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1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit ist das Mammakarzinom die haufigste Krebserkrankung der Frau. In dieser Gruppe
ist es flr fast ein Viertel aller neudiagnostizierten Neoplasien verantwortlich [1]. Dabei belauft
sich die Inzidenz des invasiven Mammakarzinoms in Deutschland auf ca. 70.000. Lediglich
ungefahr ein Prozent der Patienten sind mannlich. Das Lebenszeitrisiko einer Frau in
Deutschland an Brustkrebs zu erkranken, liegt bei ca. 12 Prozent. Fast 30 Prozent der Frauen
sind bei Diagnosestellung unter 55 Jahre alt. Das mittlere Erkrankungsalter liegt im Median bei
64 Jahren [2].

Global ist das Mammakarzinom fur tiber 600.000 Todesfalle pro Jahr verantwortlich und damit
die haufigste krebsbedingte Todesursache der Frau weltweit. In Nordamerika sowie vielen
Landern Europas wird allerdings seit ca. 1990 ein Plateau bzw. sogar ein Riickgang der
Mortalitdtsraten des Mammakarzinoms vermerkt [3]. Dieser Riickgang lasst sich hauptsachlich
auf die Zunahme und Verbesserung der Friherkennung sowie der Weiterentwicklung und

Verflgbarkeit einer systemischen Therapie zurtckfihren [4].

1.1.2 Symptome

Als eine vom Brustdrisengewebe ausgehende maligne Erkrankung ist das Mammakarzinom
in seinem Kklinischen Erscheinungsbild sehr heterogen. Haufig erfolgt das Erkennen der
Erstmanifestation anhand eines palpablen, schmerzlosen Knotens durch die Patientin selbst.
Neben unspezifischen Symptomen wie einer B-Symptomatik kdnnen lokale Verénderungen
an der Haut (Rétung, Odeme, Inflammation, Infiltrationen) sowie an der Mamille (Inflammation,
Retraktion, Sekretion) vorkommen [5, 6]. Uber die Halfte der Mammakarzinome sind im oberen

auReren Quadranten der Mamma lokalisiert [5].

Weitere Symptome kénnen auf Grund von lymphogener sowie hamatogener Metastasierung
auftreten. Befallene Lymphknoten k&nnen sich vergroRert darstellen und mit einem
Lymphodem einhergehen [7]. Uber eine hamatogene Streuung konnen osteolytische
Knochenmetastasen auftreten [8]. Weitere typische Lokalisationen von Metastasen sind

Lunge, Eiersttcke, Leber, Pleura und das zentrale Nervensystem [9].



1.1.3 Diagnostik

In Bezug auf die Friherkennung ist die Mammographie die fihrende apparative Diagnostik
und die einzige Methode mit gesicherter Reduktion der Brustkrebsmortalitat [10, 11]. Zudem
werden die Brustselbstuntersuchung sowie die klinische Brustuntersuchung in der
Friherkennung angewendet [12, 13]. Die Sonographie kommt besonders bei jiingeren Frauen

mit dichtem Driisengewebe als ergdnzende Diagnostik zum Einsatz [14, 15].

Im diagnostischen Verlauf erfolgt zunéchst die histologische Abklarung mittels Stanz-,
Vakuum- oder in Ausnahmeféllen offener Exzisionsbiopsie. Die histopathologische
Untersuchung des Biopsats sowie im spateren Tumorresektats ist dabei essenziell zur
Sicherung der Diagnose sowie zur Bestimmung wichtiger tumorbiologischer Faktoren fir die

weitere Therapieplanung [16, 17].

Bei Karzinomen mit erhéhtem Risiko flr eine Metastasierung erfolgt ein Staging mittels
bildgebender Verfahren [18, 19].

1.1.4 Prognostische und pradiktive Faktoren

Bei einer Vielzahl von Therapieoptionen ist eine mdglichst individuelle Ermittlung des Nutzen-
Risiko-Profils beim Mammakarzinom unerlasslich. Es gibt eine Vielzahl an prognostisch und

pradiktiv relevanten Faktoren [20].

Prognostische Faktoren korrelieren dabei mit dem krankheitsfreien-, oder Gesamtiiberleben
ohne weitere adjuvante Therapie zum Zeitpunkt der Primarbehandlung. Damit geben sie

Hinweise Uber den natirlichen Krankheitsverlauf [21].

Dem gegeniber geben pradiktive Faktoren Aufschlisse Uber das zu erwartende Ansprechen

auf eine adjuvante Therapie und stellen damit therapierelevante Parameter dar [21].

1.1.4.1 pTNM-Klassifikation und UICC/AJCC-Stadieneinteilung

Die TNM-Klassifikation ist eine von der ,Union for International Cancer Control* (UICC)
eingefiihrte Systematik zur Beschreibung der anatomischen Ausbreitung von Karzinomen.
Dabei wird zwischen einer klinischen- sowie pathologischen Klassifikation unterschieden. Die
jeweilige Klassifikation wird mit dem entsprechenden Prafix ,c“ flir clinical, oder ,p“ fur

pathological gekennzeichnet [22].

In der TNM-Klassifikation werden TumorgrofRe (T), Lymphknotenmetastasen (N) und

Fernmetasten (M) beurteilt (s. Tabelle 1).



Die Bestimmung des ,pT“ erfolgt am vollstdndigen Primdrtumor ohne makroskopisch
erkennbaren Tumor am Resektionsrand. Dabei wird nur die invasive Komponente des Tumors

gemessen [22].

Die pN-Klassifikation bezieht sich auf die Anzahl von Metastasen in regionaren Lymphknoten.
Diese werden relativ zu ihrer Lage zum Musculus pectoralis minor in drei Bereiche nach Berg
eingeteilt [23]:

Level I: Axillar, lateral des M. pectoralis minors sowie ipsilateral Lymphknoten entlang der

Arteria mammaria interna
Level II: ventral des M. pectoralis minors sowie interpektoral

Level lll: apikal und medial des M. pectoralis minors mit den ipsilateralen infra- und
supraklavikularen Lymphknoten

Bei der Beurteilung des Lymphknotenstatus sollten zumindest Lymphknoten aus Level |
untersucht werden [22].

Tabelle 1: vereinfachte Ubersicht pTNM-Klassifikation des Mammakarzinoms, adaptiert von
Gospodarowicz et al. 2016 [22]

pT-Status TumorgréRe in maximaler Ausdehnung

pT1 <2cm

pT2 >2 c¢cm bis <5 cm

pT3 >5cm

pT4 jede GréRe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut

pN-Status Lymphknotenmetastasen

Nx nicht beurteilbar

NO keine regiondren Lymphknotenmetastasen

pN1 Mikrometastasen; 1-3 ipsilateralen Lymphknoten (LK) und/oder mikroskopische

Metastasen in Sentinel-Lymphknoten (SLK) entlang der ipsilateralen A. mammaria
interna (nicht klinisch erkennbar)

pN2 4-9 ipsilateralen axillare Lymphknoten oder klinisch erkennbar entlang der A.
mammaria interna ohne axilldre Lymphknotenmetastasen
pN3 210 axillar oder infraklavikulérer oder =1 supraklavikularer LK ipsilateral,

oder klinisch erkennbare LK A. mammaria interna + 21 axillare LK
oder Klinisch nicht erkennbarer SLK A. mammaria interna + 23 axillare LK

pM-Status Fernmetastasen
MO keine Fernmetastasen
pM1 mikroskopisch gesicherte Fernmetastasen




Aus der TNM-Klassifikation lasst sich die UICC/ American Joint Commission on Cancer
(AJCC)-Klassifikation ableiten (s. Tabelle 2). Ein hdéheres Stadium geht dabei mit einer

schlechteren Prognose einher [24].

Tabelle 2: Stadieneinteilung des Mammakarzinoms nach UICC und AJCC, adaptiert von
Gospodarowicz et al.: 2016 [22]

Stadium T-Status N-Status M-Status
Stadium 0 Tis" NO MO
Stadium IA na NO MO
Stadium IB TO, T1 N1mi* MO
~ Stadium lIA TO, T1 N1 MO
T2 NO MO
Stadium I1B T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium IlIA TO, T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Stadium 11IB T4 NO, N1, N2 MO
Stadium 1IIC Alle T N3 MO
Stadium IV Alle T Alle N M1

*Tumor in situ
**Mikrometastasen

1.1.4.2 Histologische Typisierung

Die histologische Typisierung des invasiven Mammakarzinoms nach aktueller Klassifikation
der World Health Organisation (WHO-) erfolgt zunachst anhand der préaoperativ
durchgefuhrten Stanz-/Vakuumbiopsie und beinhaltet die Bestimmung genau definierter
pathomorphologischer Kriterien. Basierend auf dem jeweiligen histologischen Subtyp kann
eine frihzeitige Prognoseabschétzung und Therapieplanung erfolgen [25-27].

Mit 50-80 % ist das invasive Karzinom ohne speziellen Typ (NST) mit Abstand der am
haufigsten diagnostizierte histologische Subtyp des Mammakarzinoms. Das NST geht mit
einer etwas schlechteren Prognose im Vergleich zu der Gesamtheit der Mammakarzinome
einher [28].

Das invasive lobulare Karzinom (ILC) macht mit 5-15 % den zweithaufigsten Tumortyp aus
[28]. Im Vergleich zum NST zeigt das ILC allgemein zwar ein geringeres Progressionsrisiko in
den ersten Jahren, allerdings ein schlechteres Gesamtliberleben nach 6 und 10 Jahren [29].

Deutlich seltener im Vergleich zum NST gehen das klassische medullare, tubulare und das

muzinoése Karzinom mit guter bis sehr guter Prognose einher [28].



Eine Ubersicht mit weiteren selteneren histologischen Typen des invasiven Mammakarzinoms
findet sich in Tabelle 3.

Tabelle 3: Ubersicht histologische Typen des invasiven Mammakarzinoms nach WHO Kilassifikation

| Histologische Typen |
e Invasives Karzinom ohne speziellen Typ (NST)
o Pleomorphes Karzinom
o Karzinom mit osteoklastenartigen Riesenzellen
o Karzinom mit chorionkarzinomartigen Merkmalen
o Karzinom mit melanotischen Merkmalen
e |nvasives lobuldres Karzinom mit weiteren Subtypen
 Karzinom mit medulldren Eigenschaften
o Medulldres Karzinom
o Atypisches medulldres Karzinom
o NST mit medulldren Eigenschaften
e Kribriformes Karzinom
e Muzindses Karzinom
e Tubuldres Karzinom
e Invasives papilldres Karzinom
« Karzinom mit apokriner Differenzierung
e Invasives mikropapilldres Karzinom
e Metaplastisches Karzinom, kein spezieller Typ
o Low-grade adenosquamdses Karzinom
Fibromatose-ahnliches metaplastisches Karzinom
Plattenepithelkarzinom
Spindelzellkarzinom
Metaplastisches Karzinom mit mesenchymaler Differenzierung
Chondroide Differenzierung
Ossére Differenzierung
Andere mesenchymale Differenzierung
Gemischtes metaplastisches Karzinom
o Myoepitheliales Karzinom
e Auswahl Seltener Typen:
o Adenoid-zystisches Karzinom
Karzinome mit neuroendokrinen Eigenschaften
Karzinom mit siegelringzelliger Differenzierung
Lipidreiches Karzinom
Glykogenreiches klarzelliges Karzinom

O 0 0O 0 0 0 0 O

o 0O 0O O

1.1.4.3 Histologisches Grading

Das histologische Grading erfolgt mit dem von Elston und Ellis modifizierte Bloom-Richardson-
Grading (BRE-Graduierung)) [30]. Dieses beinhaltet unterschiedliche histo- und zytologischen
Kriterien. Es werden Tubulusausbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate semiquantitativ
bewertet (s. Tabelle 4).

Anhand der Auspragung der unterschiedlichen Kriterien wird ein Malignitdtsgrad von gering
bis hoch identifiziert, der mit G1-G3 angegeben wird. Eine héhere G-Gruppe geht somit mit

einer schlechteren Prognose einher [30].



Tabelle 4: Kriterien des histologischen Gradings fiir das Mammakarzinom nach Bloom und Richardson
maodifiziert durch Elston und Ellis [30]

Merkmale Kriterien Score
Tubulusausbildung >75% 1
10-75 % 2
<10 3
Kernpolymorphie gering 1
mittelgradig 2
stark 3
Mitoserate 0-5/10 HPF* 1
6-11/10 HPF* 2
> 12/10 HPF* 3
Summenscore 3-9
Summenscore Malignitatsgrad G-Gruppe Definition
34,5 gering G1 gut differenziert
6.7 magig G2 méRig differenziert
8.9 hoch G3 schlecht differenziert

*HPF = ,high power field“

1.1.4.4 Hormonrezeptorstatus

Die immunhistochemische Erhebung des Ostrogen- (ER) sowie Progesteronrezeptors (PR) im
Tumorzellkern liefert prognostische und pradiktive Erkenntnisse. Besonders in Bezug auf eine
antihormonelle Therapie ist der Hormonrezeptor (HR)-Status ein wichtiger pradiktiver Faktor
(s. Kapitel 1.1.5) [31].

ER und PR gehoéren zu der Gruppe der Steroidrezeptoren und sind nukledre Rezeptoren,
welche nach Ligandenbindung als Transkriptionsfaktoren fungieren [32].

Der Ostrogenrezeptor kann in einen alpha- (ERa) und beta-Typen (ERB) unterteilt werden
[33]. Wahrend es viele Erkenntnisse Uber die Rolle von ERa bei der Tumorgenese gibt, ist die
Forschung bezuglich der Rolle von ERB erst in einem frihen Stadium. Der ER reguliert das
Wachstum sowie die Differenzierung von normalen Brustepithelzellen und fihrt in
Brustkrebszellen nach Ligandenbindung zu einem Zellwachstum [34, 35]. 70-80 % der

Brustkrebszellen sind ER positiv [34].

1.1.4.5 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

Der Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) ist ein transmembraner

Wachstumsfaktor-Rezeptor mit Tyrosinkinase-Aktivitat. Eine Uberexpression und/oder
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Amplifikation kann in ca. 15 % der Mammakarzinome nachgewiesen werden [36]. Da er die
Zellproliferation stimuliert und die Apoptose hemmt, geht ein HER2 positiver (HER2+) Status
mit einer eingeschrankten Prognose einher. Auf Grund von Therapieoptionen mit Angriffspunkt
an dem extrazellularen Anteil oder intrazellular an der Tyrosinkinase ist HER2 ein wichtiger
pradiktiver Faktor (s. Kapitel 1.1.5) [37].

1.1.4.6 Ki-67-Labeling-Index

Das Antigen Ki-67 stellt einen Proliferationsmarker dar, der nur von sich in Proliferation
befindlichen Zellen exprimiert wird. Die Bestimmung des Anteils proliferierender Zellen
innerhalb eines Tumors dient dabei einer verbesserten Therapieplanung sowie
Prognoseabschétzung. So stellt der Ki-67-Labeling-Index (Ki67LI) einen unabh&angigen
prognostischen Faktor fir das krankheitsfreie- sowie Gesamtiberleben von Patient/-innen mit
einem Mammakarzinom dar und dient als pradiktiver Faktor flr eine Chemotherapie[38-40].

Ein Grenzwert mit der h6chsten prognostischen Signifikanz ist aktuell noch nicht etabliert [38].

1.1.4.7 Intrinsische Subtypen

Das Mammakarzinom kann in vier unterschiedliche intrinsische Subtypen (luminalA,
luminal B, HER2-enriched, basal-like) eingeteilt werden. Diese beruhen auf der Analyse von
Genexpressionsprofilen [41]. Da die nétigen Array-Analysen in der taglichen Routine nicht
praktikabel sind, kommen in der klinischen Routine vereinfachte Verfahren zum Einsatz. So
steht neben kommerziell verfligbaren Genexpressionstest wie dem PAMS50 eine Einteilung
mittels etablierter immunhistochemischer Marker (ER, PR, HER2, Ki67LI) zur Verfugung (s.
Tabelle 5) [42-45].

Ca. 70 % der Mammakarzinome werden dem Luminal A- oder Luminal-B-Subtyp zugeordnet.
Diese besitzen generell, insbesondere jedoch der Luminal-A-Subtyp, eine bessere Prognose
im Vergleich zu den HER2-positiven- und Triple-negativen-Subtypen hinsichtlich Rezidivrisiko,
krankheitsfreiem Intervall und Gesamtiberleben [45-48]. Des Weiteren sind sie wichtige

pradiktive Faktoren fir unterschiedliche systemische Therapieansatze (s. Kapitel 1.1.5) [49].
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Tabelle 5: Klinisch-pathologische Definition der intrinsischen Subtypen anhand immunhistochemischer
Surrogatmarker [45]

Intrinsischer Klinisch-pathologische :

Subtyp Definition ER PR HER2 Ki67LI

Luminal A Luminal A-like (LA) + + = niedrig*

Luminal B Luminal B-like (LB) + £ - hoch*
HER2-positiv (non-luminal) = = + jeder Wert

HER2-enriched

HER2-positiv (luminal) + + + jeder Wert
Basal-like Triple-negativ (TN) = = - jeder Wert

*Derzeit besteht kein internationaler Konsens tber einen Cut-off-Wert fir Ki67L1. Die deutsche Leitliniengruppe orientiert sich an
einer Metaanalyse von Petrelli et al. und empfiehlt einen Cut-off-Wert von 25 % [38].

1.1.4.8 Molekulargenetische Faktoren

Zu den haufigsten hereditdren Karzinomen gehéren jene, welche durch Mutationen im Bereich
der ,breast cancer associated“ Gene 1 und 2 (BRCA1 und BRCA2) hervorgerufen werden.

Diese Karzinome gehen auch mit einer deutlich schlechteren Prognose einher [50].

Neben diesen gibt es eine Vielzahl an Keimbahnmutationen, die deutlich seltener vorkommen
und ebenfalls ein héheres Karzinomrisiko erzeugen.

Beim Cowden-Syndrom liegt eine Mutation im ,phosphatase and tensin homolog“ Gen (PTEN)
auf Chromosom 1023 vor [51]. Eine Deletion des PTEN-Gens geht beim Mammakarzinom
zusatzlich mit einer schlechteren Prognose einher [52]

Auch das Li Fraumeni-Syndrom, eine Mutation im p53-Gen auf Chromosom 17p13, ist mit
einem ca. 50 %igen Brustkrebserkrankungsrisiko vor dem 60. Lebensjahr assoziiert [53]. Dies
gilt ebenfalls fur Deletionen des p53-Gens, welche zu einer deutlich schlechteren Prognose
fuhren [54].

Das hereditare diffuse Magenkarzinom-Syndrom mit einer Mutation des Cadherin1-Gens
(CDH1) auf Chromosom 16q22 geht ebenfalls mit einem deutlich erhéhten

Erkrankungslebenszeitrisiko fur Brustkrebs von 50-60 % einher [55, 56]

Durch genetische Analysen spontaner Mammakarzinome sind viele prognostische Parameter
identifiziert worden. So geht zum Beispiel eine Amplifikation des ,mouse double minute 2
homolog“ (MDM2)-Gens durch eine Hemmung des p53-Proteins mit einer schlechteren
Prognose einher [57, 58]. Auch fir die Amplifikationen des ,Cyclin D1“ (CCND1)-Gens sowie
Deletionen auf Chromosom 8p21 und 9p21 bestehen Hinweise fur eine Assoziation mit einer

eingeschrankten Prognose [59-61].
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Multigenexpressionsanalysen ermdglichen es bei einer Vielzahl relevanter Gene wichtige
prognostisch und pradiktive Informationen zu gewinnen. Dank kommerzieller Signaturen wie
Z. B. dem Oncotype DX ® kommen Multigenexpressionsanalyse in der klinischen Routine zum
Einsatz [62].

1.1.5 Therapie

Eine Tumorresektion stellt primar die Grundlage der Therapie bei nicht fortgeschrittenen
Mammakarzinomen dar [63]. Dabei ist eine brusterhaltende Therapie mit adjuvanter
Bestrahlung der Mastektomie beziiglich des Uberlebens gleichwertig [64-66]. Als weitere
therapeutische Optionen stehen unterschiedliche systemische Therapiemdglichkeiten zur
Verfigung [67, 68]. Hierzu z&hlen z. B. die Chemo-, endokrine- und Antikbrpertherapien sowie
die Therapie mit CDK4/6-Inhibitoren [31, 69-73]. Um bei primar inoperablen Karzinomen
dennoch eine Operabilitat bzw. eine brusterhaltende Operation zu ermdglichen, kann eine
systemische Therapie vorausgehen (neoadjuvante Therapie) [74]. Die Auswahl eines
geeigneten Therapiekonzeptes erfolgt auf Grundlage der intrinsischen Subtypen sowie
weiteren prognostisch und pradiktiv relevanten Faktoren. So wird beispielsweise bei positivem
HR-Status eine endokrine Therapie empfohlen. Mittel der Wahl ist dabei der selektive
Ostrogenrezeptor-Modulator Tamoxifen [49]. Auch die Entscheidung zur adjuvanten
Chemotherapie sollte bei oft ausgepragtem Nebenwirkungsprofil nach Risiko-Nutzen-
Bewertung erfolgen. Dabei ist auf Grund der schlechteren Prognose bei fortgeschrittenem
HER?2 positiven-, Triple-negativen Mammakarzinomen und Tumoren vom Luminal-B-Subtyp
eine Chemotherapie indiziert. Bei HER2 positiven Tumoren kommt aul3erdem eine

Antikorpertherapie mit Trastuzumab zum Einsatz [49].

Bei dem Nachweis von Fernmetastasen wird die Indikation zu einer operativen oder lokal
ablativen Therapie individuell und interdisziplinar gestellt. Dabei ist die Lokalisation der

Metastasen entscheidend [75].

1.2 Der Transkriptionsfaktor Forkhead-box P1

Die Genexpression nimmt in der Regulation essenzieller Vorgange der menschlichen Zelle
wie der Differenzierung, der Proliferation und dem programmierten Zelltod eine zentrale
Rolle ein. Uber die durch externe Stimuli wie Hormone, Zytokine, Wachstumsfaktoren und
chemische Stoffe angeregte differenzielle Expression von Genen reagiert die Zelle auf ihre
Umgebung. Diese Reaktion wird Uber eine Aktivierung von membranstandigen oder

zytoplasmatischen Rezeptoren, die eine Signaltransduktionskaskade auslésen, vermittelt.
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Ein haufiges Ziel der Kaskade ist eine Veranderung der Expression von
Transkriptionsfaktoren, welche mit ihren Transaktivierungsdoménen an spezifische DNA-
Sequenzen binden oder mit dem RNA-Polymerase II-Transkriptionskomplex kommunizieren.
Hierdurch erfolgt eine Hemmung bzw. Aktivierung der Genexpression spezifischer Zielgene.
Auf Grund ihrer zentralen Rolle in der Tumorentwicklung sind Transkriptionsfaktoren in

zunehmender Zahl als immunhistochemische Marker in der Tumordiagnostik etabliert [76].

Einer dieser Transkriptionsfaktoren ist das Forkhead-box P1 (FOXP1)-Protein. Es ist einer
von mindestens 43 Mitgliedern bestehenden humanen Forkhead-box (FOX)-Familie sowie
einer von vier Proteinen der Subfamilie P [77]. Alle FOX-Transkriptionsfaktoren binden
mittels Forkhead-Domaéane an die DNA. Auf Grund der dreidimensionalen Struktur nach DNA-
Bindung aus drei a-Helices und zwei Schleifen wird sie auch als ,winged helix“-Doméane
bezeichnet (s. Abbildung 1) [78].

w2

wi1

Abbildung 1: Dreidimensionale Darstellung der wichtigsten Regionen der Forkhead-Doméane a Helices
(H1-H3) und Schleifen (W1 und W2). Abb. aus Lehman et al 2003 [78]

Proteine der FOXP-Subfamilie unterscheiden sich von den anderen FOX-Proteinen u.a. in der
namensgebenden Forkhead-Domane durch Deletionen im Bereich der ,Schleifen®-Regionen
[79]. Des Weiteren besitzen FOXP-Mitglieder mit einer Zinkfinger- und einer Leucin-Zipper-
Doméne eine weitere DNA-Bindungsstelle und die Moglichkeit zur Hetero- sowie
Homodimerisierung. Neben der Interaktion mit anderen Proteinen konnte Li et al. nachweisen,
dass FOXP1, -2 und -4 nur nach Dimerisierung eine Bindung mit der DNA eingehen kdénnen
[80].

Das FOXP1-Gen liegt auf Chromosom 3p14.1 [81]. Als Transkriptionsfaktor enthélt das aus
677 Aminosauren bestehende FOXP1-Protein mehrere Transaktivierungsdoménen. Je nach
Zusammensetzung der Aminosauren in diesen Bereichen ergeben sich unterschiedliche
Gruppen [82]. Funktionell wichtig sind dabei eine N-terminale glutaminreiche- und C-terminale

saurereiche Domane [83].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der wichtigsten Doméanenstrukturen von FOXP1. Mod. nach
ljichi et al. 2013 [83]

Eine Expression von FOXP1-Protein sowie -Boten-Ribonukleinsaure (mRNA) kann in einer
Vielzahl von humanen Normalgeweben unterschiedlichen Ursprungs wie Lunge, Brustdriise,
Gehirn, Niere, Kolon, Blut, endokrine sowie in lymphatischen Organen nachgewiesen werden.
Die Expression des Proteins erfolgt allerdings in den meisten der untersuchten Gewebeproben
nur in einem Teil der Zellen. Auch unterscheiden sich die Expressionsmuster bezuglich einer
nuklearen bzw. zytoplasmatischen Lokalisation des FOXP1-Proteins [82]. In normalem
Brustgewebe dominiert eine fast ausschlie3lich nukleére Lokalisation. Besonders in gréReren
Ductus sowie in Arealen mit epithelialer Hyperplasie zeigt sich eine starke Expression,
wahrend die Expression in eher kleinen Acini und Ductus in einigen Fallen isoliert in den

Myoepithelzellen nachgewiesen wurde [84].

FOXP-Proteine nehmen eine essenzielle Rolle in der Organentwicklung, Immunantwort sowie
der Tumorentwicklung ein [77, 85]. Sie Ubernehmen ein breites Spektrum an Funktionen im
Organismus, so sind sie beispielsweise an der Entwicklung der Glandula mammaria beteiligt.
Fu et al. konnte bei FOXP1 Knockout-Mausen eine deutlich eingeschrankte duktale
Morphogenese mit nur rudimentér angelegten Brustdrisen nachweisen. Hierbei zeigte sich,
dass FOXP1 in der Aktivierung von langlebigen Mammastammzellen eine wichtige Rolle spielt
[86]. Auch in der B-Zell Entwicklung und Monozytendifferenzierung sowie in der Entwicklung
der Lunge und des Herzens ist FOXP1 beteiligt [87-90]. Des Weiteren wird der Einfluss von
FOXP1 auf die Entwicklung des zentralen Nervensystems beschrieben. So wurde bei Kindern
mit einer Mutation im FOXP1-Gen neben diversen Organmalformationen haufig ein
eingeschrankter Intellekt, spezifische Sprachdefizite und autistische Eigenschaften
beobachtet [91].

Eine Interaktion mit unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren wird beschrieben. So bildet
FOXP1 kooperative Komplexe mit dem ,nuclear factor of activated T cells 2“ (NFAT2) am
Interleukin-2-Promotor in B-Zellen, wéhrend im Gewebe der Prostata ein repressiver Effekt auf

Androgenrezeptor-induzierte Transkriptionsaktivitaten und in der Lunge eine Repression des
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CC10- sowie humanen Surfactant Protein C-Promotor beschrieben wird [88, 92, 93]. Auch im

Brustdriisengewebe wurden bereits Interaktionen nachgewiesen (s. Kapitel 1.2.1).

Da bereits eine Assoziation von diversen Tumorerkrankungen mit einem Verlust der
Heterozygotie in Chromosom 3p beobachtet wurde, wurde schon friih die Vermutung einer
moglichen Funktion als Tumorsuppressor gestellt [81, 94]. Wie in Tabelle 6 aufgefihrt konnte
diese Hypothese bereits bei einer Vielzahl von Tumorentitdten bestétigt werden. In anderen

Karzinomen fungiert FOXP1 hingegen eher als Onkogen (s. Tabelle 7).

Durch das Wissen um mogliche Interaktionen stehen Erklarungsanséatze flur einige
Tumorentitaten zur Verfligung. Da eine chronisch erhdhte NFAT-Aktivitat bei B-Zell
Lymphomen besteht, wird die kooperative Wirkungsweise mit NFAT als moglicher
Erklarungsansatz fur die Rolle von FOXP1 als Onkogen bei diffusen B-Zell Lymphomen
diskutiert [95, 96]. Beim Prostatakarzinom hingegen konnte die Interaktion mit dem
Androgenrezeptor zu einer Tumorsuppression fuhren [97]. Auch in Bezug auf das

Mammakarzinom sind Interaktionen beschrieben (s. Kapitel 1.2.1).
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Tabelle 6: Ubersicht Literatur Giber Assoziation FOXP1-Uberexpression mit giinstigerer Prognose und

Phanotyp in diversen Tumorentitaten

Art des Karzinoms und
Quellenangabe

Signifikante Korrelationen mit (nuklearer) FOXP1-
Uberexpression bzgl. Prognose und Phanotyp

Mammakarzinom [83, 98-103]

- Langeres krankheitsfreies- und Gesamtiiberleben

- Unter Tamoxifentherapie langeres rezidivfreies- und
Gesamtiiberleben

2 Positiver ERa- und -B-Status

- Positiver PR-Status

- Kleinere TumorgroRe

- Niedrigeres BRE Grading

= Invasives duktales Karzinom im Vergleich zum NST

- Verlust von FOXP1 in triple negativen Karzinom

Nicht kleinzelliges Bronchialkarzinom [104]

- Langeres 5 Jahres-Uberleben

Kolorektaleskarzinom [105]

- Langeres rezidivfreies- und Gesamtiiberleben

Prostatakarzinom [106, 107]

= Liangeres krankheitsbezogenes Uberleben

- Hohere Expression im Vergleich zu Prostatanormalgewebe
- Expression Androgenrezeptor

- Hoherer postoperativer Gleason Score

Pankreaskarzinom [108]

- Langeres Gesamtiiberleben

- Kleinere TumorgrofRe

- Neg. Lymphknotenstatus

= Fehlende Tumorinvasion in umliegende Strukturen
- Niedrigeres TNM-Stadium

Ovarialkarzinom [109]

- Langeres Gesamtiiberleben

- Geringere Expression in Karzinomen im Vergleich zu
Ovamormalgewebe

- Geringere Chemotherapieresistenz

- niedrigere nukledre und hohere zytoplasmatische Expression in FIGO
Stadium I1I-IV im Vergleich zu Stadium I-1I

Cholangiokarzinom [110]

- Langeres Gesamtiiberleben

= Hoherer Differenzierung

- Fehlenden Lymphknotenmetastasen

- ausbleibender Invasion umliegender Strukturen
- Niedrigerem TNM Stadium

Klarzelliges Nierenzellkarzinom [111, 112]

= Niedrigeres Tumorgrading
- Wenn gleichzeitige Expression in Nukleus und Zytoplasma, oder der
Zellmembran dann Korrelation mit hoherem Grading

Osophaguskarzinom [113]

- Langeres Gesamtiiberleben

= Niedrigere Expression und haufigerer Verlust von FOXP1 in
Tumorgewebe als Normalgewebe, Gegenteiliges Bild fir alleinige
zytoplasmatische Expression

- Geringere postoperative Rezidive

- Weniger Fernmetastasen

- Bei zytoplasmatischer Expression haufigere Fem- und
Lymphknotenmetastasen
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Tabelle 7: Ubersicht Literatur iiber Assoziation FOXP1-Uberexpression mit schlechter Prognose und
Phanotyp in diversen Tumorentitaten

Art des Karzinoms und Quellenangabe Signifikante Korrelationen mit (nukleérer) FOXP1-
Uberexpression bzgl. Prognose und Phéanotyp

MALT-Lymphom [114, 115] - Kiirzeres Gesamtiiberleben

- Hohere postoperative Rezidivrate
- GroRRere TumorgroRe

- Polymorphologische Histologie

Diffuses groRzelliges . oy 2 -
- Kiirzeres Gesamt- und rezidivfreiem Uberleben

B-Zell-Lymphom [116-124] - Niedrigeres 5- und 10-Jahres-Uberleben
- Hohere Rezidivrate

Follikulares Lymphom [125] - Kiirzeres rezidivfreies Uberleben

- Kiirzeres krankheitsspezifisches und rezidivfreies
Uberleben

- Niedrigere Expression in Tumorgewebe im Vergleich zu
Stromagewebe

- Lymphknotenmetastasen

- hoherem pT-Status

- Niedrigeres 5-Jahres-Gesamtiiberleben

- Hohere Expression in Tumorgewebe im Vergleich zu
peritumoralen Gewebe

- GroRRere TumorgroRe

- Serum a-Fetoprotein
- Hoheres TNM-Stadium

Malignes Melanom [126]

Hepatozelluldares Karzinom [127, 128]

- Kiirzeres Gesamtiiberleben
- Niedrigere Expression in Tumorgewebe im Vergleich zu
Normalgewebe

Glioblastome [129, 130]

1.2.1 Rolle der FOXP1-Expression beim Mammakarzinom

Bereits vor der Entdeckung des Transkriptionsfaktors FOXP1 konnte eine Haufung von
chromosomalen Veranderungen im Bereich der Region 3p14 bei Brustkrebszellen von
Patientinnen mit Mutation im BRCA2-Gen nachgewiesen werden [131]. Somit wurde bereits
bei der ersten Beschreibung des Transkriptionsfaktors durch Banham et al. seine Rolle als

mdglicher Tumorsuppressor beim Mammakarzinom diskutiert [82].

Bezlglich der histologischen Subtypen konnte Takagi et al. 2016 einen signifikant héheren
Anteil von Karzinomen mit zytoplasmatischer Expression von FOXP1 im ILC im Vergleich zum
NST Mammakarzinom identifizieren. Eine gleichzeitige Auswertung der nukledren Expression

erfolgte diesbezlglich nicht [101].

Shigekawa et al. konnten darstellen, dass in Mammakarzinomen eine Expression von FOXP1

invers mit der TumorgréRe korreliert [100].
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Eine Vielzahl von Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen der FOXP1-Expression und
dem Rezeptorstatus. So wurden positive Korrelationen mit den ER- und PR-Status gefunden
[98-100]. Wie in Abbildung 3 dargestellt konnten ljichi et al. 2012 nachweisen, dass FOXP1-
sowie FOXA1-mRNA durch Estradiol in ERa positiven Brustkrebszellen hochreguliert wird. Die
Autoren beschreiben eine durch FOXP1 stimulierte Zellproliferation sowie Zunahme der ER
vermittelten Transkriptionen. Eine geringere Expression von FOXP1 wurde mit einer hoheren
Rezidivrate und kirzerem Gesamtiberleben bei Tamoxifen-therapierten Mammakarzinomen
assoziiert [132]. Triple-negative Mammakarzinome zeigen eine signifikant geringere
Expression von FOXP1 [99, 103].
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/ Positiver @ ] ) \
Feedback- :> » E2-induzierte
@ Proliferation

mechanismus

» Sensitivitat auf
Hormontherapie

4 {
—" 1\

C e
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\ Nukleus )
Zytoplasma

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen dem Ostrogenrezeptor und FOXA1
bzw. FOXP1 mod. n. ljichi et al. 2013[83]. Die Transkription des FOXA1- und FOXP1-Gens wird durch
den aktivierten ERa induziert. FOXP1 und FOXAL fuihren Uber einen positiven Feedbackmechanismus
zur Induktion ER vermittelter Transkription und zu einer Estradiol (E2)-induzierten Proliferation sowie
einer erh@éhten Sensitivitat auf eine Hormontherapie mit Tamoxifen [83].

Stephen et al. konnten auferdem eine durch den ,transforming growth factor-g* (TGF-f)
induzierte Interaktion von FOXP1l mit den Transkriptionsfaktoren ,Mothers against
decapentaplegic homolog 2 (Smad2) und ,Mothers against decapentaplegic homolog 3*
(Smad3) nachweisen, welche zu einer Repression von MYC fihrt [133]. MYC ist ein
Transkriptionsfaktor und induziert in eukaryotischen Zellen eine Progression des Zellzyklus

[134]. Die Expression von MYC ist in triple-negativen Mammakarzinomen mit einem gréf3eren
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Tumordurchmesser, héherem histologischem Grading sowie Lymphknotenstatus assoziiert
[135].

Eine Vielzahl von Studien konnte des Weiteren eine signifikante Korrelation zwischen einer
FOXP1 Uberexpression und einem langeren rezidivfreien- sowie Gesamtiiberleben zeigen
[84, 99, 100].

Die intrazellulare Lokalisation von FOXP1 findet in den meisten Studien keine vorrangige
Beachtung. Haufig wurden entweder keine Angaben zur Auswertung gemacht oder
ausschlie3lich eine nukleédre Expression beurteilt. Durch Yu et al. erfolgte eine separate
Auswertung der nukledreren sowie zytoplasmatischen Expression des FOXP1-Proteins an
Mamma-Risikolasionen sowie -Karzinomen. Die Autoren fanden mit zunehmender Malignitéat
eine Zunahme der zytoplasmatischen- bei gleichzeitiger Abnahme der nuklearen Expression
(s. Tabelle 8). Eine verminderte zytoplasmatische Expression korrelierte signifikant mit einem
langeren Gesamtiberleben sowie verminderter ER-Expression beim Mammakarzinom. Durch
die erhobenen Erkenntnisse schlossen die Autoren auf eine zytoplasmatische Dislokation von
FOXP1 im Rahmen der Tumorgenese [102].

Eine Untersuchung der prognostischen Bedeutung von FOXP1 RNA Expression hatte im
Kollektiv der ,The Cancer Genome Atlas Program“ (TCGA) Datenbank keine prognostische

Bedeutung ergeben [136].
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Tabelle 8: Ubersicht Literatur tiber Assoziation der FOXP1-Uber-/ Unterexpression mit Prognose und

Phéanotyp beim Mammakarzinom

Autor [Jahr |Ami- Ver- Anzahl Falle |Vorbehandlung Haiufigkeit FOXP1-Uber-/ Statistische Beziehung mit
korper |dunnung Unterexpression FOXP1 Expression
Banham et 2001 pC12 1:80 9 Karzinome k A. magige-stark positive Karzinome: 33% -
al. [82]
(2 in-situ Ischwach positiv: 55%
[Tumoren)
negative Karzinome: 11%
Fox et al. [84] | 2004 | JC12 1:10 283 Karzinome | Mastektomie (n=70), | 50% FOXP1 positive Karzinome Positiv: ER (p=0,03),
S i o SV £ oo e krankheitsfreies Uberleben (p=0,03)
:LC o Ar'\de ) (urz::z) e TRIGIVe RalZN0mS (auch in multivariater Analyse (pT, pN,
5 re) | (n=; o
(nuklesire Expression) G) (p=0,03))
16 Keine neoadjuvante Invers: EGF (p=0,01)
Normalgewebe | Therapie
Batesetal. 2008 pC12 1:75 283 Karzinome |Mastektomie (n=70), |s. Foxetal. Positiv: nuklearer Expression von
[98] ERB (p=0,01)
(idem Fox et al.) |Lumpekiomie (n=213)
Keine neoadjuvante
[Therapie
Rayooetal. | 2009 |JC12 1:20 225 Karzinome | Keine neoadjuvante | FOXP1 pos. unter den familiaren Hohere Expression in familiaren im
[99] e D At ae Therapie Isporadischen Karzinomen: 54%/ 46% Vergleich zu sporadischen
( ! (nukledre Expression) Karzinomen in den Gruppen
BRCA2, 57
BRCAX, 99 . luminaler Karzinome
sporadisch) (p=0,021)
) triple negativer
Karzinome(p<0,001)
Gruppe der familiaren Karzinome
Positiv: ERa (p=0,038), ERB
(p=0,007), krankheitsfreien
Uberleben (p=0,025),
Gesamtiiberleben (p=0,009) (auch in
multivariater Analyse (G, pT, pN,
Alter, ER, HER?2, familiar) (p=0,0497))
Gruppe der sporadischen
Karzinome
hohere Expression in luminalen im
Vergleich zu
. triple-negativen
(unabhangig von
Tumorgrad und —GroRe)
(p=0,044)
Shigekawa 2011 | Anti- 1:1000 113 Karzinome | Vakuumstanzbiopsie, | Anteil FOXP1 pos. Karzinome: 67% Positiv: ERa (p=0,0048), PR
et al. [100] GX5050 Resektion e . (p=0,029), rezidivfreiem Uberleben
{fuldears Exprossion) unter Tamoxifentherapie (p<0,001).
k A. bzgl.
neoadjuvanter Invers: pT (p=0,014), Grading
Therapie (p=0,015)
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Autor [Jahr |Anti- Ver- (Anzahl Falle |Vorbehandiung Haufigkeit FOXP1-Uber-/ Statistische Beziehung mit
korper |dunnung Unterexpression FOXP1 Expression
Zhou et al. 2014 | EPR411]1:300 73 Karzinome Mastektomie (n=68), | Anteil FOXP1 pos. Karzinome: 71,9%
[137] 3 von mannlichen | Lumpektomie (n=1),
Patienten Kastration (n=1), nur (nukledre Expression)
Biopsie (n=4)
k A. bzgl.
neoadjuvanter
Therapie
Yan et al. 2015 | Kaninch | 1:50 1. Kohorte: 87 kA FOXP1 Expression sporadisch vs. BRCA1: Niedrigere Expression in BRCA1 pos.
[138] en, (52 sporadisch, im Vergleich zu:
polykion 35 BRCA1) 1. Kohorte: 76% vs. 30% (p<0,001),
al 2. Kohorte: 94% vs. 52% (p<0,001) sporadischen Karzinomen (p<0,001)
2. Kohorte: 147 2
(65 sporadisch,
82 BRCA1)
Takagietal. | 2016 | M4330 | 1:100 222 Karzinome | Resektion, Anteil FOXP1 pos. Karzinome: 77% Hoher Expression in ILC im Vergleich
[101] (luminal A-like zu:
(164 1LC, 58 keine neoadjuvante (zytoplasmatische Expression)
NST) Therapie . NST (p=0,002)
Yuetal. 2018 | JC12 kA 83 NST + 81 kA Expressionsmuster von FOXP1: Signifikante Unterscheidung der
[102] Risikolasionen A Expressionsmuster zwischen NST,
= Mukiedr (N) DCIS, ADH und UDH (p<0,001).
(41 DCIS, 20
ADH, 20 UDH) g 2YDpasatscn (C)
[FoxP1 | UDH | ADH | DCis | NsT BT
Muster
[c 0% [o0% |a9% |31,3% + invers (bei NST
N 85% | 40% | 12,2% | 10,8% Karzinomen): positiver
C+N 15% | 60% | 82,9% | 48,2% ER Status (p=0,030),
Gesamtiiberleben
(p=0,045)
De Silva et 2019 | D35D10 | 1:1000 104 Karzinome | kA. Anteil FOXP1 pos. Karzinome (>5% pos. Geringere Expression in triple
al. [103] XP® Nuklei): 63% negativen Karzinomen im Vergleich

(30 luminal A,
22 luminal B, 24
HER2+, 28
triple negative)

zZu:

. ER+/HER2-,
. HER2+
> (p<0,001)

invers: tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (p<0,01), tertidren
lymphoiden Strukturen (p<0,05)




1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Wie beschrieben wurde der Einfluss von FOXP1 auf die Entwicklung des Mammakarzinoms
bereits in einigen Studien untersucht. Die maximale Zahl der dabei untersuchten Tumoren

betragt allerdings nur 283 und die friiheren Daten sind teilweise widersprtchlich.

Um die Rolle von FOXP1 beim Mammakarzinom besser zu verstehen, wurde seine Expression
in dieser Arbeit an einem grof3en Patientenkollektiv (>2000) genauer untersucht. Ziel war es
dabei auch den Zusammenhang der Expression von FOXP1 mit prognostisch relevanten
histopathologischen sowie molekularen Markern, der Tumorzellproliferation und der klinischen

Prognose zu analysieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Tissue Microarray

Das Tissue-Microarray (TMA)-Verfahren ermdglicht die gleichzeitige Untersuchung von bis zu
tausend verschiedenen Gewebeproben auf einem Objekttrager. Die Untersuchungen kénnen
auf Protein-, DNA-, oder RNA-Ebene erfolgen. Dabei kénnen alle relevanten in situ Methoden
fur histologische Studien, wie die Immunhistochemie (IHC, die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisation (FISH) oder die RNA-in-situ-Hybridisation angewendet werden. Durch die
Moglichkeit, eine Vielzahl von Proben gleichzeitig in einem Vorgang zu verarbeiten und
auszuwerten, wird ein hohes Mal3 an Standardisierung der Versuchsbedingungen erreicht.
Prinzipiell kann jede Art von Gewebe in einem TMA untersucht werden, wobei sich die

Methode hauptsachlich im Bereich der Krebsforschung wiederfindet [139].

Vor der Herstellung des TMAs erfolgt ein pathologisches Review. Hierbei werden die zu den
jeweiligen Donorblécken passenden Hematoxylin-Eosin (HE) -Schnitte reevaluiert und das fur
die Array-Konstruktion relevante Tumorareal auf dem Objekttrdger markiert. Dabei ist es
mdglich mit definierten Farben unterschiedliche Areale zu kennzeichnen. Danach werden die

Objekttrager den passenden Gewebeparaffinblocken zugeordnet [139].

Aus den passenden pathologischen Befunden werden relevante klinische und
histopathologische Daten erfasst und den passenden Gewebsblocken zugewiesen. Um auch
im spateren Verlauf eine exakte Zuordnung zu gewahrleisten wird die Position der einzelnen
Proben auf dem TMA bereits vor dem Stanzen mit Hilfe eines mit Koordinaten beschrifteten

Rasters festgelegt [139].

Wie in Abbildung 4 zu sehen erfolgt die Entnahme eines reprasentativen Gewebezylinders
mittels einer 0,6 mm durchmessenden Hohlnadel aus einem Paraffinblock. Der enthommene
Gewebszylinder wird daraufhin an einer fest definierten Stelle eines Paraffinempféangerblocks
in ein bereits vorgefertigtes Loch eingebracht. Auf diese Weise werden hunderte von
Gewebszylinder in einen einzigen Empfangerblock eingelassen. Dieser kann nun je nach
Lange der Zylinder in bis zu dreihundert Schichten geschnitten werden und jeweils auf einem
Objekttrager platziert werden. [140]
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Abbildung 4: TMA Herstellungsprozess (A) Entnahme eines Gewebszylinders aus einem
vorausgewahlten Areal des Donorblocks (B) Transfer des Gewebszylinders in ein bereits vorgefertigtes
Loch des Empfangerblocks (C,D) Schneiden von einzelnen Schichten und Ubertragen auf Objekttrager
(Abb. aus Kallioniemi et al. 2001 [140])

2.2 Herstellung des TMA

In dieser Studie erfolgte die Entnahme der Gewebszylinder aus reprasentativen
Tumorarealen, die vorher von einem Pathologen in konventioneller HE-Farbung festgelegt
wurden. Die Tumorpraparate wurden vorab in 4 %iger neutralgepufferter Formalinldsung fixiert
und in Paraffin eingebettet. Es folgte die Herstellung von insgesamt 6 unterschiedlichen
Empfangerblocken mit jeweils zwischen 342 und 522 individuellen Proben. Die Ubertragung
der Gewebszylinder erfolgte mit Hilfe eines von Mitarbeitern des Instituts fir Pathologie am

UKE (C.+ M. Mirlacher) hergestellten semiautomatischen Arrayer.

2.3 Zusammensetzung des TMA

Fir diese Arbeit wurden bereits existierende TMAS, mit insgesamt 2197 Primartumoren der
Mamma, verwendet [141]. Die Tumoren entstammen aus den Archiven des Instituts fir
Pathologie des Universitatsspitals Basel, dem Institut fUr klinische Pathologie in Basel und
dem Triemli Spital in Zurich. Das mittlere Alter der Patientinnen betrug 62 (Bereich 26—101)
Jahre. Uberlebensdaten wurden entweder aus dem Baseler Krebsregister bezogen oder von
den behandelten Patient/-innen erhoben. Die mittlere Nachbeobachtungszeit betrug 68
Monate. Tumorausdehnung, TumorgréfRe und Lymphknotenstatus wurden aus den primaren
Pathologieberichten ibernommen. Die Bestimmung des histologischen Grades nach Elston

und Ellis und den histologischen Tumortypen wurde von spezialisierten Pathologen
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vorgenommen. Die vorhandenen klinischen pathologischen Informationen zu den Patienten

sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Patientenkollektiv des verwendeten Tissue-Microarrays

Auf TMA (n)

Alle Tumoren 2197
Histologie

Kein spezieller Typ 1531
Lobulares Karzinom 311
Medullares Karzinom 74
K briformes Karzinom 64
Muzindses Karzinom 69
Tubulares Karzinom 56
Papillares Karzinom 30
Apokrines Karzinom 15
Andere seltene Typen 43
TumorgroRe

pT1 804
pT2 1015
pT3 124
pT4 242
Nodalstatus

pNO 936
pN1 783
pN2 121
BRE-Grad

1 539
2 839
3 646

Des Weiteren wurden fir die Studie bereits vorhandene molekulare Daten verwendet. Dazu
gehdren Daten, die durch FISH fur Amplifikationen an HER2, MYC, CCND1, MDM2 sowie
Deletionen an Position 6q15, 8p21, 9p21, 10923, 13q14, 16q22 und 17p13 erhalten wurden
und IHC-Daten zur Expression von ER, PR und Ki67LI [52, 61, 141, 142]. Die noétigen

Informationen zu den bereits veroffentlichten Studien sind in Tabelle 10 und Tabelle 11

dargestellt.
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Tabelle 10: FISH-Daten aus fritheren Studien

Autor/ Quelle [Jahr |Deletion/ Gen/ lAnzahl Fille IHiiuﬁgkeit-DeI.l
mplifikation/ |Chromosomabschnitt/ IAmpl./ Expr.

Expression Protein

Al-Kuraya et al. 2004 |Ampl. HER2 1631 17,3%

[143]

Al-Kuraya et al. 2004 |Ampl. CCND1 1785 20,1%

[143]

Al-Kuraya et al. 2004 |Ampl. MDM2 1857 5,7%

[143]

Al-Kuraya et al. 2004 |Ampl. MYC 1504 5,3%

[143]

Lebok et al. [144] | 2022 |Del. 6q15 1099 18%

Lebok et al. [60] 2015 |Del. 8p 1248 48%

Lebok et al. [61] 2016 |Del. 9p21 1089 15,3%

Lebok et al. [52] 2015 |Del. 1023 1239 19%

Graser et al. [145] | 2021 |Del. 16922 1213 14,8%

Tabelle 11: IHC Daten aus friiherer Studie

Autor/ Quelle Jahr lProtein Anzahl Falle Haufigkeit Expression

Ruiz et al. [141] | 2006 |ER 2018 negativ 23,5%
positiv 76,5%

Ruiz et al. [141] |2006 |PR 1926 negativ 65,7%
positiv 34,3%

Ruiz et al. [141] |2006 [Ki67 1965 @ Ki67LI: 25.6% (Bereich: 1-80%)

Die Verwendung archivierter diagnostischer Gewebereste zur Herstellung von
Gewebemikroarrays und deren Analyse zu Forschungszwecken sowie zur Analyse von
Patientendaten wurden von den 6értlichen Gesetzen (HmbKHG, §12,1), von der
Ethikkommission Hamburg (WF-049/09 und PV3652) sowie der Ethikkommission des
Universitatsklinikums Basel genehmigt. Alle Arbeiten wurden in Ubereinstimmung mit der
Helsinki-Erklarung durchgefihrt.
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2.4 Immunhistochemie

Die TMA-Schnitte wurden in einer Prozedur und an einem Tag immungefarbt. Zunéchst
erfolgte die Anfertigung von 2,5 um dicken Schnitten, welche Gber Nacht im Brutschrank bei
60 °C auf Objekttragern erhitzt wurden. Die fertigen Objekttrager wurden zunachst dreimal funf
Minuten in einer Xylol-Lésung sowie absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und danach funf
Minuten lang in einem Dampfgarer bei 121 °C in Tris-EDTA-Citratpuffer mit einem pH-Wert
von 9 einer hitzeinduzierten Antigengewinnung ausgesetzt. Danach erfolgte die zweifache
Spulung mit destillietem Wasser sowie die erneute funfminatige Pufferung mit einem ,Tris-
buffered saline with Tween20“-Puffer (TBST-Puffer). Zur Reduktion der nicht-spezifischen
Hintergrundfarbung wurde die endogene Peroxidase blockiert (Peroxidase-Blocking Solution
(#52023), Dako REAL, Ready-to-use). Hiernach fand eine erneute dreimalige Pufferung tber
funf Minuten mit dem TBST-Puffer statt. Der FOXP1 spezifische Primarantikérper (Kaninchen
polyklonal, Abcam ab16645; 1: 1350-Verdiinnung) wurde 60 Minuten bei 37 °C angewendet.
Der gebundene Antikdérper wurde dann unter Verwendung des EnVision-Kits (Dako, Glostrup,
Danemark) gemafl den Anweisungen des Herstellers mit Chromogen (3,3'-Diaminobenzidine)
sichtbar gemacht. Dazwischen wurden erneute dreimal funfminttige Pufferungen mit dem
TBST-Puffer durchgefihrt. Vor dem Fixieren in aufsteigender Alkoholreihe und dem Eindecken

erfolgte die Gegenfarbung mit Hamalaun sowie dem Blauen mit Leitungswasser.

Die Bewertung der immunhistochemischen Farbung wurde wie zuvor beschrieben
durchgefuihrt [146]. Dabei wurde die Intensitdt anhand einer Skala von 0 (keine Farbung) bis
3+ (starke Farbung) eingestuft. Wie in Tabelle 12 aufgefuhrt, wurde weiterhin der Anteil der

positiven Tumorzellen mitbeurteilt und danach die Proben in drei Kategorien eingeteilt.

Die Lokalisation von FOXP1 in der Zelle wurde in der Auswertung nicht berlicksichtigt,
allerdings zeigte der Grofteil der Tumoren eine gleichzeitige nukledre sowie zytoplasmatische
oder alleinige zytoplasmatische Expression von FOXP1. Ein kleinerer Anteil der Tumoren wies

eine ausschliel3lich nukleare Expression auf.

Tabelle 12: Auswertungskriterien fir die IHC

Resultat Intensitat Farbung Positive Tumorzellen
Negativ 0 -
MaRig 1+ egal
2+ <70 %
3+ <30 %
Stark 2+ >70 %
3+ >30 %
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Abbildung 5: Beispiele der FOXP1 immunhistochemischen Farbung bei Mammakarzinomen mit
negativer Farbung beim NST (A-C), mafiger Farbung beim NST (D, E) sowie ILC (F) und starker
Féarbung beim NST (G-I) sowie ILC (J-L).
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2.5 Statistik

Fir die statistische Analyse wurde die JMP 12.0-Software (SAS Institute Inc., NC, USA)
verwendet. Kontingenztabellen und der Chi-Quadrat-Test wurden verwendet, um die
Assoziation und signifikante Beziehungen zwischen der FOXP1-Expressionskategorie und
definierten klinisch-pathologischen Variablen zu untersuchen. Die Varianzanalyse (Anova)
und der F-Test wurden angewendet, um Assoziationen zwischen der FOXP1-Expression und
der Tumorzellproliferation (gemessen anhand des Ki67LI) zu untersuchen. Anhand des
Gesamtiberlebens als klinischer Endpunkt mit einem Beobachtungszeitraum von bis zu 156
Monaten wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt. Der Log-Rank-Test wurde angewendet, um die
Signifikanz der Differenzierung zwischen Uberlebensfunktionen zu testen. Die proportionale
Hazard Regression nach Cox wurde durchgefuhrt, um die statistische Unabhangigkeit und

Signifikanz zwischen pathologischen, molekularen und klinischen Variablen zu testen.
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3 Ergebnisse

3.1 Technische Aspekte

In der TMA-Analyse waren insgesamt 1744 von 2197 (79 %) Tumorproben interpretierbar.
Grund flr nicht auswertbare Félle (453 Spots; 21 %) war das Fehlen von Gewebeproben oder

von eindeutigem Tumorgewebe im TMA-Spot.

3.2 FOXP1 Expression und Tumorphanotyp

Von 1744 Tumorproben mittels IHC erfolgreich analysierten Tumoren zeigten 25 % keine,
38,1 % eine malige und 36,9 % eine starke Expression von FOXP1. Eine gesteigerte
Expression von FOXP1 korrelierte signifikant mit einem niedrigerem pT-Stadium (p=0,0012),
geringerer Lymphknotenmetastasierung (p = 0,0022) sowie niedrigerem BRE-Grad
(p<0,0001) (s. Tabelle 13).

Als haufigster Subtyp zeigt das NST Mammakarzinom ein Expressionsmuster mit einem
hohen Anteil an méRig gefarbten Proben (40,4 %), gefolgt von stark positiven (33,9 %) und
negativen Proben (25,6 %). Im Vergleich dazu zeigen Karzinome des lobuldren sowie
tubularen Typs eine signifikant h6here Expression von FOXP1 (p<0,0001 sowie p=0,0002).
So liegt beim zweithaufigsten Subtyp, dem lobularen Karzinom, der Anteil an stark positiven
Proben bei 53,7 %, wohingegen lediglich 13,3 % der Proben FOXP1l-negativ waren.
Karzinome von einem medullaren und apokrinen Typ zeigen hingegen eine geringere
Expression und gehen mit einem haufigeren Verlust von FOXP1 einher (p=0,0002 und
p=0,0248).
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Tabelle 13: FOXP1 und Tumorphéanotyp bei Mammakarzinomen

FOXP1 IHC Resultate

n Negativ (%) MaRig Stark p-Wert
positiv (%) positiv (%)

Alle Tumoren 1.744 25,0 38,1 36,9
Histologie
Kein spezieller Typ (NST) 1.256 25,6 404 33,9
Lobulares Karzinom 218 13,3 33,0 53,7 <0,0001*
Medullares Karzinom 62 54,8 25,8 19,4 0,0002*
K briforme Karzinome 59 20,3 50,8 28,8 0,4824*
Muzinose Karzinom 46 13,0 457 113 0,1150*
Tubulare Karzinome 1 12,2 293 58,5 0,0049*
Papillare Karzinome 25 32,0 20,0 48,0 0,0929*
Apokrine Karzinome 13 61,5 231 15,4 0,0248*
Andere seltene Typen 21 38,1 333 28,6
pT-Stadium
pT1 610 19,2 38,9 420
pT2 825 26,9 38,7 344
pT3 99 31,3 36,4 323 90012
pT4 201 31,3 353 33,3
Nodalstatus
pNO 743 244 36,7 38,9
pN1 623 25,0 39,0 36,0 0,0022
pN2 102 41,2 36,3 22,5
BRE-Grad
1 13 18,2 346 472
2 645 20,8 38,1 1M1 <0,0001
3 544 35,8 39,7 244

*in Bezug auf NST

32



Auch in der Gruppe der NST kam es zu einer signifikanten Korrelation zwischen niedrigerem
pT-Stadium (p=0,0007), fehlenden Lymphknotenmetastasen (p=0,0032) sowie niedrigem
BRE-Grad (p<0,0001) und einer hohen FOXP1 Expression (s. Tabelle 14). Auffallig ist ein
héherer Verlust von FOXP1 bzw. niedrigerer Anteil stark positiver Tumoren in der Gruppe der
Karzinome mit einem pT3-Status (40,4 %/ 22,8 %) im Vergleich zu pT4 Tumoren (30,2 %/
30,8 %).

Tabelle 14: FOXP1 und Tumorphanotyp bei Mammakarzinomen (NST)

FOXP1 IHC Resultate

n Negativ (%) MaRig Stark p-Wert
positiv (%) positiv (%)

Alle NST 1.256 25,6 40,4 33,9

pT-Stadium

pT1 427 185 422 39,3

pT2 611 278 40,1 32,1

pT3 57 40,4 36,8 228 b
pT4 159 30,2 39,0 30,8

Nodalstatus

pNO 503 252 38,8 36,0

pN1 477 243 423 33,3 0,0032
pN2 77 429 39,0 18,2

BRE-Grad

1 262 16,8 37,0 46,2

2 429 235 40,3 36,1 <0,0001
3 449 332 423 245

Die Beziehung der FOXP1 Expression zu den jeweiligen Komponenten des BRE-Scores
wurden auch einzeln untersucht. Hier zeigt sich sowohl in der Gesamtgruppe als auch in der
Gruppe der NST ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer geringeren Expression von
FOXP1 und einem héheren Scoring der glandulédren Differenzierung (p=0,0099/ p=0,0063),
der Kernpolymorphie und der Mitosen (jeweils p<0,0001) (s. Abbildung 6 und Abbildung 7).
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Abbildung 6: FOXP1 und Scoring einzelner Komponenten des BRE-Scores

Abbildung 7: FOXP1 und Scoring einzelner Komponenten des BRE-Scores (NST)

Des Weiteren besteht eine signifikante positive Korrelation in der Gruppe der NST mit dem
Rezeptor-Status (s. Abbildung 8). So korreliert eine hohere FOXP1 Expression mit einem
positiven ER- und PR-Status (jeweils p<0,0001). Bezlglich des HER2 Status wurde keine
signifikante Korrelation festgestellt.

34



Abbildung 8: FOXP1 und ER-, PR- und HER2-Status in Mammakarzinomen (NST)
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3.3 FOXP1 Expression und Prognose

In der Gruppe aller Karzinome (Abbildung 9a) sowie in der Gruppe der NST Mammakarzinome
(Abbildung 9b) bestehen signifikante Unterschiede zwischen den Verlaufen mit einer

schlechteren Prognose der FOXP1 negativen Karzinome (jeweils p<0,0001).

Um den prognostischen Wert einer verringerten FOXP1-Expression weiter zu analysieren,
untersuchten wir diese in Subgruppen mit relevanten molekularen Merkmalen, die in der
klinischen Routine jeweils untersucht worden sind (ER-, PR- und HER2-Status). Die
Assoziation einer verringerten FOXP1-Expression mit einer verkirzten Uberlebensdauer fand
sich dabei insbesondere in den ER-positiven, PR-negativen und HER2-negativen

Untergruppen von Mammakarzinomen (Abbildung 9).

Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurven mit Gesamttberleben versus FOXP1 IHC Ergebnisse in den
Gruppen (a) aller Karzinomen, (b) NST sowie in den Teilgruppen der Karzinome mit (c) pN=1, (d) pNO,
(e) ER positiv, (f) ER negativ, (g) PR positiv, (h) PR negativ, (i) HER2-Amplifikation sowie (j) HER2
normal
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In der multivariaten Analyse erwies sich die FOXP1-Expression weder in der Gruppe aller
Karzinome noch in der Gruppe der NST Mammakarzinome nicht als unabhangiger

prognostischer Faktor in Abgrenzung zu pT-, pN-Status sowie BRE-Grading (Tabelle 15).

Tabelle 15: Hazard-Ratio zwischen Untergruppen des pT-, pN-Status, BRE-Gradings und des FOXP1
IHC Resultats sowie multivariate Analyse in allen Karzinomen sowie der Gruppe der NST

Alle Karzinome (n=1332) NST (n=950)

p-Wert- p-Wert-

HR p-Wert gesamt HR p-Wert gesamt
2vs1 1,56 0,0006 1,6 0,0013

pT 3vs2 1,01 0,945 <0,0001 0,96 0,8424 <0,0001
4vs3 1,63 0,0126 1,88 0,0063
G2 vs G1 14 0,0311 1,19 0,3534

BRE-Grad <0,0001 <0,0001
G3vs G2 2,07 <0,0001 2,46 <0,0001
1vs0 2,35 <0,0001 2,02 <0,0001

pN <0,0001 <0,0001
2vs1 2,23 <0,0001 2,49 <0,0001
"‘afg P o] 094 0,5903 0,88 0,3427

FOXP1 Stk gos - 0,4699 0,3162
maRig pos. 0,91 0,4376 0,91 0,4818
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3.4 FOXP1Expression und Amplifikationen von HER2, MYC, CCND1 und MDM2

Um eine mogliche Korrelation der FOXP1 Expression und der Amplifikation relevanter Gene
(HER2, MYC, CCND1 und MDM2) zu untersuchen verglichen wir unsere Ergebnisse mit den
bereits friiher erhobenen Daten. Wie in Abbildung 10 dargestellt ist eine Amplifikation des
MYC-Gens in der Gruppe der NST mit einer verminderten Expression von FOXP1 assoziiert
(p=0,0006). Dagegen zeigte sich fur die Amplifikationen der Gene von HER2, CCND1 und
MDM2 keine signifikante Korrelation.

Abbildung 10: FOXP1 und Amplifikationen relevanter Gene bei Mammakarzinomen (NST)
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3.5 FOXP1 Expression und Deletionen an relevanten

Chromosomenabschnitten

Anhand bereits friiher erhobener Daten wurde die Korrelation von relevanten Deletionen und
der FOXP1 Expression untersucht. Unter den sieben untersuchten Deletionen weisen drei eine
signifikante Korrelation mit der Intensitdt der FOXP1 Farbung auf (s. Abbildung 11). So ist bei
einer Deletion an Position 8p21 oder 9p21 ein deutlicher Abfall der FOXP1 Expression mit
einer Zunahme der FOXP1 negativen Karzinome von 22 % auf 29,8 % bzw. 22,5 % auf 31,9 %
und einer Abnahme der stark positiven Karzinome von 39,8 % auf 24,5 % bzw. 35,3 % auf
23 % im Vergleich zum Normalbefund an der jeweiligen Lokalisation festzustellen (p<0,0001
bzw. p=0,0164). Im Falle der Deletion an Position 13q14 kommt es hingegen zu einer
signifikanten Reduktion der Fraktion der maRig gefarbten FOXP1 Karzinome (44,5 % auf
16 %) bei gleichzeitiger Zunahme der negativen und der stark positiven Fraktionen (19,2 %
auf 32 % bzw. 36,3 % auf 52 %, p=0,0173).

Abbildung 11: FOXP1 und Deletionen an relevanten Chromosomenabschnitten bei
Mammakarzinomen (NST)
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3.6 FOXP1 Expression und Tumorzellproliferation

Der durchschnittliche Ki67 LI verringerte sich in der Gesamtgruppe der NST von 31,2 £ 0,9 bei
FOXP1-negativen Tumorarten auf 26,8 + 0,8 bei Mammakarzinomen mit starker FOXP1-
Expression (p=0,0008). Diese signifikante Korrelation galt auch fur die Gesamtgruppe der
lobuldren Karzinome (p=0.0046) sowie bei Karzinomen mit einem BRE-Grad von 2
(p=0,0046), einem pT1- bis pT3-Stadium (p=0,0017/ p=0,0052/ p= 0,0047), einem pNO- oder
pN1-Stadium (p<0,0001/ p=0,0006), einer Deletion in 8p (p=0,0185) oder einem negativen PR-
Status (<0,0001) (s. Tabelle 16).
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Tabelle 16: FOXP1 und KI67 LI in Subgruppen

FOXP1 n Ki67LI P

NST negativ 285 31.2+0.9
méRig positiv 433 29.3+0.7 0,0008
stark positiv 334 26.8+0.8

Lobuldres Karzinom negativ 27 26.942.3
maRig positiv 63 21+1.5 0,0046
stark positiv 94 18.3+1.2

Medulldres Karzinom negativ 29 41.4+3
maéRig positiv 13 46.9+4.5 0,1764
stark positiv 9 52.615.4

BRE G1 negativ 66 19.9+1.3
maRig positiv 121 18.9+0.9 0,6613
stark positiv 155 18.5+0.8

BRE G2 negativ 123 27:1+1.1
maRig positiv 214 24.9+0.8 0,0046
stark positiv 215 22.7+0.8

BRE G3 negativ 172 39.1+1.1
maRig positiv 187 37.3%1.1 0,2866
stark positiv 101 40+1.5

pT1 negativ 102 28.5+1.3
maRig positiv 203 23.4+0.9 0,0017
stark positiv 193 22.9+1

pT2 negativ 194 32.241.1
maRig positiv 275 30.9+0.9 0,0052
stark positiv 227 27.5+1

pT3 negativ 31 36.74£2.9
maRig positiv 31 30.3+2.9 0,0047
stark positiv 26 22.2+3.2

pT4 negativ 58 30.9+1.8
maRig positiv 60 30.4+1.8 0,06
stark positiv 59 25.5+1.8

pNO negativ 159 31.3+1.2
maRig positiv 236 27.7¢1 <0,0001
stark positiv 229 2411

pN1 negativ 141 324413
maRig positiv 209 27.9¢1 0,0006
stark positiv 179 25.941.1

pN2 negativ 36 34+2.4
maRig positiv 34 31.842.5 0,4541
stark positiv 21 29.1+£3.1

MYC Amplifikation negativ 28 39.61£2.7
maRig positiv 25 38.5+2.9 0,8241
stark positiv 8 36+5.1

8p Deletion negativ 152 35.7£1.2
maRig positiv 203 32.7¢1 0,0185
stark positiv 122 30.8%+1.3

9p Deletion negativ 47 39.1£2.3
maRig positiv 52 35.7+2.2 0,5253
stark positiv 33 38.242.7

PTEN Deletion negativ 71 41.241.9
maéRig positiv 75 39.9+1.8 0,2316
stark positiv 50 36.3+2.2

13q Deletion negativ 10 44+4.8
maRig positiv 3 44.7+8.8 0,7036
stark positiv 14 39.2+4 .1

ER negativ negativ 149 38.6+1.4
maRig positiv 135 37.1¢1.4 0,7517
stark positiv 63 37.8+2.1

PR negativ negativ 284 33+0.9
maRig positiv 364 29.9+0.8 <0.0001
stark positiv 265 26.4+1
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Bei NST Mammakarzinomen zeigte sich dies lediglich in den Subgruppen mit pT-Stadium 1
(p=0,009), einem pN-Stadium 0 (p=0,0141) oder einem PR negativen Status (p=0,0336) (s.
Tabelle 17).
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Tabelle 17: FOXP1 und Ki67 LI in Subgruppen bei Mammakarzinomen (NST)

FOXP1 n Ki67LI P

Alle NST negativ 285 31,2+0,9
maRig positiv 433 29,3+0,7 0,0008
stark positiv 334 26,8+0,8

BRE G1 negativ 40 18,41+1,6
maRig positiv 85 18,4+1 1 0,9839
stark positiv 94 18,71

BRE G2 negativ 92 27:1x1.2
maRig positiv 148 26,2+0,9 0,1621
stark positiv 127 24, 3+1

BRE G3 negativ 129 38,3%x1,3
maRig positiv 162 37,511 0,7469
stark positiv 83 38,9+1.6

pT1 negativ 68 29,3+1,6
maRig positiv 153 23,9+1.1 0,009
stark positiv 128 23,6+1,2

pT2 negativ 149 31,1£1.2
maRig positiv 210 32+1 0,2148
stark positiv 155 29,2+1,2

pT3 negativ 23 35,243,5
maRig positiv 17 38,4+4,1 0,1631
stark positiv 9 254+5,6

pT4 negativ 43 32,3+2,1
maRig positiv 53 31,5¢1,9 0,251
stark positiv 42 27,621

pNO negativ 110 31,2114
maRig positiv 167 28,8+1,1 0,0141
stark positiv 144 25,8+1,2

pN1 negativ 104 31,9+15
maRig positiv 170 28,8+1,1 0,0558
stark positiv 126 27,2%1.3

pN2 negativ 29 34,2126
maRig positiv 27 32427 0,164
stark positiv 12 24.8+4 1

MYC Amplifikation negativ 22 40,4+3,2
maRig positiv 18 3:3£3:5 0,8132
stark positiv 5 39,2+6,6

8p Deletion negativ 114 34,9+1,3
maRig positiv 168 32,8+1,1 0,4234
stark positiv 80 32,6+1,6

9p Deletion negativ 35 37,4127
maRig positiv 43 36,9+2.4 0,7745
stark positiv 22 39,8+3,3

PTEN Deletion negativ 47 42.7+2.2
maRig positiv 62 40,4+1,9 0,0747
stark positiv 39 35,4+2 4

13q Deletion negativ 8 49,9449
maRig positiv 3 44 7+7.9 0,5914
stark positiv 10 43,2+4.3

ER negativ negativ 97 39,2417
maRig positiv 100 38,6+1,6 0.9068
stark positiv 44 37,9125

PR negativ negativ 201 32,8+1,1
maRig positiv 270 31,4+0,9 0,0336
stark positiv 179 28,711
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4 Diskussion

In dieser Studie fanden wir an einem Kollektiv von 2197 Mammakarzinomen 1308 Falle (von
1744 auswertbaren Fallen (75%)) mit einer nachweisbaren Expression von FOXP1, wovon
49,2% eine starke Expression aufwiesen. Diese Daten sind im Bereich friherer Studien. 11
vorangegangene Untersuchungen hatten an Kollektiven von 9 bis 283 Mammakarzinomen
Paositivitatsraten von 50 bis 90 Prozent gefunden [82, 84, 98-103, 132, 137, 138]. Dabei kamen
zum Teil Grof3schnitte sowie auch TMAs zum Einsatz. Unter Verwendung von klassischen
Schnittpraparaten fanden Banham et al. eine FOXP1-Positivitat in 88% von 9 Tumoren, Zhou
et al. eine Positivitat in 72% von 73 Tumoren, Takagi et al. eine Positivitat in 77% von 222
Tumoren und De Silva et al. eine Positivitat in 63% von 104 Tumoren [82, 101, 103, 137].
Unter Verwendung von TMAs hatten Fox et al. und Bates et al. eine FOXP1-Positivitat in 50%
von 283 Tumoren, Rayoo et al. in 50% von 225 Tumoren, Shigekawa et al. in 67% von 113
Tumoren, ljichi et al. in 66% von 108 Tumoren, Yan et al. in 66% von 234 Tumoren und Yu et
al. in 90% von 83 Tumoren gefunden [84, 98-100, 102, 132, 138]. Im Durchschnitt hatten diese
Untersuchungen eine Positivitatsrate in Grof3schnitten von 72 Prozent und an TMAs von 60
Prozent ergeben. Die leichten Unterschiede zwischen den Studien sind teilweise auch durch
inhomogene Patientenkollektive mit unterschiedlichen Einschlusskriterien zu erklaren. So
wurde beispielsweise in der gré3ten Studie an Grol3schnitten von Takagi et al. ausschlielZlich
Tumoren mit einem intrinsischen Subtyp von Luminal A und somit einem positiven ER-Status
eingeschlossen [101]. Eine signifikante Korrelation zwischen einem positiven ER-Status und
der Expression von FOXP1 wurde bereits in mehreren Studien beschrieben [98-100]. Unser
Wert von 75% positiven Fallen liegt im Vergleich zu friheren Studien im oberen
Durchschnittsbereich. Weitere Grunde fur die diskrepanten Befunde zwischen den
verschiedenen Studien dirften die Verwendung unterschiedlicher Antikorper, verschiedener
Protokolle und variierender Kriterien fir die Definition eines Tumors als FOXP1 positiv sein.
Auch fur andere haufig immunhistochemisch untersuchte Proteine haben frihere Studien
erhebliche Diskrepanzen ergeben. So fanden sich beispielsweise beim Mammakarzinom
immunhistochemische Positivitatsraten von 0 bis 41 Prozent fir HER2, von 39 bis 100 Prozent
fur den ER, von 38 bis 68 Prozent fiir den PR und 23 bis 82 Prozent fiir E-cadherin [100, 101,
132, 138, 147, 148].

Unsere Daten zeigen eine signifikante Assoziation zwischen einer Expression von FOXP1 und
einem gunstigen histologischen Phanotyp und einer guten Prognose. Auch dieser Befund
passt im Wesentlichen zu den Ergebnissen der Mehrzahl der durchgefiihrten Studien zu
FOXP1 beim Mammakarzinom. Signifikante Zusammenhdnge zwischen einer erhdhten
FOXP1 Expression und einer ginstigen Patientenprognose waren von Fox et al. an 283

Tumoren, von Rayoo et al an 126 Tumoren und von Shigekawa et al. sowie ljichi et al. an 113
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Tumoren gefunden worden [84, 99, 100, 132]. Die Untersuchungen von Yan et al. an 234
Tumoren, Takagi et al. an 222 Tumoren und De Silva et al. an 104 Tumoren hatten immerhin
signifikante Zusammenhange zwischen einer hohen FOXP1-Expression und
histopathologischen und molekularen Parametern ergeben, welche typischerweise mit
glunstigerer Prognose assoziiert sind, wie beispielsweise einem gunstigeren intrinsischen
Subtyp oder fehlender hereditarer Mutation [101, 103, 138]. Banham et al an 9 Tumoren und
Zhou et al an 73 Tumoren hatten keine signifikanten Zusammenhange zwischen der FOXP1-
Expression und klinisch-pathologischen Malignitdtsparametern gefunden [82, 137]. Lediglich
die Studie von Yu et al. hatte einen gegenlaufigen Befund gezeigt. In dieser Studie an 83
Tumoren war eine hohe zytoplasmatische FOXP1-Expression mit einem kirzeren
Gesamtiberleben sowie einem negativen ER-Status assoziiert [102]. Auf Grund der alleinigen
Beurteilung der Assoziation der zytoplasmatischen Expression auf die Prognose lassen sich
diese Befunde allerdings nur schlecht vergleichen. Interessanterweise hatten die im Rahmen
des ,The Cancer Genome Atlas“ (TCGA) und ,International Cancer Genome Consortium®
(ICGC) gesammelten RNA-Expressionsdaten an 1075 Mammakarzinomen keine signifikante
Assoziation zwischen FOXP1 und der Patientenprognose ergeben [136]. Eine mdgliche
Ursache fir die diskrepanten Befunde zwischen immunhistochemischen- und RNA-
Expressionsdaten konnte darin liegen, dass nur die immunhistochemische Analyse eine
selektive Evaluation von Tumorzellen erlaubt, wahrend RNA-Analysen unweigerlich auch die
RNA aller tumorassoziierten Stroma- und Entziindungszellen sowie vom Tumor umwachsenen

Normalstrukturen beinhaltet.

Studien zur prognostischen Bedeutung der FOXP1-Epressionen in Tumoren waren auch bei

mindestens 13 anderen Tumorarten durchgefiihrt worden (s. Tabelle 18)
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Tabelle 18: Ubersicht FOXP1 und Prognose in Tumortypen

Anzahl Studien mit/ ohne Korrelation zwischen FOXP1 Expression
¢ und Prognose mit Quellenangabe
L Gute Prognose Schlechte Prognose | Ohne Korrelation zur
Prognose
Mammakarzinom 4 1
[84, 99, 100, 132] [149]
Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom 1
[104]
Kolorektaleskarzinom 1
[105]
Pankreaskarzinom 1
[150]
Ovarialkarzinom 1
[109]
Osophaguskarzinom 1
[113]
Cholangiokarzinom 1
[110]
Malignes Melanom 1
[126]
Prostatakarzinom 1
[151]
Hepatozelluldres Karzinom 1
127
Glioblastom 1
[152]
Lymphome 13 4
[114-125, 153-156] [157-160]
Endometriumkarzinom 1
[161]
Klarzelliges Nierenzellkarzinom 2
[111,112]

Die Tabelle zeigt, dass in der Uberwiegenden Mehrzahl der Tumoren die meisten Studien auf
eine gunstige Prognose in FOXP1 positiven Tumoren hinwiesen, dass aber auch
tumorspezifische Unterschiede bestehen. Beispielsweise fanden sich bei Lymphomen sowie
beim hepatozellularen Karzinom und beim Glioblastom in mehreren Studien Assoziationen
zwischen hoher FOXP1 Expression und unginstiger Prognose. Diese Daten zeigen, dass die
tumorbiologische Funktion von FOXP1 offenbar vom Gewebe oder zellspezifischen
Expressionsverhalten anderer Gene abhangig ist. Grundséatzlich passt dies gut zur Rolle von
Transkriptionsfaktoren, welche alle eine Vielzahl verschiedener Gene beeinflussen und
typischerweise auch mit anderen regulierenden Proteinen interagieren. Auch fur die biologisch
relevante Rolle der FOXP1-Expression beim Mammakarzinom gibt es beschriebene
Interaktionen, die FOXP1 als Tumorsuppressor allerdings auch als Onkoprotein beschreiben.
So zeigt FOXP1 insofern eine enge Interaktion mit dem ER, dass FOXP1 zusammen mit
FOXA1 Uber einen positiven Feedbackmechanismus zu einer Induktion von ER-vermittelten
Transkriptionen fiihrt. Dies fuhrt einerseits zu einer E2 vermittelten Proliferation, andererseits

zu einer Erhéhung der Sensibilitat auf eine Tamoxifen-Therapie [83]. Gleichzeitig bildet FOXP1
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mit dem DNA-Demethylierungs-Enzym ,Ten-Eleven Translocation-2“ (TET2) einen
Chromatin-Komplex, welcher eine Demethylierung der Gene ,Ostrogenrezeptor 1“ (ESR1),
GATA3 und FOXA1 vermittelt [162]. Kong et al. zeigten, dass fiir die Funktion des ER auf die
Tumorzelle die Expression aller drei Proteine notwendig sind [163]. Auch eine Repression von
C-MYC durch FOXP1 wird beschrieben [133]. Die Expression von MYC ist beim
Mammakarzinom mit einem grof3eren Tumordurchmesser, héherem histologischen Grading
sowie Lymphknotenmetastasen assoziiert [135]. Durch die Repression von der langen ,nicht-
kodierenden RNA® (IncRNA) ,CLRN1 antisense RNA 1“ (CLRN1-AS1) durch FOXP1 wird eine
Inaktivierung des Wnt/3-Catenin Signalwegs beschrieben, was zu einem Abbau und
Inaktivierung von R-Catenin fuhrt [164]. Aktiviertes [3-Catenin ist mit einer schlechteren
Prognose beim Mammakarzinom assoziiert [165, 166]. Dahingegen beschrieben
beispielsweise Chiang et al. eine Methylierung des FOXP1 Promoters durch die ,Protein
arginine N-methyltransferase 5“ (PRMT5), was zu einem erhéhten Tumorwachstum in vitro
sowie in vivo fuhrte [167]. Des Weiteren wird eine Repression von NFAT1 durch FOXP1 mit

einer resultierenden erhdhten Tumorzell-Motilitaét beim Mammakarzinom assoziiert [168].

Das in dieser Studie untersuchte Mammakarzinom Kollektiv war in zahlreichen friiheren
Projekten verwendet worden, sodass zu diesem Tumorkollektiv auch eine molekulare
Datenbank existierte. Eine derartige molekulare Datenbank erlaubt eine in silico Analyse von
funktionellen Interaktionen. So fand sich in unserer Studie die erwartete signifikante
Korrelation mit der Expression von ER, welche auf Grund von der bereits in friheren Studien
erhobenen signifikanten Korrelationen zwischen den Expressionen sowie bereits
beschriebenem positiven Feedbackmechanismus zu erwarten gewesen war [83, 84, 98-100,
103, 163]. Die signifikante Assoziation zwischen FOXP1 und einer niedrigeren
Tumorwachstumsgeschwindigkeit (Ki67LI) passt gut zur Funktion von FOXP1 als
Tumorsuppressor. FOXP1 aktiviert mehrere Gene, die das Zellwachstum hemmen kénnen.
Der Vergleich mit vier verschiedenen Amplifikationen (Cyclin D1, MDM2, HER2 und C-MYC)
ergab einen hochsignifikanten Zusammenhang mit der C-MYC Amplifikation, aber nicht mit
den drei anderen Amplifikationen. Dieser Befund passt zur Annahme einer funktionellen
Interaktion von FOXP1 und C-MYC. Tatsachlich gibt es bekannte Interaktionen zwischen C-
MYC und FOXP1. Stephen et al. zeigten, dass FOXP1 zusammen mit dem TGF-$ eine von
Smad2 und Smad3 vermittelte Repression von C-MYC induziert [133]. Der Vergleich mit
sieben verschiedenen Deletionen hatte fiir Deletionen von 8p21 und 9p21 einen signifikanten
Zusammenhang zwischen geringer FOXP1-Expression und dem Vorliegen dieser Deletionen
ergeben, wahrend Tumoren mit 13g14 Deletion signifikant héhere FOXP1-Expressionsraten
aufwiesen. Die Ursache fir diese statistisch signifikanten Beziehungen ist nicht bekannt. Auf

den Chromosomenabschnitten 9p21, 8p und 13ql14 liegen aber Gene, welche direkt oder
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indirekt mit FOXP1 interagieren kdnnten. Dazu gehéren die Gene ,Cyclin-dependent kinase 4
inhibitor A“ (CDKN2A auf 9p21, Gen ,CUB and Sushi multiple domains 1“ (CSMD1) auf 8p23,
,Deleted in Liver Cancer 1“ (DLC1) auf 8p22, ,Mitochondrialer Tumorsuppressor 1“ (MTUS1)
auf 8p22, ,Leucine zipper putative tumor suppressor 1“ (LZTS1) auf 8p21, ,Neuregulin 1°
(NRG1) auf 8p12, ,Ecto-NOX Disulfide-thiol Exchanger 1“ (ENOX1) auf 13q14.11 und RB1 auf
139g14.2. Das Gen CDKN2A codiert fir den Tumorsuppressor pl6, welcher den
Zellzyklusprogress aufhalt, indem er beim Ubergang von der G1- zur S-Phase die Cyclin-
abhangigen Kinasen (CDKs) 4 und 6 hemmt und somit die Phosphorylierung des RB1 -
Proteins verhindert [169]. Mutationen in RB1 sind haufiger in metastasierten
Mammakarzinomen nachzuweisen und sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert [170].
CSMD1 ist ein Tumorsuppressorgen, dessen Verlust beim Mammakarzinom mit einer
schlechteren Prognose assoziiert ist [171]. DLC1 inhibiert das Tumorzellwachstum und ist
beim Mammakarzinom mit einer geringeren Malignitat assoziiert [172, 173]. Der
Tumorsuppressor ATIP3 wird durch MTUS1 kodiert, wobei eine niedrigere Expression in
Mammakarzinomzellen mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist [174]. Auch LZTS1
zeigte eine inverse Korrelation mit einer schlechten Prognose [175]. Eine héhere Rate an
Methylierung des NRG1-Gens fand sich in Brustkrebszellen, sodass auch dieses ein

maogliches Tumorsuppressorgen darstellt [176].

Unsere Studie ist mit 1744 erfolgreich untersuchten Tumoren die mit Abstand grof3te Studie
zu FOXP1 beim Mammakarzinom. Die 11 friher durchgeflhrten Studien hatten insgesamt
1454 Tumoren untersucht, also 16,6% weniger als in unserer Studie. Die Durchfiihrung einer
derart groRen Studie ist grundsatzlich nur mit der TMA-Methode unter verniinftigen Kosten
durchfiihrbar. Die gleichzeitige Farbung von bis zu 600 Tumoren auf einem Objekttrager flhrt
zu einer bis zu 600fachen Reduktion der Reagenzien. Auch die Arbeitszeit fir die Farbung der
Schnitte wird um einen ahnlichen Faktor vermindert. Die TMA-Methode hat viele weitere
Vorteile. Neben den Kosten steht die Geschwindigkeit der Studiendurchfiihrung und das hohe
Ausmal der Standardisierung im Vordergrund. Da alle Schnitte an einem Tag geschnitten und
an einem anderen Tag gefarbt werden kénnen, ist auch die wichtige Schnittlagerungszeit (Zeit
zwischen Herstellung eines Schnittes und seiner immunhistochemischen Farbung) in einer
Studie komplett standardisiert. Waren 1744 GrofR3schnitte hergestellt und immunhistochemisch
gefarbt worden, wére eine derartige Standardisierung eine logistische Herausforderung.
Bereits eine Lagerung von Schnitten Uber zwei Wochen fuhrt fur viele Antikérper zu einer
deutlichen Verminderung der Immunreaktivitat [177]. Der am meisten diskutierte Nachteil der
TMA-Methode ist die Limitierung der Untersuchung auf einen 0,6mm messenden
Gewebespot, wobei befurchtet wurde, dass die Limitierung eine ungenigende
Reprasentativitat der in einer Studie untersuchten Teilmenge eines Tumors flir den gesamten

Tumor ergibt. Studien haben allerdings gezeigt, dass alle etablierten molekularen
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Prognosemarker auch an TMA-Studien als prognoserelevant gefunden wurden [178-186]. Die
einzige Studie weltweit, die mehr als 500 Tumoren sowohl an einem Grof3schnitt als auch an
TMAs, hergestellt aus den korrespondierenden Tumorblock, auf prognostische Marker
untersuchte, war von Torhorst et al. 2001 [182]. Torhorst hatte mit seinem Team mehr als 500
Mammakarzinome auf die Expression von ER, PR und p53 untersucht und dabei fir ER und
PR weitgehend identische Befunde an TMAs und Grof3schnitten gefunden. Zu p53 fanden die
Untersucher allerdings mehr als 40% positive Falle an Grol3schnitten aber jeweils nur knapp
mehr als 20% positive Falle an vier verschiedenen TMAs. Waren diese Befunde ohne die
Berlicksichtigung klinischer Verlaufsdaten interpretiert worden, so hatten die Untersucher wohl
gefolgert, dass die Halfte der p53 positiven Befunde an TMAs -wegen eingeschrankter
Reprasentativitdt- nicht identifiziert werden konnten. Der Vergleich mit klinischen
Verlaufsdaten ergab aber fir alle vier Datensdtze der TMA-Untersuchungen eine
hochsignifikante Assoziation zwischen p53-Paositivitét und ungtinstiger Prognose, wahrend die
GroR3schnitt p53 Befunde nicht mit der Patientenprognose assoziiert waren. Die Autoren
folgerten nun aus ihren Daten, dass an Gro3schnitten entweder Farbeartefakte oder biologisch
irrelevante fokale Befunde zu einer Uberinterpretation des p53-Status gefiihrt hatten.
Tatsachlich ist bei GroRRschnittuntersuchungen der ,GroBRschnitt typischerweise ganz
unterschiedlich grof3 und enthalt ganz unterschiedliche Mengen an Tumor, welche von einem
kleinen fokalen Tumorherd (<1mm) bis zu einem 1,5cm mal 3cm grof3en Tumorareal reichen
kann. Auch TMA-Studien, welche untersucht haben, ob ein, zwei, drei, vier oder mehr
Gewebespots aus einem einzigen Tumor reprasentativ flr einen Tumor sein kénnten, kamen
alle zu dem Schluss, dass die Positivitdtsrate fur alle Biomarker mit der Menge des
untersuchenden Gewebes zunimmt. Die Daten der Torhorst-Untersuchung machen deutlich,
dass diese Zunahme der positiven Falle nicht unbedingt zu einem besseren Einschéatzung der
klinisch relevanten molekularen Charakteristika eines Tumors fiihrt. Schlie3lich ware es auch
plausibel anzunehmen, dass die biologisch relevantesten Veranderungen eines Tumors wohl
in der ganzen Tumormasse oder einem grof3en Anteil der Tumormasse vorkommen. Die
Standardisierung der pro Patienten untersuchten Gewebemenge auf ein Fragment von 0,6mm
Durchmesser sorgt auf alle Falle dafiir, dass von allen Tumoren einer Studie die gleiche
Gewebemenge zur Untersuchung gelangt, sodass fir jeden Fall/ Patienten identische
Chancen fir die Identifikation fokaler Alterationen und identische Risiken fur Farbeartefakte

vorliegen.

Das Potential von TMAs fur GroR3studien wurde am UKE insbesondere beim Prostatakarzinom
gezeigt, wo mehr als 17000 Tumoren mit klinischen Verlaufsdaten in ein TMA-Format gebracht
wurden. Studien an diesem UKE-Prostata-TMA haben die prognostische Bedeutung von
dutzenden von molekularen Parametern beschrieben[187-192]. Ein besonderer Aspekt dieser

Prostatakarzinomstudien war die separate Untersuchung von molekular definierten
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Tumorgruppen auf die prognostische Bedeutung der evaluierten Parameter. Die beim
Prostatakarzinom haufigste molekulare Veranderung ist die TMPRSS2:ERG-Translokation,
welche in 50% der Prostatakarzinome vorkommt und zu einer Neoexpression des
Transkriptionsfaktors ERG fuhrt. Die ERG Expression ist per se nicht prognoserelevant beim
Prostatakarzinom, fuhrt aber zu veranderten Expressionsniveaus von mindestens 1600
Genen, welche direkt oder indirekt von ERG beeinflusst werden. Viele Prognosemarker haben
in den UKE-Studien ihre prognostische Bedeutung entweder ausschlieRlich [193-200] oder
Uberwiegend [201-205] in ERG negativen Tumoren entfaltet, wahrend einige andere
molekulare Prognoseparameter ihre prognostische Bedeutung entweder ausschlief3lich [206-
209] oder tiberwiegend [190, 210, 211] in ERG positiven Tumoren zeigten. Diese Daten zeigen
die grundsatzliche Mdglichkeit, dass molekulare Prognoseparameter eventuell ihren Einfluss
nur in molekular definierten Subgruppen entfalten kénnten. Bei anderen Tumorarten wie
beispielsweise beim Mammakarzinom sind subtypspezifische Prognoseparameter nicht
bekannt. Die haufig eingesetzten RNA basierten Prognoseparameter wie EndoPredict®,
Oncotype DX®, MammaPrint® wurden in Kollektiven als Prognosemarker etabliert, wo keine
molekularen Subgruppen separat analysiert wurden [62, 212-214]. Die in dieser Studie
gezeigten unterschiedlichen prognostischen Einflisse der FOXP1-Expression in Tumoren mit
unterschiedlichen ER, PR und HER2 Status macht aber deutlich, dass auch beim

Mammakarzinom mit derartigen Phanomenen zu rechnen ist.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Studie, dass eine erhéhte FOXP1-Expression beim
Mammakarzinom mit einer glnstigeren Prognose assoziiert ist. Da die prognostische
Bedeutung der FOXP1-Expression nicht unabhangig von etablierten Prognosemarkern ist,
durfte der Analyse von FOXPL1 als Einzelparameter keine klinische Bedeutung zukommen.
Studien werden aber zu zeigen haben, ob mdglicherweise die Kombination der FOXP1-
Expressionsmessung mit anderen immunhistochemisch bestimmbaren Prognosemarkern
klinische Relevanz erlangen kénnen. Durch die Mehrfarben-Immunhistochemie, welche es
ermdglicht mehr als 50 Antikdrper gleichzeitig an einem Gewebeschnitt zu evaluieren, ist es
heute mdglich die prognostische Aussagekraft einer Vielzahl von Markern gleichzeitig zu
untersuchen[215-219]. Durch die Mdoglichkeit -im Gegensatz zu heute dblichen RNA-
Analysen- die Untersuchung auf Tumorzellen zu beschranken, ware von solchen Ansatzen
eine deutliche Verbesserung der diagnostischen Préazision zu erwarten. Da die prognostische
Bedeutung molekularer Veranderungen offensichtlich auch von anderen gleichzeitig in der
Tumorzelle vorliegenden molekularen Verdnderungen abhdngen, werden zukiinftige
optimierte Prognoseparametern moglicherweise nicht mehr einfache Scores, gebildet aus der
Summe der Werte der einzelnen Parameter, enthalten, sondern die individuellen
Kombinationen der Marker unter Mithilfe von klnstlicher Intelligenz kumulativ zu einer

prognostischen Aussage nutzen.
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5 Zusammenfassung

Zur Klarung der klinischen Bedeutung der Forkhead-box P1 (FOXP1) Expression beim
Mammakarzinom und der Beziehung zu anderen molekularen Parametern wurden 1744
Mammakarzinome in einem TMA-Format immunhistochemisch auf die Expression von FOXP1
untersucht. Eine Positivitat fand sich in 75% der Tumoren, wobei 38,1% maRig und 36,9%
stark positiv waren. Die FOXP1 Positivitatsrate war abh&angig vom histologischen Tumortyp.
So waren 86,7% der lobularen (ILC), aber nur 74,4% von Karzinomen vom nicht speziellen
Typ (NST) FOXP1 positiv (p<0,0001). In der groRten Untergruppe der Mammakarzinome NST
war die FOXP1-Positivitdt assoziiert mit einem niedrigem pT-Stadium (p=0,0007), einem
niedrigem Malignitatsgrad (p<0,0001), fehlender Lymphknotenmetastasen (p=0,0032) und
einer gunstigeren Patientenprognose (p<0,0001). In der multivariaten Analyse war die
prognostische Bedeutung aber nicht unabhangig von pT, pN und dem BRE Grad. Eine hohe
FOXP1-Expression war auch mit einer ER-Positivitdt (p<0,0001), einer PR-Positivitat
(p<0,0001), einer Amplifikation von C-MYC (p=0,0006), einer Deletion auf dem
Chromosomenabschnitt 13q14 (p=0,0173) sowie dem Fehlen einer Deletion auf den
Chromosomenabschnitten 8p21 und 9p21 (p<0,0001 und p=0,0164) assoziiert. Eine separate
Untersuchung von Tumoren mit unterschiedlichen ER, PR und HER2 Status ergab, dass die
prognostische Bedeutung von FOXP1 ausschlieRlich in ER positiven (p<0,0001), aber nicht in
ER negativen (p=0,7253), in PR negativen (p<0,0001), aber nicht in PR positiven (p=0,3775)
und HER2 negativen (p<0,0001), aber nicht in HER2 positiven (p=0,1797) Tumoren
nachweisbar war. Damit zeigen die Daten der Studien, dass eine immunhistochemisch
nachweisbare FOXP1-Positivitat beim Mammakarzinom mit glinstiger Prognose assoziiert ist,
die prognostische Bedeutung aber zu schwach ist, um diagnostisch zu nutzen. Die Limitierung
der FOXP1-Prognoserelevanz als molekular definierte Subgruppe passt zur komplexen

Interaktion des Proteins mit anderen molekularen Faktoren.
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6 Abstract

To clarify the clinical significance of forkhead-box P1 (FOXP1) expression in breast cancer and
its relationship to other molecular parameters, 1744 breast cancers were analyzed
immunohistochemically in a TMA format for expression of FOXP1. A positivity was found in
75% of the tumors with 38.1% being moderately positive and 36.9% being strongly positive.
The FOXP1 positivity rate was dependent on the histological tumor type. Thus, 86.7% of
lobular (ILC) and 74.4% of non-specific type (NST) carcinomas were FOXP1 positive
(p<0,0001). In the largest subset of breast cancer NST, FOXP1 positivity was associated with
a low pT stage (p=0.0007), a low grade of malignancy (p<0.0001), no lymph node metastases
(p=0.0032), and a more favorable prognosis (p<0.0001). In the multivariate analysis, however,
the prognostic significance was not independent of pT, pN and BRE grade. High FOXP1
expression was also associated with ER positivity (p<0.0001), PR positivity (p<0.0001),
amplification of C-MYC (p=0.0006), deletion on the chromosome segment 13q14 (p=0.0173)
and the absence of a deletion on chromosome segments 8p21 and 9p21 (p<0.0001 and
p=0.0164). A separate examination of tumors with different ER, PR and HER2 status showed
that the prognostic significance of FOXP1 was exclusively in ER positive (p<0.0001), but not
in ER negative (p=0.7253), in PR negative (p<0.0001), but not in PR positive (p=0.3775) and
HER2 negative (p<0.0001), but not in HER2 positive (p=0.1797). The data show that
immunohistochemically detectable FOXP1 positivity in breast cancer is associated with a
favorable prognosis, but the prognostic significance is too weak to be used diagnostically. The
limitation of FOXP1 prognostic relevance as a molecularly defined subgroup fits the complex

interaction of the protein with other molecular factors.
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8 Anhang

Abklrzungsverzeichnis

AJCC American Joint Commission on Cancer
BRCAL. ... ,breast cancer associated” Gen 1
BRC A . e ,breast cancer associated” Gen 2
BRE .. a e e Bloom-Richardson-Elston
L0\ V1 1 S UUPSR PRSI Cyclin D1
L1 5 ] PP Cadherin1-Gen
CDKA/B ..ot Cyclin-abhangige Kinase 4/6
CDKINZ2A ... Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor A
CLRINTL-AS L. ettt eetseetsesesssessssssssesssssnnnnnnne CLRNL1 antisense RNA 1
3 1 PSRRI Deleted in Liver Cancer 1
B Estradiol
ENOXI.....eiiee e Ecto-NOX Disulfide-thiol Exchanger 1
B R e e a e e e et aaaaaae Ostrogenrezeptor
E RO ——————— Ostrogenrezeptor alpha
B R B et Ostrogenrezeptor betha
E S R L e e e e Ostrogenrezeptor 1
FIGO. ... Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique
FISH. e Fluoreszenz-in-situ-Hybridisation
) SRR Forkhead-box
F O X P L Forkhead-box P1
HE e e e e e e aaaeeas Hematoxylin-Eosin
HERZ ...t Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
| PSRRI High power field
| N Hormonrezeptor
I G International Cancer Genome Consortium
TH o —————— Immunhistochemie
L e e s invasives lobuléares Karzinom
KB 7 e ————————— Ki-67- Labeling-Index
L A e e e e e e e e et e e e e eee e e et aeeeeeeeeeeaaannteaeeeaaeeeeaannreees Luminal A-like
LB e e Luminal B-like
] PO EE P PP TPPPPPPPPPPPRRN Lymphknoten
o N PRSP lange nicht-kodierende RNA
LZT S s Leucine zipper putative tumor suppressor 1
MDIM2 ... mouse double minute 2 homolog
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LT N Boten-Ribonukleinsaure

MTUSL. .. e e Mitochondrialer Tumorsuppressor 1
N N PSR nuclear factor of activated T cells 2
N RS Neuregulin 1
N IS I PP PP PPPRPP Karzinom ohne speziellen Typ
P R Progesteronrezeptor
PRMTS. .. e Protein arginine N-methyltransferase 5
PTEN s LPhosphatase and tensin homolog” Gen
S et e e e e e Sentinel-Lymphknoten
SMAAZ ... Mothers against decapentaplegic homolog 2
SMAd3 ..o Mothers against decapentaplegic homolog 3
TBST-PUfEI ... Tris-buffered saline with Tween20-Puffer
T G A ettt a e The Cancer Genome Atlas
I ISR Ten-Eleven Translocation-2
LT C TP PP TP PPPRPPPPRPPN transforming growth factor-g
10 SR PERPRR Tissue Microarray
TN e e e e e e e e e e e e e e e e s e ———— et eaaee e s aa it ——rraaaeeeaaanrraaees Triple-negativ
U] O S Union for International Cancer Control
WHO e e World Health Organisation
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