlich zur immunhistochemischen Färbung die
relative Menge des Proteins NNAT mit entsprechender Korrelation bestimmt [117,
127]. Erwähnenswert ist an dieser Stelle, dass selbst der IRS nach Remmele [89], der
für die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus angewendet wird, ein semiquantita-
tives Verfahren ist. Dieser konnte sich aufgrund therapeutischer Relevanz etablieren
und gehört nun zur Routinediagnostik. Aufgrund des in Abschnitt 5.5 angedeuteten
Potenzials für therapeutische Ansätze könnte NNAT in Zukunft für die Diagnostik
in Frage kommen.
Die NNAT-Expression stellte sich in der vorliegenden Arbeit als ein sehr aussa-
gekräftiger Proliferationsmarker für Patientinnen mit einem Mammakarzinom dar.
Dennoch wird er nicht allein für die Prognoseabschätzung ausreichen, da bereits,
wie in Abschnitt 1.1.4 aufgeführt, zahlreiche gute Prognosefaktoren etabliert sind.
Einige dieser Faktoren, wie beispielsweise der NPI, verursachen zudem keine zu-
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sätzlichen Kosten. Die immunhistochemische Analyse der NNAT-Expression hinge-
gen würde Mehrkosten mit sich bringen. Zusätzlich bzw. in Kombination mit den
bereits routinemäßig erhobenen Prognoseparametern könnte die NNAT-Expression
von Nutzen sein. Beispielsweise könnte für bestimmten Untergruppen die Aussa-
gekraft der NNAT-Expression für eine differenzierte Prognoseabschätzung weiter
erforscht werden, wie im nachstehenden Absatz dargelegt wird.
Zum einen könnte die NNAT-Expression genutzt werden, um in der Gruppe der
primär metastasierten Mammakarzinome, welche nach neuesten Statistiken nur noch
5 % aller Mammakarzinome ausmacht [6], eine weitere Prognosedifferenzierung vor-
zunehmen. Die Patientinnen mit synchron metastasierten Mammakarzinomen haben
grundsätzlich eine schlechte Prognose [69, 77, 90] und könnten unter Umständen
anhand der NNAT-Expression weiter in verschiedene Prognosegruppen unterteilt
werden. Zum anderen könnte die immunhistochemische Analyse von NNAT bei
triple-negativen Mammakarzinomen angewendet werden. Diese Tumorgruppe zeigt
ebenfalls eine ungünstige Prognose [30, 87] und umfasst neuesten Studien zufolge
13–19 % aller Mammakarzinome [80, 112]. Hier ist ebenfalls eine detailliertere Prog-
noseeinteilung anhand der NNAT-Expression denkbar. Die Expression von NNAT
könnte weiterhin auch in Bezug auf die einzelnen Tumorstadien angewendet werden.
So könnte die ohnehin gute Prognose der Mammakarzinompatientinnen, die ein
Tumorstadium pT1 (bundesweit 53 % [58]) aufweisen [97], durch die zusätzliche Be-
stimmung der NNAT-Expression präziser abgeschätzt werden. Uchihara et al. konn-
ten bereits, abhängig von der NNAT-Expression, einen signifikanten Unterschied
in der 5-JÜR von Patienten mit Adenokarzinomen der Lunge im Tumorstadium I
feststellen. Die Patienten mit einer erhöhten NNAT-Expression zeigten dabei ein
deutlich kürzeres Gesamtüberleben [117].
Für eine genauere Prognoseabschätzung sollten für die einzelnen Untergruppen noch
gesonderte Studien durchgeführt werden, da die Subgruppen in dem hier unter-
suchten Kollektiv teilweise keine repräsentative Größe aufwiesen. Auf diese Weise
könnten auch spezifischere Fragestellungen wie das Verhältnis zwischen der NNAT-
Expression im Primärtumor und Metastasen erörtert werden.

5.7 Neuronatin als unabhängiger Prognose-
parameter für das Mammakarzinom

Eine gesteigerte NNAT-Expression korrelierte hochsignifikant mit einem kürzeren
rezidivfreien und kürzeren Gesamtüberleben in dem in dieser Dissertation unter-
suchten Patientinnenkollektiv. In der multivariaten Analyse konnte die NNAT-Ex-
pression in Mammakarzinomen als stärkster unabhängiger Prognosefaktor für das
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rezidivfreie und das Gesamtüberleben identifiziert werden. Dies steht in Überein-
stimmung mit der Publikation von Xu et al. zu Glioblastomen, in der eine hohe
NNAT-Expression als unabhängiger Prognosefaktor für ein kürzeres Gesamtüberle-
ben ermittelt wurde [127]. Neben einer hohen NNAT-Expression konnte in dieser
Arbeit das Vorliegen von metachronen Metastasen ebenfalls als unabhängiger prog-
nostisch ungünstiger Faktor nachgewiesen werden.
In Abschnitt 5.4.1 wurde bereits gezeigt, dass eine gesteigerte NNAT-Expression
mit einer schlechteren Prognose einhergeht. Hier zeigten Mammakarzinome mit ei-
nem geringen Differenzierungsgrad, einem fortgeschritteneren Tumorstadium, einem
größerem Tumordurchmesser, vorhandenen synchronen Fernmetastasen und einem
negativen ER- bzw. PR-Status eine hohe NNAT-Expression, passend zu der damit
verbundenen ungünstigeren Prognose.
Neben dem Hauptresultat dieser Arbeit, der Identifikation der NNAT-Expression
als starken unabhängigen Prognosefaktor, stellt sich diese auch als vielversprechen-
der Indikator für das Auftreten von metachronen Metastasen dar. Diese Nutzung
sowie die in Abschnitt 5.5 diskutierte Entwicklung therapeutischer Ansätze stellen
Möglichkeiten für weitere Forschungsarbeit dar.
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Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist weltweit der häufigste maligne Tumor der Frau. Es gibt
mehrere prädiktive und prognostische Parameter, die Auskunft über den Krankheits-
verlauf geben. Neuronatin ist ein Protein, das hauptsächlich im neonatalen Gehirn
während der neuronalen Entwicklung exprimiert wird. In wenigen Studien konnte
bereits gezeigt werden, dass die Neuronatin-Expression in malignen Tumoren prog-
nostisch signifikant ist. Ziel dieser Dissertation war es, die prognostische Relevanz
der Neuronatin-Expression speziell für das Mammakarzinom zu evaluieren.
Zu diesem Zweck wurden immunhistochemische Analysen an Mammakarzinomen
von 148 Patientinnen (1999–2006) durchgeführt und die Neuronatin-Expression auf
Korrelation mit diversen klinisch-pathologischen Faktoren sowie dem rezidivfreien
und dem Gesamtüberleben hin untersucht.
Die Expression von Neuronatin konnte sowohl im Mammakarzinom als auch im
Carcinoma in situ und im normalen Brustdrüsenparenchym beobachtet werden.
Dabei wies das Carcinoma in situ die stärkste Expression auf, gefolgt vom invasiven
Karzinom. Das normale Brustdrüsenparenchym exprimierte Neuronatin nur in gerin-
gem Maße. Ein signifikanter Anstieg von Neuronatin konnte bei jedem der folgenden
Parameter nachgewiesen werden: einem fortgeschritteneren Tumorstadium, einer
steigenden Tumorgröße, einem geringeren Differenzierungsgrad, einem negativen
Hormonrezeptorstatus sowie bei vorliegender Metastasierung. Unter Betrachtung
des Nottingham-Prognose-Index korrelierte eine niedrige Neuronatin-Expression mit
einer guten und eine hohe Expression mit einer schlechten Prognose. Darüber hin-
aus zeigten Patientinnen mit einer gesteigerten Neuronatin-Expression ein kürzeres
rezidivfreies sowie ein kürzeres Gesamtüberleben.
Ein wichtiges Resultat der Arbeit ist die Feststellung, dass die Neuronatin-Expres-
sion ein von den anderen klinisch-pathologischen Faktoren unabhängiger Prognose-
faktor für das Mammakarzinom ist. Somit präsentiert sich dieser als möglicher er-
gänzender Prognoseparameter. Schließlich stellt die Neuronatin-Expression in Mam-
makarzinomen aufgrund der intrazytoplasmatischen Funktion von Neuronatin eine
potenzielle Grundlage neuer therapeutischer Ansätze und weiterführender Forschung
dar.
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