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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom bildet die haufigste Tumorerkrankung der Frau in den
westlichen Industrielandern. Beim Mann kommt das Mammakarzinom auf3erst selten
vor. Die Mortalitat des Mammakarzinoms bei Frauen betragt ca. 10% (Holzel et al.
1996).

Das Mammakarzinom reprasentiert somit eine  epidemiologisch  und
soziobkonomisch wesentliche Erkrankung. Insgesamt gesehen sind sehr
unterschiedliche Verlaufe mdglich, die von Heilungen bis zur schnellen

Tumorprogression reichen.

1.2 Prognosefaktoren beim Mammakarzinom

Generell kann man sagen, daf} es keine Prognosefaktoren beim Mammakarzinom
gibt, welche genaue Aussagen Uber den Verlauf der Erkrankung machen. Man kann
aber eine Reihe von Faktoren im Zusammenhang betrachten, um den Fall beziglich
seines Verlaufes und seines Rezidivrisikos einschatzen zu kdnnen. Eine adjuvante

Primartherapie und adjuvante Therapie wird entsprechend geplant und durchgefihrt.

1.2.1 Die klassischen Prognosefaktoren

In der Routine-Diagnostik werden als valide Prognosefaktoren das Staging
entsprechend der pTNM-Klassifikation (UICC 1987), das Grading entsprechend

Bloom und Richardson (1957) und der Hormonrezeptor Status verwendet.

Die pTNM-Klassifikation (UICC 1987) beschreibt die Tumorausbreitung. Es wird die
GroRe und Ausdehnung des Tumors (T), der Tumorbefall der regionalen
Lymphknoten (N) sowie der Nachweis eventuell vorhandener Tumormetastasen (M)

bestimmt.

Das Grading entsprechend Bloom und Richardson beschreibt den
Differenzierungsgrad des Tumors. Es handelt sich um eine Einschatzung der
Ahnlichkeit des Tumorgewebes mit dem Ursprungsgewebe. Es gibt 3 verschiedene
Stufen, G1-G3, wovon bei G1 das Tumorgewebe dem Ursprungsgewebe ahnelt und
sich klinisch gutartiger verhalt, als ein G3 Tumor. Der G3 Tumor weist keinerlei
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Ahnlichkeit mehr mit dem Ursprungsgewebe auf und zeigt sich klinisch als schneller,

infiltrativer und destruierend wachsender Tumor. G2 nimmt eine Zwischenstufe ein.

Eine Schwierigkeit bildet die Subjektivitat, mit der die Gradierung vorgenommen wird,
wodurch ihre schlechte Reproduzierbarkeit von nur ca. 70% Ubereinstimmung
zustande kommt (Champion and Wallace 1971, Stenkuvist et al. 1979).

Der Hormonrezeptor Status beschreibt die Dichte von Ostrogen (ER)- und
Progesteronrezeptoren (PR). Der grof3te Nutzen des Hormonrezeptor Status liegt
wohl in seiner Aussagekraft Gber ein mdgliches Ansprechen des Tumors auf eine
endokrine Therapie und einer dadurch verbesserten Prognose (Paridaens et al.
1980, Dao et al. 1980, McCarty et al. 1990, Andersen et al. 1991, Railo et al. 1993,
Esteban et al.1994).

Bei der Bestimmung der Hormonrezeptoren gibt es zwei konkurrierende Methoden.
Seit den siebziger Jahren werden an homogenisiertem Tumorfrischmaterial die ER-
und PR-Rezeptoren biochemisch als Konzentration im zytosolischen Kompartiment
bestimmt. Demgegenuber steht die immunhistochemische Untersuchung, die seit ca.
1990 auch am Paraffinschnitt méglich ist und bei der im Falle einer ER- oder PR-

Expression ein Signal im Zellkern entsteht.

Beide Methoden haben eine Konkordanz der Ergebnisse von ca. 80 % (Biesterfeld et
al 1998), so dal’ sie nicht in allen Fallen als &quivalent anzusehen sind. Derzeit geht
demnach der Trend dahin nur eine der beiden Methoden anzuwenden, wobei die

immunhistochemische Methode bevorzugt wird.

Die folgenden Daten stammen aus dem Tumorregister Minchen (Holzel et al. 1996)
und zeigen aktuelle Daten zum Mammmakarzinom. Es standen die Daten von

>13000 Patientinnen mit Follow-up zur Verfigung.

Es zeigt sich, dal3 die beste Aussage Uber die Prognose durch die Anzahl der
positiven Lymphknoten gemacht werden kann. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt fur
Patinnen ohne postitive Lymphknoten bei 96%. Sie vermindert sich auf 37% bei mehr

als 15 positiven Lymphknoten.
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Tab. 1: Uberlebensraten [%] in Abh&ngigkeit von der Zahl befallener Lymphknoten

n Abs. 5 Rel. 5 Abs. 10 Rel. 10
(Follow up | Jahresuber- | Jahrestiber- | Jahresuber- | Jahrestber-

> 5 Jahre) leben leben leben leben
0 732 89 96 77 92
1 143 79 85 59 71
2 96 77 83 55 65
3 66 72 78 51 62
4-6 91 63 68 46 56
7-10 55 50 54 33 39
11-15 23 46 51 16 20
> 15 21 33 37 18 23

Ebenso zeigt sich, daR bei Zunahme der TumorgréRe sich die Uberlebensprognose

verschlechtert.

Tab. 2: Uberlebensraten [%] in Abhangigkeit von der TumorgroRe

n Abs. 5 Rel. 5 Abs. 10 Rel. 10
(Follow up | Jahresuber- | Jahrestber- | Jahresuber- | Jahrestber-
> 5 Jahre) leben leben leben leben
pT1l 844 91 99 77 94
pT2 429 79 87 59 74
pT3 39 75 82 53 65
pT4 34 58 71 43 67

Beim Grading zeigt sich ebenfalls ein Abfall der 5-Jahres-Uberlebensrate bei
Abnahme des Differenzierungsgrades ( 100% bei G1, 67% bei G3).




Einleitung

Tab. 3: Uberlebensraten [%)] in Abhangigkeit von der Tumordifferenzierung

n Abs. 5 Rel. 5 Abs. 10 Rel. 10
(Follow up | Jahresuber- | Jahrestber- | Jahresuber- | Jahrestuber-
> 5 Jahre) leben leben leben leben
Gl 104 91 100 76 94
G2 799 78 86 57 71
G3 314 62 67 44 54

Beim Hormonrezeptorstatus zeigt sich, daf} die Prognose beim ER Rezeptor bis ca.

25 fmol/mgP ansteigt und danach annéhernd gleich bleibt.

Tab. 4: Uberlebensraten [%)] in Abhangigkeit von der ER Rezeptor Expression

fmol/mgP

n Abs. 5 Rel. 5 Abs. 10 Rel. 10
(Follow up | Jahresuber- | Jahrestber- | Jahresuber- | Jahrestber-
> 5 Jahre) leben leben leben leben
ER<10 85 61 65 52 61
fmol/mgP
ER<10-19 90 73 78 67 79
fmol/mgP
ER<20-29 73 81 86 69 79
fmol/mgP
ER<30-49 112 83 90 73 86
fmol/mgP
ER<50-99 115 83 91 62 76
fmol/mgP
ER>99 232 77 90 54 77
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Beim PR Rezeptor sieht es adhnlich aus, die Grenze liegt hier bei 15 fmol/mgP.

Tab. 5: Uberlebensraten [%)] in Abh&angigkeit von der PR Rezeptor Expression

n Abs. 5 Rel. 5 Abs. 10 Rel. 10
(Follow up | Jahresuber- | Jahrestiber- | Jahresuber- | Jahrestber-
> 5 Jahre) leben leben leben leben
PR<10 81 57 63 49 61
fmol/mgP
PR<10-19 100 79 86 62 76
fmol/mgP
PR<20-49 147 80 88 67 83
fmol/mgP
PR<50-99 115 80 87 73 88
fmol/mgP
PR>99 225 81 90 66 84
fmol/mgP

Die Ergebnisse betrachten die Prognosefaktoren nur als einzelne Komponenete
(univariat). Man kann daher keine Aussage uber ihre Korrelationen machen.

Es zeigt sich, dal3 Frauen, die an einem Mammakarzinom leiden, haufig langer leben
als Frauen mit anderen bdsartigen Erkrankungen. Unbehandelte Patientinnen weisen
eine durchschnittiche Lebensdauer von 3,5 Jahren auf. Die 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit unbehandelter Patientinnen betragt 22%, die 10-
Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit 5%. Bei behandelten Patientinnen hat man
dagegen eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 74% und eine 10-Jahres-

Uberlebenswahrscheinlichkeit von 52%.

1.3 Therapie des Mammakarzinoms

Die Therapieplanung des Mammakarzioms beruht auf den Kklassischen
Prognosefaktoren. Je nach Ausbreitung, Gradierung und Hormonrezeptorstatus

stehen verschiedene Mdglichkeiten zur Verfiigung.
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Lokal wird das Mammakarzinom operativ behandelt. In Abhéngigkeit von der
TumorgréfRe bzw. dem Verhaltnis von Brustgrof3e zur Tumorgré3e werden je nach
Tumorstadium abgestufte chirurgische Verfahren eingesetzt (vgl. Untch et al. 2000).
Derzeit werden 50-80% der Patientinnen mit invasivem Mammakarzinom
brusterhaltend therapiert. Eine gleichzeitige axillidre Lymphonodektomie ist
erforderlich. Eine brusterhaltende Therapie (BET) kann bei multizentrischen
Karzinomen, inflammatorischen Karzinomen, bei Lymphangiosis cacinomatosa, bei
ausgedehntem DCIS sowie bei unglnstigem Verhéltnis von Brustgrof3e zur
TumorgroRe nicht durchgefihrt werden. In diesen Fallen ist eine modifizierte radikale
Mastektomie indiziert. Die radikale Mastektomie wird in der Regel nicht mehr
durchgefuhrt.
Nach BET ist die Radiotherapie der Brust mit einer Gesamtdosis von 50,4 Gy
(Einzeldosis 1,8 Gy) sowie einem Boost mit einer Gesamtdosis von 10 Gy
(Einzeldosis 2 Gy) obligat. Es ist nachgewiesen, dal3 eine adjuvante Radiotherapie
die Uberlebensrate statistisch signifikant erhoht. Vor allem tragt sie zu einer
Reduzierung der Quote von Lokalrezidiven von 35% auf 10% bei (Untch et al. 2000).
Auf eine Radiotherapie kann nur verzichtet werden, wenn alle Anforderungen der
folgenden Konstellation erftllt sind:

TumorgréRe < 1cm ohne Lymphangiose; G1

Keine extensive intraduktale Komponente

Positiver Ostrogen- und Progesteronstatus

pNO Axilla

Postmenopausenstatus

Die postoperative Radiotherapie sollte nicht mit einer Chemotherapie kombiniert
werden (aufRer CMF-Schema), da vermehrt Nebenwirkungen beschrieben worden
sind. Adjuvant systemisch wird das Mammakarzinom in Abhangigkeit vom
Lymphknotenstatus behandelt.

Beim nodalnegativen, hormonrezeptornegativen = Mammakarzinom  werden
Patientinnen, deren Tumorrisiko als niedrig eingestuft wird, nicht therapiert. Jede
andere Risikostufe bei diesen Patientinnen wird durch Chemotherapie
(Cyclophosphamid, Methotrexat und Fluoruracil (CMF), Epirubicin  und
Cyclophosphamid (EC) oder Fluoruracil, Epirubicin und Cyclophosphamid (FEC))
behandelt.
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Beim nodalnegativen, hormonrezeptopostiven Mammakarzinom  werden
pramenopausale Patientinnen, deren Tumorrisiko als niedrig eingestuft wird, mit
Ovarialablation +/- Tamoxifen behandelt, bei jeder anderen Risikostufe mit
Tamoxifen +/- GnRH-Analoga +/- Chemotherapie (s.0.). Postmenopausale
Patientinnen mit niedrigem Tumorrisiko werden mit Tamoxifen behandelt. Bei jeder
anderen Risikostufe werden sie mit Tamoxifen +/- Chemotherapie behandelt.

Beim nodalpositiven, hormonrezeptornegativen Mammakarzinom ist eine Therapie
mit CT indiziert. Bei nodalpositivem, hormonrezeptorpositivem Mammakarzinom
besteht bei pramenopausalen Patientinnen nach individueller Abschatzung des
Risikos die Méglichkeit einer Behandlung mit Chemotherapie (s. 0.) und Tamoxifen,
mit Ovarialablation und/oder Tamoxifen sowie mit Kombinationen aus diesen
Mdoglichkeiten. Postmenopausale Patientinnen werden mit CT und Tamoxifen
behandelt.

1.4 Neuere Prognosefaktoren

Erganzend zu Stadium, Tumordifferenzierung und Hormonrezeptorstatus werden
derzeit diverse morphologische Parameter, darunter p53, HER/2-neu und EGFR in
der Prognostik des Mammakarzinoms erprobt. Da vielfach widerspriuchliche
Ergebnisse berichtet wurden bzw. methodische Vorbehalte nicht ausgeraumt werden
konnten, haben sich diese Verfahren bislang noch nicht in der Routine etablieren
kénnen.

In der hier vorliegenden Arbeit soll ein neuer Ansatz vorgestellt werden, bei dem zwei
Teilaspekte der fUr die Tumorprogression anerkannten Proliferation synergistisch
koppeln soll, namlich die parallele Betrachtung der AgNOR-Ausstattung und der
Expression des Proliferationsmarkers MIB-1. Beide Verfahren sollen im folgenden

zunachst einzeln erlautert werden.

1.4.1 NOR-Nukleolus organisierende Regionen

Bei den NORs handelt es sich um Nukleolus organisierende Regionen. Die
Bezeichnung geht auf Heitz (1931) zurick, welcher Zellzyklusanalysen an
Pflanzenzellen durchfuhrte. Ferguson-Smith (1964) fiihrte analoge Analysen an
menschlichen Chromosomen durch und stield auf das gleiche Phanomen. Es handelt
sich um schleifenartig angeordnete Kernproteine, auf denen die ribosomalen Gene
(r-DNA) liegen. Sie sind verantwortlich fur die Synthese ribosomaler

Ribonukleinsauren, daher auch der Name ,Ribosomenfabrik® der Zelle. Insofern
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haben sie somit eine wichtige Bedeutung fir die gesamte Proteinbiosynthese (Fakan
und Hernandez-Verdun 1986). Die r-DNA ist auf den Satelliten der akrozentrischen
Chromosomen lokalisiert (Gruppe D: 13-15; Gruppe G: 21, 22). Dieses Phanomen
bezeichnet man als "Satelliten-Assoziation”, wobei die Satelliten (kurze Arme der
akrozentrischen Chromosomen) wahrend der Interphase Teil des Nukleolus werden.
Ultrastrukturell 1&3t sich der Nukleolus in drei Teile unterteilen:

fibrillar centers

dense fibrillar component

granular component
Waéhrend der Interphase befinden sich die NORs in der fibrillar component und in der
dense fibrillar component.
Die Darstellung der NORs ist durch Silber mdglich. Das Silber bindet sich nicht direkt
an die r-DNA, sondern an azidische Proteine (Schwarzacher et al. 1978).
Ursprunglich sind die NORs durch eine Mehr-Schritt Silberreaktion bei 60 °C
dargestellt worden. Das Prinzip der Farbung beruht auf zwei Reaktionsschritten.
Zunachst erfolgt eine Impragnationsphase mit Silberionen (AgNO3 ). Anschlie3end
erfolgt die Entwicklungsphase mit Reduktionsmitteln. Howell und Black fuhrten 1980
die Ein-Schritt Silberreaktion bei Zimmertemperatur ein (Howell et al. 1980). Diese
wurde 1986 von Ploton so modifiziert, da3 sie auch bei Raumtemperatur an
Paraffinschnitten durchgefuhrt werden konnte (Ploton et al. 1986). Die so sichtbar
gemachten NORs bezeichnet man als AgNORs. Die AgNOR-Proteine werden
hauptsachlich durch das Nukleolin und das Protein B23 représentiert, welche die
ribosomale Transkriptionsaktivitat regulieren (Roussel et al. 1992). Es konnte gezeigt
werden, dal} der Gehalt an AQNORs der Tumorzellen in enger Beziehung zur Zell-
Proliferationsrate und der Dauer des Zellzyklus steht (Trere et al. 1989, Derenzini et
al. 1990, Ofner et al. 1992, Hittmair et al. 1994, Sirri et al. 1995). Somit kann die
AgNOR-Analyse als Parameter fur die Proliferationsaktivitdit angesehen werden.
Vergleicht man Tumorzellen mit normalen Zellen, so ist die Anzahl der AQNORSs in
den Tumorzellen hoher, die Flache der AQNORs hingegen kleiner (Crocker und Egan
1988). Desweiteren besteht eine hohe Korrelation zwischen AgNOR-Flache und
Zellproliferation (Derenzini et al. 1990). Derenzini und seine Mitarbeiter haben in ihrer
Arbeit gezeigt, dal’ eine Korrelation zwischen den AgNORs und der DNA-Synthese
besteht (Abb. 1). Sie haben 12 neoplastische Zellinien untersucht. Um die
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Proliferationsaktivitét der Zellinien zu bestimmen haben sie die DNA-Synthese mit *H
Thymidin gemessen.

&0
ﬁ-

Ag-NOR Protein Area
(nm®) -
=
m_

15 4

r=0.94
p < 0.001

16 4

T LE T 1
a 44 a0 120 160 200 240
DMA Synthese ([dpmi)

Abbildung 1: Korrelation zwischen AgNOR Area und der DNA-Synthese von
Tumorzellinien (Derenzini et al. 1990)

1.4.2 Ki-67-ein Proliferationsantigen

Ki-67 ist ein DNA bindendes Protein mit einem Molekulargewicht von 395 und 345
kDa. Es handelt sich um einen der zuverlassigsten Proliferationsmarker, der in allen
Phasen des Zellzyklus (G1-, S-, G2- und M-Phase) nachweisbar ist. In nicht aktiven
Zellen hingegen ist er nicht nachzuweisen (Gerdes et al. 1984, 1991). Ki-67 scheint
fur die Proliferation unentbehrlich zu sein. Der Ki-67 positive Anteil spiegelt die
Wachstumsfraktion wider, den Anteil aktiver Zellen des Zellzyklus und ermdglicht
somit eine Beurteilung des Wachstumsverhaltens durch Markierung der an der
Proliferation beteiligten aktiven Zellen des Zellzyklus. Als Vorteil stellte sich die
Entwicklung des immunhistochemischen Antikérpers MIB-1 heraus, der in der Lage
ist das Ki-67 Antigen von Paraffinschnitten nach Demaskierung des Epitops durch
Mikrowellenbehandlung zu erkennen. Bis vor nicht allzu langer Zeit war dieses nur

durch den urspringlichen Ki-67 Antikdrper an Gefrierschnitten moglich. Ki-67 bzw.
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MIB-1 ermdglichen es eine Aussage uber die Anzahl der proliferierenden Zellen zu
machen, jedoch ist es nicht moglich eine Angabe zur Proliferationsdauer zu machen.

1.5 Zusammenfassendes Fazit des Standes der Forschung

Mit der alleinigen AgNOR-Analyse lal3t sich durch ihre enge Beziehung zur
Zellproliferationsrate und die Dauer des Zellzyklus eine Aussage Uuber die
Generationszeit (T) machen.

Mit der alleinigen Untersuchung von MIB-1 laGt sich die Anzahl der
proliferierenden Zellen bestimmen und somit die Wachstumsfraktion (G)

darstellen.

1.6 Parallele Anwendung von AgNOR- und MIB-1-Analyse zur Bestimmung

der Proliferationsaktivitat "in vitro"

Neben Faktoren wie Tumordifferenzierung, Ausbreitung und Hormonrezeptorstatus
spielt insbesondere die Tumormasse eine Rolle fur die Prognostik. Die Tumormasse,
-groRe und -ausdehnung stehen in engem Zusammenhang mit der
Proliferationsaktivitat (P).

Die parallele Anwendung von AgNOR- und MIB-1- Analyse geht von der Gleichung
P=G/T aus, d. h. von der Vorstellung, dal® sich die eigentliche Proliferationsaktivitat
aus dem Quotienten von Wachstumsfraktion G und der Generationszeit T bestimmen
laRt. Da weder Wachstumsfraktion noch Generationszeit unter in vitro Bedingungen
zuganglich sind, war bislang eine Abschatzung der Proliferationsaktivitat am fixierten
Gewebe nicht moglich.

Bei der separaten Analyse der AQNORs oder der MIB-1-Expression wird "nur" eine
Momentaufnahme gemacht und nicht der dynamischen Prozess dargestellt. Mit ihrer
Hilfe kann man "lediglich" die Anzahl der Zellen abschatzen, die sich in der G;-, S-
oder G,/M-Phase des Zellzyklus befinden. Es ist jedoch nicht méglich, die Dauer der
verschiedenen Phasen des Zellzyklus zu bestimmen. Demzufolge kann auch keine
Aussage beziglich der Generationszeit der Zellpopulation gemacht werden, die
Proliferationszeit kann also nicht hinreichend bestimmt werden.

Vor einigen Jahren stellten Brugal und seine Mitarbeiter die Hypothese auf, die

Proliferationsaktivitat indirekt bestimmen zu kénnen (Brugal 1994). Er stellte sich vor,
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die Wachstumsfraktion mit MIB-1 darzustellen. Die Generationszeit sollte durch die
AgNOR-Austattung der Zelle abgebildet werden.

Die Grundlage ihrer Idee basiert zum einen darauf, daR als Indikator der
Wachstumsfraktion G Ki-67 ausschlie3lich den Anteil der sich in Proliferation
befindlichen Teile des Zellzyklus kennzeichnet. Zum anderen wird die Anzahl der
AgNORs als Indikator der Generationszeit T angesehen. Sie ist umgekehrt
proportional zur Dauer des Zellzyklus: Je schneller der Zellzyklus, desto hdher die
Anzahl der AQNORs (Derenzini 1990, Derenzini 1991).

Von diesen Voraussetzungen ausgehend kamen sie zu dem Schluf? die tatsachliche
Proliferationsrate einer Zellpopulation indirekt bestimmen zu kdnnen (Bigras et al.
1996, Brugal 1994), indem sie die AgNOR Messungen auf die Ki-67 (MIB-1)
positiven Bereiche des Tumorgewebes beschranken (AgNORwig-1pos.)-

Die Formel P=G/T kann somit ersetzt werden durch P=MIB-1*AgNORwmig-1pos. S€itENS
der Gruppe um Brugal liegen aber keine abschlieRenden klinischen Daten vor,
sondern lediglich Kurzstudien mit wenigen Fallen, die zur Erprobung der Hypothese

aber nicht ausreichen.

Obwohl ein enger Zusammenhang von AgGNORs und MIB-1 in vielen konventionellen
Studien untersucht und belegt worden ist, gibt es jedoch kaum Untersuchungen tber
ihre Beziehung in simultan gefarbten Praparaten. Munakata und Hendricks
beschrieben 1994 erstmals eine Simultanfarbung, die sie an in Paraffin eingebetteten
normalen Tonsillengewebe durchgefiihrt haben. Sie betrachteten MIB-1 positive und
MIB-1 negative Bereiche im Vergleich und erhielten signifikante Unterschiede flr
AgNOR Anzahl und AgNOR Flache. Fir beide fanden sich in den MIB-1 positiven
Bereichen hohere Werte. Kurzlich sind erstmalig Untersuchungen an malignem
Gewebe, und zwar zur Rezidivrate an Blasenkarzinomen, durchgefuhrt worden
(Tomobe et al. 1999). Neben dem ohnehin bekannten Zusammenhang zwischen
Proliferation und AgNOR, konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Rezidivrate und den AgNORs in den MIB-1 positiven Bereiche gefunden werden. Als
weiteres Ergebnis konnte eine positive Korrelation zwischen dem Grading und der
AgNOR-Zahl sowohl in den MIB-1 positiven als auch in den MIB-1 negativen Zellen
aufgezeigt werden.

Bisher ist noch nicht auf den prognostischen Aspekt der Hypothese Brugals

beziglich der Uberlebensrate eingegangen worden. Unser Ziel war es, den
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prognostischen Aspekt der Hypothese Brugals unter Verwendung von klinischen
Daten zu untersuchen. Zur weiteren Klarung haben wir Untersuchungen an 89
Mammakarzinomen durchgefihrt. Diese sind Teil einer prospektiven auf
Prognosebestimmung ausgerichteten Studie. Es liegen bereits Daten aus vorherigen
Teilprojekten fur MIB-1, PCNA, Ostrogen- und Progesteronrezeptorexpression, p53,

EGF-R und andere Parameter vor.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsgut

Dieser Arbeit liegen 89 in Paraffin eingebettete und in Formalin fixierte prospektiv
gesammelte Falle von Mammakarzinomen zugrunde. Sie stammen aus dem
taglichen Eingang des Institutes fur Pathologie des Unversitatsklinikums Aachen aus
den Jahren 1988/89. Die im Durchschnitt 59.8 +/- 14.1 Jahre alten Patientinnen litten
an primaren unilateralen Mammakarzinomen verschiedenen histopathologischen
Differenzierungsgrades.

Alle Patientinnen wurden nach Stadien-orientierten Standardprotokollen behandelt.
In 70 Fallen wurde die befallene Brust komplett reseziert, in 19 Fallen wurde
brusterhaltend operiert. Bei beiden Verfahren wurden eine axillare
Lymphadenektomie durchgefiihrt. Der brusterhaltenden Therapie folgte immer eine
Bestrahlung mit 46 Gy und ein Boost von 6 Gy auf das Tumorbett. Sowohl
pramenopausale als auch postmenopausale Patientinnen mit positivem
Lymphknoten- und negativem Hormonrezeptorstatus bekamen sechs Zyklen einer
adjuvanten Chemotherapie mit Cyclophosphamid (600 mg/m?2), Methothrexat (40
mg/m?2) und 5-Fluorouracil (600 mg/m2) alle vier Wochen. Postmenopausale
Patientinnen mit positiven Ostrogenrezeptoren (> 10 fmol/mg protein) bekamen
Tamoxifen (30 mg/Tag) fur mindestens zwei Jahre. Am Ende der Nachbehandlung
haben 49 Patientinnen Uberlebt. 40 Patientinnen sind nach 3.1 +/- 2.0 Jahren
gestorben.

Fur alle Patientinnen ist die TNM-Klassifikation, das histologische Grading, der

Hormonrezeptorstatus und das Ergebnis der MIB-1Immunhistometrie vorhanden.

2.2 Aufarbeitung des Materials

Ausgangspunkt der Aufarbeitung war in Formalin fixiertes und in Form von
Paraffinblocken archiviertes Tumormaterial.

Von den in Paraffin eingebetteten Tumorpraparaten wurden 4 pm dicke
Parafftinschnitte aus dem Bereich des grof3ten Tumordurchmessers angefertigt.
Diese wurden auf zur besseren Haftung silanisierte und mit Poly-Lysin beschichtete

Objekttrager aufgetragen.
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2.3 Die Simultanfarbung

2.3.1 Die MIB-1-Rezeptorfarbung — eine immunhistochemische Technik

2.3.1.1 Materialien:

Primar-Anitkorper:
Dianova 505 (Anti ki-67)

Sekundar-Antikérper und Immunmarkierungssubstanz:
DAKO®LSAB 2 Kit K 0674
Link-Reagenz: biotinylierter Sekundar-Antkorper

Label-Reagenz: Streptavidin mit Alkalischer Phosphatase
Substrat/Chromogen:

SIGMA FAST™: Fast Red TR/Naphtol AS-MX
TRIS-Puffer:

9 g TRIS-Base (SIGMA®T1503)

68,5 g TRIS-HCL (Sigma®T3253)

57,5 g NaCl (Serva®A30183)

Zitratpuffer: (pH=6,0) zum Autoklavieren

Stammldsung: 18,91 g Zitronensaure und 120,55 g Na-Zitrat-di-Hydrat auf 5 |
Aqua dest.
Stammldsung 1:10 verdinnen

Aqua dest

2.3.1.2 Allgemeine Richtlinien

Die Schnitte sollten grindlich entparaffiniert werden, da die Gefahr besteht, daf3 die
Paraffinreste die unspezifische Hintergrundfarbung erhéhen.

Ein Demaskieren der nuklearen Antigene am Paraffinmaterial durch Autoklavieren ist
erforderlich, um die Sensitivitdt der Methode zu erhdhen. Es fuhrt sowohl zu einer
verbesserten immunhistochemischen Farbung (Bier et al. 1995) als auch zu einer
verbesserten Versilberungsreaktion (Ofner et al. 1994). Die Demaskierung erfolgt nur
einmal vor der immunhistochemischen Farbung .

Der zum Autoklavieren verwendete Zitratpuffer sollte genau einen pH-Wert von 6,0

haben, da bereits geringe Abweichungen das Farbeergebnis beeintrachtigen.
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Die Schnitte mussen grundsatzlich in einer Feuchtkammer inkubiert werden, da sie
wahrend des gesamten Vorgangs nicht austrocknen dirfen.

Die verwendeten Antikdrperldsungen sollten nicht direkt am Rand des Préparates
enden, sondern missen daruber hinaus reichen. Es kommt sonst zu lokalen
Austrocknungseffekten (sogenannten ,edge” Effekten) mit verstarkter unspezifischer
Hintegrundfarbung.

2.3.1.3 Farbevorgang

Als erstes werden die Préparate mindestens 20 Minuten in Xylol entparaffiniert.
Anschlie3end erfolgt die Behandlung mittels der absteigenden Alkoholreihe und die
kurzzeitige Immersion in TRIS-Puffer.

Der nachste Schritt dient der Antigendemaskierung. Dieses wird durch finf mindtiges
Autoklavieren in Citrat-Puffer erreicht. Es erfolgt eine erneute Immersion in TRIS-
Puffer.

Nun erfolgt die Inkubation mit dem Priméar-Antikérper in der Feuchtkammer. Bei einer
Verdinnung von 1: 50 und 200 pl pro Praparat wird 45 Minuten inkubiert. Eine
anschlieBende Spulung (3x2 min in TRIS- Puffer) ist obligat.

Es folgt die Inkubation mit biotinyliertem Sekundar-Antikorper, welcher der Link-
Reagenz aus dem DAKO LSAB®KIit K 0674 entspricht. Die Inkubation erfolgt mit 2-3
Tropfen pro Praparat fur 30 Minuten in der Feuchtkammer. Eine erneute Spilung
(3x2 min) in TRIS-Puffer ist notwendig.

Nun wird jedes Préparat mit 2-3 Tropfen der Immunmarkierungssubstanz fir 30
Minuten in der Feuchtkammer inkubiert. Es handelt sich um Streptavidin mit
Alkalischer Phophatase, welches dem Label-Reagenz aus dem DAKO LSAB®2Kit K
0674 entspricht. Anschliel3end wird wieder 3x2 min in TRIS-Puffer gespuilt.

Der letzte Schritt ist die Inkubation mit Substrat/Chromogen-Losung (SIGMA
FAST™Fast Red TR/Naphtol AS-MX) fiir 5 Minuten. Erneute Spiilung mit TRIS-
Puffer und Uberfiihrung in Aqua dest.

2.3.2 Die AgNOR-Farbung - eine Versilberungstechnik

2.3.2.1 Materialien:

Silbernitrat (Merck® 1.01512.)
Blattgelatine (farblos)
Ameisensaureldsung (1%)
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2.3.2.2 Allgemeine Richtlinien

Man sollte darauf achten, dafl3 Silberfarbungen nur mit deionisiertem und destilliertem
Wasser in gut gereinigten GefalRen durchgefuhrt werden. Zudem sollte keine
uberlagerte Gelatine verwendet werden, da es sonst zu einer ockergelben
Hintergrundfarbung kommt (RUschoff 1992). Die Gelatine muf3 zuvor vorsichtig auf
einer Platte mit Magnetrihrer aufgelost werden.

Maximal eine bis zwei Stunden vor der Anwendung sollte die Silber-Kolloid-
Gebrauchslésung angefertigt werden.

Das Standard-Farbeschema des histochemischen Labors des Instituts fur Pathologie
der Charite zur AgNOR-Darstellung wurde verédndert. Zum einen ist kein
Autoklavieren der Schnitte vor Inkubation mit der Silber-Kolloid-Gebrauchslosung
notig, da dieses schon vor der MIB-1-Rezeptorfarbung erfolgt ist. Zum anderen wird
nach der Versilberungsreaktion keine aufsteigende Alkoholreihe durchgefuhrt. Es
k&me sonst zu einem ,Ausbleichen® der Immunfarbung.

Eingedeckt werden die Praparate zuerst mit Crystal-Mount™, die Farbungen
konserviert, und danach werden sie in Kanadabalsam eingebettet.

2.3.2.3 Farbeablauf

Zunachst wird die Farbelbsung hergestellt. Es handelt sich um:

= Ldsung A: 5 g AgNO3 in 20 ml Aqua bidest

= Ldsung B: 200 mg Gelatine in 10 ml 1% HCOOH-L6sung

LAsung B wird in Losung A gegeben.

Die Schnitte werden in einer Glaskuvette mit einer frisch hergestellten Silber-Kolloid-
Gebrauchslésung inkubiert. Die Farbung erfolgt bei Dunkelheit und Raumtemperatur.
Nach 20 Minuten wird die Farbung mittels Mikroskop kontrolliert. Die Dauer der
Farbung betragt 30 Minuten.

Die folgende Spilung (3x5 min in Aqua dest) dient der Entfernung Uberschuissiger
Silberprazipitate.

Zuletzt werden die Praparate mit Crystal-Mount™ konserviert und in Kanadabalsam

eingebettet.

2.3.3 Das Farberesultat

Als Resultat stellen sich im mikroskopischen Bild die AgNORs als schwarzliche
Punkte vor einem gelblichen oder rotlichen Hintergrund dar. Die MIB-1-negativen
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Zellkerne nehmen eine gelbliche Farbe an, welche Artefakt der Versilberungsreaktion
ist. Die MIB-1-positiven Zellen stellen sich rétlich dar.

2.4  Messung der Praparate

2.4.1 Das Bildverarbeitungssystem AMBA

Die Grundlage der AgNOR-Messungen bildet das Bildverarbeitungssystem AMBA.
Es wurde im Pathologischen Institut der Charité Berlin im Labor fur automatisierte
Mikroskopbildanalyse entwickelt.

Im wesentlichen gibt es folgende Hauptkomponenten (Roth et al. 1989):

Programmiersprache LAMBA
Ein Editor zur Quellenprogrammerarbeitung
Ein Compiler zur Erzeugung lauffahiger Programme
Ein Steuerteil fur Dialog- und Programmbearbeitung
Ein Paket von Unterprogrammen

Zur Hardware gehdren:

Mikroskop: Jenaval, Zeiss Jena
CCD-Kamera

Farbmonitor
Framegrabber/Graphikkarte

Personal Computer

2.4.2 Interaktive Messung der AQNORs mit dem Programm AMBA\norcolor

Die Messung wurde mit dem Programm AMBA/norcolor durchgefihrt. Wahrend der
Messungen wurde die Kamera- und Mikroskopeinstellung nicht verandert. Es wurde
mit vierhundertfacher VergroRerung gearbeitet (Objektiv x 40, Projektiv x 10). Es
wurden zwei Melreihen durchgefuhrt. In der ersten Mel3reihe wurden 150 zufallig
ausgewahlte Zellkerne von Tumorzellen auf ihre AgNOR-Parameter untersucht,
gleichgiltig, ob es sich um MIB-1 positive oder MIB-1 negative Zellen handelt. In der
zweiten Mel3reihe wurden 100 Zellkerne in ausschliel3lich MIB-1-positiven Zellkernen
gemessen. Die zweite Mel3reihe umfal3te lediglich 67 Préaparate, da in 21 Préparaten
die MIB-1-Expression in so geringer Anzahl vorhanden waren, daf3 es nicht mdglich

war 100 Zellkerne zu messen, die MIB-1 positiv waren.



Material und Methoden 18

Zunachst wurde im zu untersuchenden Praparat ein entsprechender Tumorbereich
ausgewahlt. Dieser wurde eingestellt und entsprechend Helligkeit, Kontrast und

Fokus tber Kontrolle des Monitorbildes eingestellt.

Das so abgestimmte Bild wird von der CCD-Kamera abgetastet und durch die
»ocan“-Aufforderung in den Framegrabber eingescannt.

Nun wurden die einzelnen Zellkerne segmentiert, indem ein Zellkern ausgewahlt
wurde und dessen Umrandung mit dem Cursor durch bedienen der linken Maustaste
gekennnzeichnet wurde. Die Kernkontur erhielt eine farbige Umrandung. Gelingt
dieses nicht direkt, kann der Untersucher die Schwellenwerte interaktiv optimieren,
bis die abgebildetete Kernkontur maoglichst genau mit der tatséchlichen Kernform
Ubereinstimmt. Es existiert aul3erdem die Moglichkeit fir den Untersucher mit der
rechten Maustaste Kontur- bzw. Trennlinien zu ziehen, welche insbesondere bei
direkt aneinander grenzenden Zellkernen in Anspruch genommen wird. Ist die
Kernsegmentierung abgeschlossen wird dieses mit der mittleren Maustaste bestéatigt.
Darauf folgte die automatische Messung der AQNOR-Merkmale. Um zu verhindern,
daR die Zellkerne doppelt gezéahlt werden, werden die bereits gezahlten Zellkerne
blau dargestelit.

So werden alle Tumorzellkerne im jeweiligen Gesichtsfeld gemessen. Sind alle
Zellkerne vermessen worden, wird ein neues Gesichtsfeld eingestellt und wie oben
beschrieben bearbeitet.

Die Anzahl der bereits erfaldten Zellkerne konnte man in einem Fenster zu jedem
Mel3zeitpunkt sehen.

24.2.1 AgNOR-Merkmale

Es konnen insgesamt 40 AgNOR-Merkmale gemessen werden. Man kann sie
unterscheiden in :

AgNOR-Anzahl

AgNOR-Menge

AgNOR-Lage
Es wird weiter unterschieden in priméare und sekundare AgNOR-Merkmale. Durch
Messung der AgNORs und der Zellkerne werden die primaren Merkmale direkt
bestimmt, die sekundaren Mekmale stellen dagegen die Beziehung zweier primérer
Merkmale dar.
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Priméare Merkmale der AQNOR-Anzahl:
NORNMB_M: Mittelwert der unkorrigierten Anzahl der AQNORs pro Zellkern;
AgNor-Cluster werden als ein AQNOR gezahlt
NORNBC_M: Mittelwert der korrigierten Anzahl der AgNORs pro Zellkern;
AgNOR-Cluster werden als zwei AQNOR gezabhilt.
NOR_Kx:  Anzahl der Zellkerne, die x AgQNORs pro Zellkern enthalten, wobei x
einen Wert zwischen 0 und 10 annehmen kann
Primére Merkmale der AQNOR-Menge:
AREA_M:  Mittelwert der in um? gemessene Zellkernschnittflache
S_AREA_M: Mittelwert der in pm? gemessenen Summe der Schnittflachen aller
AgNORs eines Zellkerns
MAX_NOR_M: Mittelwert der Schnittflache des jeweils Grol3ten AgNORs im
Zellkern
Fur diese Untersuchung waren insbesondere die Merkmale bezuglich der Anzahl und
der Flache interessant. Die sekundaren Merkmale der AgNOR-Anzahl und der
AgNOR-Flache sind hier nicht weiter aufgefihrt, da sie fir diese Untersuchung nicht

von Bedeutung sind.

2.5 Statistik

Die statistische Bearbeitung der MelRwerte wurde mit Hilfe der statistischen
Programme des Department of Biomathematics (BMDP) der University of California,
Statistical Software Inc., Los Angeles, USA durchgeflhrt.

Um die Zusammenhange zwischen den verschiedenen Parametern zu analysieren
sind die Korrelationskoeffizienten berechnet worden; zusatzlich wurde der
Kolmogoroff-Smirnov-Test verwendet. Zur Gruppierung der Patienten fur die
Erstellung von Mehr-Felder-Tafeln und Uberlebenskurven ist entsprechend der
Mittelwerte eine 1:1 Gruppierung erfolgt. Die Mehr-Felder-Tafeln wurden mit dem
Pearson Chi2-Test ausgewertet.

Nach Kaplan und Meier wurde die univariate Uberlebensanalyse erstellt und mit Hilfe
des Wilcoxon-Breslow-Tests (Cox 1972) beurteilt.

Die multivariate Uberlebensanalyse wurde nach dem Cox-Model erstellt. Das

Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 (Cox-Model p<0,10) festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Univariate Uberlebensanalyse

Nachfolgend werden die Uberlebensdaten der Patientinnen dargestellt. Die einzelnen
Parameter werden einerseits in Form von Mehr-Felder-Tafeln dargestellt und

andererseits mit Hilfe von Kaplan Meier Uberlebenskurven analysiert.

Bei den Mehr-Felder-Tafeln werden innerhalb des untersuchten Parameters die
medianen Uberlebenszeiten der unterschiedlichen Patienengruppen miteinander
verglichen und auf ihre Signifikanz hin Uberprift. Sind keine medianen
Uberlebenszeiten vorhanden, so liegt das daran, daR in dieser Gruppe uber 50% der

Patientinnen noch leben und dieser Wert nicht berechnet werden konnte.

3.1.1 Tumorstadium

Das postoperative Tumorstadium pTNM zeigt eine eindeutige prognostische
Relevanz, da sich in Abhangigkeit vom Tumorstadium signifikant unterschiedliche
Uberlebenswahrscheinlichkeiten nachweisen lassen (Tab. 6, Abb. 2). Gleiches gilt
auch fir seine Komponenten, den Lymphknotenstatus (Tab. 8, Abb. 4) und im Trend
auch fur die TumorgréRe (Tab. 7, Abb. 4), fir welche die Unterschiede im Uberleben

aber nicht signifikant waren.

Im folgenden werden die genannten Parameter in Form von Mehr-Felder-Tafeln und

Kaplan-Meier Uberlebenskurven dargestellt.
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Postoperatives Tumorstadium (pTNM)

Tabelle 6: Uberlebensunterschiede zwischen den verschiedenen Stadien des TNM-
Systems; n = 88 Patientinnen

pTNM 1 2 3 4
Anzahl der Patienten (n) 8 62 10
5-Jahre- 100 69 50 25
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 7 3,6 2,4
Mittleres Uberleben (Jahre) 7 5,6 4,6 2,9

p FTL TNM-Stadium

= 1

0.8 1

0.6 -

0.4+

0.2 1

o] \ \ \ \ \ \ \ \
o 1 2 3 4 5 8 7 8
Uberleben [Jahre]

Abbildung 2: Uberlebenskurve nach Kaplan und Meier fiir pTNM; p = 0.0076
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Postoperative TumorgréRe (pT)

Tabelle 7: Uberlebensunterschiede zwischen den verschiedenen TumorgréRen

pT 1 2 3 4
Anzahl der Patienten (n) 13 55 15
) 5-Jahre- 85 69 53 33
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - - 5,6 3,4
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,3 5,6 4,7 3,4

1
P HL‘H_\_H pT-Stadium
0.8 [ -
H T2
081 ]
—‘ T3
0.4
T4
0.2
o) \ \ \ \ \ \ \ 1
4] 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 3: Uberlebenskurve nach Kaplan und Meier fir pT; p = 0.1116



Ergebnisse 24

Postoperativer Lymphknotenstatus (pN)

Tabelle 8: Uberlebensunterschiede zwischen den verschiedenen

Lymphknotenstadien; n=88

pN 0 1
Anzahl der Patienten (n) 42 46
) 5-Jahre- 80 52
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 51
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,3 4,6

1
D Lymphknoienstatus
0.8
0.6
0.4
0.2
o \ \ \ \ \ \ \ 1
] 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 4: Uberlebenskurve nach Kaplan und Meier fiir pN; p=0.0016
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3.1.2 Gradierung (G)

Bei der histomorphologischen Gradierung laR3t sich ebenfalls eine deutliche
Korrelation mit den Uberlebensdaten finden. Das Uberleben der unterschiedlichen
Patientengruppen nimmt mit zunehmender Entdifferenzierung (G1/G2 vs. G3)

signifikant ab.

Tabelle 9: Uberlebensunterschiede zwischen den verschiedenen Auspragungen der
histomorphologischen Gradierung; n=88

G 1 2 3
Anzahl der Patienten (n) 14 39 35
5-Jahre- 79 74 51
Uberlebenswahrscheinlichkeit
(%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 6,5 5
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,1 6 4,5

1 —
o) Grading
0.8
0.6
0.4
0.2
o) T I I I I \ \ |
4] 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 5: Uberlebenskurve nach Kaplan und Meier fiir G; p=0,0162
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Mitoserate (MIT)

Tabelle 10:  Uberlebensunterschiede fiir die verschiedenen Auspragungen der

Mitoserate; n=85

MIT 1 2 3
Anzahl der Patienten (n) 41 27 17
5-Jahre- 76 70 35
Uberlebenswahrscheinlichkeit
(%0)
Medianes Uberleben (Jahre) - 6,5 2,8
Mittleres Uberleben (Jahre) 6 5,5 3,8

P Mitosezahl

0.8 niedrig
mittel

0.6
0.4
0.2

o) \ \ \ \ \ \ \ 1

] 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahrel

Abbildung 6: Uberlebenskurve nach Kaplan und Meier fir MIT; p=0,0051
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Tubulare Differenzierung (TD)

Tabelle 11: Uberlebensunterschiede zwischen den verschiedenen Auspragungen
der tubuléren Differenzierung; n= 80

D 1 2 3
Anzahl der Patienten (n) 3 24 53
5-Jahre- 100 67 60
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 6,5 6,5
Mittleres Uberleben (Jahre) 7.4 52 5,2
.
b Tubulare Differenzierung
0.8
0.6
0.4 -
0.2 -
o/ I I I I I \ \ |
o 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 7: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir TD; p=0,3684
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Kernpleomorphie (KP)

Tabelle 12: Uberlebensunterschiede zwischen den verschiedenen Auspragungen
der Kernpolymorphie; n=86

KP 1 2 3

Anzahl der Patienten (n) 7 32 47

5-Jahre- 71 78 58
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)

Medianes Uberleben (Jahre) - 7 6,1

Mittleres Uberleben (Jahre) 6,1 6 4,9

1 ]
p L‘—LHT“—‘—‘% Kernpleomorphie
[l
0.8 gl_\;
G
2
0.6 G
G3
0.4
0.2
o] \ \ \ \ \ \ \ \
o 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 8: Uberlebenskurve nach Kaplan und Meier fiir KP; p=0,1141
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3.1.3 Hormonrezeptor Status

Ostrogenrezeptor Status (ER)

Tabelle 13: L'Jber_llebensunterschiede zwischen den verschiedenen Auspragungen
des Ostrogenrezeptor Status; n=88

ER Negativ positiv
(maximale (maximale
Bindungskapazitat Bindungskapazitat
<10 fmol/mg) >9 fmol/mg)
Anzahl der Patienten (n) 21 68
5-Jahre- 52 71
Uberlebenswahrscheinlichkeit
(%)
Medianes Uberleben (Jahre) 5,5 7
Mittleres Uberleben (Jahre) 4,5 5,7
1T T=/]
p Ostrogenrezeptor
0.8 -
0.6 -
neg.
0.4 -
0.2 -
o] I I I I I \ \ |
o 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 9: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir ER; p=0.0452
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Progesteronrezeptorstatus (PR)

Tabelle 14: Uberlebensunterschiede zwischen den verschiedenen Auspragungen
des Progesteronrezeptor Status

PR negativ positiv
(maximale (maximale
Bindungskapazitat Bindungskapazitat
<20 fmol/mg) >19 fmol/mg)

Anzahl der Patienten (n) 43 46

5-Jahre- 54 78
Uberlebenswahrscheinlichkei
t (%)

Medianes Uberleben (Jahre) 59 -

Mittleres Uberleben (Jahre) 4,7 6,1

p Progestercnrezeptor

0.8

0.6

0.4

0.2

4] T T T T T T \ \
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Uberleben [Jahre]

Abbildung 10: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fir PR; p=0,0153
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Patientinnen mit positivem Hormonrezeptorstatus verfiigen Uber eine bessere
Uberlebensprognose, als Patientinnen mit negativem Befund. Sowohl| bei Ostrogen-
als auch bei Progesteronrezeptoren finden sich statistisch signifikante Werte, wobei
allerdings der EinfluB des Rezeptorstatus auf das Uberleben beim

Progesteronrezeptor deutlich starker ausgepragt ist.

3.2 Ubersicht tiber die MIB-1 und AgNOR Datenverteilung

Die statistischen GrundgroRen zu den MIB-1- und AgNOR-Parametern sind in
Tabelle 15 dargestellt. Zur besseren Vergleichbarkeit beziehen sich die Angaben nur
auf die 67 Patientinnen, fur die auch Werte aus der zweiten Mef3reihe (NOR Zahlyg-

1pos., NOR Areawis-1p0s.) VOrlagen.

Tabelle 15: Mittelwerte, Standardabweichung, Minimal- und Maximalwerte sowie
Mediane der AQNOR-Parameter

Mittelwert +/- Datenverteilung Median
Standard- von bis

abweichung
MIB-1mean 10,8 +/- 9,7 0,4 40,8 8,1
NOR-Zahl (n) 2,7 +/-0,7 1,4 4,9 2,6
NOR-Area (Um?) 51+/-21 2,8 10,8 4,3
NOR-Zahlwg-1pos. (N) 39+/-1,1 1,7 6,6 3,6
NOR-Areawmis1-pos. 75+/-2,4 3,1 14,1 7,1
(Hm2)
P3 45,4 +/- 45,6 0,8 2274 31,4
P4 89,9 +/- 93,6 1,6 422,6 67,8

In der folgenden Tabelle ist die Datenverteilung und die Korrelation der Variablen

dargestellt.
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Tabelle 16: Statistische Analyse von MIB-1yean und den AQNOR Parameter.
Rechts oben: Korrelationskoeffizient; links unten: P-Werte
MIB-1 | AgNOR- | AgNOR- | AgNOR- | AgNOR- P3 P4
mean Zahl Area Zahlyg. Areays.
1pos 1pos
MIB-1ean - 0,530 0,535 0,192 0,243 0,938 0,924
AgNOR- | <0,001 - 0,625 0,315 0,234 0,600 0,515
Zahl
AgNOR- | <0,001 <0,001 - 0,072 0,501 0,527 0,665
Area
AgNOR- >0,05 0,014 >0,05 - 0,428 0,446 0,254
Zah|M|B.
1pos
AgNOR- 0,047 >0,05 <0,001 <0,001 - 0,280 0,502
AreaM|B_
1pos
P3 <0,001 | <0,001 <0,001 <0,001 - 0,885
P4 <0,001 | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 -
AgNOR-Zahl und AgNOR-Zahluie-1p0s zeigen unterschiedliche Mittelwerte und

Standardabweichungen, sind aber dennoch miteinander korreliert

(r=0,315;
P=0,014). AgNOR-Area und AgNOR-Areawmis-1pos ze€igen trotz unterschiedlicher
Mittelwerte und Standardabweichungen eine engere Verbindung zueinander auf
(r=0,501; P<0,001). Die MIB-1mean Werte korrelieren signifikant mit der AQNOR-Zahl
(r=0,530; P<0,001) und der AgNOR-Area (r=0,535; P<0,001), jedoch nur schwach
mit der AgNOR-Zahlwig-1pos ( r=0,192; P>0,05) und AgNOR-Areawmig-1pos (r=0,243;
P=0,047). Abbildung 11 zeigt, dal} die AQNOR Parameter hohere Werte in den MIB-1
positiven Zellkernen aufweisen (P<0,01).
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Abbildung 11: Datenverteilung der AQNOR-bezogenen Parameter
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3.2.1 MIB-1 und AgNOR Parameter fur alle 89 Patientinnen

3.211 MIB-1mean

Im Mittel lagen die Werte der Proliferationsfraktion bei 9,27% mit einem Maximum bei
61,2% und einem Minimum bei 0,0%. Nach einer 1:2:1 Quantilisierung erhalt man als
Begrenzungen der Quantile 2,45% und 12,7%. Es zeigt sich auch hier eine deutliche
Korrelation zwischen den drei Quantilien (Q1, Q2, Q3) der Proliferationsfraktion und

den Uberlebensdaten.

Tabelle 17: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von MIB-1mean

MIB-1mean Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten (n) 20 44 25
5-Jahre- 90 61 56
Uberlebenswahrscheinlichkeit
(%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 5,9 6,1
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,8 51 4,8

MIB'lmean

0.8

0.6

0.4 - 1

0.2

4] T T T T T T \ \
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Oberleben llahre]

Abbildung 12: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir MIB-1ean; p=0,0243
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Bei Unterteilung des Kollektivs in zwei Gruppen mit dem Median (6,8) als Grenzwert
zeigt sich auch hier eine deutliche Korrelation zwischen Proliferationsfraktion und

Uberleben.

Tabelle 18: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von MIB-1mean

MlB‘lmean Hl H2
Anzahl der Patienten (n) 45 44
5-Jahre- 84 47
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 4,3
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,5 4,4
1 —
MIB'lmean
p
H1
0.8 -
0.6
H2
0.4 -
0.2 -
0 T T T T T T \ \
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 13: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fir MIB-1mean; p<0,0001
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3.21.2 AgNOR-Parameter
3.2.1.2.1 AgNOR-Zahl

Nach Auswertung von 89 Praparaten zeigt die Zahl der AQNORs alleine nach 1:2:1

Quantilisierung weder eine Korrelation, noch Signifikanz. Die Begrenzungen der

Qantilen liegen bei 2,2 und 3,2.

Tabelle 19: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von AgNOR-Zahl.

AgNOR-Zahl Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten (n) 22 44 23
5-Jahre- 50 80 57
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) 4,7 - 5,9
Mittleres Uberleben (Jahre) 5 6,1 4,6
1 —
p AgNOR-=Zahl

0.8

0.6

0.4

0.2

Q3

T I 1
6 7 8
Uberleben [Jahre]

Abbildung 14: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fir AQNOR-Zahl; p=0,059
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In gleicher Weise zeigt sich ebenfalls keine Signifikanz bei Unterteilung des

Patientenkollektivs in zwei Halften mit dem Median (2,6) als Grenzwert.

Tabelle 20: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von AgNOR-Zahl

AgNOR-Zahl H1 H2
Anzahl der Patienten (n) 45 44
) 5-Jahre- 62 70
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) 6,1 -
Mittleres Uberleben (Jahre) 5,3 5,6

p AgNOR-Zahl
0.8
0.6
0.4
0.2
o \ \ \ \ \ \ \ |
4] 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahrel

Abbildung 15: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir AQNOR-Zahl; p=0,5199
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3.21.2.2 AgNOR-Area

Nach Auswertung von 89 Praparaten zeigen sich auch hier fur die Flache AgNOR-
Area alleine nach 1:2:1 Quantilisierung weder eine Korrelation, noch Signifikanz. Die

Begrenzungen der Quantilen liegen bei 3,6 und 5,8.

Tabelle 21: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von AQNOR-Area.

AgNOR-Area Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten (n) 22 46 21
) 5-Jahre- 68 67 62
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) 6,1 6,5 -
Mittleres Uberleben (Jahre) 5,4 5,5 5,2
.
D AgNOR-Area
0.8 -
Qi/ Qz
Q3
0.6 - 5
L
0.4 -
0.2 -
o} I I I I I \ \ |
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 16: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir AQNOR-Area; p=0,9077
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In gleicher Weise zeigt sich ebenfalls keine Signifikanz bei Unterteilung des

Patientenkollektivs in zwei Halften mit dem Median (4,33) als Grenzwert.

Tabelle 22: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von AgNOR-Area

AgNOR-Area H1 H2
Anzahl der Patienten (n) 48 41
) 5-Jahre- 65 68
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 7
Mittleres Uberleben (Jahre) 5,5 5,4
1 _
p AgNOR-Area
0.8
—H2
0.6 H1
0.4 -
0.2 -
o \ \ \ \ \ \ \ |
o 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 17: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir AQNOR Area; p=0,9514
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3.2.2 MIB-1 und AgNOR Parameter der zweiten Mel3reihe

Insgesamt konnten fur alle in dieser Melreihe untersuchten Parameter 67 Falle

ausgewertet werden.

3.221 MIB-1mean

Im Mittel lag der Wert der Proliferationsfraktion bei 10,8% mit einem Maximum bei
40,8% und einem Minimum bei 0,4%. Bei 1:2:1 Quantilisierung mit den
Begrenzungen der Quantilen bei 4,1% und 13,4% zeigt sich weder eine Korrelation
noch Signifikanz beziglich des Uberlebens.

Tabelle 23: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von MIB-1ean.

MlB‘lmean Ql Q2 Q3
Anzahl der Patienten (n) 17 34 16
5-Jahre- 82 50 56
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 4,3 6,5
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,1 4,5 4,8
1 —
MIB'lmean
p
Qi
0.8
0.6 Q2
0.4 Qa -
0.2
0 T T T T T T \ \
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 18: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir MIB-1ean; p=0,1713
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Bei einer Unterteilung in zwei Gruppen mit dem Median (8,1) als Grenzwert findet
sich sowohl eine Korrelation beziiglich des Uberlebens, als auch eine signifikante

Abnahme des Uberlebens mit steigender Proliferationsfraktion.

Tabelle 24: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von MIB-1mean Mit dem
Median (8,1) als Grenzwert

MIB-1mean H1 H2

Anzahl der Patienten (n) 34 33

5-Jahre- 79 46
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)

Medianes Uberleben (Jahre) - 2,8

Mittleres Uberleben (Jahre) 6 4

1 -

p MIB-1ean
0.8
0.6
0.4
0.2

4] T

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 19: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir MIB-1ean; p=0,0018
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3.221 AgNOR-Parameter

3.221.1 AgNOR-Zahlmig-1pos.

Im Mittel lag der Wert fir NOR Zahlwig-1pos. bei 3,9 mit einem Maximum von 6,6 und
einem Minimum von 1,7. Hier verhélt es sich so, dal3 bei einer Unterteilung in 3
Gruppen mit den Begrenzungen der Quantilen bei 3,2 und 4,6 Signifikanz beziglich

des Uberlebens vorliegt.

Tabelle 25: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von
AgNOR-ZahIM|B_1p05_.

AgNOR-Zahlwig-1pos. Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten (n) 17 34 16
) 5-Jahre- 53 74 38
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - - 2,3
Mittleres Uberleben (Jahre) 4,9 5,7 3,7
14
p AgNGR_ZahIMIB=‘EpOS.
0.8 -
Q2
0.6 -
Qi
-
0.4 - Q3 T
0.2 -
o] I I I I I \ \ |
o 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 20: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fir AgNOR-Zahlwigi-pos;
p=0,0438
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Bei Unterteilung in zwei Gruppen mit dem Median (3,6) als Grenzwert liegt keine

Signifikanz beziglich des Uberlebens vor.

Tabelle 26: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von AgNOR-Zahlwg-1pos.

AgNOR-ZahIM|B-1pOS_ H1 H2

Anzahl der Patienten (n) 34 33

) 5-Jahre- 56 64
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)

Medianes Uberleben (Jahre) 7 6,1

Mittleres Uberleben (Jahre) 5 51

AgNOR-Zahl

P g MiB-ipos.
0.8
0.6
0.4 =
0.2

o \ \ \ \ \ \ \ |

4] 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahrel

Abbildung 21: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fir AgNOR-Zahlwigi-pos.;
p=0,8522
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3.2.2.1.2 AgNOR-AreamBl.pos_

Im Mittel lag der Wert fur AQNOR-Areamigi-pos. b€1 7,5 mit einem Maximum von 14,1
und einem Minimum von 3,1. Bei einer Unterteilung in 3 Gruppen mit den
Begrenzungen der Quantilen bei 6,0 und 8,7 liegt keine Signifikanz bezlglich des

Uberlebens vor.

Tabelle 27: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von
AgNOR-AreawBl-pos,.

AgNOR-AreaWBl-pos_ Ql Q2 Q3
Anzahl der Patienten (n) 17 34 16
5-Jahre- 71 65 38
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) 7 6,5 2,3
Mittleres Uberleben (Jahre) 5,6 5,3 3,8

1
p AgNOR-Area
MiB-1pos.
0.8
Qi
Q2
0.6
0.4 Q3
0.2
o \ \ \ \ \ \ \ |
] 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 22: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fir AQNOR-Areamsi-pos.;
p=0,0527
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Bei Unterteilung in zwei Gruppen mit dem Median (7,1) als Grenzwert findet sich

hingegen eine deutliche Signifikanz beziglich des Uberlebens.

Tabelle 28: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von AgNOR-Areawsi-pos.

AgNOR-AreaWBl-pos, H1 H2

Anzahl der Patienten (n) 37 30

) 5-Jahre- 70 47
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)

Medianes Uberleben (Jahre) - 3,6

Mittleres Uberleben (Jahre) 5,6 4,3

p
AgNOR area MIB-1pos.
0.8
Hi
0.6
0.4
0.2
o \ \ \ \ \ \ \ |
4] 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 23: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fir AQNOR Areawmisi-pos.;
p=0,0340
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3.3 Uberpriufung der Brugal-Hypothese

Entsprechend der oben hergeleiteten Formel P=G/T soll diese nun anhand der
experimentellen Ergebnisse Uberpriaft  werden. Man errechnet  die
Proliferationsaktivitditen P durch Einsetzen der MIB-1 Werte fir G und der AQNOR
Parameter fur T.

3.3.1 Beziehungen der Kombination einzelner Parameter miteinander

Im folgenden werden der Ansatz, der die Hypothese Brugals bestétigen soll, einem
Gegenmodell gegenlbergestellt.

Zunachst werden die Proliferationsaktivitaiten der zweiten MeRreihe fir 67 Falle
berechnet. Dabei stellt P3 das Produkt aus MIB-1yean und AgNOR-Zahlyg-1pos. UNd
P4 das Produkt aus MIB-1yean und AgGNOR-Areawg-1pos. dar.

Verglichen werden diese Ergebnisse mit dem Gegenmodell, welches die
Proliferationsaktivitaten aller 89 Falle darstellt. P1 stellt das Produkt aus MIB-1mean
und AgNOR-Zahl dar und P2 das Produkt aus MIB-1mean und AQNOR Area.

Bei beiden Modellen ist eine Unterteilung in zwei und in drei Gruppen erfolgt, die in
Form von Mehr Felder Tafeln und Kaplan-Meier Uberlebenskurven dargestellt

werden.

Danach werden zur vergleichenden Bewertung der Kombinationsparameter P1 bis

P4 sowie der klinischen Daten Cox-Modelle vorgestellt (s. Kap. 3.6).
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3311 "richtiger Ansatz"

P 3 (MIB'lmean X AqNOR'ZahIM|B-1pos_)
Im Mittel lag der Wert fur P 3 bei 45,5 mit einem Maximum von 227,4 und einem

Minimum von 0,8. Bei einer Unterteilung in 3 Gruppen mit den Begrenzungen der
Quantilen bei 16,03 und 56,29 liegt.

Tabelle 29: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von P 3
(MIB‘lmean X AgNOR'ZahlwuB.]_pos_)

Anzahl der Patienten (n) 17 34 16
) 5-Jahre- 82 56 44
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 5,8 2,3
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,1 4,9 3,9
-1 —
b P3
Qi
0.8 -
Q2
0.6 -
Q3

0.2 1

o) T T I I I \ \ |
4] 1 2 3 4 5 6 7 8
Uberleben [Jahre]

Abbildung 24: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir P 3; p=0,0524
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Bei Unterteilung in 2 Gruppen zeigt sich mit p=0,0195 ein signifikanter

Uberlebensunterschied.

Tabelle 30: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von P 3
(MIB-1mean X NOR-Zahluig-1pos.) Mit dem Median (31,4) als Grenzwert

MlB‘lmean X NOR'Zahll\/"B_lpos_ Hl H2
Anzahl der Patienten (n) 34 33
5-Jahre- 74 46
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 3,4
Mittleres Uberleben (Jahre) 5,8 4,2
1 _
p P3
0.8 -
H1
0.6 -
H2
0.4 -
0.2 -
o) \ \ \ \ \ \ \ \
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 25: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir P 3; p=0,0195
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Im Mittel lag der Wert fur P 4 bei 89,9 mit einem Maximum von 422,6 und einem

Minimum von 1,6. Bei der Unterteilung in drei Gruppen mit den Quantilgrenzen 26,07

und 104,68 finden sich signifikante Ergebnisse beziglich des Uberlebens.

Tabelle 31: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von P 4
(MIB'lmean X NOR'Areal\/“Bl.pos)

MlB‘lmean X NOR'Areal\/”B]__pos. Ql QZ Q3
Anzahl der Patienten (n) 17 34 16
) 5-Jahre- 88 56 38
Uberlebenswahrscheinlichkeit
(%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 5,8 2,3
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,5 4.8 3,7
1 _
o Q1 b4
0.8 -
0.6 - Q2
0.4 -
Q3
0.2 -
0] \ \ \ \ \ \ \ |
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 26: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fir P4; p=0,0014
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Bei Unterteilung in zwei Gruppen mit dem Median (67,4) als Grenzwert finden sich

signifikante Ergebnisse bezuglich des Uberlebens.

Tabelle 32: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von P 4
(MIB‘lmean X NOR'AreaI\/HB]_-pos_)

MIB'lmean X NOR'AreaN“Bl.pOS Hl H2
Anzahl der Patienten (n) 34 33
) 5-Jahre- 74 46
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 2,8
Mittleres Uberleben (Jahre) 5,8 4,2
1 —
B P4
0.8 -
H1
0.6 -
H2
0.4 - H
0.2 -
o) \ \ \ \ \ \ \ 1
g 1 2 3 4 5 8 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 27: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fur P 4; p=0,0135
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3.3.1.2 "Gegenmodell"

P 1 (MIB-1nean X NOR-Zahl)

Man erhalt eine deutliche Korrelation. Durch 1:2:1 Quantilisierung mit den

Quantilgrenzen 6,16 und 38,12 konnen drei Patientengruppen gebildet werden,

deren Uberleben signifikant abnimmt.

Tabelle 33: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von P 3
(MIB-11ean X NOR-Zahl); n=89

MIB-1mean X NOR-Zahl Q1 Q2 Q3

Anzahl der Patienten (n) 22 45 22

) 5-Jahre- 86 62 55
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)

Medianes Uberleben (Jahre) - 6,1 5,7

Mittleres Uberleben (Jahre) 6,7 5,2 4,6

Q1
B \—‘—‘ P1
0.8
Q2
0.6 as
0.4
0.2
o) I I I I I \ \ |
4] 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 28: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir P 1; p=0,0236
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Obiges gilt fur eine Unterteilung in zwei Patientengruppen mit dem Median 17,19 als

Grenzwert.

Tabelle 34: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von P 1
(MlB‘lmean X NOR-Z&hD, n:89

MIB-1mean X NOR-Zahl H1 H2
Anzahl der Patienten (n) 44 45
5-Jahre- 84 49
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 4,7
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,5 4,4
-i —
p Hi P 1
0.8
0.6 - H2
0.4 -
0.2
o/ I I I I I \ \ \
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Uberleben [Jahre]

Abbildung 29: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir P 1; p= 0,0001
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P 2 (MIB-11nean X NOR-Area)

Eine deutliche Korrelation ist hier aufzuweisen. Durch 1:2:1 Quantilisierung mit den

Quantilgrenzen 11,64 und 67,75 konnen drei Patientengruppen gebildet werden,

deren Uberleben signifikant abnimmt.

Tabelle 35: Uberlebensunterschiede zwischen den Quantilen von P 2
(MIB-1mean X NOR-Area); n=89

MIB-1mean X NOR-Area Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten (n) 22 45 22
) 5-Jahre- 86 60 59
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 5,9 6,5
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,7 5 5

1 —
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b \—‘—‘ P2
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Uberleben [Jahre]

Abbildung 30: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir P 2; p=0,0353
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Unterteilung in zwei Patientengruppen mit dem Median (31,68) als Grenzwert.

Tabelle 36: Uberlebensunterschiede zwischen H1 und H2 von P 2
(MIB-1ean X NOR-Area); n=89

MIB-1mean X NOR-Area H1 H2
Anzahl der Patienten (n) 45 44
5-Jahre- 80 52
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
Medianes Uberleben (Jahre) - 51
Mittleres Uberleben (Jahre) 6,3 4,6
-i —
p P2
H1
0.8
0.6 - H2
0.4 -
0.2
o/ I I I I I \ \ |
0 1 2 3 4 5 6 7 8
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Abbildung 31: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir P 2; p= 0,0018
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3.4 Multivariate Analyse: Cox Modelle

3.4.1 Vergleich der prognostischen Relevanz der klinischen Parameter mit den
GrundgrofRen MIB-1, AQNOR-Zahl, AQNOR-Zahlwiig-1pos,» AGQNOR-Area und
AgNOR-Areawmig-1pos::

Dargestellt sind der Chiz-enter- bzw. Chiz-remove-Wert sowie die zugehdrigen p-
Werte, bei denen die einzelnen Komponenten mit unabhangiger prognostischer
Relevanz in das Modell aufgenommen werden bzw. im Modell gehalten werden.
Angegeben ist jeweils die Ausgangsposition ("Schritt 0") und das Endergebnis nach

der Aufnahme des letzten aufnahmefahigen Parameters (p < 0.10) ("Schritt x™).
Im folgenden sind die klassischen Prognoseparameter, sowie die neueren in dieser
Studie angewandten Prognoseparameter, bezogen auf die 89 Falle der ersten

Melreihe, dargestellt.

Cox-Modell mit klassischen Staging- und Differenzierungsparametern

Schritt 0
Chi2 enter Chi2 remove p-Wert
pN 13,90 0,0002
MIB-1max 11,41 0,0007
MIB-1mean 10,45 0,0012
MIT 5,85 0,0156
G 4,63 0,0314
pT 4,18 0,0410
PRL 3,60 0,0579
KP 2,80 0,0940
ERL 1,76 0,1842
NOR-Area 0,21 0,6443
NOR-Zahl 0,12 0,7309
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nach Schritt 5

Chi2 enter Chi2 remove p-Wert

MIB-1mean 13,75 0,0002

pN 12,30 0,0005

NOR Area 9,93 0,0016

pT 5,69 0,0171

PRL 4,35 0,0369

Andere <1,85 > 0,1000

Parameter

Betrachtet man die klassischen Prognoseparameter und die neueren im Vergleich,
so zeigt sich, dall? MIB-1nhean die klassischen Prognoseparameter pT und pN
"Uberholt", je weiter das Cox Modell voranschreitet. MIB-1yean und pN kdnnen somit
als die wichtigsten sich erganzenden Parameter gelten.

Ersetzt man im Ansatz des Cox-Modells pN und pT durch das Gesamtstadium
PpTNM, so wird dieses nach MIB-1nean und vor AQNOR Area als zweitbeste Grol3e

aufgenommen.

3.4.2 Multivariate Analyse der neueren Prognosefaktoren

Um zu untersuchen, inwieweit sich die Unterschiede zwischen den einzelnen
globalen oder MIB-1nean-bezogenen AgNOR-Parametern auch prognostisch
auswirken, wurde ein Cox-Modell fur die 67 Féalle der zweiten Melreihe fir
ungestufte und gestufte Grof3en durchgefihrt.

Schritt 0
Chi2 enter Chi2 remove p-Wert
MIB-1mean 3,71 0,0539
NOR-Zahlwig-1pos. 2,38 0,1226
NOR-Area 1,78 0,1820
NOR-Areamig1-pos. 1,74 0,1867
NOR-Zahl 0,00 0,9492
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nach Schritt 3

Chi2 enter Chi2 remove p-Wert
NOR-Area 17,54 < 0,0001
MIB-1mean 12,73 0,0004
NOR-Areamig1-pos. 10,02 0,0015
Andere Parameter <2,09 > 0,1000

MIB-1mean Wird als erstes ins Cox Modell aufgenommen, gefolgt von NOR-Area und
NOR-Areamigi-pos., Wobei MIB-1mean Nach Schritt 3 als zweitbeste GrofRe im Cox

Modell aufgenommen wird und NOR-Area die beste Grof3e darstellt.

Es folgen die gestuften Werte fir die 67 Falle der zweiten Mel3reihe.

Schritt 0
Chi2 enter Chi2 remove p-Wert
MIB'lmean 9,83 0,0017
NOR-Areamis1-pos. 3,84 0,0502
NOR-Zahl 1,00 0,3179
NOR-Area 0,46 0,4981
NOR-Zahlwig-1pos. 0,00 0,9547
nach Schritt 3
Chi2 enter Chi2 remove p-Wert
MIB-1mean 11,61 0,0007
NOR-AreamBl.pos_ 4,63 0,0314
NOR-Area 3,84 0,0501
Andere Parameter <141 > 0,1000

Betrachtet man die gestuften Werte, so hat man hier MIB-1ean als beste Gro3e wie
auch bei dem Vergleich mit den klassischen Prognoseparametern. MIB-1mean zeigt
sich auch hier als diejenige Komponente, mit der héchsten prognostischen Relevanz.
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NOR-Area wig1-pos.-Stellt die zweitbeste GréfRe dar und NOR-Area ist im letzten Schritt

ebenfalls ins Cox Modell aufgenommen worden.

Beide Cox-Modelle belegen somit, da3 NOR-Area wmi1-pos.. gegenuber NOR-Area
eine eigenstandige prognostische Information enthalt, passend zu der Hypothese
von Brugal. Diese beschéaftigt sich mit der Kombination aus den neueren
Prognoseparamtern, fir die bereits oben Cox Modelle erstellt worden sind. Um zu
untersuchen, inwieweit Brugals Hypothese Gultigkeit hat und sich die Unterschiede
zwischen den Kombinationsparamtern auch prognostisch auswirken, wurde ein Cox-

Modell fur die Kombinationsparameter der 67 Félle der zweiten Melreihe

durchgefuhrt.
Schritt 0
Chi2 enter Chi2 remove p-Wert
P4 8,83 0,0030
P3 6,74 0,0094
P1 2,40 0,1210
P2 0,84 0,3606
nach Schritt 2
Chi2 enter Chi2 remove p-Wert
P4 11,81 0,0006
P2 3,81 0,0509
Andere <0,36 > 0,1000
Parameter

Innerhalb der gestuften Kombinationsparameter zeigt sich P 4 als beste Gréf3e und
derjenigen mit der hochsten prognostischen Relevanz. P2 erreicht zwar noch das
Signifikanzniveau von p < 0.10, sein Einflul3 ist jedoch nur schwach.

Um zu untersuchen, ob einer der Kombinationsparameter gegentber den ubrigen

einzelnen MIB-1pean- bzw. AgNOR-basierten Grof3en prognostisch von hdoherer
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Relevanz ist, wurde ein weiteres Cox-Modell fiir die 67 Falle der zweiten MelRreihe

durchgefuhrt.
Schritt 0
Chi2 enter Chi2 remove p-Wert
P4 8,83 0,0030
P3 6,74 0,0094
NOR-Areamig1-pos. 2,56 0,1098
P1 2,40 0,1210
MIB-1mean 2,24 0,1341
NOR-Area 1,94 0,1639
NOR-Zahlwig-1pos. 0,87 0,3522
P2 0,84 0,3606
NOR-Zahl 0,04 0,8450
nach Schritt 2
Chi2 enter Chi2 remove p-Wert
P4 15,14 0,0001
NOR-Area 8,25 0,0041
Andere < 2,56 >0,1000
Parameter

Es zeigt sich, da? P 4 als beste Grof3e in das Cox Modell aufgenommen wird und
neben ihm keinem anderen Kombinationsparameter, der angeboten wurde, sondern
lediglich noch NOR Area unabhangige prognostische Relevanz zukommt. Dieses
Ergebnis ist als Hinweis auf die biologische Bedeutung der Hypothese Brugals zu

werten.
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4. Diskussion

4.1 Prognostik des Mammakarzinoms mit klassischen Parametern

Fur die Entscheidung der Therapieform bei Tumorerkrankungen ist die
Prognoseeinschatzung von wesentlicher Bedeutung. Es gibt verschiedene
Parameter, darunter klinische, pathohistologische, sowie deren Kombinationen, die
dabei behilflich sind. Dennoch ist es schwierig, den Krankheitsverlauf genau
vorherzusagen, da es immer Patienten gibt, die sich untypisch verhalten, z. B.
Patienten, die TINO eingestuft wurden und nur eine geringe Uberlebenszeit
aufweisen, oder auch Patienten, die T3N1 eingestuft wurden und eine deutlich
langere als die erwartete Uberlebenszeit aufweisen. Es ware also wiinschenswert,
neue Prognoseparameter zu finden oder bereits bekannte Parameter zu verfeinern
bzw. zu modifizieren, anhand derer eine Verbesserung der Prognoseeinschéatzung
moglich ist. Um letzterem ndher zu kommen, ist es hilfreich, diese in Beziehung zur

Uberlebenszeit oder zur Rezidivrate zu stellen.

Eines der wichtigsten angewandten Parameter flr die Prognoseeinschéatzung ist die
Tumorausbreitung nach der TNM-Klassifikation (UICC 1987). Seine Validitat ist
durch viele Studien bestétigt worden (Baak et al. 1985, Biesterfeld et al. 1988, Railo
et al. 1993, Holzel et al. 1996, Shi et al 1999). Unterstitzend ist eine Signifikanz von
p=0,0076 fir das postoperative Tumorstadium und die Korrelation mit den
Uberlebensdaten dieser Arbeit, wobei das Uberleben signifikant mit Zunahme des

Stadiums abnimmt.

Der postoperative Lymphknotenstatus ist fir die Prognoseeinschatzung ebenfalls
von Bedeutung, inshesondere beim Mammakarzinom. Es gibt viele Arbeiten, so auch
diese, die eine signifikante Korrelation des postoperativen Lymphknotenstatus mit
den Uberlebensdaten beschreiben (Biesterfeld 1988; Railo et al. 1993; Hdlzel et al
1996, Pierga et al. 1996). Mit einer Signifikanz von p=0,0016 bestatigt diese Arbeit,
dall  die Uberlebenswahrscheinlichkeit ~ mit  positivem postoperativem
Lymphknotenstatus signifikant abnimmt. Nach Holzel et al. (1996) und Shek et al.
(1984) kann die beste Prognoseeinschatzung durch die Anzahl der positiven

Lymphknoten gemacht werden. Falls keine positiven Lymphknoten vorhanden sind,
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besteht bei Holzel et al. eine 5-JULW von 96%, bei mehr als 5 positiven

Lymphknoten sinkt sie auf 37%.

Die histomorphologische Gradierung nach Bloom und Richardson (1957) wird als
valider Prognoseparameter, in der Literatur bestatigt (Biesterfeld et al 1988; Mitze et
al. 1995, Pinder et al. 1995, Hoélzel et al 1996, Seshadri et al 1997). Diese Arbeit
bestatigt mit p=0,0162 eine signifikante Abnahme des Uberlebens mit Abnahme des
Differenzierunsgrades und somit die Validitat der histomorphologischen Gradierung

als Prognoseparameter.

Prognostische Relevanz zeigt sich auch bei der Untersuchung des biochemischen
Hormonrezeptorstatus sowohl in der Literatur (Ho6lzel et al. 1996; Seshadri et al.
1997), als auch in dieser Arbeit. Es zeigen sich statistisch signifikante Werte von
p=0,0452 fir Ostrogen- und p=0,0133 fiir Progesteronrezeptoren. Bei positivem
Hormonrezeptorstaus Uberleben deutlich mehr Patientinnen als bei negativem
Hormonrezeptorstatus. Wichtig ist die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus fir
den weiteren Therapieverlauf. Vor allem der Ostrogenrezeptorstatus ist von
Bedeutung, da die adjuvante Hormontherapie vor allem auf Antiéstrogenen basiert,
z. B. Tamoxifen. Manche Autoren beschreiben auch keine bzw nur eine gering
signifikante Korrelation fiir Ostrogenrezeptoren (Gasparini et al. 1994, Mitze et al.
1995, Pichon et al 1997), ebenso wie flr Progesteronrezeptoren (Gasparini et al.
1994, Mitze et al. 1995, Pichon et al 1997). Einige Autoren sehen ihren Nutzen
lediglich in der therapeutischen Entscheidung. Trotz dieser Zweifel hat sich die
Nutzung der Hormonrezeptoren in der klinischen Praxis bewéhrt. Die Bestimmung
des Hormonrezeptorstatus gehoért mitlerweile zur klinischen Routine und
therapeutische Entscheidungen werden in Abhangigkeit vom Hormonrezeptorstatus

getroffen.

4.2  Prognostik des Mammakarzinoms durch Bestimmung der

Proliferationsfraktion

Ein weiterer Parameter, der fur die Prognoseeinschatzung genutzt wird, ist das von
Gerdes entdeckte Proliferationsantigen Ki-67 (Gerdes et al. 1983). Das Ki-67 Antigen
kann durch den zugehoérigen MIB-1 Antikorper (Cattoretti et al. 1992) in
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Paraffinschnitten dargestellt werden. Hier ist eine vorherige Mikrowellenbehandlung
zur Demaskierung des Epitops erforderlich. Die Identifikation ist in jedem
Routinelabor mdglich, sofern Kenntnisse zum immunhistochemischen Verfahren
vorliegen. Alternativ besteht bei Vorliegen von Gefrierschnitten die Mdglichkeit der
Markierung des Ki-67 Antigens durch den urspringlichen Ki-67 Antkorper. Das
Proliferationsantigen Ki-67 markiert alle Zellen, die sich in der Proliferation befinden
(G1-, S-, G2- und M-Phase). Es ist jedoch keine Aussage Uber die Dauer des
Zellzyklus machbar. Viele Untersuchungen und Vergleiche sind zu diesem Thema
gemacht worden, und es finden sich signifikante Korrelationen zwischen dem
Uberleben und der mit Hilfe von MIB-1 respektive Ki-67 bestimmtem Proliferation
(Pietilainen et al.1996; Querzoli et al. 1996; Sundblad et al. 1996). Mit p = 0,0243
unterstiitzt diese Arbeit diese Ergebnisse. Das Uberleben nimmt mit Zunahme der
Proliferationsfraktion MIB-1nean ab. Kiuwax als hdchste Einzelwerte der Melfelder
zeigen ebenfalls statistische Signifikanz beziiglich der Uberlebensdaten (p= 0,0282).
Das Uberleben nimmt auch hier mit steigender Proliferationsfraktion ab. Demnach ist
die prognostische Relevanz fir MIB-1mean Und Kiyax Vergleichbar.

Tendentiell wurden Proliferationsmarker, wie MIB-1 oder der Mitoseindex, einzeln auf
ihre prognostische Signifikanz untersucht. Es gibt aber auch einige vergleichende
Untersuchungen von MIB-1 und dem Mitoseindex. Rudolph et al. fihrten 1998 eine
vergleichende Untersuchung an invasiv duktalen Mammakarzinomen (n=62),
Plattenepithelkarzinomen (n=44), kolorektalen Adenokarzinomen (n=38), nicht
kleinzelligen (n=23) und kleinzelligen (n=22) Bronchialkarzinomen durch. Die hdchste
Korrelation fand sich bei den invasiv duktalen Mammakarzinomen (p<0.0000001)
und den nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen(p<0,000022). Das entspricht auch
den Ergebnissen von Weidner et al. von 1994, die ebenfalls die Korrelation des
Mitoseindex und der MIB-1 Expression bei Mammakarzinomen untersuchten.
Naturlich gibt es Kontroversen. Die Studien von Isola et al. von 1990 und Keshgegian
et al. von 1995 verglichen ebenfalls den Zusammenhang von MIB-1 und dem
Mitoseindex an Mammakarzinomen. Bei beiden fand sich jedoch nur eine schwache
Korrelation. Eine etwas schwachere Korrelation fand sich bei Rudolph et al. auch bei
den kolorektalen Adenokarzinomen (p=0,0012), keine Signifikanz trat bei
kleinzelligen Bronchialkarzinomen auf und erstaunlicherweise eine inverse
Korrelation fir die Plattenepithelkarzinome (p=0,0027). Die Arbeitsgruppe von

Rudolph untersuchte weiterhin den Zusammenhang zur Tumorgradierung ohne
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Rucksicht auf den Ursprung des Tumors. Sie fanden eine siginifikante Korrelation fur
G1 (p=0,000005) und G2 (p=000001) Tumore. Keine Signifikanz ergab sich jedoch
bei G3 (p=0,51) Tumore. Sowohl Mitoseindex als auch die MIB-1 Expression
korrelieren signifikant mit der Tumorgradierung, wobei MIB-1 mit p<0,00005 besser
abchneidet als der Mitoseindex mit p=0,0001. Ahnliche Ergebnisse fiir den
Zusammenhang zwischen MIB-1 und dem Mitoseindex fanden Schrdder et al. 1991
bei der Untersuchung von Glioblastomen und Meningeomen. In dieser Studie fand
sich ebenfalls eine prognostische signifikanz in der univariaten Analyse fur den
Mitoseindex und fir MIB-1. Nach der multivariaten Analyse war der Mitoseindex im
Cox Modell nicht mehr vertreten, wohingegen MIB-1 am Besten abschnitt.

4.3 Nukleolus organisierende Regionen als neue Prognosefaktoren

Als neuerer Prognosefaktor ist die Betrachtung von AgNORs zu sehen. Das
Interesse an den Nukleolus organisierenden Regionen ist seit 1986, als Ploton eine
vernunftige und praktikable Methode fir AQNOR Farbungen eingefiihrt hat (Ploton et
al. 1986), gestiegen. Dies zeigt sich auch an der Zunahme der publizierten Arbeiten
auf diesem Gebiet. Zentraler Punkt vieler Untersuchungen war der Zusammenhang
zwischen dem Anteil der Tumorzellen, die sich in der Proliferation befinden und der
Geschwindigkeit ihrer Proliferation, um so Aussagen uUber das Tumorwachstum und
somit auch tUber die Prognose machen zu kénnen.

Zu Beginn des "AgNOR-Zeitalters" ergaben sich Schwierigkeiten in der
Vergleichbarkeit der verschiedenen Untersuchungen, die zu diesem Thema
durchgefiihrt wurden. Ploton beschrieb 1986 eine einfache Methode zur
Visualisierung von AgNORs. Es stellte sich jedoch heraus, dal? man abhangig von
der Fixieriung der Préparate, des Labors und des Untersuchers unterschiedliche
Resultate erhielt und somit keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielen konnte. Die
verwendeten Praparate waren haufig in Paraffin eingebettet. Dies hat
unterschiedliche Auswirkungen auf das Gewebe. Man hat zum einen eine
verbesserte Histomorphologie, zum anderen jedoch eine nicht zu vernachlassigende
Abnahme der Sensitivitat fur alle immunhistochemischen Protein- und
Rezeptornachweise. Die Proteine sind in ihrer Struktur durch die Fixierung und
Einbettung verandert worden. Diese Problematik findet sich ebenfalls bei den
AgNOR Proteinen. Die Versilberung ist bei in Paraffin eingebetteten Praparaten
schlechter. Es haben verschiedene Untersuchungen stattgefunden, um dieses

Problem zu beheben. Es stellte sich heraus, daR sowohl fir die
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immunhistochemische Farbung (Bier et al. 1995), als auch fur die Darstellung der
NORs (Ofner et al. 1994) die vorherige Demaskierung der Bindungsstellen durch
Autoklavieren von essentieller Bedeutung ist. Diese Erkenntnis flrhrte dazu, dafl
man nach Autoklavieren der Gewebeproben reproduzierbare Ergebnisse erhielt. Um
eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden 1994 offizielle Richtlinien zur
standardisierten AgGNOR Analyse durch das "International Commitee on AgNOR
Qantitation” (Aubele et al. 1994) vertffentlicht. Man hat sich an der
Versilberungstechnik Plotons (Ploton et al. 1986) und an Ofners Modifizierung im
Sinne des Autoklavierens (Ofner et al. 1994) orientiert.

Die AgNORs nehmen durch die Regulation der Transkriptionsaktivitat Einflufd auf die
Proliferationsgeschwindigkeit (Roussel et al.1992). Korrelationen zwischen MIB-1
(Gerdes et al. 1983) bzw. PCNA (Bravo et al. 1987) als ublichen
Proliferationsmarkern und AgNORs sind festgestellt worden. Positive Korrelationen
fur MIB-1 und AgNOR Quantitat zeigten sich auch in Untersuchungen von Non-
Hodgkin Lymphomen (Hall et al.1988), Mammakarzinomen (Dervan et al. 1989, di
Stefano et al. 1991, Raymond et al. 1989) und Glioblasotomen (Hara et al. 1991).
Die Korrelation fir PCNA und AgNOR Quantitat wurde an Kolorektalen- (Risio et al.
1993), und Blasenkarzinomen (Skopelitou et al. 1992) nachgewiesen. AgNORs
konnen durch eine Vielzahl von Parametern beschrieben werden, in dieser Studie
interessieren insbesondere die Anzahl und die Flache der AgNORs. Beim
Mammakarzinom haben Dervan et al. 1989 und Ruschhoff et al. 1990 Korrelationen
zwischen der Anzahl wie auch der Flache der AQNORs und der Proliferationsfraktion

nachweisen kénnen.

4.4  Konzepte zur klinischen Anwendung

Brugal und seine Mitarbeiter entwickelten 1994 eine Hypothese (Brugal et al. 1994,
Bigras et al. 1996,), die die Tumorkinetik durch die Kombination von zwei
voneinander unabhangigen Faktoren erfassen sollte. Sie kombinierten MIB-1 zur
Erfassung des Anteils der in Proliferation befindlichen Zellen mit den Nukleolus
organisierenden Regionen zur Erfassung der Geschwindigkeit der Proliferation. In
den frihen neunziger Jahren war die inverse Korrelation zwischen der AQNOR-Zahl
und der Dauer des Zellzyklus in Experimenten mit Zellkulturen von verschiedenen
Seiten belegt worden (Trere et al. 1989, Derenzini et al. 1990, Derenzini et al. 1991,
Hittmair et al. 1994, Ofner et al. 1992, Rischoff et al. 1994, Sirri et al. 1995). Diese

Erkenntnis stellte einen der zwei grundlegenden Aspekte von Brugals Hypothese
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dar. Genauso wichtig waren die Erkenntnisse Uber die Darstellung der in
Proliferation befindlichen Zellen und das Bewulitsein, dafl? bei der Darstellung
lediglich der Anteil und nicht die Geschwindigkeit der in Proliferation befindlichen
Zellen dargestellt wird. So kénnte ein Tumor mit wenigen schnell proliferierenden
Zellen schneller wachsen, als ein Tumor mit vielen langsam proliferierenden Zellen,
was man bei alleiniger Betrachtung der proliferierenden Zellen nicht unbedingt
erwarten wirde. Brugal und seine Mitarbeiter haben durch Entwicklung ihrer
Hypothese theoretisch einen Ansatz gefunden, eine Aussage Uber die
Generationszeit zu machen. Leider basiert sie bisher nur auf theoretischer
Grundlage, ohne dald bisher Untersuchungen mit klinischen Daten durchgefihrt
worden sind.

Es gibt einige Berichte, die eine Korrelation zwischen separat erhobenen AgNOR-
Merkmalen und der Immunreaktivitdt des Tumorgewebes fur Ki-67, MIB-1 oder
PCNA nachweist: Sie weisen zwar nicht alle eine streng lineare, aber dennoch eine
auffallige Korrelation der untersuchten Parameter auf. Statistisch signifikante
Korrelationen sind bei verschiedenen boésartigen Erkrankungen beschrieben worden
wie akuter Leukamie (Shome et al. 1999), Non-Hodgkin- Lymphomen (Hendricks et
al. 1995), Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhlen (Piffko et al. 1997, Yue et al.
1999), Nierenzellkarzinomen (Tannapfel et al. 1996) oder Mammakarzinomen (di
Stefano et al. 1991, Mourad et al. 1994, Bellotti et al. 1997, Kesari et al. 1997,
Bankfalvi et al. 1998).

Desweiteren wurde die Simultanfarbung fur AgNORs und fur die
immunhistochemisch darstellbaren Proliferationsmarker etabliert. Daraufhin hat man
die AgNORs in den fir die Proliferationsmarker positiven Bereichen mit denen in den
fur die Proliferationsmarker negativen Bereichen verglichen. Janmohamed et al.
haben 1990 Untersuchungen an Gefrierschnitten von Non-Hokgkin-Lymphomen
(NHL), davon sieben indolente Lymphome und sechs agressive Lymphome,
durchgefuhrt. Die Gewebeproben wurden zunachst immunhistochemisch mit
monoklonalen MIB-1 Antikdrpern markiert, und anschlielend wurde an den selben
Gewebeproben die AgNOR Reaktion durchgefuhrt. Das Ergebnis war ein
signifikanter Unterschied der AQNOR-Zahl in MIB-1 positiven und MIB-1 negativen
Zellen (p<0,001). In MIB-1 positiven Zellen fanden sich entsprechend mehr AQNORs
als in MIB-1 negativen Zellen. Dies fand sich sowohl in den indolenten, als auch in

den aggressiven Lymphomen, ebenso ist der Anteil an MIB-1 positiven Zellen in den
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agressiven Lymphomen deutlich héher als in den indolenten Lymphomen, was einen
weiteren Hinweis fir den Zusammenhang zwischen AgNORs und der
Zellproliferation lieferte. Munakata et al. haben als Erstbeschreiber 1994 die
Simultanfarbung an in Paraffin eingebettetem Gewebe durchgefiihrt. Sie
untersuchten acht interfollikulare Gewebeproben von Tonsillen, die MIB-1 positive
und MIB-1 negative Zellen enthielten. Es zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen MIB-1 positven und MIB-1 negativen Zellen fir AQNOR-Area (p<0,001)
und AgNOR-Zahl (p<0,001). Die Ergebnisse, die Janmohamed et al. 1990 an
Gefrierschnitten zeigen konnte, haben sich in dieser Studie auch in Paraffin
gebetteten Gewebeproben bestétigt. Bankfalvis Arbeitsgruppe hat 1998 eine
Simultanfarbung an Gewebeproben von zehn invasiv ductalen Mammakarzinomen
durchgefuhrt. Auch hier fanden sich signifikante Unterschiede zwischen MIB-1
positiven und MIB-1 negativen Zellen fir die Variationskoeffizienten von AgNOR-
Area (p=0,005) und AgNOR-Zahl (p=0,013). Fur alle zitierten Studien gilt, da’ die
AgNOR-Werte in den MIB-1 positiven Kernen im Durchschnitt héher waren als in

den MIB-1 negativen.

4.5 Klinische Umsetztung

AgNORs sind als Indikator fUr die Agressivitat eines Tumors vielfach untersucht und
bestatigt worden (Crocker et al. 1988). Nattrlich gab es auch Arbeiten, die diese
Korrelationen nicht fanden, z. B. untersuchten Hansen et al. 1992 und Zambelli et al.
1993 das Verhalten von AQNORs an Blasentumoren und konnten diese Ergebnisse
nicht teilen. Die Kenntnis der Korrelatioon von AQNORs mit proliferierenden Zellen
(Raymond et al. 1989, Pich et al. 1991) fuhrte dazu, daR Tomobe et al. 1999 beide
Parameter kombinierten, um so eine prognostische Aussage zu machen. Ihre tber
die Rezidivrate bei Blasenkarzinomen ist die erste, die die Bedeutung der Hypothese
Brugals fur die Klinik beziuglich Rezidiven untersucht. Es wurde an 50
Gewebeproben von Blasentumoren (pTa und pT1), davon 15 mit bekanntem Rezidiv
im Verlauf, eine Simultanfarbung durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, dal} die
AgNOR Merkmale der MIB-1 positiven Tumorzellen die beste Vorhersage fir die
Rezidivhaufigkeit bot, insbesondere die AgNOR-Zahlwg1 pos. mMit p<0,01.
Tumordifferenzierung, die Analyse von MIB-1 und die Analyse von AgNOR
Merkmalen in der gesamten Tumorzellpopulation schnitten alle schlechter ab
(Tomobe et al. 1999).
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Die hier vorgelegte eigene Studie ist die erste Prognosearbeit mit kombinierter
Simultanfarbung von MIB-1 und AgNOR. Zunéchst ist die Menge der AgNORs
zwischen der gesamten Tumorzellpopulation und den MIB-1 positiven Tumorzellen
verglichen worden. Dieser Vergleich schien fir klinische Zwecke angemessener zu
sein, als der Vergleich von MIB-1 positiven und MIB-1 negativen Tumorzellen. Aus
diesen Untersuchungen geht hervor, daf3 ein hoherer Nutzen fir die Klinik in der
AgNOR-Analyse von MIB-1 positiven Tumorzellen liegt. Die Verteilung der AQNOR
Merkmale unterscheidet sich  signifikant von denen der gesamten
Tumorzellpopulation und der prognostische Wert der Ergebnisse war fiur MIB-1
positive Bereiche deutlich besser (siehe Abb.11 ). Tab.15 zeigt im Vergleich fur die
AgNOR Summenflache und die AgNOR-Zahl eine fast 50%ige Steigerung der
Mittelwerte bei fast gleicher Standardabweichung. Betrachtet man die Korrelationen
zwischen den MIB-1 und AgNOR Daten, zeigt sich, da3 MIB-1nean keine bzw. nur
grenzwertig signifikante Korrelationen zur AQNOR-Zahl bzw. AQNOR Summenflache
zeigt. Im Zusammenhang mit der multivariaten Analyse im Cox Modell, bei der sich
sowohl MIB-1ean als auch AQNORsumarea als relevante Prognosefaktoren darstellen,
wird die Unabhangigkeit der Variablen voneinander belegt. Somit besteht die
Moglichkeit ihres Einsatzes in der Bewertung klinischer Falle und der

Therapieplanung.

Insbesondere wichtig ist, dal3 die prognostische Signifikanz von dem kombinierten
MIB-1-AgNOR Parameter P 4 hoher ist, als die seiner Komponenten MIB-1mean und
AgNOR-Areays-1pos- In den Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier &Rt sich eine
Unterteilung in drei Patientengruppen mit statistisch unterschiedlichem Uberleben
vollziehen. (Wilcoxon-Breslow-Test: MIB-1mean , p= 0,0018; AgNORgea, p>0,05; P 4
in drei Gruppen, p=0,0014). Damit ist der Kombinationsparameter P 4 besser als

seine Einzelkomponenten.

In dieser Studie sind Probleme aufgefallen, die die Simultanfarbung mit sich bringt.
Diese Methode kann nicht in allen Fallen angemessen angewandt werden. Es ist zu
erwahnen, daf} Falle mit einem geringen Anteil an MIB-1 positiven Tumorzellen, die
nachweisbar eine gute Prognose haben (Biesterfeld et al. 1998), mit dieser Methode
nur schlecht faBbar sind. Wenn der Anteil an MIB-1 positiven Tumorzellen nur 0,5%

oder 1% betréagt, benétigt man 20000 bzw. 10000 Tumorzellen, um Uberhaupt auf
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100 MIB-1 positive Tumorzellkerne zu kommen. Daher konnten in dieser Arbeit auch
nur 67 Falle (=75%) untersucht werden. Die tbrigen 22 wiesen eine zu geringe Zahl

an MIB-1 positiven Tumorzellkernen auf.

Die hier vorgestellte Ergebnisse sprechen fir die Hypothese Brugals. Der Ansatz
Brugals konnte insbesondere Patientinnen helfen, die man nach den klassischen
Risikofaktoren in eine niedrige Risikogruppe einstufen wirde, die aber dennoch eine
geringe Uberlebensrate haben. Eine zusatzlich Analyse im Sinne der Hypothese
Brugals kann Auskunft Uber ein aggressives Tumorwachstum geben. Entsprechend
kénnte die Therapie angepaflt werden, und so eine bessere Uberlebensrate fur die
Patientinnen erreicht werden. Dennoch ist es notig, diese Hypothese durch weitere
Untersuchungen an Mammakarzinomen und anderen Kollektiven maligner Tumore

zu festigen.
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5. Zusammenfasung

Die Dauer der einzelnen Phasen des Zellzyklus und die Generationszeit der
Zellpopulation sind unter in vitro Bedingungen nicht zuganglich. Demnach kann die
Proliferationsaktivitat der Zellen nicht zuverlassig bestimmt werden. Vor einigen
Jahren wurde die Hypothese aufgestellt, daf} die Proliferationsaktivitat P einer
Zellpopulation indirekt bestimmt werden kann. Dazu wird die Wachstumsfraktion
mittels MIB-1 und die Generationszeit mit den AgNORs in den MIB-1 positiven
Tumorzellen dargestellt. Das Produkt aus den genannten Grof3en lafdt auf die
Proliferationsaktivitat P schlief3en: P= MIB-1XAgNORwmig-1 pos.

Um die prognostische Signifikanz dieser Hypothese zu Uberprifen wurden in dieser
Arbeit 89 Falle von Mammakarzinomen einer 8-jahrigen follow-up Studie untersucht.
Die in Paraffin eingebetteten Préparate erhielten eine Simultanfarbung. Die
Wachstumsfraktion wurde immunhistochemisch mit Hilfe von MIB-1 als Antikorper
und die AQNORs wurden mittels Versilberungstechnik nach einem standardisiertem
Schema dargestellt. Als Immunmarkierungssubstanz wurde fir MIB-1 Streptavidin
mit alkalischer Phosphatase verwendet. Fur die Auswertung der AQNORs bot sich
die Moglichkeit der Nutzung des Bildverarbeitungssystems AMBA, welches im
Pathologischen Institut der Charité Berlin im Labor fur automatisierte
Mikroskopbildanalyse entwickelt wurde. Jedes Praparat wurde zweimal untersucht.
Zuerst wurden die AgNOR Merkmale von 150 zuféllig ausgewéhlten Zellkernen
bestimmt, gleichgiltig, ob sie MIB-1 positv oder MIB-1 negativ waren. In einer
zweiten Messung wurden in den Praparaten 100 Zellkerne auf inren AQNOR-Bestand
untersucht, wobei diese ausnahmslos MIB-1 positiv waren. Fir jedes Praparat wurde
die mittlere Anzahl und die mittlere Flache der AQNORs bestimmit.

Vergleicht man die Werte der MIB-1 positiven Tumorzellkerne mit denen der
gesamten Tumorzellpopulation, zeigt sich eine andere Verteilung der Werte. AQNOR-
Zahl und AgNOR-Zahlwig-1 pos. Unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Mittelwerte und
Standardabweichungen (2,7 +/-0,7 vs. 3,9 +/-1,1), obwohl sie signifikant korreliert
sind (r=0,315; p=0,014). Ahnliche Ergebnisse zeigen sich fiir die Flache AgNOR
Area und AgNOR-Areamig1 pos. (5,1 +/- 2,1 pm? vs. 7,5 +/- 2,4 um?; r=0,501,;
p<0,001). Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier lieBen signifikante Unterschiede
lediglich fir MIB-1mean (p=0,0018) und AgNOR-Areawis-1 pos. (P=0,0340) erkennen. Im
Cox Modell ermdglichen MIB-1mean (p=0,0025) und AQNOR-Areawis-1 pos. (P=0,0775)

statistisch unabhangige prognostische Informationen. Die Proliferationsaktivitat P
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ermoglicht eine Unterteilung in drei Gruppen mit statistisch unterschiedlichem
Uberleben. Mit p=0,0014 hat P eine hohere prognostische Signifikanz als seine
beiden Komponenten.

Demnach scheint die Kombination aus MIB-1 positiven Zellen und AgNORs eine
bessere Aussagefahigkeit bezuglich der Prognose beim Mammakarzinom zu haben
als die alleinige Betrachtung von MIB-1 positiven Zellen oder AQNORSs.
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6. Datensammlung

Tabelle 37:
Nr Jahr
1 88
2 88
3 88
4 88
6 88
7 88
9 88
10 88
11 88
12 88
13 89
14 88
15 88
17 88
19 89
20 89
21 88

E-Nr

12132
9194
13387
14502
16355
16526
23641
24147
35506
35702
248
16605
21571
38145
15569
1740
19448

Alter

a7
51
35
38
56
32
41
50
41
53
54
55
55
55
64
66
65

Leben

7.42
7.50
7.42
6.50
0.25
7.33
6.50
7.08
6.83
6.83
6.67
7.33
7.17
6.75
6.33
1.92
7.33

Status
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<

O O O O O O O O 0o o o o 0o o o o

Tu

3.7
5.0
4.0
3.2
8.0
2.5
2.0
0.7
2.0
15
1.3
5.0
2.5
2.0
2.1
2.5
4.0

N N DD WO W NN P P NP W Ww DN w w

N N P NN W W FP W Ww

N W NN W W N W EFPL, NDMNDN P W Ww w w w

MIT

P P P P W NN P P P NP DN DNMNDNDN W W

ERL

102

12
20
12
44
100
45

102
35
197
149
1796
876
70

PRL

119

39
54

241

27
78
414
457
3000
178
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Nr

22
24
25
26
27
28
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
45

Jahr

88
89
89
89
89
89
88
88
88
88
88
89
89
89
89
89
89
89
88
88

E-Nr

18005
16172
21719
27522
16312
23477
19811
33779
35584
16260
37752
8936

21113
29856
15678
17454
18674
31359
35512
13388

Alter

66
49
51
62
53
34
73
34
54
54
85
58
32
95
65
41
52
39
54
71

Leben

7.00
6.25
6.17
6.00
2.50
4.67
7.25
6.83
2.25
6.25
4.58
6.50
3.33
0.83
6.08
3.50
6.25
2.00
6.83
5.75

Status
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2.0
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5.0
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3.0
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2.0
4.0
4.5
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3.0
3.0
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17
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34
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130
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62

1796
16
20

14
235

PRL

10
301

86

111
95

339
357
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Nr

a7
50
51
52
53
54
55
56
58
59
62
63
64
65
66
67
68
69
71
73

Jahr

88
88
88
89
88
88
89
88
88
88
89
89
89
89
89
89
88
88
88
89

E-Nr

39095
18798
18562
17587
30665
31159
30390
16933
13592
27447
32700
17452
31831
20438
13674
23339
27813
33867
23958
14682

Alter

74
67
63
63
73
74
66
85
90
54
81
54
82
64
63
46
89
66
81
50

Leben

6.75
7.25
7.25
2.33
6.92
6.92
5.92
2.25
0.08
7.00
5.92
6.25
5.50
5.67
5.92
6.08
3.58
3.42
2.00
1.58
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2.2
2.0
15
2.9
2.5
2.2
3.0
4.5
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79
15
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25

PRL

835

62
18

609
980
162
24

484

103

38
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Nr

74
75
76
77
78
80
81
82
86
88
89
90
91
93
95
96
97
100
101

Jahr

89
89
89
89
90
90
90
90
89
89
88
88
89
89
88
88
89
90
90

E-Nr

33788
35133
31903
36570
4474

3010

1284

1306

17586
10258
22820
24306
30773
38262
23105
30797
23234
11758
7858

Alter

45
62
52
80
78
53
56
74
83
38
61
55
58
58
54
53
72
49
51

Leben

2.75
1.08
5.92
5.75
2.17
2.33
5.08
5.67
6.25
1.58
2.58
2.33
1.00
0.67
0.75
6.92
6.08
5.42
5.50
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Nr

102
104
105
106
110
111
114
115
116
119
121
122
123
124
126
128
130
131
133

Jahr

90
90
90
90
90
89
89
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

E-Nr

23025
20997
21043
16840
13244
31559
20381
13666
14323
20229
13040
20711
18436
22584
14324
23649
21533
5823

19900

Alter

51
53
76
65
53
59
82
74
51
57
64
54
69
75
66
44
35
77
67

Leben

4.33
5.25
5.25
5.33
5.42
5.58
1.42
2.33
5.42
2.42
5.42
5.25
5.25
0.67
5.42
4.08
1.17
5.58
5.25
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36
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20
22

33
55
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Erlauterungen zu Tabelle 37:

Pat Nr: Patienten Nummer

Jahr: Eingangsjahr

E-Nr: Eingangsnummer

Alter: Alter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnosstellung
Leben: Uberlebensjahre zum Zeitpunkt der Datenerhebung
Status: 1=Leben; 2=Tod zum Zeitpunkt der Datenerhebung
pT: postoperative Tumorgrofie

pN: postoperativer Lymphknotenstatus

M: Fernmetastasierung zum Zeitpunkt der Datenerhebung; O=negativ; 1=positiv
Tu:  TumorgrofRe in cm

G: histologische Gradierung

TD: tubulare Differenzierung

KP: Kernpleomorphie

MIT: Mitosefrequenz
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Tabelle 38:
Nr

1 17.9
2 25.0
3 0.0
4 13.5
6 32.1
7 15
9 8.1
10 05
11 1.3
12 37
13 153
14 135
15 8.1
17 4.2
19 25
20 134
21 3.7
22 205
24  40.8

MIB-1mean

NOR-Area NOR-Area2 NOR-Zahl

7.33
10.80
5.26
5.13
5.86
5.53
4.66
5.46
4.20
3.46
4.33
5.20
9.20
3.40
5.13
3.86
3.46
4.93
7.40

7.13
11.73

7.46

6.46

5.80

6.60

5.86

11.00

6.86

5.53
7.46

4.32
3.95
2.89
3.10
3.83
2.75
2.30
1.98
1.68
2.64
3.45
2.92
3.19
2.36
2.51
2.63
2.11
3.55
3.21

NOR-Zahl2

4.11
4.55

4.46

4.78

3.01

3.37

3.63

4.03

3.77

3.58
4.29

P1

77.33
98.75
0.00
41.85
122.94
412
18.63
0.99
2.1
9.77
52.78
39.42
25.84
9.91
6.28
35.24
7.81
72.78
130.97

P2

131.21
270.00
0.00
69.26
188.11
8.30
37.75
2.73
5.46
12.80
66.25
70.20
74.52
14.28
12.83
51.72
12.80
101.06
301.92

P3

73.57
113.75

60.21

153.44

451

4.38

55.54

32.64

50.52

73.39
175.03

P4

127.63
293.25

100.71

207.37

8.70

8.58

89.66

89.10

91.92

113.37
304.37
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Nr

25
26
27
28
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
45
47
50

MIB-1mean

31.8
11
11.3
23.9
4.3
0.3
11.2
14.2
3.3
4.5
5.6
61.2
13.2
0.0
11.8
37.0
1.4
5.4
0.1
4.7

NOR-Area NOR-Area2 NOR-Zahl

8.00
3.26

3.80
4.40
3.26
5.46
5.53
3.13
5.33

7.73
3.06
3.20
6.46
9.86
3.13
3.80
3.93
3.80

6.13
10.20

5.00

7.66

6.66

7.40

7.93

6.26
8.53

5.80

5.33

3.69
2.47

1.89
2.75
2.15
2.18
3.24
1.44
2.95

4.32
191
2.10
3.12
3.80
1.90
2.37
2.47
2.47

NOR-Zahl2

3.96

4.55

3.42

5.15

3.73

4.79

3.99

3.16
3.54

3.69

3.41

P1

117.34
2.72

45.17
11.83
0.65

24.42
46.01
4.75

13.28

264.38
25.21
0.00
36.82
140.60
2.66
12.80
0.25
11.61

P2

254.40
3.59

90.82
18.92
0.98

61.15
78.53
10.33
23.99

473.08
40.39
0.00
76.23
364.82
4.38
20.52
0.39
17.86

P3

4.36

51.42

14.71

57.68

52.97

26.82

52.67

37.29
130.98

19.93

16.03

P4

6.74

115.26

21.50

85.79

94.57

41.44

104.68

73.87
315.61

31.32

25.05
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Nr

51
52
53
54
55
56
58
59
62
63
64
65
66
67
68
69
71
73
74
75

MIB-1mean

0.1
9.9
4.4
0.2
5.3
3.5
11.9
154
3.7
0.0
1.8
18.1
11.4
6.8
5.6
15.5
8.7
12.7
36.7
0.4

NOR-Area NOR-Area2 NOR-Zahl

4.20
3.20

2.80
4.33

5.26
3.60
4.46
3.60
3.00
5.06
4.60
3.40
4.06
3.60
6.20

5.66
2.80

5.40
7.93

6.80
5.00
9.93
7.00
4.80

6.40

5.66
5.60
9.60
4.33
14.13
8.06
6.73
4.06

2.71
2.11

2.25
2.80

3.36
2.37
1.58
2.84
2.43
2.56
3.23
2.27
3.07
2.17
3.11

3.26
1.96

NOR-Zahl2

3.29
5.00

5.66
3.39
6.21
4.87
2.66

3.53

3.62
3.30
4.93
2.88
6.47
3.26
3.57
2.00

P1

0.27
20.89

0.45
14.84

39.98
36.50
5.85

0.00

4.37

46.34
36.82
15.44
17.19
33.64
27.06

119.64
0.78

P2

0.42
31.68

0.56
22.95

62.59
55.44
16.50
0.00

5.40

91.59
52.44
23.12
22.74
55.80
53.94

207.72
1.12

P3

32.57
22.00

30.00
11.87
73.90
75.00
9.84

6.35

41.27
22.44
27.61
44.64
56.29
41.40
131.02
0.80

P4

53.46
34.89

36.04
17.50
118.17
107.80
17.76

11.52

64.52
38.08
53.76
67.11
122.93
102.36
246.99
1.62
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Nr

76
77
78
80
81
82
86
88
89
90
91
93
95
96
97
100
101
102
104

MIB-1mean

4.8
2.2
12.7
20.3
7.5
3.8
0.5
6.8
2.9
111
11.0
22.9
3.3
5.3
1.2
7.3
6.0
8.8
0.9

NOR-Area NOR-Area2 NOR-Zahl

8.60
5.40
3.60
5.26
4.33
3.00
3.60
3.33
4.20
4.00
5.46
7.00
6.33
10.20
4.26
5.60

4.20
4.66

3.13
7.40
4.40

6.86
3.60
11.40

7.13
11.93
11.46
9.06
12.80
6.60
9.60
7.13
7.66

2.15
3.00
2.56
2.64
3.08
2.09
2.83
1.94
2.49
2.06
2.44
2.90
3.56
2.81
2.96
2.66

2.18
2.90

NOR-Zahl2

1.66
4.00
2.64

4.88
2.00
2.71

2.63
2.85
3.14
3.46
3.35
3.31
3.41
2.98
3.03

P1

10.32
6.60
32.51
53.59
23.10
7.94
1.41
13.19
71.22
22.87
26.84
66.41
11.75
14.89
3.55
19.42

19.18
2.61

P2

41.28
11.88
45.72
106.78
32.47
11.40
1.80
22.64
12.18
44.40
60.06
160.30
20.89
54.06
5.11
40.88

36.96
4.19

P3

7.97
8.80
33.53

18.54
1.00
18.43

29.19
31.35
71.91
11.42
17.76
3.97

24.89
17.88
26.66

P4

15.02
16.28
55.88

26.07
1.80
77.52

79.14
131.23
262.43
29.90
67.84
7.92
70.08
42.78
67.41
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Nr

105
106
110
111
114
115
116
119
121
122
123
124
126
128
130
131
133

MIB-1mean

11.9
31.7
2.1
4.3
7.6
34.3
4.1
7.0
2.6
3.0
4.1
22.6
6.4
11.8
12.3
12.9
0.7

NOR-Area NOR-Area2 NOR-Zahl

6.53
9.46
4.33
3.40
3.40
10.60
3.13
4.53
4.66
1.33
4.20
3.86
4.06
3.60
2.86
3.86
3.33

6.20
13.33
7.93
7.26
9.66
10.46
6.46

7.13

10.06
6.60
8.73
6.33
7.80

6.00

3.82
2.60
2.96
2.22
3.04
4.91
2.23
1.98
2.35
2.39
1.44
2.39
2.69
2.15
1.88
2.74
1.80

NOR-Zahl2

3.05
3.08
2.98
4.44
6.62
6.63
4.42

4.01

4.88
4.86
4.91
3.32
4.88

3.22

P1

45.46
82.42
6.22
9.55
23.10
168.41
9.14
13.86
6.11
7.17
5.90
54.01
17.22
25.37
23.12
35.35
1.26

P2

77.71
299.88
9.09
14.62
25.84
363.58
12.83
31.71
12.12
3.99
17.22
87.24
25.98
42.48
35.18
49.79
2.33

P3

36.29
97.64
6.26
19.09
50.31
227.41
18.12

10.43

20.01
109.84
31.42
39.18
60.02

2.25

P4

73.78
422.56
16.65
31.22
73.42
358.78
26.49

18.54

41.25
149.16
55.87
74.69
95.94

4.20
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Erlauterungen zu Tabelle 38:

Pat Nr: Patientennummer

ERL: Bindungskapazitat der Ostrogenrezeptoren in fmol/mg

PRL: Bindungskapazitat der Progesteronrezeptoren in fmol/mg

MIB-1mean: prozentualer Mittelwert der Proliferationsfraktion

NOR Area:  Mittelwert der in um? gemessenen Zellkernschnittflache

NOR Area2: Mittelwert der in pm? gemessenen Zellkernschnittflache von MIB-1 positiven Tumorzellen
NOR Zahl: Mittelwert der Anzahl der gemessenen Zellkerne

NOR Zahl 2 : Mittelwert der Anzahl der gemessenen Zellkerne von MIB-1 positiven Tumorzellen
P 1: Produkt aus MIB-1mean Und NOR Zahl

P 2: Produkt aus MIB-1mean und NOR Area

P 3:  Produkt aus MIB-1yean Und NOR Zahlyig-1pos

P 4:  Produkt aus MIB-1nean Und NOR Zahlwig-1pos
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