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Die Resistenzentwicklung gegenüber Tamoxifen stellt in der Therapie des Mamma-

karzinoms ein großes Problem dar. In der Literatur gibt es Hinweise auf einen

Zusammenhang zwischen BCL-3 und einer Tamoxifen Resistenz im Mammakarzi-

nom. Mithilfe immunhistochemischer Analysen konnten die Schnittpräparate von

180 Patientinnen mit einem Mammakarzinom auf eine BCL-3 Expression un-

tersucht werden, um den Zusammenhang zwischen der BCL-3 Expression und

einer Tamoxifen-Resistenz zu untersuchen. Zunächst wurde ein geeigneter Cut-

off-Wert für eine erhöhte BCL-3 Expression festgelegt. Anschließend die Re-

präsentativität der Kohorte anhand der Ausprägungen von klinisch-pathologischen

Parametern untersucht. Es folgten Analysen der BCL-3 Expression in den ver-

schiedenen Tumor-Subtypen sowie Untersuchungen zum Nachweis einer Korrela-

tionen zwischen der BCL-3 Expression und klinisch-pathologischen Parametern

sowie Überlebensanalysen in Gruppen von schwacher und ausgeprägter BCL-3

Expression. Hierbei konnte unter anderem eine signifikante Korrelation zwischen

einem verkürzten rezidivfreien Überleben in mit Tamoxifen therapierten Patien-

tinnen und einer erhöhten BCL-3 Expression in der untersuchten Kohorte nachge-

wiesen werden. Im Hinblick auf die Pathohistologie wurden besonders signifikante

Auswirkungen bei Patientinnen mit lobulärem Mammakarzinom festgestellt. Ab-

schließend wurde ein möglicher Resistenzmechanismus des zytosolischen BCL-3

gegenüber Tamoxifen sowie eine klinischen Anwendung diskutiert.
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samtüberleben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42

4.6 Auswirkungen der BCL-3 Expression auf das rezidivfreie Überleben
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in Abhängigkeit der Pathohistologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

4.8 Prognostische Relevanz des BCL-3 und weiterer klinisch pathologi-

scher Parameter in der untersuchten Kohorte . . . . . . . . . . . . . 50

4.8.1 Univariable Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

4.8.2 Multivariable Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52

5 Diskussion 55
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Überleben unter einer Therapie mit Tamoxifen . . . . . . . . . . . . 59

5.5 BCL-3 und der WNT Signalweg im invasiv lobulären Mammakar-
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LCIS Lobuläres Karzinom in situ

LK Lymphknoten

MAPK Mitogen-activated protein Kinase

MCF-7 Michigan Cancer Foundation-7

mRNA messenger ribonucleic acid

NST nicht-spezifischer Typ

OVGU Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg

PgR Progesteronrezeptor

SD Standardabweichung

SERM Selektive Estrogenrezeptor-Modulatoren

siRNA small interfering RNA

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3

WHO World Health Organization



1 EINLEITUNG 9

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Mit etwa 69.000 Neudiagnosen jährlich und einer Inzidenz von 165,5/100.000 bleibt

das Mammakarzinom weiterhin die häufigste maligne Erkrankung der Frau in

Deutschland. Das mittlere Erkrankungsalter liegt mit 64 Jahren fünf Jahre un-

ter dem Durchschnitt aller bösartigen Neuerkrankungen. Aktuell erkrankt eine

von acht Frauen im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs, wobei drei von zehn der

diagnostizierten Frauen jünger als 55 Jahre alt sind [1].

Durch neu entwickelte Ansätze in der Diagnostik sowie Therapie ist ein deutlicher

Anstieg der Heilungsrate in den letzten 10 Jahren zu beobachten. Ungeachtet des-

sen führte die Erkrankung in Deutschland 2017 zu 18.400 Sterbefällen bei einem

Anstieg der Inzidenz [1].

Auch im Hinblick auf die weltweite Inzidenz ist der Brustkrebs vor allen bösartigen

Tumoren der Frau führend [2]. Im Vergleich zu Entwicklungsländern bestehen

höhere Inzidenzraten in Industrieländern. Ein Rückgang der Inzidenz sowie Mor-

talität ist in Europa und Nordamerika zu verzeichnen. Währenddessen sind eine

steigende Mortalität und Inzidenz in Lateinamerika, Asien und Afrika zu beobach-

ten [3].

1.2 Ätiologie und Risikofaktoren

Der Entstehungsmechanismus zur Bildung eines Mammakarzinoms bleibt weiter-

hin ungeklärt. Bestätigt haben sich jedoch multifaktorielle Risiken, die im folgen-

dem Kapitel näher erläutert werden.

Genetik Bis zu 10% der Mammakarzinome in Industrieländern sind auf gene-

tische Veranlagungen zurückzuführen [4]. Ein Großteil davon resultiert aus Mu-

tationen in den BRCA-1 und BRCA-2 Genen, die auf Chromosom 17q und 13q

lokalisiert sind. Als Tumorsuppressor-Gene kodieren sie unter physiologischen Be-

dingungen für Proteine, deren Funktionen die Reparatur der DNA im Zellnukleus

beinhalten. Mutationen resultieren in einem Funktionsverlust der Proteine mit ei-

ner folgenden fehleranfälligen DNA Reparatur und chromosomalen Instabilität[5].
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Das kumulative Risiko von Frauen im Alter von 70 Jahren mit einer Mutation

im BRCA-1 Gen beträgt 65% und 45% mit Mutation des BRCA-2 Gen [6]. Wei-

tere nennenswerte genetische Prädispositionen umfassen das Cowden Syndrom,

Li-Fraumeni, Preutz-Jeghers sowie Ataxia Teleangiectasia [7, 8].

Alter Die Inzidenz des Mammakarzinoms steigt mit dem Alter. In Deutschland

ist ein Anstieg der Inzidenz bis zur Altersgruppe von 65-70 Jahren (375 Erkran-

kungen/100.000 Einwohner) zu beobachten. Anschließend folgt ein Abfall auf 300

Erkrankungen/100.000 Einwohner in der Altersgruppe von 70-74 Jahren bei fol-

gend stetiger Inzidenz in den Altersgruppen über 75 Jahren bei ca. 350 Erkran-

kungen/100.000 Einwohner [1].

Dichtes Brustgewebe Eine erhöhte Brustdichte wird durch vermehrtes Auf-

kommen von fibroglandulären Gewebe bei wenig Fettgewebe definiert [9]. Beein-

flusst wird dies vor allem durch die Genetik [10]. Verdichtend wirken zudem eine

postmenopausale Hormontherapie mit Östrogen und Progesteron sowie ein höheres

Alter bei Erstgravida. Gegensätzlich dazu weisen Frauen in der Menopause, anstei-

gendem Alter, erhöhtem BMI sowie Tamoxifen Therapie eine geringe Brustdichte

auf [9].

Verglichen mit weniger dichtem Gewebe, erschwert dichtes Drüsengewebe die mam-

mographischen Identifikation von Pathologien in der Brust und gilt zudem als

unabhängiger Risikofaktor für die Entwicklung von Brustkrebs [9, 11].

Alter bei Menarche, Menopause, Gravida Risiko fördernd sind eine frühe

Menarche, späte Menopause, Nullipara sowie ein zunehmendes Alter bei Erstgravi-

da. Risiko reduzierend wirkt sich eine längere Stillzeit sowie Multipara aus. [12, 4]

Zusammenfassend beeinflussen diese Faktoren das Hormonsystem, was wiederum

Auswirkungen auf die Differenzierung und Transformation des Brustdrüsenepithels

hat [13].

Benigne Vorerkrankungen der Brust Das relative Risiko an Brustkrebs zu

erkranken erhöht sich 4- bis 5-fach bei bioptischen Nachweis einer Atypischen Hy-

perplasie sowie 1,88-fach bei einer Proliferation ohne Atypie und 1,27-fach in Frau-
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en mit nichtproliferativen Brusterkrankungen [14]. Bei Frauen mit familienana-

mnestisch gehäuften Brustkrebs sowie einer ausgeprägten Atypischen Hyperplasie,

erhöht sich das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, um das Neunfache [4].

Lebensstil Adipositas bei jungen prämenopausalen Frauen ist mit einem ver-

minderten Risiko für Mammakarzinome assoziiert [15], wohingegen Adipositas in

der Postmenopause mit einem erhöhten Risiko für Mammakarzinome assoziert ist

[16]. Adipositas sowie eine Gewichtszunahme nach Diagnostellung eines Mamma-

karzinoms ist mit einer erhöhten brustkrebsspezifischen Mortalität und Gesamt-

mortalität assoziiert [16, 17].

Alkoholkonsum steht in linearer Abhängigkeit zur Entwicklung von Brustkrebs.

Bereits der gelegentliche Konsum von kleinen Mengen Alkohol wird einem erhöhten

Risiko zugeschrieben [18, 19]. Besonders risikofördernd ist der gelegentliche Kon-

sum von mehr als 50 Gramm Alkohol [20] sowie der erhöhte Konsum zwischen

Menarche und erster Schwangerschaft [21].

1.3 Histopathologie

Das folgende Kapitel verschafft einen Überblick über die wichtigsten histopatho-

logischen Veränderungen der Brust und behandelt im Anschluss bewährte Klassi-

fikationen.

1.3.1 Präneoplastische Läsionen der Brust

Gewöhnliche duktale Hyperplasie Die epitheliale Hyperplasie des duktalen

Typus wird nach ihrem Ausmaß in leichte, mittelgradige und floride Formen un-

terteilt. Es treten mindestens zwei Zelltypen auf, das Zellbild imponiert bunt und

fließend. Die Zellkerne sind oval und euchromatisch mit kleinen Nukleoli und vari-

ieren in Größe. Abgrenzend zur atypischen duktalen Hyperplasie exprimieren die

duktalen Hyperplasien hochmolekulare Keratine. [22, 23, 24]

Gewöhnliche lobuläre Hyperplasie Die gewöhnliche lobuläre Hyperplasie

zeichnet sich durch vermehrtes Aufkommen von Drüsenläppchen mit erhöhter Zell-

anzahl aus [22].
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1.3.2 Atypische Duktale Hyperplasie, flache Epithelatypie und Lo-

buläre Neoplasie

Atypische duktale Hyperplasie Die Histologie der atypischen duktalen Hy-

perplasie (ADH) zeigt eine Proliferation von atypischen unimorphen Zellen mit

kribriformen oder soliden Wachstumsmustern. Es gibt partielle oder vollständig

fokale Befälle einzelner Gänge und/oder Läppchen. Die ADH ähnelt dem duktalen

Karzinom in situ (DCIS) in zytologischen und architektonischen Eigenschaften.

Die Abgrenzung zum DCIS erfolgt anhand einer Maximalgröße von 3 mm und

dem Befall von maximal zwei getrennten Gangstrukturen [25, 26].

Flache Epithelatypien Die flache Epithelatypie (FEA) ist eine Kolumnarzell-

Hyperplasie mit geringer bis mäßiger zytologischer Atypie. Es handelt sich um eine

duktale neoplastische Veränderung bei der normale luminale Zellen durch eins bis

fünf Reihen von Kolumnarzellen ersetzt werden. Nach bisherigen Studien führt das

FEA nur in seltenen Fällen zu einem invasiven Mammakarzinom [24, 27].

Die lobuläre Neoplasie Die lobuläre Neoplasie schließt sowohl die atypische

lobuläre Hyperplasie als auch das lobuläre Carcinoma in situ ein. Die atypische

lobuläre Hyperplasie (ALH) ist durch die atypische Proliferation von kleinen mono-

morphen Zellen innerhalb einer terminalen dukto-lobulären Einheit gekennzeich-

net. In der ALH sind weniger als die Hälfte der Lobuli innerhalb eines Lobus

betroffen [25, 28].

Das lobuläre Karzinoma in situ (LCIS) entsteht ebenfalls in den terminal dukto-

lobulären Einheiten und zeichnet sich durch die Proliferation von neoplastischen

Zellen mit Expansion der Acini aus. Die Zellen stellen sich als monomorph, unge-

ordnet, mit rund-ovaler Form sowie mit unauffälligem Zytoplasma dar. Die Nuklei

sind rund-oval, mit glatter nuklearer Membran und unauffälligen Nukleoli. Das

LCIS unterscheidet sich vom ALH durch vollständige Füllung und Expansion der

Lobuli. Im LCIS ist eine fehlende Expression von E-Cadherin bei vorhandenem

Keratin mit hochmolekularer Masse zu beobachten. Im DCIS ist dies umgekehrt

[22, 29, 30].
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1.3.3 Duktales Karzinom in situ

Das DCIS zeigt eine neoplastische Proliferation von atypischen Epithelzellen in

den terminalen duktulo-lobulären Einheiten, dringt nicht in die Basalmembran

ein und wächst nicht in das umliegende Stroma [31, 32].

Es umfasst eine heterogene Gruppe von Präkanzerosen mit Komedotypen, non-

Komedotypen und weiteren Subgruppen. Komedokarzinome sind hochdifferenziert

mit zentraler Nekrose, hoher Proliferationsrate und Mikrokalzifikationen. Sie expri-

mieren keine Hormonrezeptoren und treten zu 10% bilateral auf. Die non-Komedo

Karzinome werden in den kribriformen, mikropapilären, papillären und soliden Ty-

pen unterteilt. Gegensätzlich zu den Komedokarzinomen weisen diese niedriggradig

differenzierte Zellen, häufige ER-Positivität sowie eine niedrige Proliferationsrate

auf [22, 23]. Das Malignitätspotenzial variiert aufgrund der Heterogenität deutlich

[24].

1.3.4 Das invasive Karzinom

Das invasive Mammakarzinom ist eine heterogene Erkrankung mit Variationen in

Histologie, Rezeptorstatus und Mitoseraten.

Invasives Karzinom ohne speziellen Typ Etwa 50-80% der invasiven

Mammakarzinome werden dem invasiven Mammakarzinom ohne speziellen Typen

zugeordnet (ehemals invasives duktales Mammakarzinom)(NST). Hierbei handelt

es sich um eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, die nicht genügend Merk-

male vorweisen, um einem anderen Typus zugeordnet zu werden.

Makroskopisch variieren Sie in Größe und Form, zerstören das umliegende Gewebe

und können Nekrosen, Einblutungen sowie zystische Degeneration aufweisen. Mi-

kroskopisch wachsen die Tumore in Abhängigkeit des Fasern- und Stromagehaltes

in radiären Ausläufern oder glatt konturiert. Die Zellen zeigen variable Nuklei mit

prominenten Nukleoli und bilden keine Basalmembran [22, 33].

80% der NST Karzinome werden von einem DCIS begleitet. Weiterhin sind 80%

Östrogenrezeptor-positiv sowie zu 15% HER2-positiv. Verglichen mit anderen

Mammakarzinom Subtypen weisen NST Karzinome eine vergleichsweise schlechte

Prognose auf [33].



1 EINLEITUNG 14

Invasives lobuläres Karzinom Die invasiven lobulären Karzinome (ILC) ma-

chen 10-15% der invasiven Mammakarzinome aus und nehmen in der Inzidenz zu

[33]. Sie zeigen variable Tumorgrößen. Mikroskopisch zeigen sich kleine, uniforme

einzelne oder in Gänsemarsch-Anordnung wachsende Zellen. Eine fehlende oder

reduzierte Expression von E-Cadherin führt zu diskohäsivem Wachstum [34].

Oft wachsen die invasiven Zellen dabei konzentrisch um Drüsen und anderen

Strukturen [30].

Begleitend zum ILC sind häufig umliegende lobuläre Neoplasien, DCIS oder

andere Carcinoma in situ vorzufinden. In bis zu 90% der Fälle exprimieren ILC

den Östrogenrezeptor und in 70% den Progesteronrezeptor [30]. Eine HER2

Überexpression im ILC ist sehr selten [33].

Weitere histologische Typen beinhalten das tubululäre, kribriforme, muzinöse,

medulläre, apokrine, siegelringzellige, mikropapilläre und das metaplastische

Mammakarzinom.

1.4 Klassifikation

1.4.1 Histologisches Grading nach der WHO

Im histologischen Grading erfolgt die Beurteilung des Differenzierungsgrades im

Tumorgewebe. Das Material wird während der diagnostischen Sicherung durch

Stanz-, Vakuum- und in Ausnahmefällen durch offene Exzisionsbiopsien gewon-

nen [26]. In der von Elson und Ellis optimierten [35], ursprünglich durch Bloom

und Richardson [36] vorgeschlagenen Methodik fließen drei Kriterien ein. Für jedes

Kriterium ergeben sich je nach Ausprägung Punkte, die zum Schluss addiert und

nach einem Scoring Modell dem Grading 1-3 zugeteilt werden.

Das gewonnene Gewebe wird auf die Tubulusbildung im Gesamttumor unter-

sucht. Je ausgeprägter das drüsige Gewebe vorliegt, desto höher gilt der Diffe-

renzierungsgrad und es ergeben sich folglich weniger Punkte im Scoring Model.

Darüber hinaus erfolgt die Beurteilung der Zellkerne im Hinblick auf ihre Größe,

ihre Größenvarianz, ihre Nukleolen sowie das Kernchromatin. Abschließend erfolgt

die Bestimmung der Mitoserate im Areal der höchsten Ausprägung [26, 37].
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1.4.2 TNM Klassifikation und spezielle Zusatzuntersuchungen

Um für die therapeutische Planung sowie die Prognosestellung das Ausmaß der

Karzinomausbreitung einzuschätzen, wird das TNM System der American Joint

Committee on Cancer verwendet [26]. Ursprünglich berücksichtigte die TNM

Klassifikation lediglich anatomische Eigenschaften. Aktuell wird zusätzlich die

Bestimmung klinisch relevanter Faktoren in allen Mammakarzinomen empfohlen:

der Hormonrezeptor Status, der HER2 Status, das histologische Grading und die

Multigen-Diagnostik [38].

Die klinische TNM Klassifikation ist mit c-TNM und die histopathologische

Klassifikation mit p-TNM deklariert. Bei bilateralem Befall der Brüste erfolgt eine

getrennte Klassifikation für jede Brust. Bei multiplem Befall einer Brust zählt die

am höchsten festgestellte T-Klassifikation. [26]

Optional ist die Angabe des Nottingham-Prognose-Index, der sich aus der

Tumorgröße, dem Grading und dem Lymphknotenstatus zusammensetzt und je

nach Indexwert eine Überlebensprognose stellt [26, 39].

Anhand der entnommenen Biopsien wird in der Primärdiagnostik des invasiven

Mammakarzinoms der Östrogenrezeptor (ER)-, Progresteronrezeptor (PgR)-

sowie HER2-Status zur Therapieplanung bestimmt. Der ER/PgR gilt als positiv,

sofern mindestens 1% der vorhandenen Tumorzellkerne die Hormonrezeptoren

präsentieren. Zur vereinfachten Darstellung wird die Angabe als Immunreaktiver

Score (IRS) nach Remmele [40] oder dem Allred Score [41] empfohlen [26]. Die

HER2-Positivität ist bei einem immunhistochemischen Score von 3+ oder durch

den Nachweis einer Genamplifikation gegeben [26]. Anhand dieser Untersuchungen

sowie der Ki-67 Proliferationsrate werden Mammakarzinome in vier verschiedene

Subtypen mit jeweils unterschiedlichen Therapieempfehlungen unterteilt [26, 42]:

Luminal A ER und/oder PgR-positiv, HER2-negativ, niedriger Ki-67-Wert

Luminal B:

– (HER2-negativ): HER2-negativ, ER- und/oder PgR-positiv, hoher

Ki-67-Wert
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– (HER2-positiv): HER2-positiv, ER und/oder PgR positiv, hoher oder

niedriger Ki-67-Wert

HER2-positiv ER und PgR negativ und HER2-positiv

Triple-negativ ER, PgR und HER2 negativ

1.5 Tamoxifen

Allgemeines Tamoxifen ist ein nichtsteroidaler selektiver Östrogen-Rezeptor-

Modulator (SERM). Abhängig vom Gewebe weist es eine am Östrogenrezeptor spe-

zifische agonistische oder antagonistische Funktion auf. Die Anti-Tumor-Wirkung

im Mammakarzinom resultiert aus einer kompetitiven Hemmung des Östradiols

durch Bindung an den Östrogenrezeptor-Alpha [43]. Durch Bindung des Tamo-

xifens an den Östrogenrezeptor wird dessen Struktur verändert und eine Bin-

dung von Cofaktoren verhindert [44]. Die von Östradiol gesteuerte Gentranskrip-

tion, Zellproliferation und das Tumorwachstum werden folglich gehemmt [45]. Seit

Einführung der therapeutischen Anwendung im Mammakarzinom im Jahr 1973

ist bei prämenopausalen Frauen eine Senkung der Mortalität um 30% sowie der

Rezidivrate um 50% zu beobachten [44].

Anwendung Etwa 70% der invasiven Mammakarzinome präsentieren den

Östrogenrezeptor-Alpha [46]. In prämenopausalen Patientinnen mit einem solchen

Karzinom wird eine fünfjährige adjuvante Therapie mit 20mg Tamoxifen täglich

empfohlen [26]. Nach Abschluss der fünfjährigen Therapie kann eine Verlängerung

um weitere fünf Jahre evaluiert werden [26]. Hierbei stehen eine weitere Reduktion

der Rezidivrate sowie ein verlängertes Gesamtüberleben mit erhöhten Nebenwir-

kungen im Konflikt [47]. Die Indikation ist unter Berücksichtigung der individuel-

len Rezidivwahrscheinlichkeit und dem Patientinnenwunsch zu stellen [26]. Sofern

die Patientinnen während einer fünfjährigen Behandlung bereits die Menopause

erreicht haben und ein erhöhtes Rezidivrisiko vorliegt, wird die Umstellung auf die

im Hinblick auf das rezidivfreie Überleben signifikant überlegene Aromatasehem-

mer empfohlen [26, 48].

Die Kombinationstherapie aus Ovarialsuppression und Tamoxifen kann bei Frau-
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en mit einem hohen Rezidivrisiko nach adjuvanter Chemotherapie oder bei

prämenopausalen Frauen erwogen werden. Die Ovarialsuppression kann durch eine

Operation (Entfernung der Eierstöcke) oder medikamentös (z.B. mit einem GnRH-

Analogon) erreicht werden [26].

In prä- und perimenopausalen Patientinnen mit metastasiertem Östrogenrezeptor-

positiven HER2-negativem Mammakarzinom wird eine Erstlinientherapie mit en-

dokriner Therapie (wie z.B. Tamoxifen) bis zur Progression empfohlen, sofern ein

rascher Wirkungseintritt nicht nötig ist [26].

In den USA erfolgte 1998 die Zulassung von Tamoxifen in der Primärprävention

von Mammakarzinomen bei Hochrisikopatientinnen. Im Vergleich zu Patientinnen,

die keine prophylaktische Gabe von Tamoxifen erhielten, wiesen diejenigen, die

mit Tamoxifen therapiert wurden, eine 30-50%ig geringere Inzidenz von Mamma-

karzinomen auf [49, 50, 51]. Eine Follow-Up Studie über 20 Jahre bestätigte

einen langanhaltenden Schutz durch Tamoxifen [52]. Trotzdem erlangte Tamo-

xifen aufgrund gefürchteter Nebenwirkung in Deutschland keine Zulassung in der

Präventionstherapie.

Eine Übersichtsstudie, welche die obig genannten Studien inkludiert, bestätigte

unter Tamoxifen Therapie ein erhöhtes Vorkommen von Endometriumkarzinomen

(relatives Risiko 2,4) und venösen thromboembolischen Ereignissen (relatives Risi-

ko 1,9). Das erhöhte Aufkommen der Nebenwirkungen hat jedoch keinen Einfluss

auf die Mortalität. [53]

1.5.1 Therapeutische Alternativen zu Tamoxifen

Aromatasehemmer blockieren die Umwandlung von Androgenen zu Östrogen. Aro-

matasehemmer sind die bevorzugte Erstbehandlungsoption für Frauen, die nach

der Menopause mit einem ER/PgR+ Mammakarzinom diagnostiziert werden. Zu

den bekannten Arzneistoffen gehören: Letrozol, Anastrozol und Exemestan. [26]

Fulvestrant ist ein selektiver Östrogenrezeptor-Downregulator (SERD), der den ER

blockiert und anschließend den Abbau des Rezeptors im Zytoplasma induziert. Es

gilt als Erstlinientherapie für postmenopausale Frauen mit metastasiertem Brust-

krebs, deren Tumorzellen ER/PgR+ HER2- sind, vor allem wenn zuvor bereits

eine Therapie mit Aromatasehemmern erfolgt ist. Die Behandlung erfolgt in Kom-
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bination mit CDK4/6-Inhibitoren. [26, 54]

CDK4/6-Inhibitoren sind eine vergleichsweise neue Gruppe von Medikamenten, die

die Cyclin-abhängigen Kinase 4 und 6 (CDK4/6) blockieren. Diese Enzyme spielen

eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Zellwachstums. CDK4/6-Inhibitoren

werden als Erstlinientherapie in Kombination mit einer endokrinen Therapie bei

Patientinnen mit metastasiertem ER/PgR+ HER2- Mammakarzinom eingesetzt.

Weiterhin werden sie als Zweitlinientherapie in Kombination mit einer endokrinen

Therapie bei Patientinnen verwendet, die trotz einer bestehenden endokrinen The-

rapie einen Tumorprogress erfahren. Die zugelassenen CDK4/6-Inhibitoren umfas-

sen Palbociclib, Ribociclib und Abemaciclib. [26, 55]

GnRH-Analoga führen zu einer verminderten Produktion von Östrogen in den Ei-

erstöcken. Sie werden als alleinige Therapie zur Behandlung von prämenopausalen

Frauen mit einem ER/PgR+ HER2- Mammakarzinom und einer Unverträglichkeit

gegenüber Tamoxifen und Aromatasehemmern verwendet. Trotz des äquivalenten

Therapienutzens im Vergleich zu Tamoxifen ist eine Therapie jedoch mit ei-

ner deutlich höheren Nebenwirkungsrate, reduzierter Therapieadhärenz sowie

Spättoxizität assoziiert. In der Behandlung von metastasierten ER/PgR+ HER2-

Mammakarzinomen können GnRH-Analoga in Kombination mit einer endokrinen

Therapie (Aromatasehemmer, Fulvestrant oder Tamoxifen) eingesetzt werden. [26,

56]

1.5.2 Wirkungsweise

Tamoxifen und seine aktiven Metabolite wirken als selektive Östrogenrezeptor-

Modulatoren (SERMs), indem sie an den Östrogenrezeptor binden und dessen Ak-

tivität modulieren. Im Gegensatz zu Östradiol, einem natürlichen Östrogen, binden

Tamoxifen und seine Metabolite mit geringerer Affinität an den Östrogenrezeptor.

Wenn Tamoxifen bzw. seine aktive Metabolite an den Östrogenrezeptor binden,

wird das Hitzeschockprotein 90 (HSP90) von diesem abgespalten, was zur Bil-

dung eines Tamoxifen-Östrogenrezeptor-Komplexes führt. Dieser Komplex wan-

dert dann in den Zellnukleus.

Im Zellkern bindet der Tamoxifen-Östrogenrezeptor-Komplex an die DNA Pro-

moter Regionen der Östrogen-empfindlichen Bereiche bei aktivierter Activation
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Factor (AF) 1 Domäne und inhibierter Activation Factor 2 Domäne.

Die Inhibition der AF2-Domäne sowie Blockierung von ER-Coaktivatoren führt

zu einer abgeschwächten Transkription der betroffenen Gene. Eine Restaktivität

bleibt durch die aktivierte AF1-Domäne bestehen. [57].

1.5.3 Metabolismus

Tamoxifen wird durch CYP-Enzyme der Leber in aktivere Metabolite mit jeweils

unterschiedlich starker Affinität und Potenz für den Östrogenrezeptor umgewan-

delt. Angenommen wird zunächst eine N-Methylierung zu N-Desmethyl-Tamoxifen

durch CYP3A, gefolgt von der Hydroxylierung durch CYP2D6 zum aktiven Me-

tabolit 4-Hydroxy-N-Desmethyl-Tamoxifen auch Endoxifen genannt. Ein gerin-

ger Anteil des Tamoxifens wird zuerst hydroxyliert und anschließend methyliert

[58]. Endoxifen weist wie das Hydroxytamoxifen (4-OH-Tamoxifen) eine 100-fach

stärkere Affinität für den Östogenrezeptor als das Tamoxifen auf [59]. An den

Östrogenrezeptor können jedoch alle drei binden. Die Elimination von Tamoxifen

und dessen Metabolite erfolgt nach Glucuronidierung durch Enzyme der Leber via

Galle und Kot [60, 61].

1.5.4 Resistenz

Die therapeutische Effektivität von Tamoxifen wird maßgeblich durch Tumorresis-

tenzen beeinträchtigt. Resistenzen existieren entweder vorab oder bilden sich im

Verlauf einer Therapie. Bis zu 40% der Patientinnen mit einem Hormonrezeptor-

positiven Mammakarzinom erleiden unter der Therapie mit Tamoxifen einen the-

rapeutischen Rückfall mit Rezidiv. Der Identifikation von Resistenzmechanismen,

Präventivmaßnahmen und prädiktiver Biomarker wird daher eine hohe klinische

Relevanz zugeschrieben [62]. Es folgt eine Zusammenfassung über den aktuellen

Stand der Forschung.

Genetische Polymorphismen der Biotransformationsenzyme Polymor-

phismen in Genen von Enzymen des Tamoxifen Metabolismus können

Veränderungen der katalytischen Aktivität bewirken und treten gehäuft auf. Da

die Enzyme entscheidend für die Umwandlung in die aktiven Metabolite und die
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anschließende Eliminierung sind, sollte die Enzymaktivität theoretisch direkt mit

der Anti-Tumor-Wirksamkeit korrelieren [63].

Wie im Kapitel 1.5.3 erwähnt, ist das Enzym CYP2D6 von besonderer Relevanz

im Metabolismus und steht daher im Fokus der Forschung. Abgesehen vom kom-

pletten Genverlust oder dem Auftreten zweier Allele, die mit einem kompletten

Funktionsverlust assoziert sind, existieren bis heute sehr widersprüchliche Aussa-

gen bezüglich des Effektes des Enzym-Phänotyps auf die Endoxifen-Konzentration

und Bedarf daher einer weiteren Abklärung [63].

Verlust und Modifikation vom ER Der Östrogenrezeptor-Alpha-Status ei-

nes Brustkrebses ist entscheidend für das Ansprechen der Therapie auf Tamoxifen.

Punktmutationen im ER-alpha Gen, die zur folgenden Ligandenunabhängigkeit

des Rezeptors führen, sind gehäuft bei einer Aromatasehemmer-Therapie bei me-

tastasierendem ER-positivem Mammakarzinom zu beobachten [64]. Abgesehen da-

von treten Punktmutationen, Insertionen sowie Deletionen des ER-α Gens jedoch

nur sehr rar auf und stellen keine vollständige Erklärung für die ca. 30% ER-

negativen Tumore bei der Diagnosestellung dar [65]. Darüber hinaus zeigen einige

Östrogenrezeptor-positive Tumore einen ER-Verlust während der Rezidiventwick-

lung unter einer Therapie mit Tamoxifen [66].

Als weitere Ursache werden epigenetische Veränderungen vermutet. Durch enzy-

matische Modifizierung von Histonen und Nukleinsäuren an Promotoren kommt es

zu strukturellen Veränderungen des Chromatins. Dies nimmt Einfluss auf die Tran-

skription von Genen durch veränderte Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren,

Coaktivatoren und Corepressoren. Methylierung von CpG Inseln in den Promo-

ter Regionen des Östrogen Rezeptors gelten hierbei als Hauptmechanismus. CpG

Inseln sind Bereiche im Genom mit erhöhter CpG Dinukleotid Dichte. In ER-

Rezeptor positiven Tumoren und normalen Brustgewebe sind diese CpG-Inseln

unmethyliert, wohingegen die meisten ER-negativen Tumore vermehrt Methyl-

gruppen aufzeigen [67]. Als ursächlich gelten ebenfalls posttranslationale Modifi-

kationen von Histonen in Form von Acetylierung und Phosphorylierung [68].

Auch Veränderungen am Östrogenrezeptor und seinen Co-Regulatoren selbst ha-

ben Einfluss auf die Wirkung des Tamoxifens. Signal-Kinase-Wege phosphorylieren

eine Reihe von Serin-Aminosäuren des Rezeptors mit erheblichen Auswirkungen.
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Nennenswerte Einflüsse beinhalten eine Ligand-unabhängige Transkription vom

ER-α, Reduktion der Affinität des Östrogenrezeptors zu Tamoxifen und eine redu-

zierte Affinität des Rezeptors zur DNA-Bindung bei gebundenen Tamoxifen [69,

70, 71, 72].

Die regulierenden Effekte des Östrogenrezeptors auf die Transkription ergeben sich

durch ein Zusammenspiel von Rezeptor, Ligand, hormonempfindlichen Bereichen

und Cofaktoren. Auch veränderte Expressionen der Cofaktoren können daher di-

rekte Auswirkung auf die Effektivität des Tamoxifens haben [73].

Wachstumsfaktor-Rezeptoren Die Expression der Wachstumsfaktor-

Rezeptoren EGFR, HER2 und IGF-1R in Brustkrebszellen ist mit einer Resistenz

gegenüber Tamoxifen assoziiert [74]. In vivo Analysen in MCF-7 Xenograft Maus

Modellen mit erhöhter Expression von EGFR und HER2 zeigten eine durch

diese Rezeptor-Tyrosinkinasen vermittelte, über MAPK, ERK1+2 sowie AKT

durchgeführte Phosphorylierung und damit resultierende ligandenunabhängige

Stimulation der Östrogenrezeptoren. Verstärkt wird dies durch die Bindung von

Tamoxifen an den ER, wodurch EGFR, HER2, AKT ERK1+2 sowie MAPK

zusätzlich stimuliert werden und ein bidirektionaler Crosstalk resultiert [75].

Die Gabe von Gefitinib, einem Inhibitor der AKT und MAPK, ermöglichte die

Wiederherstellung der Sensitivität gegenüber Tamoxifen [75, 76].

50-80% der Luminal A Mammakarzinome zeigen eine Überexpression vom IGF-1R

[77, 78]. Stimuliert durch Insulin, IGF-I und II sowie inhibiert durch die IGFBPs,

steuert der IGF-1 Rezeptor durch die MAPK/ERK PI3K/AKT Signalwege den

Metabolismus, fördert die Proliferation und blockiert die Apoptose einer Zelle.

In vitro Analysen in Östradiol armen und IGF-1 reichem Medium zeigten ein

Östradiol unabhängiges, durch IGF-1R vermitteltes Zellwachstum von MCF-7

Zellen. Auch unter Gabe von Tamoxifen proliferierten diese Zellen, wohingegen

die Gabe von IGF-1R Inhibitoren ein Wachstum unterband [79]. Es wird ange-

nommen, dass der aktive phosphorylierte Status des IGF-1R, nicht die Menge der

Expression für die Stimulation der nachgeschalteten Signalwege und dem daraus

resultierende Resistenzmechaninsmus maßgebend ist [78]. In Untersuchungen mit

MCF-7 Xenograften in Mäusen, wurde im Vergleich zu Tamoxifen sensitiven

Zellen, eine geringere dafür jedoch stark phosphorylierte Menge an IGF-1R in
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Zellen zum Zeitpunkt einer erworbenen Tamoxifen-Resistenz beobachtet [76].

Breast Cancer Antiöstrogene BCARI und III sind Gerüstproteine die struk-

turell und funktionell eng miteinander interagieren und eine entscheidende Rolle

in der Regulation nachgeschalteter Signaltransduktionswege einnehmen [80]. Eine

hohe Expressionen dieser beiden Proteine ist mit zellulärer Proliferation in Anwe-

senheit von Tamoxifen in Zellen des Mammakarzinoms assoziiert [81, 82, 83].

In vitro Analysen in Brustkrebs-Zelllinien zeigen eine durch BCARI vermittelte

erhöhte Aktivität der c-SRC Kinase [84], resultierend in einer durch Phosphory-

lierung folgenden Aktivierung des EGFR und des Transkriptionsfaktors STAT5b

[85]. Daraus folgt ein progressives Wachstum sowie zelluläres Überleben auch un-

ter einer Therapie mit Tamoxifen [86, 85]. Die Wirkung von BCAR1 entfaltet sich

unabhängig vom Östrogenrezeptor-Status und seinen Response Elementen [85].

Die Identifikation von BCAR3 erfolgte im Rahmen genetischer Untersuchungen in

Tamoxifen resistenten Brustkrebszellen [82]. BCAR3 vermittelt durch Bindung an

zytosolisches BCAR1 eine Translokation des BCAR1 in die Zellmembran, in der

das Protein durch Phosphorylierung aktiviert wird [87].

Zellzyklus Regulatoren Das Protein Cyclin D1 reguliert den Zellzyklus und

stimuliert den Übergang der G1-Phase in die S-Phase [69]. Eine Überexpression

des Proteins ist mit einer schlechten Prognose unter einer Therapie mit Tamoxifen

bei Brustkrebspatientinnen assoziiert. Weiterhin weisen mit Tamoxifen behandel-

te Patientinnen mit geringer Cyclin D1 Expression ein verlängertes rezidivfreies

Überleben auf [88, 89]. Ein Grund könnte eine gesteigerte Affinität des Cyclin

D1 gegenüber dem Östrogenrezeptor ausgelöst durch eine Therapie mit Tamoxi-

fen sein. Es kommt zu einer vermehrten aktivierenden Bindung von Cyclin D1

an den Östrogenrezeptor sowie einer aufgehobenen Repression des Transkriptions-

faktors STAT3. In Tumoren mit einer Cyclin-D1 Überexpression resultiert dies in

gesteigerter Zellproliferation, vermittelt durch den aktivierten Östrogenrezeptor

und einer blockierten Apoptose, vermittelt durch STAT3 [90].

Antiöstrogene hemmen die Expression von MYC, einem Gen, welches für den

Transkriptionsfaktor c-MYC codiert. Geringeres c-MYC geht mit einer Derepres-

sion des p21Cip1/Wafl Gens einher, wodurch CDK-2 und -4 inhibiert werden und
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ein Zellzyklusstillstand resultiert [91, 92]. Die Proteine Cyclin E1 und E2 binden

an die Cyclin abhängige Kinase 2 (CDK-2) und fördern zusammen mit dem Cyclin

D/CDK-4 Komplex durch Phosphorylierung und damit Inaktivierung der Tumor-

suppressor Proteine Retinoblastom-1 und -2 die Progression in die S-Phase [92].

Die Expression von Cyclin E1 und E2 wird zusätzlich indirekt über den Transkrip-

tionsfaktor E2F durch Cyclin D1 verstärkt [93].

Eine Überexpression von Cyclin E2 reduziert den von Antiöstrogenen vermittel-

ten inhibitorischen Effekt auf CDK4 und E2F Zielgenen in vitro und das erhöhte

Aufkommen von Cyclin E2 kodierender mRNA ist mit einem geringerem metasta-

senfreien Überleben nach endokriner Therapie in Brustkrebspatientinnen assozi-

iert [92]. Weiterhin ist ein erhöhtes Aufkommen von Cyclin E1 mRNA mit einer

schlechteren Prognose in Östrogenrezeptor-negativen Brustkrebspatientinnen so-

wie einem Therapieversagen unter Tamoxifen assoziiert [94, 95].

BCL-2 Die B-Zell Lymphom 2 Familie ist bedeutend für die Regulation der

Apoptose. Während einige Mitglieder dieser Familie die zelluläre Apoptose fördern

(Bad, Bax, Bid u. Bik), stimulieren andere wiederum das zelluläre Überleben

(BCL-2, BCL-w u. BCL-Xl). Je nach Ausprägung der Proteine reagieren Zellen

unterschiedlich sensitiv auf apoptopische Impulse [96].

Stimuliert durch den PI3K Signalweg wird das Protein Bad phosphoryliert. Es

kommt zur Abspaltung vom BCL-2/BCl-x Komplex, wodurch beide Proteine die

Möglichkeit haben, ein BAX Protein eines Homodimers zu binden. Durch Heterodi-

merisierung der BAX Proteine wird den Proteinen die proapoptopische Eigenschaft

genommen. Eine erhöhte Expression von BCL-2, förderlich für eine gehäufte He-

terodimerisierung, wird mit einer Resistenz gegenüber Tamoxifen assoziiert. Um-

gekehrt ist eine hohe Expression von BAD mit einem besseren krankheitsfreien

Überleben assoziiert [97]. 75% der primären Brustkrebserkrankungen exprimie-

ren ein hohes Aufkommen von BCL-2 mit besonders hoher Expression im ER-

positivem Brustkrebs (85%) [98].

In vitro Analysen in MCF-7 Zellen zeigen, das die Unterdrückung des BIK Gens in

Tamoxifen behandelten MCF-7 Zellen in antiapoptotische Effekte resultieren und

daher einen weiteren möglichen Resistenzfaktor darstellt [99].
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Autophagie Unter der Therapie mit Tamoxifen wird den Zellen des Mammakar-

zinoms eine überlebensnotwendige Stimulation durch den Östrogenrezeptor entzo-

gen. Autophagie ist ein Prozess, bei dem unter zellulärem Stress das Überleben

durch Abbau beschädigter intrazelluläre Proteine und anderer Organellen sicher-

gestellt wird [100]. In vitro Analysen lassen vermuten, dass die Autophagie auch

eine Rolle in der Resistenzentwicklung gegenüber Tamoxifen einnimmt [100, 101].

Beclin 1 ist ein Protein dessen zentrale Funktion die Steuerung der Autophagie

einnimmt. Eine Überexpression des Proteins in MCF-7 Zellen ist mit einer Resis-

tenz gegenüber Tamoxifen assoziert [102]. In in vitro Untersuchungen resultierte

ein Knockdown des für das Beclin 1 kodierende Gens (BECN1) sowie weiterer

mit Autophagie assoziierter Gene mittels siRNA in eine Resensibilisierung von

Tamoxifen-resistenten Brustkrebszellen [103].

NFκB Signalweg Der NF-κB-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Re-

gulation von Genen, die das Immunsystem, die Zellproliferation und die Apoptose

beeinflussen.

Untersuchungen an Frauen mit ER+ Mammakarzinom haben ergeben, dass die

NF-κB-Aktivität durch eine Therapie mit Tamoxifen bereits nach einer kurzen

Therapiedauer von 21 Tagen gesteigert wird. In vitro Experimente mit MCF-

7-Zellen die gegen Tamoxifen resistent sind, haben gezeigt, dass der NF-κB-

Signalweg in diesen Zellen stärker aktiviert ist. Besonders hervorzuheben ist,

dass diese Zellen einen deutlich positiven Östrogenrezeptor-Status aufweisen, je-

doch gegenüber Tamoxifen nicht sensitiv sind. Durch die Inhibition von NFκB-

Transkriptionsfaktoren konnte in diesen Zellen das Wachstum jedoch unterbunden

werden. Auch bei Mäusen, deren MCF-7 Xenografts mit Tamoxifen behandelt wur-

den, wurde eine erhöhte Expression von NF-κB-Zielgenen beobachtet. [104]

Mehrere Resistenzmechanismen werden vermutet, darunter eine NF-κB-Signalweg-

abhängige Zellproliferation, die durch die NF-κB-Transkriptionsfaktoren p65 und

p50 stimuliert wird. Auch Crosstalks zwischen NF-κB und dem ER, die indirekte

Beeinflussung des ER durch Assoziationen von NF-κB mit Coaktivatoren und Co-

repressoren des ER sowie die Repression der ER-Transkription könnten eine Rolle

spielen. Weiterhin könnte die Beeinflussung der Apoptose und des Immunsystems

eine Rolle spielen. [105]
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Eine hohen NF-κB-Aktivität in Zellen des Mammakarzinoms könnte daher in

eine de-novo Resistenz gegenüber Tamoxifen resultieren. Weiterhin könnte eine

verlängerte Überlebenszeit einer Zellpopulation mit NF-κB vermittelter Zellproli-

feration unter Tamoxifen Therapie durch weitere Adaption auch in eine erworbene

Resistenz resultieren. [104]

Das in dieser Arbeit untersuchte Protein BCL-3 beeinflusst die Aktivität von Tran-

skriptionsfaktoren wie NF-κB.

1.6 B-Cell Lymphoma 3 (BCL-3)

Das durch das B-Zell Lymphoma 3 Gen enkodierte Protein ist Mitglied der IκB

Proteinfamilie und reguliert als Kofaktor die Gen Transkription im Nukleus [106].

Erstmalig identifiziert wurde das BCL-3 Gen in der chronisch lymphatischen

Leukämie in der Translokation von T(14/19) [107, 108].

Struktur Das Protein umfasst 446 Aminosäuren bei einer molekularen Mas-

se von 47kDA und lässt sich in eine Ankyrin-Wiederholungsdomäne, umgeben

von N- und C-Termini reich an Serin und Prolin gliedern [109]. Die Ankyrin-

Wiederholungsdomäne formt die Bindungstelle zur NF-κB Bindung [110]. BCL-3

verfügt über ein Kernlokalisierungssignal am N-Terminus, welches eine Einschleu-

sung in den Zellkern ermöglicht [111].

Lokalisation In Abhängigkeit vom Zelltyp und Stimuli ist das kodierte Protein

BCL-3 im Nukleus oder Zytosol lokalisiert [112]. Notwendig für die Translokati-

on in den Nukleus ist eine posttranslationale Proteinmodifikation des BCL-3 in

Form einer Ubiquitinierung [112]. Die Phosphorylierung durch AKT führt zu ei-

ner veränderten Ubiquitinierung und ermöglicht dadurch die Translokation in den

Nukleus [110]. In vitro Analysen in Keratinozyten zeigen eine durch externe Si-

gnale vermittelte De-Ubiquitinierung und Bindung von BCL-3 durch das Enzym

CYLD im Zytosol und folglich verhinderte Translokation [113, 114]. Gefördert wird

die Translokation nachweislich durch Stimulation von hämatopoetischen Wachs-

tumsfaktoren (GM-CSF, Erythropoetin), wie Analysen an Zellen der humanen

Erythroleukämie-Zelllinie TF1 zeigen [115].
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Weiterhin steht die Menge des zellulären BCL-3 unter Kontrolle durch eine auto-

regulatorischen Rückkopplungsschleife mit NF-κB1 sowie BCL-3 selbst [116]. Die

Expression von BCL-3 wird zudem durch das Tumorsuppressorprotein p53 inhi-

biert [117].

Funktion Je nach Promoter, Zelltyp und Stimulus fördert oder hemmt BCL-3

die Transkription von NF-κB gesteuerten Genen. Funktionell unterscheidet sich

BCL-3 von den anderen Mitgliedern der IκB Familie deutlich. [118]

BCL-3 fördert die Transkription durch multiple Mechanismen. Durch Bindung

an die repressorischen p50 und p52 Homodimere, kann BCL-3 diese von der

κB-Bindungsstelle der DNA abspalten und eine anschließende Bindung vom

Transkription-aktivierenden Heterodimer, bestehend aus p50/p52 sowie einem Rel-

Protein, ermöglichen [119]. Mithilfe der Transaktivierungsdomänen an den N- und

C-Termini kann BCL-3 einen ternären Komplex mit DNA gebundenen p50 und

p52 Homodimeren formen und diese direkt aktivieren [120, 121].

Gegensätzlich dazu kann BCL-3 auch eine Repression der Transkription bewirken.

In vitro Analysen zeigen eine durch BCL-3 vermittelte Inhibierung der Ubiquiti-

nylierung und dem darauf folgend fehlendem Abbaus repressorisch wirkender p50

Homodimere [122]. Zudem ist BCL-3 fähig, Corepressoren zu rekrutieren [123].

Durch NF-κB unabhängige Mechanismen hat BCL-3 Einfluss auf die Metastasie-

rung, Zellproliferation und Apoptose [124, 125, 126].

BCL-3 in malignen Tumoren Die durch die T14/19(q32;q13) Translokati-

on resultierende Überexpression von BCL-3 findet sich sowohl in der chronisch

lymphatischen Leukämie als auch in anderen Non-Hodgkin Lymphomen [127]. In

Hodgkin-, einigen T-Zell- sowie in diffusen großzelligen B-Zell-Lymphomen finden

sich zudem von der Translokation unabhängige BCL-3 Überexpressionen [128].

Abgesehen von den hämatologischen Neoplasien sind Veränderungen der BCL-3

Expression auch in soliden Tumoren wie dem Nasopharynxkarzinom [129], Endo-

metriumkarzinom [130], kolorektales Karzinom [112] und Prostatakarzinom [131]

zu finden.

Aktuelle Studien weisen auf eine mögliche Verwendung des BCL-3 als klinisch-

prognostischen Marker im hepatozellulären, Zervix- und klarzelligen Nierenzellkar-
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zinom hin. In diesen Karzinomen ist eine BCL-3 Überexpression mit klinisch-

pathologischen Merkmalen und einer verminderten Überlebensprognose assoziiert

[132, 133, 134].

BCL-3 im Mammakarzinom Die erstmalige Identifikation einer erhöhten

BCL-3 Expression in soliden Tumoren erfolgte im Mammakarzinom [135, 136].

Brustkrebszellen mit einer BCL-3 Überexpression zeigen erhöhte Cyclin D1 Ex-

pressionen und daraus resultierende kürzere G1-Zellzyklus Phasen [137]. In vivo

Analysen in HER2+ Mammakarzinom zeigen eine durch BCL-3 gesteigerte Tran-

skription von mit Zellmotilität-assoziierten Genen und einer daraus resultierenden

gesteigerten Metastasierung [125]. In vitro Analysen in HER2+ Zelllinien zeigen

eine durch Knockdown des BCl-3 Gens verringerte Tumorzellmotilität von 61%

[125]. Eine erhöhte Expression des BCL-3 ist mit einem geringeren metastasen-

freien Überleben sowie vermehrten Aufkommen von Lungenmetastasen in Patien-

tinnen mit Hormonrezeptor-positiven und -negativen Mammakarzinom assoziert

[138].

In vitro Analysen mit MCF-7 ER-positiven Zellen, die in einem Östradiol ar-

men Medium kultiviert wurden, zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine

Überexpression von BCL-3 [139].

Mesenchymale Stammzellen und Tumor-assoziierte Fibroblasten sind Bestandteile

der Tumormikroumgebung. In MCF-7 Brustkrebszellinien zeigte sich eine durch

diese Zellen vermittelte geringere Expression von IGFBP-5 in den umgebenden

Brustkrebszellen, was wiederum eine gesteigerte Stimulation der PI3K/Akt sowie

JAK/STAT3 Signalwege zur Folge hat. Diese Signalwege steigern die Expression

des BCL-3 und eine damit verbundene NF-κB Aktivität und Genregulation. In

vitro Analysen in mehreren Brustkrebszelllinien zeigten ein durch diesen Mecha-

nismus vermittelt unabhängiges Tumorwachstum trotz Wachstum in einem Kul-

turmedium mit Fulvestrant [140].

Weiterhin zeigten in vitro Analysen mit MCF-7 Zelllinien in einem Kulturmedium

mit Tamoxifen nach dem Knockdown von IGFBP-5 eine erhöhte Zellproliferation,

welche sich durch exogen hinzugefügtes IGFBP-5 normalisierte [141].

In in vivo Analysen an Mäusen mit ausgeschalteten BCL-3-Gen wurde im Ver-

gleich zu Wildtyp Mäusen eine erhöhte Neigung zur Bildung von Plattenepithelkar-
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zinomen als Adenokarzinomen festgestellt. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass

Plattenepithelkarzinome eine geringe Aktivität des NF-κB Signalweges aufweisen,

während Adenokarzinome hohe Mengen an nukleärem p52/RelB exprimieren. Aus

diesen Beobachtungen wurde abgeleitet, dass BCL-3 sowie der NF-κB Signalweg

für das Zellüberleben und Tumorprogression im Adenokarzinom der Mamma von

Bedeutung sind [142].

Zusammenfassend besteht gemäß der Literatur ein Zusammenhang zwischen ei-

ner erhöhten BCL-3 Expression und einer verkürzten G1-Zellzyklusphase, einer

gesteigerten Metastasierung und Zellwachstum von Brustkrebszellen.



2 Zielsetzung

Ungeachtet der vielen Vorteile, die der therapeutische Nutzen von Tamoxifen im

Mammakarzinom bietet, zeigen eine Vielzahl von Patientinnen entweder vorab

oder entwickeln im Verlauf der Therapie eine Resistenz gegenüber Tamoxifen. Die

bereits identifizierten Faktoren, die zur Resistenzentwicklung beitragen, wurden

im obigen Kapitel erläutert.

Die Identifikation von prädiktiven Markern für eine mögliche Resistenzentwick-

lungen gegenüber Tamoxifen sowie die fortschreitende Entwicklung von therapeu-

tischen Alternativen sind daher von großer Bedeutung. Denn trotz des großen

Nutzens ist eine Therapie mit Tamoxifen zudem mit schwerwiegenden Nebenwir-

kungen wie dem Endometriumkarzinom, einer signifikant erhöhten Thromboserate

und einer geringen Compliance assoziiert.

Ziel dieser Dissertation ist es die Verwendung von BCL-3 als Biomarker für ei-

ne Tamoxifen Resistenz im Mammkarzinom zu evaluieren. Hierbei wurden unter

anderem folgende Fragestellungen thematisiert:

• Bestehen Zusammenhänge zwischen der Ausprägung von klinisch-

pathologischen Faktoren in Brustkrebspatientinnen und der BCL-3 Expres-

sion?

• Wie wirkt sich die Expression von BCL-3 auf des Gesamt- und rezidivfreie

Überleben in Brustkrebspatientinnen aus?

• Sind unterschiedliche Einflüsse der BCL-3 Expression in den verschiedenen

Tumor Subtypen des Mammakarzinoms zu verzeichnen?

• Besteht eine Assoziation zwischen der BCL-3 Expression und einer Rezidiv-

entwicklung in Brustkrebspatientinnen unter einer Therapie mit Tamoxifen?
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Zwischen 1999 und 2009 erfolgte an der Klinik für Frauenheilkunde der Otto-von-

Guericke-Universität Magdeburg (OVGU) die Rekrutierung des Patientenkollek-

tivs [143]. Die histopathologischen Befunde der Patientinnen wurden dem Archiv

des Instituts für Pathologie der OVGU entnommen. Die Follow-up und patienten-

bezogene Daten entnahmen wir den Akten der Klinik für Frauenheilkunde und

Geburtshilfe. Das letzte Follow-up erfolgte im März 2016.

Das Patientenkollektiv war bereits Teil vorheriger Studien, sodass nicht alle Par-

affinblöcke genügend Material für die Erstellung von Schnittpräparaten vorwiesen.

Insgesamt konnten 180 Proben in die Studie eingeschlossen werden. Die Proben re-

sultierten aus Stanzbiopsien und Resektaten von Patientinnen mit einem primären

Mammakarzinom unter der Voraussetzung einer nicht begonnenen neoadjuvanten

Therapie. Zu jeder Probe erfolgte die Zuteilung eines histologischen Schlüssels

sowie die Erfassung der Rezidivdaten und ggf. Sterbedaten im Verlauf. Bei Erst-

diagnose erfolgte die Bestimmung des Datums, Hormonrezeptorstatus, Menopau-

senstatus, das Auftreten von Lokal- und Fernmetastasen, die TNM-Klassifikation

und das Grading sowie weitere klinisch-pathologischen Faktoren.

Die Genehmigung dieser Studie erfolgte durch die Ethikkommission, Otto-von

Guericke Universität (Votum AKZ NR. 114/2013) [143].

3.2 Anfertigung der Schnittpräparate

Nachdem das formalinfixierte, Paraffin-eingebettete Gewebe auf Eis abgekühlt

wurde, um eine optimale Schnittqualität zu gewährleisten, wurden 2 µm dicke

Paraffinschnitte mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (Leica Biosystems Nussloch

GmbH, Nussloch, Deutschland) angefertigt. Anschließend wurden die Schnitte in

einem Streckbad (VEB Ilm Labor, Ilmenau, Deutschland) bei 39◦C geglättet und

auf einen Objektträger aus Glas (SuperFrost, Thermo Fisher Scientific Messtech-

nik GmbH, München, Deutschland) aufgezogen. Zur späteren Identifikation versa-

hen wir die Objektträger mit individuellen Etiketten (Ventana Medical Systems,

Tucson, Arizona, USA). Zur Sicherstellung der optimalen Haftung, vollständigen
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Entwässerung und Verhinderung der Abhebung während des Einfärbeprozesses

erfolgte die Lagerung in einem 60◦C warmen Inkubator (BINDER GmbH, Tutt-

lingen, Deutschland) über Nacht.

3.3 Entparaffinierung

Die Entparaffinierung erfolgte durch dreimaliges Eintauchen der Objektträger in

Xylol (Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) für fünf Minuten. Da-

nach wurden die Schnittpräparate nacheinander für jeweils 3 Minuten in einer

absteigenden Alkoholreihe rehydriert, bestehend aus 100%igem, 96%igem und

75%igem Ethanol (MERCK, Darmstadt, Deutschland). Anschließend wurden die

Präparate dreimal mit destilliertem Wasser gespült.

3.4 Antigendemaskierung

Zur Wiederherstellung der Immunreaktivität des Gewebes erfolgte die Antigen-

demaskierung im Ventana BenchMark Ultra Automaten (Roche Diagnostics AG,

Rotkreuz, Schweiz). Als Lösung und Programm wurde die Cell Conditioning 1

(CC1, Ventana Medical Systems,Tucson, Arizona, USA) genutzt. Dies ist ein

Tris/Borat/EDTA-basierter Puffer mit einem basischem pH von 8,5. Bei Tempera-

turen von 95 ◦C bewirkt diese Lösung eine Renaturierung der Proteine und folglich

eine verbesserte Bindung des Primärantikörpers an das Zielantigen im Gewebe.

3.5 Immunhistochemische Färbung

Für die folgende Antigendetektion wurde das ultraView Universal DAB Detek-

tion (Roche Diagnostics AG, Rotkreuz, Schweiz) Reagenz und das dazugehörige

Programm im Ventana Benchmark Ultra Automaten verwendet. Im ersten Schritt

erfolgte eine vierminütige Inkubation im �UltraView Inhibitor�, eine 3%ige Was-

serstoffperoxid Lösung, um eine spätere Hintergundfärbung zu verhindern. An-

schließend erfolgte bei 36 ◦C für 30 Minuten die Applikation des Immunoglobin

Kaninchen BCL-3 Primärantikörpers (Abcam 125217, Cambridge, Großbritanni-

en) in einer Verdünnung von 1:200 mit Antikörperverdünnungspuffer (Ventana-

Antibody Dilution Buffer, Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA).
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Als Nächstes erfolgte eine acht-minütige Inkubation im Sekundärantikörper ultra-

View Multimer IG (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA). Es handelt

sich hierbei um einen Multimer bestehend aus Anti-Kaninchen IgG einer Ziege mit

gebundener Meerrettichperoxidase. Im dritten Schritt werden die Präparate für 8

Minuten im ultraView DAB Chromogon (Ventana Medical Systems, Tucson, Ari-

zona, USA) inkubiert und im vierten Schritt für 8 Minuten das Wasserstoffperoxid

als Substrat appliziert. Im fünften und letzten Schritt inkubiert der Automat die

Präparate vierminütig im UltraView Copper (Ventana Medical Systems, Tucson,

Arizona, USA), eine Kupfersulfat-haltige Lösung, welches die Färbung zusätzlich

verstärkt.

Im Anschluss erfolgte die Gegenfärbung mittels Hämatoxylin II nach Mayers/Gills

Rezeptur und zur Bläuung das ”Bluing-Reagent”.

Zwischen den Schritten wurden die Schnittpräparate jeweils mit einem Reaktions-

puffer gespült.

3.5.1 Positivkontrolle

Zur Positivkontrolle mit Prüfung der Funktion aller Reagenzien sowie der Fest-

legung des Färbeprozesses wurde die identische Präparation mit Tonsillengewebe

durchgeführt. Die richtige Verwendung von Reagenzien, Verfahrensschritte, Fixie-

rung und Gewebepräparation ist damit gewährleistet.

Abbildung 1: Postivkontrolle mit Tonsillengewebe
Maßstab 250µm

Für die Negativkontrolle wurden unter Weglassung des Primärantikörpers Negativ-
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kontrollen auf Tonsillengewebe durchgeführt. Sie dient dem Nachweis der Spezifität

unseres Detektionssystems sowie der Erkennung möglicher Hintergrundfärbungen.

3.6 Auswertung der immunhistochemischen Färbung

Zur Auswertung der Präparate diente ein Lichtmikroskop (Zeiss Axioplan, Carl

Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Deutschland). Ausgewertet wurden die

Präparate durch PD. Dr.med. Piotr Czapiewski (ehm.: Oberarzt am Institut

für Pathologie Magdeburg, akt.: Chefarzt am Institut für Pathologie, Klinikum

Dessau) sowie PD Dr. rer. nat. habil. Norbert Naß (wiss. Mitarbeiter am Institut

für Pathologie der OVGU; Forschungsleiter der Pathologie, Medizinische Hoch-

schule Brandenburg). Nach Identifikation von mit Karzinom und DCIS befallenem

Gewebe wurde jeweils eigens im Zytosol und im Nukleus die Intensität der Färbung

sowie der Prozentsatz der positiven Tumorzellen in 10% Schritten bestimmt. Die

Intensitätsskala betrug für keine Farbintensität 0, schwache 1, moderate 2 und

schließlich 3 für eine starke Farbintensität. Anschließend erfolgte die Multiplika-

tion der Farbintensität mit dem Prozentsatz der angefärbten Tumorzellen und

abschließend die Division durch 10 zur Berechnung des Immunreaktiven Scores.

Die seperate Bestimmung des IRS für beide Lokalisationen erfolgte aufgrund von

unterschiedlichen Ergebnissen für beide Lokalisationen in unserer Kohorte sowie

der in der Literatur vorbeschriebenen unterschiedlichen Funktionen des BCL-3 in

beiden Lokalisationen.

Die folgende Abbildung zeigt eine repräsentative Darstellung der immunhistoche-

mischen Färbungen die angefertigt wurden. Die Abbildung wurde aus der zugrunde

liegenden Publikation entnommen. [144]
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Abbildung 2: Immunhistochemische Färbung
[144]

Die Skalenbalken geben jeweils 50 oder 250 µm an. A, C, E, G, I, K, M und O zeigen

eine niedrige Vergrößerung. Abbildungen B, D, F, H, J, L, N und P zeigen eine

hohe Vergrößerung. Angegeben ist die Färungsintensität (I) und der Prozentsatz

der positiven Tumorzellen(%); Abbildung I und J zeigen kribriformes DCIS:

A, B: Zyt. 0, 0 Nukl. 1, 3 (I, %) E, F: Zyt. 2, 90 Nukl. 3, 80 (I, %)

C, D: Zyt. 1, 90 Nukl. 3, 95 (I, %) G, H: Zyt. 3, 40 Nukl. 0, 0 (I, %)

I, J: Zyt. 0, 0 Nukl. 1, 15 (I, %) G, H: Zyt. 3, 40 Nukl. 0, 0 (I, %)

K, L: Zyt. 1, 40 Nukl. 1, 3 (I, %) O, P: Zyt. 3, 100 Nukl. 3, 70 (I, %)
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3.7 Statistik

Zur statistischen Auswertung diente das Programm IBM SPSS Statistics Version

26 (IBM SPSS Statistics, Armkonk, USA). Als signifikant wurden gemäß den gel-

tenden Standards Analysen mit einer maximalen Irrtumswahrscheinlichkeit von p

< 0,05 angenommen. p < 0,1 wurde als statistischer Trend gewertet.

Mithilfe der Kaplan-Meier Methodik und dem Log-Rank-Test wurde zunächst ein

geeigneter Cut-off Wert, der zwischen einem hohem und niedrigem Immunreak-

tiven Score des BCL-3 im Zytosol und Nukleus unterscheidet, durch Optimie-

rung des Log-Rank p-Wertes, im Hinblick auf das rezidivfreie Überleben und Ge-

samtüberleben bestimmt. Anschließend erfolgte die Bestimmung des mittleren rezi-

divfreien Überlebens sowie Gesamtüberlebens und die Fünfjahresüberlebensraten.

Es folgten vergleichende Überlebensanalysen in Subgruppen unterteilt nach

klinischen-pathologischen Ausprägungen unter Anwendung des BCL-3 Cut-off

Wertes sowohl für das rezidivfreie als auch für das Gesamtüberleben.

Es folgten statistische Auswertungen der mittleren BCL-3 Expression für das DCIS

sowie für das Invasive Karzinom. Zunächst wurde das arithmetische Mittel für bei-

de Tumoren in beiden Lokalisationen untersucht. Anschließend wurde der IRS in

den Fällen mit beiden Tumorentitäten mit Hilfe des Wilcoxon Rangsummentest

auf signifikante Unterschiede untersucht. Im Anschluss erfolgte eine Analyse nach

Spearman, um die Immunreaktiven Scores aller Fälle beider Tumorentitäten auf

eine Korrelation zu untersuchen.

Eine Abhängigkeit der zytosolischen von der nuklearen BCL-3 Expression oder um-

gekehrt wurde Mithilfe der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman untersucht.

Die Kohorte wurde auf Ausprägungen gängiger klinischer-pathologischer Faktoren

sowie einem Rezidiv unter Tamoxifen untersucht. Anschließend wurde eine Kor-

relation zur zytosolischen und nuklearen BCL-3 Expression mithilfe des Exakten

Test nach Fischer geprüft.

Mit der univariablen Cox Regression wurden klinische Faktoren sowie eine erhöhte

Expression des BCL-3 im Hinblick auf das rezidivfreie und das Gesamtüberleben

sowohl in der Gesamtkohorte als auch separat für die mit Tamoxifen therapierten

Patientinnen untersucht. Signifikante Faktoren wurden daraufhin in der multiva-

riablen Cox-Regression auf eine Unabhängigkeit geprüft.



4 Ergebnisse

4.1 Festlegung eines geeigneten Cut-off Wertes für die

BCL-3 Expression

Unter Verwendung des BCL-3 IRS wurde mit Hilfe des Kaplan-Meier-Verfahrens

ein geeigneter Cut-off, der zwischen einem hohen und niedrigen IRS des BCL-3

sowohl im Zytosol als auch im Nukleus unterscheidet, im Hinblick auf das rezidiv-

freie Überleben in der Gesamtkohorte ermittelt. Dabei erwies sich sowohl für den

Nukleus mit Log-rank p = 0,002 und Zytosol mit Log-rank p = 0,016 ein Wert

von acht als optimal. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3 dargestellt.

Dieselbe Methodik wurde auch für die Bestimmung eines möglichen Cut-off Wertes

für das Gesamtüberleben angewandt. Dabei konnte kein signifikanter Cut-off Wert

für beide Lokalisationen festgestellt werden. Es wurde ebenfalls ein Cut-off-Wert

von 8 festgelegt.
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Abbildung 3: Festlegung eines geeigneten Cut-off Wertes für die BCL-3 Expression
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4.2 Das Patientenkollektiv im Hinblick auf klinisch-

pathologischen Daten sowie einer Korrelation mit

BCL-3

Wie im Kapitel 3.1 erwähnt, war die Kohorte bereits Teil von früheren Studien.

Im Rahmen dieser Studien konnten die Ausprägungen gängiger klinischer und pa-

thologischer Marker erfasst werden [143].

Die Ausprägung dieser Marker sowie deren Korrelation mit der BCL-3 Expression

wurde für die beiden Lokalisationen mittels Exakten Test nach Fisher in der vor-

liegenden Kohorte untersucht.

Für zytosolisches BCL-3 zeigte sich ein schwach signifikanter Negativtrend für eine

Korrelation mit dem Östrogenrezeptor Status (p = 0,063). Ein schwach signifikan-

ter positiver Trend zeigte sich für Tumoren des fortgeschrittenem Wachstums mit

T > 2 (p = 0,059). Eine signifikant positive Korrelation mit zytosolischem BCL-3

zeigte sich bei Tumoren mit positivem Ki-67 Wert (p < 0,001) sowie bei positivem

GPER1/GPR30 Status (p < 0,001). Eine signifikant negative Korrelation lag zwi-

schen einer hohen zytosolischen BCL-3 Expression und dem Advanced Glycation

Endproduct N(6)-Carboxymethyllysine vor.

Ebenfalls ließ sich eine starke Korrelation zwischen einer hohen zytosolischen BCL-

3 Expression und einem Rezidiv unter Tamoxifen Therapie (p < 0,001; beschränkt

auf Patientinnen mit positiven ER-Status) mithilfe des Exakten Test nach Fisher

nachweisen. Von den insgesamt 25 Patientinnen mit einem Rezidiv unter Tamoxi-

fen Therapie, zeigten 12 Patientinnen (48%) eine hohe zytosolische BCL-3 Expres-

sion. Gegensätzlich dazu zeigten lediglich 6 der insgesamt 55 Patientinnen (10,9%)

ohne Rezidiv unter Tamoxifen Therapie eine hohe zytosolische BCL-3 Expression.

Gleiches galt für die nukleare Expression. 12 der insgesamt 25 Patientinnen (48%)

mit einem Rezidiv unter Tamoxifen im Therapieverlauf zeigten ein erhöhtes nu-

kleares BCL-3, wohingegen nur 6 der 55 Patientinnen (10,9%) ohne Tamoxifen

Rezidiv ein erhöhtes nukleares BCL-3 vorwiesen. Mit p < 0,001 war ebenfalls eine

starke Signifikanz gegeben. Eine Korrelation zwischen einer erhöhten nuklearen

BCL-3 Expression und weiteren Parametern ließ sich in der untersuchten Kohorte

nicht feststellen. Einen Überblick bietet die folgende Tabelle.



Tabelle 1: Korrelation gängiger klinisch-pathologischer

Marker und BCL-3 im Patientenkollektiv

Tumor Typ NR. BCL-3 IRSzyt ≤ 8/>8(%hoch) Signif. NR. BCL.3 IRSnuk ≤8/>8(%hoch) Signif.

Alle 180 123/57(31,7%) 180 139/41(22,8%)

Menopause 0,839 0,657

-Prämenopausal 35 24/11(31,4%) 35 28/7(20%)

-Postmenopausal 127 89/38(29,9%) 127 95/32(25,2%)

Östrogenrezeptor 0,063 0,826

-negativ 35 20/15(42,9%) 35 26/9(25,7%)

-positiv 126 93/33(26,2%) 126 96/30(23,8%)

Progesteronrezeptor 0,487 0,459

-negativ 69 46/23(24%) 69 50/19(27,5%)

-positiv 92 67/25(27,2%) 92 72/20(21,7%)

HER2/Neu Status 0,836 0,181

-negativ 123 88/35(28,5%) 123 97/26(21,1%)

-positiv 36 25/11(30,6%) 36 24/12(33,3%)

TNBC 1,0 0,599

-Nein 137 97/40(29,2%) 137 103/34(24,8%)

-Ja 22 16/6(27,3%) 22 18/4(18,2%)

Lymphknoten Status 0,285 0,191

-negativ 95 64/31(32,6%) 95 68/27(28,4%)

-positiv 64 49/15(23,4%) 64 52/12(18,8%)
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Tabelle 1: Korrelation gängiger klinisch-pathologischer

Marker und BCL-3 im Patientenkollektiv

Tumor Typ NR. BCL-3 IRSzyt ≤ 8/>8(%hoch) Signif. NR. BCL.3 IRSnuk ≤8/>8(%hoch) Signif.

Grading 0,257 0,190

-1 19 13/6(31,6%) 19 16/3(15,8%)

-2 92 69/23(25%) 92 71/21(22,8%)

-3 50 31/19(38,0%) 50 35/15(30%)

Histologie 0,244 0,847

-Duktal Invasiv 129 91/38(29,5%) 129 98/31(24,0%)

-Lobulär Invasiv 23 19/4(17,4%) 23 18/5(21,7%)

-Andere 6 3/3(50%) 6 4/2(33,3%)

T>2 0,059 0,462

-Nein 76 59/17(22,4%) 76 60/16(21,1%)

-Ja 85 54/31(36,5%) 85 62/23(27,1%)

Chemotherapie 0,604 0,712

-Nein 79 54/25(31,7%) 79 59/20(20,6%)

-Ja 81 59/22(27,2%) 81 63/18(22,2%)

Radiotherapie 0,586 0,432

-Nein 52 35/17(32,7%) 52 37/15(28,8%)

-Ja 109 78/31(28,4%) 109 85/24(22,0%)
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Tabelle 1: Korrelation gängiger klinisch-pathologischer

Marker und BCL-3 im Patientenkollektiv

Tumor Typ NR. BCL-3 IRSzyt ≤ 8/>8(%hoch) Signif. NR. BCL.3 IRSnuk ≤8/>8(%hoch) Signif.

Endokrine Therapie 0,438 0,841

-keine 29 18/11(37,9%) 29 23/6(20,7%)

-Tamoxifen 86 64/22(25,6%) 86 65/21(24,4%)

-Aromatase Inhibor 45 31/14(31,1%) 45 33/12(26,7%)

Tamoxifen Rezidiv* <0,001 <0,001

-Nein 55 49/6(10,9%) 55 49/6(10,9%)

-Ja 25 13/12(48,0%) 25 13/12/(48,0%)

Ki-67 <0,001 0,187

0-1 102 80/22(21,6%) 102 82/20(19,6%)

2-3 64 34/30(46,9%) 64 45/19(29,7%)

GPR30>2 <0,001 0,123

-Nein 69 59/10(14,5%) 70 59/11(15,7%)

-Ja 90 56/32(37,8%) 90 66/24(26,4%)

CML >6 <0,001 0,129

-Nein 41 15/26(63,4%) 42 29/13(31%)

-Ja 116 92/24(20,7%) 117 95/22(28,8%)

*beschränkt auf ER-positive Fälle; Signifikanz ermittelt durch 2-seitiger exakter Fisher-Test
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4.3 BCL-3 im DCIS und invasiven Karzinom

In allen 180 Fällen erfolgte die Bestimmung des IRS des BCL-3 sowohl im Nukleus

als auch im Zytosol im invasiven Mammakarzinom. In 14 (7,7%) Fällen konnte zu-

dem ein duktales Karzinom in situ (DCIS) nachgewiesen und auf die Expression

von BCL-3 untersucht werden. 9 Präparate (5%) wiesen sowohl ein invasives Kar-

zinom als auch duktales Karzinom in situ auf.

Für die invasiven Karzinome ergab sich für den immunreaktiven Score der BCL-3

Expression im Nukleus ein Mittelwert von 5,28 (SD ± 7,5). Im duktalen Karzinom

in situ belief sich der Mittelwert im Nukleus auf 6,27 (SD ± 8,23).

Kleine Unterschiede ergaben sich für die zytosolische Expression. Der IRS im in-

vasiven Karzinom betrug im Mittel 6,72 (SD ± 7,25) verglichen mit 4,2 (SD ±
4,38) im duktalen Karzinom in situ.

Parameter
Invasives CA
BCL-3 Nukl.

Dukt. CA in situ
BCL-3 Nukl.

Invasives CA
BCL-3 Zytosol

Dukt. CA in situ
BCL-3 Zytosol

Mittelwert 5,46 6,27 6,72 4,2
Fallzahlen 180 14 180 14
SD 7,66 8,23 7,25 4,38

Tabelle 2: Vergleich der Mittelwerte der BCL-3 Expression im invasiven Karzinom
und duktalen Karzinom in situ

Der Wilcoxon-Rangsummentest wurde durchgeführt, um festzustellen, ob signi-

fikante Unterschiede im Immunreaktiven Score zwischen den neun Proben mit

beiden Tumorentitäten bestehen. Hier konnte in beiden Lokalisationen kein signi-

fikanter Unterschied nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3

dargestellt.

Parameter Fälle A. Sign.(2-seitig) Z
Invasives CA BCL-3 im Zytosol vs.
Duktales CA in Situ BCL-3 im Zytosol

9 0,72 -0,365

Invasives CA BCL-3 im Nukleus vs.
Duktales CA in Situ BCL-3 im Nukleus

9 0,21 -1,26

Tabelle 3: Wilcoxon Rangsummentest - die BCL-3 Expression im invasiven Karzi-
nom und duktalen Karzinom in situ

Um eine Korrelation des Immunreaktiven Scores zwischen allen Fällen beider Tu-
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morentitäten zu untersuchen, erfolgte die Korrelationsanalyse nach Spearman.

Hierbei bestätigte sich eine signifikant positive Korrelation der BCL-3 Expres-

sion zwischen dem duktalen Karzinom in situ und invasiven Karzinom sowohl für

die nukleare Expression (rho = 0,85; p = 0,004) als auch für die zytosolische Ex-

pression (rho = 0,76; p = 0,017).

Parameter
BCL-3 im Nuk. Inv. CA vs.
Dukt. CA in situ

BCL-3 im Zyt. Inv. CA vs.
Dukt. CA in situ

Sig.(2-seitig) 0,004 0,017
Spearmans rho 0,85 0,76

Tabelle 4: Korrelationsanalyse nach Spearman - die BCL-3 Expression im invasiven
Karzinom und duktalen Karzinom in situ

4.4 Die BCL-3 Expression im Nukleus und Zytosol

In 31,7% der untersuchten Proben konnte eine hohe zytosolische BCL-3 Expression

(IRS > 8) und in 22,8% eine hohe nukleare Expression (IRS > 8) festgestellt

werden. Eine schwache positive wenn auch signifikante Korrelation zwischen der

Expression in beiden Lokalisationen wurde festgestellt, wie durch den Spearman-

Korrelationskoeffizienten belegt wird (Spearmans rho = 0,24; p < 0,01). Nur 13,8%

der Fälle mit einer geringen zytosolischen Expression zeigten eine hohe nukleare

BCL-3 Expression, wohingegen 42,1% mit hoher zytosolischen Expression auch

eine hohe nukleare Expression vorwiesen (Exakter Test nach Fisher p < 0,001).

4.5 Auswirkungen der BCL-3 Expression auf das rezidiv-

freie und Gesamtüberleben

Patientinnen mit einem Mammakarzinom und einer erhöhten nuklearen BCL-3

Expression (IRS > 8) zeigten im Mittel eine signifikant kürzere rezidivfreie

Überlebenszeit von 59,0 Monaten (SD ± 7,2) im Vergleich zu Patientinnen mit

einer nuklearen BCL-3-Expression IRS ≤ 8, bei denen die durchschnittliche

rezidivfreie Überlebenszeit 118,65 Monate (SD ± 6,0) betrug. Patientinnen

mit erhöhtem zytosolischen BCL-3 (IRS > 8) zeigten ein mittleres rezidivfreies

Überleben von 70,7 (SD ± 7,3) Monaten und damit signifikant kürzer als
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Patientinnen mit einem zytosolischen (IRS ≤ 8) mit 118,65 (SD ± 6,0) Monaten.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4: Einfluss der BCL-3 Expression auf das rezidivfreie Überleben
(Kaplan Meier Methodik - p = log rank p-Wert)

Noch signifikanter war der Einfluss auf das rezidivfreie Überleben bei Patientinnen

mit einer erhöhten BCL-3 Expression (IRS > 8) in beiden Lokalisationen (Nukleus

und Zytosol). Solche Patientinnen mit einem BCL-3 (IRS > 8) zeigten mit einem

durchschnittlichen Überleben von 43,9 (SD ± 5,82) Monaten ein signifikant

kürzeres Überleben (log rank p = 0,009) als Patientinnen mit einem BCL-3 (IRS

≤ 8) mit 123,5 (SD ± 6,2) Monaten.

Nicht signifikant war der Einfluss der BCL-3 Expression auf das Gesamtüberleben,

wie in Abbildung 5 dargestellt.

Abbildung 5: Einfluss der BCL-3 Expression auf das Gesamtüberleben
(Kaplan Meier Methodik - p = log rank p-Wert)

Im Vergleich zu Patientinnen mit einer geringen zytosolischen BCL-3 Expression
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(IRS ≤ 8) und mittleren Gesamtüberleben von 128,6 (SD ± 6,5) Monaten,

überlebten Patientinnen mit einer erhöhten BCL-3 Expression im Zytosol (IRS

> 8) im Durchschnitt lediglich 113,8 (SD ± 10,4) Monate. Im Hinblick auf die

nukleare BCL-3 Expression ergab sich ebenfalls ein geringer nicht signifikanter

Unterschied mit einem mittleren Überleben von 127,9 (SD ± 6,4) Monaten bei

geringer nuklearer Expression (IRS ≤ 8) und 117,2 (SD ± 10,5) Monaten bei

hoher Expression (IRS > 8).

Im Anschluss erfolgte die Überlebensanalyse in der Subgruppe der mit Ta-

moxifen behandelten Patientinnen. Insgesamt wurden 86 Patientinnen mit

Tamoxifen behandelt und auf die Expression von BCL-3 untersucht. In der

Überlebensanalyse konnten 84 Patientinnen untersucht werden. Es zeigte sich

ein stark signifikant (log rank p < 0,001) verkürztes rezidivfreies Überleben für

Patientinnen mit hoher zytosolischer BCL-3 Expression (IRS > 8) mit 38,1 (SD ±
7,4) Monaten, verglichen mit Patientinnen mit geringer Expression (IRS ≤ 8) und

einem mittleren rezidivfreien Überleben von 121,3 (SD ± 7,5) Monaten. Ähnliches

gilt für die nukleare Expression mit 35,5 (SD ± 6,1) Monaten bei BCL-3 IRS >

8 und 119 (SD ± 7,5) Monaten bei nuklearem BCL-3 IRS ≤ 8 (siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Einfluss der BCL-3 Expression auf das rezidivfreie Überleben in der
Subgruppe der mit Tamoxifen behandelten Patientinnen

(Kaplan Meier Methodik - p = log rank p-Wert)

Weiterhin erfolgte die Überlebensanalyse in der Subgruppe der mit Aromatase-

Inhibitoren behandelten Patientinnen. Insgesamt wurden in der untersuchten

Kohorte 43 Patientinnen mit Aromatase-Inhibitoren behandelt. Anders als bei
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Tamoxifen, zeigte sich für beide Lokalisationen des BCL-3 kein signifikanter

Einfluss auf das rezidivfreie Überleben, wie in Abbildung 7 dargestellt.

Abbildung 7: Einfluss der BCL-3 Expression auf das rezidivfreie Überleben in der
Subgruppe der mit Aromatase behandelten Patientinnen

(Kaplan Meier Methodik - p = log rank p-Wert)

4.6 Auswirkungen der BCL-3 Expression auf das rezidiv-

freie Überleben geschichtet nach Subgruppen mit Aus-

prägungen klinisch pathologischer Faktoren

Mithilfe der Kaplan-Meier-Methode konnte die Auswirkung einer hohen BCL-3

Expression auf das rezidivfreie Überleben in einzelnen Subgruppen untersucht wer-

den.

Eine erhöhte Expression von zytosolischem BCL-3 wirkt sich unter anderem

in den folgenden Gruppen im Hinblick auf das rezidivfreie Überleben signi-

fikant einschränkend aus: Patientinnen mit einem Grading von 2, positivem

Östrogenrezeptor und Progesteronrezeptorstatus, negativem HER2/neu Status so-

wie in Patientinnen unter einer Behandlung mit Tamoxifen. Eine hohe nukleare

BCL-3 Expression bewirkt ein signifikant reduziertes rezidivfreies Überleben in Pa-

tientinnen mit einem Grading von 2, positiven Progesteronrezeptor Status, negati-

ven HER2 Status, eine Therapie mit Tamoxifen, hohem GPER1 und eingetretener

Menopause. Die Auswirkung der BCL-3 Expression im duktalen und lobulären

Mammakarzinom werden gesondert in Kapitel 4.7 dargestellt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 5 dargestellt. Die Fallzahlen sind der

Tabelle 1 zu entnehmen.
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Tabelle 5: Durchschnittliches rezidivfreies Überleben für

klinisch-pathologische Subgruppen im Hinblick auf die

BCL-3 Expression (Kaplan Meier Methodik)

BCL3 im Zytoplasma BCL3 im Nukleus

>8
Überlebens

-zeit
SD p >8

Überlebens

-zeit
SD p

Alle Fälle low 118,6 6,0 0,046 low 121,6 5,8 0,002

high 70,7 7,7 high 59,0 7,2

Prämenopausal low 112,6 12,7 0,533 low 115,5 11,8 0,196

high 68,8 15,1 high 50,6 12,5

Postmenopausal low 118,8 6,8 0,057 low 122,0 6,5 0,006

high 70,0 8,6 high 58,6 8,0

Duktal low 117,5 6,83 0,353 low 121,4 6,4 0,041

high 77,3 8,13 high 64,1 8

Lobulär low 115,8 12,8 <0,001 low 119,6 12,9 0,003

high 15,5 4,2 high 24,9 8,5

Andere low n.a. 0,564 low n.a. 0,317

high n.a. low n.a.

T<2 low 128,6 7,4 0,677 low 132,8 7,1 0,087

high 82,8 10,2 high 72,0 10,8

T>2 low 91,8 7,6 0,112 low 94,2 7,1 0,025

high 62,4 9,4 high 44,2 6,2

N0 low 128,1 7,2 0,207 low 133,3 6,6 0,006

high 77,9 9,6 high 54,4 6,1

N1 low 92 7,8 0,146 low 93,7 7,6 0,046

high 47,3 9,0 high 49,5 12,3

G1 low 113,5 7,2 0,536 low n.a. 0,552

high 57,3 5,0 high n.a.

G2 low 121,7 7,4 0,009 low 126,5 7,3 <0,001

high 55,6 10,6 high 51,1 9,1

G3 low 82,9 10,3 0,975 low 86,02 9,4 0,665
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Tabelle 5: Durchschnittliches rezidivfreies Überleben für

klinisch-pathologische Subgruppen im Hinblick auf die

BCL-3 Expression (Kaplan Meier Methodik)

BCL3 im Zytoplasma BCL3 im Nukleus

>8
Überlebens

-zeit
SD p >8

Überlebens

-zeit
SD p

high 73,4 11,6 high 47,8 7,2

ER-neg. low 78,8 12,7 0,454 low 90.8 11,3 0,376

high 84,8 13,0 high 42,4 7,6

ER-pos. low 123,8 6,3 0,005 low 123,8 6,3 0,004

high 60,5 8,4 high 60,4 8,2

PgR-neg. low 93,5 8,2 0,74 low 98,4 7,6 0,108

high 75,7 10,3 high 55,8 10,3

PgR-pos. low 124,6 7,4 0,017 low 125,2 7,3 0,007

high 64,5 9,6 high 50,1 7,4

HER2-neg. low 125,3 6,4 0,019 low 126,8 6,1 0,002

high 72,1 8,9 high 61,8 8,6

HER2-pos. low 74,9 10,3 0,683 low 82,6 10,2 0,361

high 57,0 9,0 high 45,0 7,8

kein TNBC low 122,4 6,3 0,024 low 123,8 6,0 0,003

high 66,2 7,2 high 61,0 7,7

TNBC low n.a. 0,357 low 92,6 14,3 0,280

high n.a. high 43,3 14,5

k. Strahlentherapie low 108,7 7,5 0,107 low 108,6 7,6 0,133

high 67,5 12,3 high 56,0 8,7

Strahlentherapie low 114,2 7,7 0,18 low 118,6 7,2 0,008

high 69,1 9,4 high 55,8 8,7

Ki-67 < 2 low 129,9 6,3 0,012 low 133,5 5,9 <0,001

high 59,6 10,6 high 49,5 6,9

Ki-67 ≥ 2 low 70,2 10,6 0,747 low 75,5 9,8 0,919

high 70,6 11 high 59,8 11,1

k. Chemotherapie low 133,1 6,1 0,019 low 131,5 6,2 0,03
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Tabelle 5: Durchschnittliches rezidivfreies Überleben für

klinisch-pathologische Subgruppen im Hinblick auf die

BCL-3 Expression (Kaplan Meier Methodik)

BCL3 im Zytoplasma BCL3 im Nukleus

>8
Überlebens

-zeit
SD p >8

Überlebens

-zeit
SD p

high 72,9 9,3 high 58,0 7,6

Chemotherapie low 101,7 8,9 0,379 low 107,6 8,7 0,028

high 64,4 10,7 high 48,9 8,6

k. endo. Therapie low 72,6 13,5 0,171 low 85,3 12,5 0,861

high 96,56 13,37 high 48,1 11,1

Tamoxifen Therapie low 123,6 7,6 <0,001 low 121,4 7,7 <0,001

high 35,4 7,3 high 36,7 6,3

Tamoxifen Therapie* low 124,9 7,6 <0,001 low 124,7 7,6 <0,001

high 37,4 8,0 high 36,2 6,9

Aromatase Inhibitor low n.a. 0,108 low 111,0 8,1 0,53

high n.a. high 95,7 6,0

Aromatase Inhibitor* low n.a. 0,122 low 108,8 9,0 0,463

high n.a. high 95,7 6,0

*nur ER-positive Fälle; n.a. Zensur bedingt keine Angabe für das durchschnittliche Überleben; p = log rank

p-Wert; SD = Standardabweichung Kaplan-Meier Methode.

4.7 Auswirkung der BCL-3 Expression auf das rezidivfreie

Überleben in Abhängigkeit der Pathohistologie

In der untersuchten Kohorte konnte in 129 Fällen ein invasives duktales Karzinom

sowie in 23 Fällen ein invasives lobuläres Karzinom diagnostiziert werden. In den

beiden histologischen Entitäten konnten unterschiedliche Einflüsse der BCL-3 Ex-

pression auf das rezidivfreie Überleben beobachtet werden.

Patientinnen mit einem invasiven duktalen Mammakarzinom zeigten ein signifikant

geringeres rezidivfreies Überleben lediglich bei einer erhöhten nuklearen BCL-3 Ex-

pression (IRS > 8), wohingegen Patientinnen mit einem invasiv lobulären Mamma-
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karzinom sowohl bei erhöhter nuklearer als auch zytosolischer BCL-3 Expression

ein signifikant verkürztes rezidivfreies Überleben vorwiesen. Die Bestimmung er-

folgte mittels der Kaplan-Meier Methodik. Die Kaplan-Meier-Kurven sind in Ab-

bildungen 8 und 9 zu sehen, die Ergebnisse sind in Tabelle 6 aufgeführt.

Abbildung 8: Einfluss der BCL-3 Expression auf das rezidivfreie Überleben im
duktalen Karzinom

(Kaplan Meier Methodik - p = log rank p-Wert)

Abbildung 9: Einfluss der BCL-3 Expression auf das rezidivfreie Überleben im
lobulären Karzinom

(Kaplan Meier Methodik - p = log rank p-Wert)
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Lokalisation-Pathohistologie mittl.Überleben

BCL-3 > 8

mittl.Überleben

BCL-3 < 8

P

Zyt. - Inv. Lob. CA 15,5 Monate 115,8 Monate <0,001

Nuk. - Inv. Lob. CA 24,9 Monate 119,6 Monate 0,003

Zyt. - Inv. Duk. CA 77,3 Monate 117,5 Monate 0,353

Nuk. - Inv. Duk. CA 64,1 Monate 121,4 Monate 0,04
mittl.Überleben=mittleres-Überleben,p = log-Rank p-Wert,Zyt.=Zytosol,Nuk.=Nukleus,Inv.=Invasiv Lob.=Lobulär,Duk.=Duktal

Tabelle 6: Mittleres rezidivfreies Überleben in Abhängigkeit der Pathohistologie

4.8 Prognostische Relevanz des BCL-3 und weiterer kli-

nisch pathologischer Parameter in der untersuchten

Kohorte

Um eine mögliche prognostische Relevanz der BCL-3 Expression für das Gesamt-

und rezidivfreie Überleben in der Kohorte zu untersuchen, erfolgte zunächst eine

univariable Cox-Regression. Bereits etablierte klinische Parameter wurden eben-

falls in der Kohorte untersucht. Solche Faktoren die sich dabei als signifikant er-

wiesen, wurden in einer anschließenden multivariablen Cox Regression auf Ihre

Unabhängigkeit bzw. Abhängigkeit zu weiteren Parametern geprüft.

4.8.1 Univariable Analyse

Die univariable Cox Regression bietet einen Nachweis für den Einfluss einzelner

Parameter auf das Gesamt- und rezidivfreie Überleben. Das Hazard-Verhältnis

(Hazard Ratio/HR) ist ein Quotient, der aus dem Vergleich zweier Ausfallraten

gebildet wird und das Risiko einer Hazardrate zur anderen abbildet. Faktoren mit

einem positiven B-Wert sind mit einem erhöhten Risiko und verkürztem Überleben

assoziiert, wohingegen Faktoren mit negativem B-Wert ein geringeres Risiko und

verlängertes Überleben vermitteln. [145]

Rezidivfreie Überleben In der untersuchten Kohorte zeigt sich ein statisti-

scher Trend mit protektivem Einfluss und damit ein verlängertes rezidivfreies

Überleben bei positivem ER-Status (B-Wert = -0,424; HR = 0,654; p = 0,098).
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Weiterhin signifikant protektiv wirkt sich ein positiver PgR-Status aus (B-Wert =

-0,456; HR = 0,634; p = 0,046). Wohingegen der Befall von Lymphknoten (B-Wert

= 0,61; HR = 1,841; p = 0,008) sowie ein positiver HER2/neu Status (B-Wert =

0,531; HR = 1,7; p = 0,036) mit einem verkürzten rezidivfreien Überleben bei

ausgeprägtem Hazard Ratio assoziiert sind.

Bei Betrachtung der BCL-3 Expression konnte für beide Lokalisationen ein signi-

fikant verkürzender Einfluss auf das rezidivfreie Überleben bei hoher Expression

festgestellt werden. Für die Expression im Nukleus zeigt sich ein B-Wert von 0,91,

bei einem HR = 2,483 und p = 0,003. Im Zytosol ebenfalls ein positiver B-Wert

von 0,617 bei einem HR = 1,853 und p = 0,049.

Beschränkt man die Untersuchung lediglich auf Fälle mit positiven ER-Status so-

wie einer Tamoxifen Therapie, so werden die Ergebnisse hoch signifikant. Für eine

erhöhte Expression des BCL-3 im Nukleus ergibt sich ein Hazard Ratio von HR

= 5,379 bei einem B-Wert von B = 1,68. Gleiches gilt für die zytosolische BCL-3

Expression mit einem Hazard ratio von HR = 5,095 sowie B-Wert = 1,628. Einen

Überblick der Ergebnisse bietet die Tabelle 7.

Parameter
Hazard Ratio B Value P Wert

BCL3 ≤ 8 vs BCL3 > 8 im Nukleus 2,483 0,91 0,003

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 5,379 1,683 <0,001

BCL3 ≤ 8 vs BCL3 > 8 im Zytosol 1,853 0,617 0,049

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 5,095 1,628 <0,001

Lymphknoten positiv vs. negativ 1,841 0,61 0,008

ER-Rezeptorstatus positiv vs. negativ 0,654 -0,424 0,098

PgR-Rezeptorstatus positiv vs. negativ 0,634 -0,456 0,046

HER2/neu-Status positiv vs. negativ 1,70 0,531 0,036

Tabelle 7: Univariable Cox Regression - Rezidivfreies Überleben

Gesamtüberleben Im Hinblick auf das Gesamtüberleben stellten sich sowohl

ein positiver ER-Status (B-Wert = -0,8; HR = 0,45; p = 0,014) als auch PgR-Status

(B-Wert = -1,0; HR = 0,36; p = 0,002) als signifikante protektive Faktoren dar.
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Lebensverkürzend, wenn auch nicht signifikant, wirkt sich eine Lymphknoteninfil-

tration aus (B-Wert = 0,48; HR = 1,61; p = 0,13). Signifikant lebensverkürzend

sind synchrone Metastasen (B-Wert = 1,68; HR = 5,39; p < 0,001). Im Hinblick auf

das BCL-3 konnte für beide Lokalisation, wie nach den Ergebnissen aus Kapitel 4.5

zu erwarten, kein signifikanter Einfluss auf das Gesamtüberleben im untersuchten

Patientenkollektiv festgestellt werden.

Parameter
Hazard Ratio B Value P Wert

BCL3 ≤ 8 vs. BCL3 > 8 im Nukleus 0,828 -0,189 0,735

BCL3 ≤ 8 vs. BCL3 > 8 im Zytosol 0,952 -0,05 0,923

PgR-Rezeptorstatus positiv vs. negativ 0,36 -1,0 0,002

ER-Rezeptorstatus positiv vs. negativ 0,45 -0,8 0,014

Lymphknoten positiv vs. negativ 1,61 0,48 0,13

Metastasen synchron vs. keine 5,39 1,68 <0,001

Tabelle 8: Univariable Cox Regression - Gesamtüberleben

4.8.2 Multivariable Analyse

In der multivariablen Analyse wurden die zuvor in der univariablen Analyse als

signifikant erkannten Parameter auf eine Unabhängigkeit geprüft.

Eine Abhängigkeit der zytosolischen BCL-3 Expression von der nuklearen BCL-3

Expression wurde bereits im Kapitel 4.4 nachgewiesen. Unter Einschluss beider

Lokalisationen sowie den weiteren signifikanten Parametern aus der univariablen

Analyse, zeigte sich ein signifikanter Einfluss der nuklearen BCL-3 Expression auf

das rezidivfreie Überleben unabhängig der zytosolischen BCL-3 Expression sowie

der anderen Parameter.
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Parameter Hazard Ratio B-Value P-Wert

BCL3 ≤ 8 vs. BCL3 > 8 im Nukleus 2,54 0,93 0,009

BCL3 ≤ 8 vs. BCL3 > 8 im Zytosol 1,25 0,23 0,53

HER2/neu Status positiv vs. negativ 1,7 0,53 0,125

Lymphknoten positiv vs. negativ 2,13 0,76 0,017

PgR-Rezeptorstatus positiv vs. negativ 1,065 0,063 0,845

Tabelle 9: Multivariable Cox Regression unter Einschluss beider Lokalisationen des

BCL-3 - Rezidivfeies Überleben

Im Anschluss wurde die Expression von BCL-3 in beiden Lokalisationen, gemein-

sam mit den signifikanten Faktoren aus der univariablen Analyse in der multiva-

riablen Cox Regression, einzeln untersucht.

Unter Einschluss aller Fälle zeigte sich für die zytosolische BCL-3 Expression so-

wie für den HER2/neu Status ein statistischer Trend. Als signifikant und damit

unabhängig zeigte sich mit p = 0,035 sowie HR = 1,93 ein positiver Lymphkno-

tenstatus.

Unter Einschluss lediglich der Östrogenrezeptor positiven sowie Tamoxifen behan-

delten Fälle ist besonders für die erhöhte Expression des zytosolischen BCL-3 ein

deutlich ausgeprägtes Hazard ratio von HR = 6,25 bei einem P-Wert von p <

0,001 zu verzeichnen. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 10 dargestellt.

Parameter Hazard Ratio B Value P Wert

BCL3 ≤ 8 vs BCL3 > 8 im Zytosol 1,81 0,592 0,073

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 6,25 1,83 <0,001

HER2/neu Status pos. vs. neg. 1,75 0,56 0,1

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 3,27 1,85 0,009

Lymphknoten pos. vs. neg. 1,93 0,66 0,035

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 1,96 0,675 0,1

PgR-Rezeptor pos. vs. neg. 1,06 0,058 0,86

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 1,4 0,33 0,473

Tabelle 10: Multivariable Cox Regression unter Einschluss des zyt. BCL-3 - Rezi-

divfreies Überleben
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Im Hinblick auf die nukleare BCL-3 Expression zeigt sich in der untersuchten

Kohorte ein noch deutlicheres Ergebnis. Unter Einschluss aller Fälle ergibt sich

für das nukleare BCL-3 ein p = 0,002 sowie HR = 2,78.

Im Einklang mit den Beobachtungen des zytosolischen BCL-3 wird die Si-

gnifikanz der Ergebnisse besonders deutlich, unter Einschluss lediglich der

Östrogenrezeptor-positiven sowie Tamoxifen behandelten Fälle. Hier zeigt sich für

das nukleare BCL-3 ein HR = 6,84 bei einem p < 0,001 und einem B-Wert von

1,92. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Parameter Hazard Ratio B Value P Wert

BCL3 ≤ 8 vs BCL3 > 8 im Nukleus 2,78 1,02 0,002

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 6,84 1,92 <0,001

HER2/neu Status pos. vs. neg. 1,72 0,54 0,12

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 2,11 0,75 0,099

Lymphknoten pos. vs. neg. 2,13 0,76 0,017

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 2,83 1,04 0,017

PgR-Rezeptor pos. vs. neg. 1,05 0,05 0,88

-nur ER+ und Tam. behandelte Pat. 1,13 0,12 0,79

Tabelle 11: Multivariable Cox Regression unter Einschluss des nuk. BCL-3 - Rezi-

divfreies Überleben
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5 Diskussion

5.1 Repräsentativität der Patientenkohorte

Für diese Dissertation wurden die Proben von 180 Patientinnen mit einem

primären Mammakarzinom untersucht. Im folgenden wird die Repräsentativität

anhand von Vergleichen der klinisch pathologischen sowie epidemiologischen Daten

zwischen der vorliegenden Kohorte und dem statistischen Durchschnitt diskutiert.

Wie bereits im Kapitel 1.5 erwähnt, exprimieren durchschnittlich 70% aller Mamm-

akarzinome den Östrogenrezeptor-α [46]. In der untersuchten Kohorte ist in 78,2%

ein positiver ER-Status nachweislich. Weiterhin zeigten 22,4% der untersuchten

Tumore einen positiven HER2-Status, 57,1% einen positiven Progesteronrezeptor-

Status und ca. 13,7% einen dreifach-negativen Rezeptor-Status. Dies entspricht

ebenfalls dem statistischen Durchschnitt [46, 146].

Auch im Hinblick auf die Histologie gleicht unsere Kohorte den statistischen Daten.

50-80% der invasiven Mammakarzinome sind dem invasiven duktalen Karzinom

sowie 10-15% dem lobulären Karzinom zuzuordnen [33]. Dies trifft auch für die

untersuchte Kohorte zu. Es konnten ca. 80% der Karzinome dem NST-Karzinom

sowie ca. 15% dem invasiven lobulären Karzinom zugeordnet werden.

Das Durchschnittsalter der untersuchten Patientengruppe betrug bei Erstdiagnose

63,6 Jahre und entspricht damit nahezu dem bundesdeutschem Durchschnitt von

64 Jahren [1].

Gleiches gilt für die Fünfjahresüberlebensrate, die mit 86,9% nur knapp unter

dem deutschen Durchschnitt von 87% liegt [1]. Unterschiede ergaben sich für das

rezidivfreie Fünfjahresüberleben, welches mit 67,6% etwas unterhalb der in der

Literatur gegebenen Werte liegt [147]. Dies kann durch intensivere Beobachtungen

und Kontrollen durch Studieneinschluss der Patientinnen erklärt werden.

Über den Beobachtungszeitraum entwickelten von 80 Patientinnen unter The-

rapie mit Tamoxifen 25 Patientinnen (31,25%) ein Rezidiv. Dies entspricht den

gängigen Statistiken einer Rezidiventwicklung unter Tamoxifen in bis zu 40% der

Östrogenrezeptor-positiven Mammakarzinome [62, 148].

Zusammenfassend gleicht die untersuchte Kohorte unter Berücksichtigung der

klinisch-pathologischen Parametern sowie epidemiologischen Ausprägungen dem
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statistischen Durchschnitt der Patientinnen mit einem Mammakarzinom. Sie kann

damit als repräsentativ gewertet werden.

Es sollte jedoch berücksichtigt werden, dass die Patientinnen zwischen 1999 und

2009 rekrutiert wurden, als einige der heutigen verfügbaren Therapien noch nicht

vorhanden oder noch nicht als Standardbehandlung eingesetzt wurden. Folglich

könnten die Ergebnisse möglicherweise nicht direkt auf die heutige Patientenpo-

pulation übertragen werden, da sich die Behandlungsmöglichkeiten und -standards

in den letzten Jahren weiterentwickelt haben. Dies gilt insbesondere für die Be-

handlung HER2-positiver Patientinnen.

5.2 Korrelation der BCL-3 Expression im invasiven Kar-

zinom und dem duktalen Karzinom in situ

In der untersuchten Kohorte konnte in 14 Fällen ein duktales Karzinom in situ

identifiziert und auf die Expression von BCL-3 untersucht werden. In neun dieser

Proben gelang die zusätzliche Identifikation eines invasiven Mammakarzinoms.

In den Fällen mit beiden Tumorentitäten konnte trotz der geringen Fallzahl

eine Korrelation sowohl für die nukleare als auch zytosolische BCL-3 Expression

und damit kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (siehe Kapitel 4.3).

Bei Betrachtung aller Fälle konnte mithilfe der Rangkorrelation nach Spearman

eine signifikante Korrelation des Immunreaktiven Scores in beiden Lokalisationen

zwischen den beiden Tumorentitäten nachgewiesen werden. Bei Betrachtung der

Gesamtmittelwerte waren für beide Lokalisationen (Nukleus und Zytosol) im

invasiven Karzinom und duktalen Karzinom in situ ähnliche Werte festzustellen

(siehe Kapitel 4.3).

Im normalen Brustgewebe ist für das BCL-3 in der Literatur keine Überexpression

vorbeschrieben, lediglich für Tumorgewebe sowie in Brustkrebszelllinien [135,

136]. Im Hinblick auf die in unserer Kohorte bereits erhöhte BCL-3 Expression im

duktalen Karzinom in situ sowie die Korrelation mit der Expression im invasiven

Karzinom in der untersuchten Kohorte kann daher geschlussfolgert werden, dass

die Expression entweder bereits in der frühen Phase der Tumorgenese verstärkt

wird oder gegebenenfalls BCL-3 in Teilen selbst zur Bildung eines DCIS und einer

Karzinombildung beiträgt.
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Untermauert wird diese Annahme durch Untersuchungen in Brustkrebs-Zelllinien

mit positivem HER2/neu Rezeptorstatus. Hier zeigten sich geringere invasive

Tumoreigenschaften bei geringer BCL-3 Expression im Vergleich zu Zellen mit

erhöhter Expression [125]. Im Umkehrschluss kann daher dem BCL-3 invasive

Eigenschaften zugeschrieben werden.

Im Hinblick auf die vorliegenden geringen Fallzahlen sollte diese Hypothese jedoch

kritisch betrachtet werden. Weitere Untersuchungen zur Festigung sollten erfolgen.

5.3 BCL-3 Expression in Abhängigkeit der klinisch patho-

logischen Faktoren

Im Kapitel 4.2 wurden die Ergebnisse der Korrelation der BCL-3 Expression

und klinisch-pathologischen Daten dargelegt. Zusammenfassend korrelierte eine

hohe zytosolische Expression von BCL-3 (IRS > 8) in der untersuchten Kohorte

signifikant mit einer fortgeschrittenen Tumorgröße (T > 2) und einer erhöhten

Wachstumsgeschwindigkeit, gemessen am Proliferationsindex Ki67. Eine Kor-

relation zwischen erhöhter nukleärer BCL-3 Expression und den untersuchten

klinisch-pathologischen Parametern ergab sich in unserer Kohorte nicht. Die

Korrelation zwischen der BCL-3 Expression und einem geringeren rezidivfreien

Überleben wird gesondert in Kapitel 5.4 behandelt.

Unsere Beobachtungen stehen im Einklang mit der Literatur und unterstützen die

Annahme, dass sich BCL-3 im Mammakarzinom fördernd auf die Metastasierung

und Zellproliferation in Metastasen [125, 138] sowie Brustkrebszelllinien [126, 137]

auswirkt.

Eine mögliche Erklärung für die Korrelation zwischen dem erhöhten Proliferati-

onsindex sowie der BCL-3 Expression im Zytosol könnte eine BCL-3 vermittelte

Induktion von Cyclin D1 in Brustkrebszellen sein. Wie bereits im Kapitel 1.5.4

thematisiert, reguliert Cyclin D1 die Zellteilung, indem es die G1-Phase verkürzt

und den Übergang in die S-Phase stimuliert. Cyclin D1 verstärkt auch die

Expression von Cyclin E2. Untersuchungen an Brustkrebs-Zelllinien mit erhöhter

BCL-3 Expression zeigten eine verkürzte G1-Phase und eine vermehrte Cyclin D1

Expression. In diesen Zellen wurde eine gesteigerte Bindung von BCL-3/p52 an
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der Promoterregion von Cyclin D1 beobachtet [137].

Problematisch ist, dass dies eine nukleare Lokalisierung von BCL-3 voraussetzt.

Allerdings ist zu beachten, dass in dieser Kohorte nur Patientinnen ohne be-

gonnene Therapie eingeschlossen wurden. Es ist nicht auszuschließen, dass eine

therapeutische Intervention Einfluss auf eine nukleare Translokation des BCL-3

oder die BCL-3 Expression generell hat. Dies hätte besonders Auswirkungen

auf solche Patientinnen, die bereits vor einer Therapie eine hohe zytosolische

Expression aufwiesen. Weiterhin könnte dies eine Resistenzentwicklung gegenüber

Tamoxifen im Verlauf einer Therapie erklären.

Unterstützt wird diese Annahme durch die Beobachtung, dass unter Zuständen

des Östrogenentzug in Östrogenrezeptor-positiven Zellen der Brustkrebs-Zelllinie

MCF-7 sowohl eine erhöhte BCL-3 Expression als auch erhöhte mit p50 assoziierte

Aktivitäten vorzufinden sind [139]. Der Wirkungsmechanismus des Tamoxifen

basiert auf einer kompetitiven Inhibierung des Östrogenrezeptors und stellt damit

vergleichbare Bedingungen wie beim Östrogenentzug dar [59].

Untermauert wird diese Überlegung durch Beobachtungen in den

Überlebensanalysen dieser Studie. Das nukleare BCL-3 zeigte einen stärkeren

Einfluss auf das rezidivfreie Überleben als das zytosolische BCL-3 (Kapitel 4.5).

Eine Möglichkeit, diese These zu untersuchen, wären bioptische Verlaufskontrollen

zur Bestimmung des BCL-3 IRS während bzw. nach einer Therapie mit Tamoxifen

sowie bei einem Rezidiv. Dies könnte Aufschluss über eine mögliche Translokation

bzw. möglicher Veränderungen der BCL-3 Expression geben.

Eine möglicher weiterer Erklärungsansatz basiert auf NF-κB unabhängige

Funktionen für das zytosolische BCL-3 in Brustkrebszellen. Dies konnte bereits

in Zellen des kolorektalen Karzinom nachgewiesen werden [149] und spielt

möglicherweise auch im invasiven lobulären Mammakarzinom eine größere Rolle.

Näher betrachtet wird dies in Kapitel 5.5.

Nebenbefundlich lag eine signifikante Korrelation zwischen einer hohen zy-

tosolischen Expression von BCL-3 und positivem GPER1 Rezeptorstatus sowie

eine inverse Korrelation zur Menge der AGEs(Advanced Glycation End Pro-

ducts) vor. Eine erhöhte GPER1 Expression ist mit einer Resistenz gegenüber

Tamoxifen im Mammakarzinom assoziert [143], weiterhin sind AGEs mit einer
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Östrogenrezeptor vermittelten Tamoxifen Resistenz assoziiert [150]. Ein kausaler

Zusammenhang zwischen diesen Faktoren und BCL-3 ist aktuell jedoch nicht

ersichtlich und bedarf einer weiteren Abklärung.

5.4 Die BCL-3 Expression und das stark eingeschränkte

rezidivfreie Überleben unter einer Therapie mit Ta-

moxifen

Das rezidivfreie Überleben ist prognostisch für Patientinnen eines Mammakarzi-

noms, besonders unter einer Therapie mit Tamoxifen von besonderer Relevanz. In

dieser Dissertation erfolgte die statistische Auswertung der Korrelation zwischen

der BCL-3 Expression und dem rezidivfreien Überleben in Patientinnen unter

einer Therapie mit Tamoxifen.

In der untersuchten Kohorte zeigte sich eine stark signifikante Assoziation

zwischen der erhöhten BCL-3 Expression in beiden Lokalisationen (Nukleus

und Zytosol) und einem Rezidiv unter der Therapie mit Tamoxifen. Jeweils

48% der Patientinnen, die ein Rezidiv unter Tamoxifen entwickelten, zeigten ein

hohes zytosolisches und nukleares Aufkommen des Proteins. Eine erhöhte BCL-3

Expression bei Patientinnen ohne Rezidiventwicklung war für beide Lokalisationen

hingegen kaum zu beobachten (siehe Tabelle 1). Für beide Lokalisationen konnte

mithilfe des Exakten Test nach Fisher ein signifikanter Unterschied festgestellt

werden. Besonders deutlich wird die Auswirkung des BCL-3 bei Betrachtung

der Mittelwerte des rezidivfreien Überlebens. Patientinnen mit einem hohen

nuklearen und zytosolischen BCL-3 IRS entwickelten unter einer Therapie mit

Tamoxifen im Durchschnitt bereits nach etwa 36,2 Monaten und 37,4 Monaten

ein Rezidiv, wohingegen Patientinnen mit einem BCL-3 IRS ≤ 8 im Schnitt

erst nach 124,9 Monaten (zytosolisches BCL-3) und 124,7 Monaten (nukleares

BCL-3) ein Rezidiv entwickelten (siehe Tabelle 5). Die Überlebensanalysen nach

Kaplan-Meier sowie die dazugehörigen Grafiken sind in Kapitel 4.5 dargestellt. Die

hier dargestellten Ergebnisse deuten auf eine durch BCL-3 vermittelte Resistenz

gegenüber Tamoxifen hin.

In in vitro Analysen mit Östrogenrezeptor-positiven MCF-7 Brustkrebs-Zelllinien
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wurde kein Einfluss auf das zelluläre Wachstum unter Normalbedingungen

festgestellt, nachdem ein siRNA-vermittelter Knock-down der BCL-3 Expres-

sion durchgeführt wurde. Unter Zugabe von Fulvestrant und tumorassoziierter

Fibroblasten war das Zellwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe jedoch

deutlich eingeschränkt. Als mögliche Erklärung für das zelluläre Überleben trotz

Ausschaltung des hauptverantwortlichen Wachstumssignalweg wurde ein NF-κB

abhängiges Wachstum, dessen Aktivität BCL-3 maßgeblich beeinflusst, postuliert

[140]. Der Wirkungsmechanismus von Fulvestrant ist mit dem des Tamoxifens

vergleichbar und beruht ebenfalls auf Blockierung des Östrogenrezeptors [57].

Die Hypothese wird zusätzlich durch Beobachtungen an ovariektomierten Mäusen

mit Brustkrebs-Xenotransplantaten gestützt. In diesen Mäusen reagierten die

Brustkrebszellen auf den Entzug von Östradiol mit einer erhöhten Bildung von

BCL-3 [139]. Wie bereits in Kapitel 5.3 erwähnt wurde, basiert der Wirkungsme-

chanismus des Tamoxifens auf einer kompetitiven Inhibition des Östrogenrezeptors

und entspricht daher einem Östrogenentzug [59].

Auf der Grundlage der genannten Studien sowie im Hinblick auf die uns vor-

liegenden Ergebnisse lässt sich zusammenfassend postulieren, dass BCL-3 an

einer Resistenzentwicklung gegenüber Tamoxifen im Mammakarzinom beteiligt ist.

Beachtenswert ist die Beobachtung, dass keine signifikante Assoziation zwi-

schen einer erhöhten BCL-3 Expression in beiden Lokalisation (Nukleus und

Zytosol) und einem eingeschränkten rezidivfreien Überleben unter der Therapie

mit Aromatase-Inhibitoren in der untersuchten Kohorte besteht (siehe Tabelle 1).

Auch ist im Hinblick auf das rezidivfreie Überleben keine Auswirkung des BCL-3

auf die mittleren Überlebenszeit unter einer Therapie mit Aromatase-Inhibitoren

feststellbar (siehe Tabelle 5).

Patientinnen mit einem positiven Östrogenrezeptor-Status und einer hohen

nuklearen BCL-3 Expression zeigten unter der Behandlung mit Aromatase-

Inhibitoren eine durchschnittliche rezidivfreie Überlebenszeit von 95,7 Monaten.

Im Vergleich dazu betrug die durchschnittliche rezidivfreie Überlebenszeit bei

Patientinnen unter Tamoxifen-Therapie lediglich 36,2 Monate. Dies entspricht

einer höheren Überlebenszeit von 60 Monaten und verdeutlicht damit den relati-

ven Therapieerfolg von Aromatase-Inhibitoren in Patientinnen mit einer hohen



5 DISKUSSION 61

nuklearen BCL-3 Expression. Die weitere Bedeutung dieser Ergebnisse wird in

Kapitel 5.6.1 diskutiert.

5.5 BCL-3 und der WNT Signalweg im invasiv lobulären

Mammakarzinom - ein möglicher Resistenzmechanis-

mus gegenüber Tamoxifen

Bei näherer Betrachtung der Auswirkung der BCL-3 Expression auf das rezi-

divfreie Überleben in Abhängigkeit der histologischen Subtypen, ergab sich eine

signifikante Assoziation zwischen einer erhöhten zytosolischen und nuklearen

BCL-3 Expression (IRS > 8) und einem verkürzten rezidivfreien Überleben bei

Patientinnen mit einem invasiven lobulären Mammakarzinom. Bei Patientinnen

mit einem invasivem duktalen Karzinom lag eine Korrelation lediglich bei einer

erhöhten nuklearen Expression mit einem verkürztem rezidivfreiem Überleben

vor (siehe Kapitel 4.6). Zu beachten ist, dass 23 Fälle mit einem invasiven

lobulären Mammakarzinom und 129 Fälle mit einem invasiven duktalen Karzinom

untersucht werden konnten.

Von den insgesamt 23 Fällen mit invasiven lobulärem Mammakarzinom konn-

ten lediglich 13 Fälle auf einen Zusammenhang zwischen einem Rezidiv unter

Tamoxifen-Therapie und einer erhöhten BCL-3-Expression untersucht werden.

Trotz der geringen Fallzahl zeigte sich ein statistischer Trend hinsichtlich erhöhter

BCL-3-Expression in beiden Lokalisationen und dem Auftreten von Rezidiven

unter Tamoxifen-Therapie. Aufgrund der begrenzten Fallanzahl lassen sich jedoch

keine zuverlässigen Schlussfolgerungen aus diesen Beobachtungen ziehen

Untersuchungen von Zellen des kolorektalen Karzinom zeigten, dass für BCL-3

eine fördernde Rolle im WNT-Signalweg identifiziert wurde. Übereinstimmend

mit unseren Ergebnissen zeigten auch diese Zellen eine positive Korrelation

zwischen zytoplasmischen BCL-3 sowie einem erhöhten Ki67 Index [112]. In

diesen Zellen vermittelt BCL-3 eine NF-κB unabhängige gesteigerte Expression

von WNT-Zielgenen, weiterhin wird eine Rolle des BCL-3 als Coaktivator von

ß-Catenin angenommen [149, 151]. Umgekehrt inhibiert WNT3A, ein Ligand

des WNT-Signalweges, den proteosomalen Abbau des BCL-3s und fördert damit
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das BCL-3 Protein Niveau [149]. In einer weiteren Studie zeigte sich, dass

proliferierende Zellen des kolorektalen Karzinoms vor allem zytosolisches BCL-3

exprimieren und umliegendes Normalgewebe nukleares BCL-3 [112].

Das Protein ß-Catenin fungiert in zwei unterschiedlichen intrazellulären Pro-

zessen. Als Teil der Cadherin vermittelten Zelladhäsion ermöglicht es durch

Bindung der intrazellulären Domäne an das Alpha-Catenin eine Verankerung des

Adhäsionskomplex an das Aktin Zytoskelett [152], weiterhin ist es als Coaktivator

Teil des WNT-Signalweges [153]. Untersuchungen ergaben ein erhöhtes membran-

gebundenes ß-Catenin im invasivem duktalen Karzinom, wohingegen im invasiven

lobulären Mammakarzinom das ß-Catenin von der Membran abgekoppelt, vor

allem in der paranuklearen Umgebung, aufzufinden war [154]. Weiterhin wurden in

MCF-7 Zellen Veränderungen im WNT Signalweg als Adaption auf eine Therapie

mit Tamoxifen durch Genexpressionsanalysen festgestellt [155] und WNT4 ein

Ligand des WNT-Signalweges ist mit einer Tamoxifen Resistenz im invasivem

lobulären Mammakarzinom assoziiert [156].

Im Hinblick auf die vorliegenden Ergebnisse und der oben beschriebenen

Beobachtungen lässt sich vermuten, dass der WNT-Signalweg und BCL-3 an

der Resistenzentwicklung gegenüber Tamoxifen im invasiven lobulären Mamma-

karzinom beteiligt sein könnten. Diese Arbeit liefert Impulse für weiterführende

Untersuchungen mit einer größeren Patientenkohorte, um die vorliegenden

Erkenntnisse zu validieren.

5.6 Ausblick - BCL-3 in der klinischen Anwendung

5.6.1 BCL-3 als Biomarker für die Resistenzentwicklung im Mamm-

akarzinom

Die hochsignifikante Korrelation der BCL-3 Expression mit einem verkürzten re-

zidivfreien Überleben in der untersuchten Kohorte wurde bereits diskutiert.

Um eine Verwendung des BCL-3 als prognostischen Biomarker für den therapeu-

tischen Erfolg unter Tamoxifen und im Hinblick auf die Gesamtkohorte zu unter-

suchen, erfolgte zunächst eine univariable Cox-Regression und im Anschluss die

Analyse auf Unabhängigkeit von anderen pathologischen Faktoren in der multiva-
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riaben Cox Regression.

Zusammenfassend konnte das zytosolische sowie nukleare BCL-3 in der Gesamt-

kohorte als starker unabhängiger Prognosefaktor für ein geringeres rezidivfreies

Überleben identifiziert werden. Patientinnen mit einer erhöhten nuklearen BCL-3

Expression (IRS > 8) wiesen ein 2,78-fach (p = 0,002) erhöhtes Risiko sowie ein

1,81-fach (p = 0,073) erhöhtes Risiko der Rezidivbildung bei einer erhöhten zyto-

solischen BCL-3 Expression (IRS > 8) auf.

In der Gruppe der Patientinnen mit positiven Östrogenrezeptor Status sowie Ta-

moxifen Therapie zeigte sich ein noch signifikanteres Ergebnis. Eine hohe zyto-

solische Expression geht mit einem 6,25-fach (p < 0,001) erhöhtem Rezidivrisiko

einher, sowie 6,84-fach (p < 0,001) erhöhtem Risiko bei hoher nuklearer BCl-3

Expression. Das hochsignifikant eingeschränkte rezidivfreie Überleben mit durch-

schnittlich 36,2 und 37,4 Monaten bei erhöhter nuklearer und zytosolischer Ex-

pression (BCL-3 IRS > 8) akzentuiert die Relevanz der Ergebnisse.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse weisen auf eine Verwendung des BCL-

3 als potenzieller Biomarker in Patientinnen mit einem Mammakarzinom hin. Von

besonderer Bedeutung sind hierbei die Ergebnisse der Patientinnen, die eine The-

rapie mit Tamoxifen erhielten.

Denkbar wäre eine Bestimmung der BCL-3 Expression im Rahmen der immun-

histochemischen Untersuchung bei Erstdiagnose. Liegt ein Mammakarzinom mit

erhöhter BCL-3 Expression vor, so wären intensivere Verlaufskontrollen oder gar in

Abhängigkeit des Risikos ein kompletter Verzicht auf eine Therapie mit Tamoxifen

zu überdenken. Dies sollte in einer prospektiven Studie näher untersucht werden.

Eine sinnvolle therapeutische Alternative stellen die Aromatasehemmer unter Aus-

schaltung der Ovarfunktion dar [26], was sich auch in der untersuchten Kohorte

bestätigt. In der Gruppe der mit Aromatasehemmern behandelten Patientinnen

konnte kein Einfluss des BCL-3 auf das rezidivfreie Überleben beobachtet werden.

Im Hinblick auf die vorliegenden Ergebnisse ist die Verwendung des BCL-3 als Bio-

marker jedoch auch kritisch zu betrachten. Denn trotz der geringen Unterschiede

der mittleren Überlebenszeit zeichnete sich kein signifikanter Einfluss des BCL-3

auf das Gesamtüberleben ab (siehe Kapitel 4.5).

Zu diskutieren ist jedoch ob der Erfolg einer Therapie mit Tamoxifen nur am

Gesamtüberleben der Patientinnen gemessen werden sollte. Auch die erhöhten Re-
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zidivraten sowie die im Vergleich zu den Aromatasehemmern erhöht auftretenden

schwerwiegenden Nebenwirkungen wie dem Endometrialkarzinom [157] und throm-

boembolischen Ereignissen [158] sind zu berücksichtigen.

Weiterhin sollte beachtet werden, dass das Gesamtüberleben von verschiedenen

Faktoren beeinflusst wird, die über den untersuchten Faktor hinausgehen. Unter

anderem können unklare Todesursachen sowie andere wichtige Faktoren wie das

Alter, der allgemeine Gesundheitszustand, Begleiterkrankungen und die Wirksam-

keit anderer Behandlungen eine Rolle beim Gesamtüberleben spielen. Diese Fakto-

ren können die Ergebnisse beeinflussen und erklären, warum die BCL-3 Expression

keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das Gesamtüberleben in der untersuch-

ten Kohorte aufweist. Das Gesamtüberleben ist ein komplexer Endpunkt, der von

einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird.

5.6.2 BCL-3 als therapeutisches Ziel

Die Auswirkung der NF-κB Proteine auf das Mammakarzinom sowie deren Iden-

tifikation als maßgeblicher Faktor in verschiedenen Bereichen der Tumorgenese

ist bekannt. Aktuell steht die Entwicklung von therapeutischen Strategien zur

Beeinflussung des NF-κB Signalweges in der Therapie des Mammkarzinoms im

Fokus [105]. Die globale Inhibition der NF-κBs ist angesichts der Beteiligung an

physiologischen Prozessen wie dem Immunsystem problematisch [159]. Auch die

gewebespezifische Inhibition des NF-κB-Signalweges in der Brust lässt aufgrund

der Beteiligung an physiologischen Prozessen im Brustgewebe [160, 161], auf Kon-

sequenzen für das umliegende Normalgewebe schließen [125].

Eine weitere therapeutische Möglichkeit besteht durch indirekte Inhibition mittels

nachgeschalteter Signalwege oder aber auch durch Beeinflussung von Cofaktoren

wie dem BCL-3. Die ersten in vivo sowie in vitro Versuche mit BCL-3 als the-

rapeutischen Ziel im Mammakarzinom sowie kolorektalen Karzinom sind bereits

erfolgt [126, 149].

In der aktuellen Literatur gibt es widersprüchliche Aussagen zur Auswirkung der

Ausschaltung von BCL-3 auf das normale Brustgewebe. Eine Studie, die in vivo

Analysen an Mäusen mit ausgeschalteter BCL-3 Expression durchführte, zeigte kei-

nen erkennbaren Effekt auf die Funktion oder Struktur des Brustgewebes [125]. Im
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Gegensatz dazu wurde in einer anderen Studie, die ebenfalls ein in vivo Mausmo-

dell verwendete, ein Rückgang der Brustdrüsenverzweigungen bei ausgeschalteter

BCL-3 Expression nachgewiesen [142].

Die präsentierten Ergebnisse in dieser Arbeit unterstreichen die Relevanz von BCL-

3 im Mammakarzinom und sollten daher als Anreiz für weitere Forschung dienen,

sowohl zur Klärung seiner Rolle als auch als potenzielles therapeutisches Ziel in

der Behandlung des Mammakarzinoms.
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6 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die häufigste maligne Erkrankung der Frau in Deutsch-

land. In der adjuvanten Therapie der Östrogenrezeptor-positiven Karzinome steht

die Verwendung von Tamoxifen in prämenopausalen Frauen im Vordergrund. Trotz

der vielen therapeutischen Vorteile, die das Medikament bietet, stellt die Entwick-

lung einer Resistenz gegenüber Tamoxifen für die Patientinnen ein großes Problem

dar. Ziel dieser Dissertation war unter anderem die prognostische Relevanz der

BCL-3 Expression in Tamoxifen resistenten Mammakarzinomen zu untersuchen.

Es erfolgte eine immunhistochemische Analyse der BCL-3 Expression im Nukleus

sowie Zytosol in Gewebeproben von 180 Patientinnen, die zwischen 1999 und 2009

mit einem primären Mammakarzinom an der Otto-von-Guericke-Universität dia-

gnostiziert wurden. Ausschlusskriterium war eine bereits begonnene neoadjuvante

Therapie. Bei Erstdiagnose wurden die gängigen klinisch-pathologischen Marker

bestimmt sowie mittels Verlaufskontrollen klinisch-diagnostische Daten im Verlauf

und abschließend zuletzt im März 2016 gesammelt.

Die Repräsentativität der untersuchten Kohorte wurde durch Vergleiche der Aus-

prägungen gängiger klinisch-pathologischer Parameter mit denen der statistischen

Grundgesamtheit der Brustkrebspatientinnen analysiert.

Es zeigte sich trotz geringer Fallzahlen eine Korrelation zwischen der BCL-3 Ex-

pression im duktalem Karzinom in situ und invasivem Karzinom.

Eine erhöhte zytosolische BCL-3 Expression korrelierte mit einer fortgeschritte-

nen Tumorgröße sowie einem erhöhten Proliferationsindex. Eine mögliche Trans-

lokation des zytosolischen BCL-3 in den Nukleus im Verlauf einer Therapie mit

Tamoxifen ist denkbar und würde eine erworbene Resistenzen gegenüber Tamoxi-

fen im Mammakarzinom erklären. Möglich erscheint jedoch auch eine funktionelle

Rolle des zytosolischen BCL-3 unabhängig des NF-κB Signalweges. Ein möglicher

Resistenzmechanismus gegenüber Tamoxifen durch zytosolisches BCL-3 im WNT-

Signalweg wurde postuliert.

Das wichtigste Resultat dieser Arbeit ist jedoch der Nachweis einer signifikanten

Auswirkung einer erhöhten BCL-3 Expression sowohl im Nukleus als auch im Zyto-

sol auf ein verkürztes rezidivfreien Überleben. Besonders bemerkenswert ist dabei

die Auswirkung in der Subgruppe der Patientinnen mit einer Tamoxifen Therapie.
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Eine Verwendung des BCL-3 als Biomarker, um prognostische Aussagen bezüglich

einer Resistenzentwicklung gegenüber Tamoxifen zu machen, ist im Hinblick auf

die hier vorliegenden Daten denkbar. Wichtig ist zudem, das die uns vorliegen-

den Daten auf einen therapeutischen Vorteil von Aromatasehemmern gegenüber

Tamoxifen in Patientinnen mit einer BCL-3 Überexpression hinweisen.
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