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1 Einleitung 

1.1 Das Mammakarzinom 
Das Mammakarzinom ist mit 2,1 Millionen weltweit neu diagnostizierten Fällen pro Jahr 
die häufigste maligne Tumorerkrankung der Frau. Jährlich versterben 627.000 Men-
schen an dieser Erkrankung. Damit macht das Mammakarzinom 15% der karzinombe-
dingten Todesfälle in der weiblichen Bevölkerung weltweit aus [1]. Allerdings hat die An-
zahl der kurativ behandelbaren Mammakarzinome in den letzten Jahren stark zugenom-
men, so dass die Wahrscheinlichkeit an einem Mammakarzinom zu versterben sinkt [2]. 
Grund dafür sind: Zum einen die Verbesserungen der frühdiagnostischen Verfahren. 
Dies hat dazu geführt, dass die meisten Karzinome bereits in sehr frühen Stadien gefun-
den werden und daher sehr gut therapiert werden können. Zum anderen hat es in den 
letzten Jahren Fortschritte in der Therapie des Karzinoms gegeben, so dass heute Tu-
moren kurativ therapiert werden können, bei denen dies vor mehreren Jahren noch nicht 
möglich gewesen wäre [3].    

 

Die häufigste Therapieform beim Mammakarzinom ist die Resektion des Tumors mit 
Entnahme der Sentinel-Lymphknoten bzw. Axilla-Dissektion. Da die meisten Karzinome 
heute in sehr frühen Stadien diagnostiziert werden, ist die Resektion des Tumors in den 
meisten Fällen brusterhaltend möglich [4]. Zusätzlich zur Resektion werden häufig neo-
adjuvante oder adjuvante Therapien durchgeführt, welche unter anderem basierend auf 
der histologischen Beurteilung des Primärtumors und der Lymphknoten ausgewählt wer-
den [5]. Die neoadjuvante Therapie soll in der Regel ein präoperatives „Schmelzen“ des 
Tumors erzielen, um eine brusterhaltende Resektion durchführen zu können. Die ad-
juvante Therapie hat das Ziel, die Prognose der Patienten zu verbessern und ein erneu-
tes Auftreten der Erkrankung zu verhindern. In beiden Fällen kann eine Radiotherapie 
oder eine systemische (medikamentöse) Behandlung zur Anwendung kommen. Zu den 
systemischen Behandlungsformen zählen Chemotherapeutika, Hormontherapien bei 
Östrogen- bzw. Progesteronrezeptor-positiven Karzinomen und zielgerichtete monoklo-
nale Antikörper. Eines der bekanntesten Beispiele ist hier sicherlich die Herceptin Be-
handlung bei HER2-amplifizierten Tumoren zur Blockade des HER2-Rezeptors [6]. 
Sollte eine kurative Behandlung nicht mehr möglich sein, werden einige dieser Thera-
pieformen außerdem zur palliativen Behandlung der Patienten eingesetzt [7].   

 

Obwohl sich die Prognose des Mammakarzinoms in den letzten Jahren stetig verbessert 
hat, bleibt zu bedenken, dass mit den meisten kurativen Therapieformen erhebliche Ne-
benwirkungen einhergehen. Neben der psychischen Belastung durch die Erkrankung 
und die Gefahr eines vollständigen Verlustes der Brust können vor allem die systemi-
schen Therapien starke Nebenwirkungen hervorrufen. Dazu zählen zum Beispiel Übel-
keit, Erbrechen, starke Schmerzen und Haarausfall [8]. Daraus wird deutlich, welche 
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extreme Belastung die Therapie für die erkrankte Frau bedeuten kann. Umso wichtiger 
ist es, die Therapie so individuell wie möglich an das zu erwartende biologische Verhal-
ten des Karzinoms anzupassen. Dadurch kann sichergestellt werden, dass die Aggres-
sivität des Karzinoms die Aggressivität der Behandlung rechtfertigt.    

Bei der Diagnose eines Mammakarzinoms erfolgt die Einschätzung des klinischen Ver-
laufs der Erkrankung zunächst anhand von pathologischen Parametern, wie dem Tu-
morstadium, dem Lymphknotenstatus und dem Differenzierungsgrad [9]. Der Differen-
zierungsgrad gibt an, wie stark sich die Morphologie des malignen Gewebes von der 
Morphologie gesunden Mammagewebes unterscheidet. Die Bestimmung erfolgt mittels 
der Graduierung nach Bloom-Richardson-Elston (BRE). Berücksichtigt wird zum Beispiel 
die Anzahl von Mitosen, das Ausmaß von Zellkernatypien sowie der Anteil von drüsig-
tubulären und soliden Karzinombereichen [9]. Des Weiteren erfolgt eine Klassifizierung 
der Karzinome nach ihrem histologischen Typ. Studien haben gezeigt, dass die histolo-
gischen Typen der Mammakarzinome bereits einen Hinweis auf die Prognose geben. So 
ist die Prognose für Patienten mit einem tubulären oder adenoidzystischen Tumor gene-
rell günstig [9]. Bei Tumoren von keinem speziellen Typ (NST) hängt die Prognose stark 
vom Tumorgrad ab. Allerdings ist nicht vollständig auszuschließen, dass ein Grad 1 NST 
Karzinom im Verlauf der Erkrankung plötzlich diffus metastasiert. Grund dafür ist, dass 
ein Tumor der histologisch bland aussieht, nicht zwingend auch biologisch bland sein 
muss. Es ist deswegen denkbar, dass die Untersuchung von molekularen Markern die 
klassischen Prognose-Parameter auf dem Weg zur „individuellen“ Prognose und damit 
Therapie unterstützen kann.  

 

Einige molekulare Marker werden bereits in der Diagnostik und Therapie des 
Mammakarzinoms verwendet. Dazu zählen zum Beispiel der Östrogen- und Progeste-
ronrezeptor sowie der Wachstumsrezeptor HER2 [7]. Des Weiteren sind molekulare Mul-
tiparametertests kommerziell erhältlich, welche bei der Prognoseeinschätzung für den 
einzelnen Patienten unterstützen sollen. Diese Testsysteme, wie zum Beispiel Onkotyp 
DX® [10] und MammaPrint® [11], basieren auf der Analyse der Expression unterschied-
licher Gene auf RNA-Ebene. Das generelle Problem ist dabei, dass mit isolierter RNA 
gearbeitet wird und damit nicht ausgeschlossen werden kann, dass neben der Tumor-
RNA auch RNA aus den normalen Zellen in die Probe gelangt [12]. Zusätzlich dazu ist 
die Konzentration der RNA von vielen zellulären Parametern abhängig. So kann es zum 
Beispiel posttranskriptional zum Abbau von RNA-Molekülen kommen [13]. Darüber hin-
aus sind diese Mehrparameter-Tests ausgesprochen teuer (über 3000 Euro). Insgesamt 
wäre es sehr wünschenswert, kostengünstigere, einfacher durchführbare, reproduzier-
barere und aussagekräftigere Testsysteme zur Verfügung zu haben. Die Messung des 
DNA-Gehaltes bzw. des Ploidie-Status mittels Durchflusszytometrie würde viele dieser 
Kriterien erfüllen.  
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1.2 Durchfluss-Zytometrie 
Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein automatisiertes Messverfahren zur 
Analyse von Größe und Inhalt einzelner Zellen. Die zuvor aufbereiteten und vereinzelten 
Zellen fließen hierzu nacheinander durch eine sogenannte Flusszelle, in der sie mit ei-
nem Laser angestrahlt werden. Das dabei entstehende Streulicht wird gemessen und 
lässt Rückschlüsse über die Beschaffenheit der Zelle zu. Die hohe Durchflussgeschwin-
digkeit ermöglicht eine Analyse sehr vieler Zellen in kurzer Zeit.  
Eine weit verbreitete Analysemethode zur spezifischen Messung des Zellinhaltes ist die 
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie, kurz FACS (flourescence activated cell sorting). 
Hierbei werden fluoreszensmarkierte Substanzen verwendet, welche zum Beispiel mit 
der DNA oder RNA in der Zelle interkalieren. Über dieses Verfahren kann somit eine 
Quantifizierung des DNA-Gehaltes der untersuchten Zellen erfolgen. Aufgrund der auto-
matisierte Auswertung handelt es sich bei der Durchflusszytometrie um eine schnelle 
und kostengünstige Messmethode, die zudem präzise und reproduzierbare Ergebnisse 
liefert [14]. 

Die Anwendungsgebiete dieses Verfahrens sind vielfältig und reichen von medizinischer 
Diagnostik über zytologische Grundlagenforschung bis hin zur Lebensmittelanalytik [15]. 
So findet es unter anderem in der klinischen Routinediagnostik zur Erstellung von Diffe-
rentialblutbildern, in der Infektiologie zur Quantifizierung von spezifischen Immunzellen 
(zum Beispiel CD4 bei HIV-Patienten, CD4/CD8-Quotient) oder in der Immunologie zur 
Immunophänotypisierung Verwendung [14]. In der Grundlagenforschung ist die Durch-
flusszytometrie ein etabliertes Verfahren zur einfachen Zellzahlermittlung oder auch zur 
Bestimmung des Lebendzellanteils einer Gesamtzellpopulation [14].  

1.2.1 Die Durchflusszytometrie beim Mammakarzinom 

Zahlreiche Studien haben sich bereits mit der Anwendbarkeit der Durchflusszytometrie 
bzw. der prognostischen Relevanz des DNA-Gehaltes beim Mammakarzinom beschäf-
tigt. Immerhin 88% dieser Studien stammen allerdings aus den Jahren 1980 bis 1999. 
Nach der Jahrtausendwende sind nur noch wenige Studien zu diesem Thema veröffent-
licht worden. Grund dafür könnte sein, dass es mit dem Fortschritt der molekularen Me-
thoden immer mehr möglich wurde, die biologische Relevanz von Veränderungen ein-
zelner Gene zu untersuchen. Die Möglichkeit, andere innovative modernere For-
schungsansätze zu verfolgen, dürfte für viele Forscher ein Grund dafür gewesen sein, 
die an teure Geräte geknüpfte Forschung zur klinischen Relevanz der DNA Zytometrie 
einzustellen. Dies obwohl nie eine konklusive Studie zur klinischen Relevanz der Ploidie 
an einem für eine solche Frage nötigen Patientenkollektiv von einigen tausend Patien-
tinnen durchgeführt worden war.  

Heute wissen wir, dass der DNA-Gehalt in einer Zelle bzw. die Anzahl an genetischen 
Veränderungen im Genom der Tumorzelle eine hohe prognostische Bedeutung haben 
kann. Zwei Studien innerhalb der Arbeitsgruppe am Institut für Pathologie des Universi-
tätsklinikum Hamburg-Eppendorf haben zum Beispiel gezeigt, dass die Anzahl der 
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Deletionen, aber auch das Vorliegen eines nicht diploiden DNA Status beim Prostatakar-
zinom eine hohe prognostische Relevanz haben [16, 17]. Die bisher publizierten Studien 
zum Ploidie-Status beim Mammakarzinom sind in Abbildung 4.1 und Tabelle 7.1 darge-
stellt [18-117]. Beim Mammakarzinom ist trotz zahlreicher Studien bis heute unklar, wel-
chen Einfluss der „reine“ DNA-Gehalt (Ploidie-Status) auf die Tumorprogression und die 
Prognose des Patienten hat. Die über 100 durchgeführten Studien zeigen widersprüch-
liche Ergebnisse. So liegt der Anteil an diploiden Tumoren in den Studien zwischen 
10,4% [19] und 76,0% [64]. Der Anteil an nicht-diploiden Tumoren bzw. tetraploiden und 
aneuploiden Karzinomen schwankt dementsprechend zwischen 24,0% [64] und 90% 
[19]. Der Einfluss des Ploidie-Status auf die Patientenprognose und/oder den Tumorphä-
notyp wurde in circa der Hälfte aller Studien untersucht. Von diesen Studien konnten 21 
einen Zusammenhang zum Tumorphänotyp, wie dem Tumorstadium oder dem Tumor-
grad [18, 30, 33, 41, 47, 51, 57, 62, 69, 76, 78, 81, 83-85, 90, 93, 100, 101, 111, 114] 
und 28 Studien eine Assoziation zur Patientenprognose nachweisen [21, 32, 37, 38, 44, 
53, 54, 58, 59, 61, 68, 69, 74, 82-85, 88, 91, 94, 97, 101, 103, 104, 111, 116-118].  

Andere Studien fanden allerdings weder eine Assoziation zum Tumorphänotyp (n=20) 
[20, 23, 24, 37, 39, 49, 61, 63, 64, 67, 75, 77, 86, 87, 94, 97, 103, 112, 113, 117] noch 
zur Prognose des Patienten (n=31) [20, 21, 28, 35, 36, 41, 44, 51, 53, 55, 63, 66, 68, 75-
77, 79, 86, 87, 91, 94, 98, 101, 102, 105, 107, 111-115].  

Gründe könnten unter anderem die meist geringe Anzahl der untersuchten Tumoren  
oder der zu kurze Zeitraum der klinischen Verlaufsbeobachtung sein. Insgesamt ist das 
prognostische Potential des Ploidie-Status für die Diagnostik des Mammakarzinoms bis 
heute nicht ganz klar.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Gewebekollektiv 
Für die Bestimmung des Ploidie-Status wurden 522 Gewebeproben von Patientinnen 
verwendet, die aufgrund eines Mammakarzinoms in der Zeit von 2007 bis 2008 im Klini-
kum Osnabrück mit einer Tumorresektion oder Mastektomie behandelt worden sind. 
Nach der operativen Entfernung wurden die Gewebeproben in Formalin fixiert und in 
Paraffin eingebettet. Neben den histologisch-pathologischen Parametern (z.B. BRE 
Grad, pathologisches Tumorstadium, histologischer Typ) standen außerdem für 292 Pa-
tientinnen klinische Verlaufsdaten bezüglich des Gesamtüberlebens zur Verfügung. Der 
Beobachtungszeitraum betrug im Mittel 68 Monate (Bereich 1 bis 88). Eine detaillierte 
Darstellung des Patientenkollektivs ist in Tabelle 2.2 zu finden.  
 
Alle Tumoren wurden in einen Tissue-Microarray-Block (TMA) eingebracht. Zu diesem 
Zweck wurden repräsentative Tumorareale von einem Pathologen ausgewählt. Mit ei-
nem selbst hergestellten Arrayer wurden aus den repräsentativen Tumorregionen durch 
eine Hohlnadel zylindrische Gewebefragmente entfernt und danach in ein vorgefertigtes, 
0,6mm messendes Loch eines leeren Paraffinblocks (einem sogenannten Empfänger-
block) eingebracht. Frisch angefertigte 4µm Schnitte des TMA-Blocks wurden verwendet 
für die immunhistochemische Untersuchung mit Antikörpern gegen Östrogenrezeptor, 
Progesteronrezeptor, HER2 und Ki67. Die verwendeten Antikörper, ihre Verdünnungen, 
die für Epitopdemaskierung verwendeten Temperaturen, Zeiten und pH-Werte sind in 
Tabelle 2.1 aufgeführt. Die Visualisierung der Reaktion erfolgte mit dem Envision Kit® 
der Firma Dako (Glostrup, Dänemark). Die Auswertung von HER2, Östrogenrezeptor 
und Progesteronrezeptor erfolgte nach etablierten Kriterien [119, 120]. Zur Bestimmung 
des Ki67-Labeling-Index wurden mindestens 200 Tumorzellen manuell ausgezählt.  
  

Abbildung 2.1: TMA-Paraffinblock mit 522 Tumor-Stanzen 
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 Tabelle 2.1: Antikörper zur immunhistochemischen Analyse 

 

 
 
  

Antikörper Hersteller Klon/Katalognummer Vorbehandlung Verdünnung 
HER2 DAKO rabbit / #SK001 Wasserbad, 95°C, 

40min 
RTU-Antikörper 

ER DAKO rabbit monoklonal, Klon: EP1 
#IR08461 

PT-Link, pH9, 98°C, 
15min 

RTU-Antikörper 

PR DAKO mouse monoklonal, Klon: 
PgR636 #IRO6861 

PT-Link, pH9, 98°C, 
15min 

RTU-Antikörper 

Ki67 DAKO mouse monoklonal, Klon: MIB1 
#IR62661-2 

PT Link, pH9, 98°C, 
15min 

RTU-Antikörper 

Abbildung 2.4: Auf einen Objektträger aufgetragener, angefärbter TMA-Schnitt 
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Tabelle 2.2: Zusammensetzung der Patientenkohorte auf dem Gewebemikroarray 
 

Studienkohorte  
(n=522) 

verstorbene Patien-
ten (n=74) 

Verlaufsdaten   
Anzahl (n) 292 74 
Median (Mo) 76 41 
Mittelwert (Mo) 68 43 
Alter 

  

≤ 49 100 (19,2%) 6 (8,1%) 
50 - 70 292 (56,2%) 37 (50,0%) 
≥ 71 128 (24,6%) 31 (41,9%) 
Histologie 

  

Basalzell 1 (1,9%) / 
gemischt diff. 5 (1,0%) / 
invasiv-duktal 370 (71,2%) 45 (60,8%) 
invasiv-lobulär 75 (14,4%) 16 (21,6%) 
medullär 8 (1,5%) / 
muzinös 18 (3,5%) 6 (0,8%) 
NST 31 (6,0%) 5 (6,8%) 
papillär 2 (0,4%) / 
plattenepi.di 1 (0,2%) / 
tubulär 9 (1,7%) 2 (2,7%) 
Grad 

  

1 78 (15,1%) 9 (12,1%) 
2 300 (57,1%) 42 (56,8%) 
3 140 (27,0%) 23 (31,1%) 
Tumorstadium 

  

pT1 300 (57,8%) 24 (32,4%) 
pT2 166 (32,0%) 34 (45,9%) 
pT3 17 (3,3%) 5 (6,7%) 
pT4 15 (2,9%) 7 (9,5%) 
Nodal-Status 

  

pN0 342 (67,7%) 37 (52,9%) 
pN1 85 (16,8%) 12 (17,1%) 
pN2 35 (6,9%) 6 (8,5%) 
pN3 30 (5,9%) 13 (18,6%) 
Hinweis: Aufgrund von fehlenden Daten ergeben die Zahlen in  

den einzelnen Kategorien nicht immer 522, Tumoren mit y-, und 
r-Stadien sind nicht in dieser Tabelle aufgeführt 

 

 

2.2 Reagenzien 
Tabelle 2.3: verwendete Reagenzien mit Hersteller-Firmen 

Reagenzien Frima mit Standort (Hauptsitz) 
RNAse A bovine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Propidium iodide solution 1 mg/ml Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Natrium Acetat Puffer VWR, Darmstadt 
Tris-HCL Puffer VWR, Darmstadt 
Xylol J.T. Baker, Center Valley, USA 
Ethanol (100%, 96%, 70%) VWR, Darmstadt 
Pepsin SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS); auf 
Eis 

Dako Deutschland GmbH, Hamburg / Dako Denmark, 
Glostrup 
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2.3 Materialien 
Tabelle 2.4: verwendete Materialen mit Hersteller-Firmen 

Materialien Frima mit Standort (Hauptsitz) 
Paraffin Sakura 
Gießmaschiene Shandon, Histocenter 2 
Mikrotom ThermoScientific 
Nylon-Säckchen (50µm Netz) selbst angefertigt 
Gewebekassette Leica Biosystem 
Zentrifuge Heraeus 
4,5 ml FACS Tube BD Falcon 

 

2.4 Lösungen  
Tabelle 2.5: verwendete Lösungen 

 

2.5 Durchflusszytometrie 
Zur Bestimmung des DNA-Gehalts der Mammakarzinomproben wurde ein standardisier-
tes und etabliertes Protokoll des Instituts für Pathologie wie folgt verwendet.   
 

2.5.1 Zellvereinzellung aus FFPE-Gewebestanzen 

Um sicherzustellen, dass ausreichend Tumorzellen für die Durchflusszytometrie in den 
Gewebestanzen vorhanden sind, wurde in einem H/E gefärbten Großflächenschnitt der 
dichteste Tumorbereich (≈70% Tumorzellen) von Pathologen markiert (PD Dr. Eike 
Burandt und PD Dr. Patrick Lebok). Aus diesem Bereich wurden zwei 0,6 mm durch-
messende Gewebestanzen mit einer Hohlnadel entnommen und die Zellen wie folgt ver-
einzelt: 
1. Gewebestanzen in Paraffin einbetten 
2. Stanzen mittels Mikrotom schneiden (Dicke: 50µm) 
3. Schnitte in Nylongazesäckchen verpacken 
4. Nylongazesäckchen in Biopsiekassette verschließen 
5. Gewebekassette jeweils 30 Minuten mit folgenden Reagenzien in einem Färbegefäß 

zur Entparaffinierung inkubieren: 
- Xylol 
- Xylol 
- Ethanol 100% 

Lösung Herstellung 
Pepsin-Lösung 5mg/ml in 0,07 M HCL Lösung 
  
RNAse 1 mg/ml Stammlösung in 10 mM Natrium Acetat Puffer (pH 5,2) 
 Erhitzen auf 100° Celsius für 15 Minuten 
 Auf Raumtemperatur abkühlen lassen  
 Mittels 1 M Tris-HCL Puffer auf pH 7,4 adjustieren 
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- Ethanol 96% 
- Ethanol 70% 
- Destilliertes Wasser 
- Destilliertes Wasser 

6. Nylon-Säckchen in 5ml Pepsin-Lösung bei 37° Celsius für 30 Minuten inkubieren 
7. Reaktion mit 5ml kaltem PBS stoppen 
8. Proben bei 2.500 rpm und Raumtemperatur zentrifugieren 
9. Überstand bis 450 µl verwerfen und Zellpellet resuspendieren 

2.5.2 Zellfärbung 

Im Anschluss an die Zellvereinzelung wurden diese zur Vorbereitung der FACS-Analyse 
mittels Propidium Iodid wie folgt angefärbt.  
 
1. Zelllösung in 4,5 ml FACS-Reagiergefäß überführen 
2. Zellen in 500 µl RNAse für 30 Minuten bei 37° Celsius inkubieren 
3. Zellen in 100 µl Propidium Iodid Lösung für 5 Minuten bei 4° Celsius unter Lichtaus-

schluss inkubieren 

2.5.3 FACS-Analyse  

Die FACS-Analyse wurde mit dem Canto II FACS-Gerät der Firma BD (Franklin Lakes, 
USA) durchgeführt. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlänge von 488 nm mit einem 
blauen Laser und mit der Filter-Konfiguration „longpass 556“ und „bandpass 585/42“.  
Pro FACS-Lauf wurde jeweils eine der unter 2.5.2 angefärbten Zellproben analysiert.  

2.6 Interpretation der FACS-Daten 
Die Auswertung der FACS-Ergebnisse erfolgte in Anlehnung an die von Hedley et al. 
[121] empfohlene Strategie mittels dem FACS-Diva Programm wie folgt: 

1. Ausschluss der Zelldupleten 
2. Ausschluss der Propidiumiodid negativen Partikel 
3. Erstellen des FACS-Plots: x-Achse = Fläche der Propidiumiodid-Emission; y-Achse = 

Anzahl der Events 
4. Setzen der Messbereiche („Gates“) für jeden klar erkennbaren Peak 
5. Arithmetische Bestimmung des DNA-Gehaltes 

Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes wurden prinzipiell folgende Kriterien festgelegt:  
- Diploid: 1 Peak 
- Aneuploid: DNA-Index = 1,0-1,8 oder >2,2 
- Tetraploid: DNA-Index = 1,8-2,2 von mindestens 20% der insgesamt gemessenen 

Tumorzellen  
- DNA-Index = mittlere DNA-Gehalt(Peak2) / mittlerer DNA-Gehalt(Peak 1) 
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Allerdings wurden alle FACS Ergebnisse visuell am Ausdruck des Histogramms validiert. 
Nur eindeutig über dem Hintergrund abgrenzbare Peaks wurden von links nach rechts 
bewertet. Der erste Peak von links wurde als der diploide Peak definiert (siehe Abbildung 
2.3). Mögliche, weiter rechts gelegene Peaks wurden anhand der Entfernung vom dip-
loiden Peak sowie der Höhe des Peaks beurteilt. Der zweite Peak wurde dann als „Tet-
raploid“ gewertet, wenn dieser erstens an der 2-fachen Position der X-Achse des Histo-
gramms (im Vergleich zum diploiden Peak) auftrat und wenn er zweitens eine Höhe auf-
wies, die mindestens 1/4 der Höhe des ersten (diploiden) Peaks entsprach. Nur im Zwei-
felsfall wurden die Messwerte des Histogrammes zu Hilfe genommen: Die Position des 
zweiten Peaks musste dann innerhalb des 1,8 bis 2,2-fachen Wertes des ersten Peaks 
an der X-Achse liegen und der Peak musste mindestens 20% der insgesamt gemesse-
nen Tumorzellen (Summe der „Events“ in P1 und P2) enthalten (siehe Abbildung 2.4). 
Alle anderen Peaks jeglicher Höhe, die zusätzlich zum diploiden Peak auftraten und nicht 
den Kriterien eines tetraploiden Peaks entsprachen, wurden als „aneuploid“ gewertet. 
Beispiele für Histogramme mit verschiedenen Befunden sind in den Abbildungen 2.3 bis 
2.5 dargestellt.  

 

Abbildung 2.7: Beispiel für einen diploiden Tumor. Es ist nur ein Peak messbar. 
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Abbildung 2.5: Ein Beispiel für einen aneuploiden Tumor. DNA-Index: 72,1 / 42,3 = 1,7 

 

Abbildung 2.9: Verteilung der Ploidie-Status aller 469 analysierbaren ProbenAbbildung 
2.4: Ein Beispiel für einen aneuploiden Tumor. DNA-Index: 72,1 / 42,3 = 1,7 

Abbildung 2.4: Ein Beispiel für einen tetraploiden Tumor. DNA-Index: 114,7 / 57,3 = 2,0. 
Anteil gemessener Tumorzellen(Peak2): (7.683 / 10.000)x100 = 76,8% 

 

 

Abbildung 2.4: Ein Beispiel für einen aneuploiden Tumor. DNA-Index: 72,1 / 42,3 = 1,7Ab-
bildung 2.5: Ein Beispiel für einen tetraploiden Tumor. DNA-Index: 114,7 / 57,3 = 2,0. Anteil 
gemessener Tumorzellen(Peak2): (7.683 / 10.000)x100 = 76,8% 
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2.7 Statistik 
Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit der JMP 13.0.2 Software (SAS Insitute 
Inc., New York, USA). Ein potentieller Zusammenhang zwischen dem Ploidie-Status und 
den pathologischen Parametern sowie den histologischen Typen des Mammakarzinoms 
wurde mittels einer Kontingenztabelle und eines Chi-Quadrat-Test untersucht. Der Ein-
fluss des Ploidie-Status auf das Gesamtüberleben wurde nach Kaplan-Meyer bestimmt 
und zur Ermittlung von statistischen Unterschieden ein Logrank-Test durchgeführt.   
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3 Ergebnisse 

3.1 Ploidie-Status der Karzinomproben 
Insgesamt konnte der Ploidie-Status für 469 (89,9%) der 522 Proben mittels Zytometrie 
bestimmt werden. Für die restlichen 53 (10,2%) Proben konnte aufgrund von fehlenden 
bzw. unspezifischen Signalen (Peaks) der Ploidie-Status nicht eindeutig festgelegt wer-
den. Diese Proben wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Von den 469 analysierba-
ren Proben waren 247 (52,7%) diploid, 163 (34,8%) aneuploid und 59 (12,6%) tetraploid.  

3.2 Assoziation des Ploidie-Status mit den pathologischen 
und histologischen Parametern des Mammakarzinoms  

Zur Untersuchung einer möglichen Assoziation des Ploidie-Status mit den pathologisch-
histologischen Parametern des Mammakarzinoms wurden die Tumoren zunächst nach 
ihrem Ploidiestatus in diploide, aneuploide und tetraploide Karzinome eingeteilt. In den 
Tumoren ohne speziellen Typ (NST) war der Anteil an tetraploiden Karzinomen (14,8%) 
signifikant höher als in den invasiv-lobulären Karzinomen (3,1%, p=0,0006). Der Ploidie-
Status war signifikant mit dem Tumorgrad (p=0,0179) assoziiert. Der Anteil an tetraploi-
den Tumoren nahm von 9,9% (Grad 1) auf 15,9% (Grad 3) zu. Keine Assoziation konnte 
zwischen dem Ploidie-Status und dem Tumorstadium (p=0,0850) bzw. Lymphknoten-
Status (p=0,1789) gefunden werden. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 3.1 
zusammengefasst. In einer zweiten Untersuchung wurden die Tumoren in diploide und 
nicht-diploide Karzinome eingeteilt. Den höchsten Anteil an nicht-diploiden Tumoren 
zeigten die NST Karzinome mit 52,3%. Der Ploidie-Status war signifikant mit dem Tu-
morgrad (p=0,0035) und in dieser Einteilung auch mit dem Tumorstadium (p=0,0375) 
assoziiert. Der Anteil an nicht-diploiden Tumoren nahm zu von 31% (Grad1) auf 55,6% 
(Grad3) bzw. 42,2% (pT1) auf 57,1% (pT4). Keine Assoziation konnte zwischen dem 
Ploidie-Status und dem Lymphknoten-Status gefunden werden (p=0.6362). Die 

Abbildung 3.1: Verteilung der Ploidie-Status aller 469 analysierbaren Proben 
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Ergebnisse dieser Analyse sind ebenfalls in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Tumoren mit 
r- und y-Stadien wurden aus der Untersuchung ausgeschlossen. Die gleiche Analyse, 
beschränkt auf die NST Tumoren, ist in Tabelle 3.2 dargestellt.  

 

Tabelle 3.1: Ploidie und Tumor-Phänotyp (alle Tumoren) 
 

Anzahl (n) Diploid (%) Tetraploid 
(%) 

Aneuploid 
(%) 

p-Wert nicht- 
diploid (%) 

p-Wert 

Alle Tumoren 469 52.7 12.6 34.8 - 47.3 - 
Histologie        
NST 365 47.7 14.8 37.5 0.0006* 52.3 0.0007* 
lobulär 64 70.3 3.1 26.6 

 
29.7 

 

Basalzell Tumor 1 100.0 0 0  0  
gemischt diff 5 60.0 0.0 400  40.0  
medullär 8 75.0 0.0 25.0  25.0  
muzinös 14 78.6 7.1 14.3  21.4  
papillär 2 100.0 0.0 0.0  0.0  
tubulär 9 55.6 22.2 22.2  44.4  
Tumorstadium        
pT1 263 57.8 10.6 31.6 0.0850 42.2 0.0375 
pT2 155 45.2 13.5 41.3 

 
54.8 

 

pT3 16 68.8 20.0 23.3   31.3   
pT4 14 42.9 28.6 28.6  57.1  
Nodal-Status 

       

pN0 303 51.8 11.6 36.6 0.1789 48.2 0.6362 
pN1 79 58.2 11.4 30.4 

 
41.8 

 

pN2 33 51.5 27.3 21.2  48.5  
pN3 28 60.7 7.1 32.1   39.3   
Grad 

       

1 71 69.0 9.9 21.1 0.0179 31.0 0.0035 
2 270 52.2 11.9 35.9 

 
47.8 

 

3  126 44.4 15.9 39.7   55.6   
HER2 

       

negative 251 53.8 13.1 33.1 0.1874 46.2 0.0936 
positive 36 38.9 22.2 38.9   61.1   
ER        
negative 57 50.9 12.3 36.8 0.7485 49.1 0.9411 
positive 210 51.4 15.7 32.9   48.6   
PR        
negative 121 50.4 13.2 36.4 0.4882 49.6 0.5721 
positive 173 53.8 16.2 30.1   46.2   
Triple negativ        
ja 34 52.9 8.8 38.2 0.4877 47.1 0.8072 
nein 217 50.7 16.1 33.2   49.3   
Ki67-LI Mittelwert 300 5.7±0.6 6.3±1.2 7.5±0.8 0.2131 7.2±0.7 0.1234 
* Bezieht sich nur auf NST und lobuläre Karzinome 
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Tabelle 3.2: Ploidie und Tumor-Phänotyp (NST Tumoren) 
  Anzahl (n) Diploid (%) Tetraploid 

(%) 
Aneuploid 

(%) 
p-Wert nicht-dip-

loid (%) 
p-Wert 

Histologie        
NST 365 47.7 14.8 37.5 - 52.3 - 
Tumorstadium        
pT1 212 55.2 11.3 33.5 0.0369 44.8 0.0226 
pT2 120 38.3 16.7 45.0 

 
61.7 

 

pT3 7 42.9 28.6 28.6   57.1   
pT4 11 36.4 36.4 27.3  63.6  
Nodal-Status        
pN0 227 46.3 13.7 40.1 0.2545 53.7 0.5404 
pN1 70 54.3 12.9 32.9 

 
45.7 

 

pN2 29 51.7 27.6 20.7 
 

48.3 
 

pN3 19 57.9 10.5 31.6   42.1   
Grad        
1 45 66.7 8.9 24.4 0.0377 33.3 0.0076 
2 214 47.7 14.0 38.3 

 
52.3 

 

3 105 39.0 19.0 41.9   61.0   
HER2        
negative 200 50.0 15.5 34.5 0.1454 50.0 0.0627 
positive 31 32.3 25.8 41.9   67.7   
ER        
negative 43 44.2 16.3 39.5 0.7766 55.8 0.6323 
positive 172 48.3 18.0 33.7   51.7   
PR        
negative 121 38.0 13.2 31.4 0.5945 44.6 0.5058 
positive 173 40.5 14.5 25.4   39.9   
Triple negativ        
ja 26 50.0 11.5 38.5 0.6718 50.0 0.8125 
nein 181 47.5 18.2 34.3   52.5   
Ki67-LI Mittelwert 238 5.9±0.7 6.5±1.3 8.0±0.9 0.194 7.5±0.7 0.1257 
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3.3 Assoziation des Tumorgrads und Tumorstadium mit dem 
Gesamtüberleben 

Um die Validität der Analyse zu prüfen wurde der Zusammenhang zwischen dem Ge-
samtüberleben und dem Tumorgrad bzw. Tumorstadium geprüft. Für die Kaplan-Meyer-
Analyse wurden alle Tumoren verwendet, deren Ploidie-Status bestimmt werden konnte. 
Signifikante Unterschiede wurden mittels des Log-Rank-Tests errechnet. Das Tumorsta-
dium zeigte eine signifikante Assoziation zum Gesamtüberleben der Patienten in 254 
analysierten Tumoren (siehe Abbildung 3.2 A; p<0,0001). Über 50% der Patienten mit 
einem Stadium 4 Tumor waren 30 Monate nach der Behandlung verstorben, während 
weniger als 10% der Patienten mit einem Stadium 1 Tumor im selben Zeitraum verstar-
ben. Keine Assoziation konnte zwischen dem Gesamtüberleben und dem Tumorgrad in 
262 analysierten Patienten gefunden werden (Abbildung 3.2 B; p=0,5259). Die Ergeb-
nisse der Analyse des größten homogenen Subsets (NST-Tumoren) ergab ein weitge-
hend identisches Bild (Abbildung 3.2 C und Abbildung 3.2 D).  

 

pT1 (n=141)

pT2 (n=93)

pT3-4 (n=20)

pT1 (n=117)

pT2 (n=74)

pT3-4 (n=12)

p<0.0001

p<0.0001Alle Tumoren

Subset NST

G1 (n=36)

G2 (n=153)

G3 (n=73)

p=0.5259Alle Tumoren

Subset NST

G1 (n=24)

G2 (n=125)

G3 (n=60)

p=0.4239

A 

C 

B 

D 

Abbildung 3.4: Prognostische Bedeutung von Tumorstadium und Grad. A und B: Alle 
Tumoren. C und D: Subset der NST Tumoren. 
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3.4 Assoziation des Ploidie-Status mit dem Gesamtüberleben 
der Patienten  

Um die prognostische Aussagekraft des Ploidie-Status zu prüfen, wurde eine Kaplan-
Meyer-Analyse und ein Log-Rank-Test durchgeführt, in der der Ploidie-Status von 263 
Karzinomen in Bezug zum Gesamtüberleben der Patienten gesetzt wurde. Dazu wurden 
die Tumoren nach ihrem Ploidie-Status diploid, aneuploid und tetraploid (Abbildung 3.3 
A) und in diploid und non-diploid (Abbildung 3.3 B) eingeteilt. Beide Einteilungen zeigten 
bei der Analyse aller Tumoren keinen signifikanten Zusammenhang zum Gesamtüber-
leben der Patienten (Abbildung 3.3 A: p=0,4058; B: p=0,5727). In der Untergruppenana-
lyse der NST-Tumoren zeigten die tetraploiden Karzinome eine tendenziell aber nicht 
signifikant schlechtere Prognose als die aneuploiden Tumoren (p=0,0732). Zwischen 
den NST-Tumoren mit einem diploiden und non-diploiden Status konnte kein signifikan-
ter Unterschied im Zusammenhang zum Gesamtüberleben ermittelt werden. Die Ergeb-
nisse der Analysen sind in Abbildung 3.3 dargestellt. 
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Abbildung 3.7: Prognostische Bedeutung des Ploidie-Status. A und B: Alle Tumoren.  
C und D: Subset der NST-Tumoren 
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4 Diskussion 
Mammakarzinome werden durch bessere Vorsorgemaßnahmen heute wesentlich früher 
diagnostiziert als noch vor 20 oder 30 Jahren. Aus diesem Grund können die meisten 
betroffenen Patientinnen brusterhaltend operiert werden [4]. Doch stellt sich in der Folge 
die Frage einer adjuvanten Chemotherapie. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass das 
Überleben von Mammakarzinom-Patientinnen durch adjuvante Therapien (zytostatisch, 
hormonell, Herceptin-Therapie) verlängert werden kann, doch geschieht dies teils auf 
Kosten substantieller Nebenwirkungen [7]. Die Entscheidung, ob eine adjuvante Thera-
pie notwendig ist, basiert neben dem Lymphknoten-Status und dem pT-Stadium auf dem 
histologischen Tumorgrad, dessen Bestimmung subjektiven Kriterien unterliegt. Dem-
entsprechend gibt es auch bei der Gradierung von Mammakarzinomen eine Interobser-
ver-Variabilität. Diese wird in Studien sehr unterschiedlich zwischen 10% und 57% an-
gegeben [122-125]. Auch aus diesem Grund hat sich in den letzten Jahren die Anwen-
dung molekularer Zusatzuntersuchungen bei Mammakarzinom-Patientinnen mit fragli-
cher Indikation zur adjuvanten Therapie weit ausgebreitet. Bei zahlreichen Patientinnen 
werden RNA-basierte Multiparameter-Tests durchgeführt, wie Onkotyp DX® (Genomic 
Health) [10] oder EndoPredict® (Myriad Genetics GmbH) [126]. Diese Tests sind nicht 
nur teuer, sondern weisen auch aus wissenschaftlicher Sicht substantielle Schwächen 
auf. Ein Problem ist, dass diese RNA-Panels mit Sicherheit nicht die bestmöglichen Pa-
rameter für die Einschätzung der Mammakarzinom-Aggressivität beinhalten. Die diesem 
Test zugrunde liegenden Untersuchungen wurden vor mehr als 15 Jahren mit heute nicht 
mehr gebräuchlichen cDNA-Arrays erhoben und die Studien, welche zur Selektion der 
in die Panels aufgenommen Gene geführt haben, beinhalteten relativ kleine Patienten-
kollektive von wenigen 100 Frauen [127]. Es ist offensichtlich, dass heute verfügbare 
Verfahren, wie Next Generation Sequencing, wenn sie an entsprechend geeigneten Kol-
lektiven angewendet werden, zu besseren Prognose-Panels führen würden. Neben der 
Gewissheit, dass die existierenden Mammakarzinom-Prognosetests nicht optimal sind, 
ist es ein weiteres Problem, dass die Methoden auf der Untersuchung von RNA basieren. 
RNA wird dabei aus einem von einem Pathologen selektionieren Gewebeblock extra-
hiert. Auch im günstigsten Fall besteht das untersuchte Gewebe allerdings nicht nur aus 
Tumorzellen, sondern beinhaltet in wechselnder Menge Stromazellen, einschließlich Ge-
fäßen und Entzündungsinfiltraten.  

In der vorliegenden Untersuchung wurde eine Methode auf ihre prognostische Relevanz 
beim Mammakarzinom getestet, die heute eigentlich nicht mehr diagnostisch gebraucht 
wird. Die Flowzytometrie war in den 80er und 90er Jahren des letzten Jahrhunderts die 
erste Hochdurchsatz-Methode zur Gewebeuntersuchung und erzeugte damals bei den 
Beteiligten große Euphorie und Hoffnungen durch die Messung des DNA-Gehaltes von 
Tumorzellen, die Aggressivität von Tumoren einschätzen zu können. Die Überlegung 
war, dass ein Tumor mit zunehmender Entdifferenzierung und Progression zunehmend 
eine Störung des Gesamt-DNA-Gehaltes entwickelt, so dass durch die einfache Mes-
sung der Ploidie eines Tumors ein wesentlicher Prognoseparameter bestimmt werden 
könnte. Zu vielen Tumorarten wurden meist nicht sehr große Studien zur 
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Prognoserelevanz der DNA-Ploidie durchgeführt, wobei die Aussagen dieser Publikati-
onen weitgehend widersprüchlich waren. Einige Publikationen hatten eine Prognosere-
levanz der Ploidie beim Kolonkarzinom, Nierenkarzinom, Magenkarzinom und beim 
Prostatakarzinom gezeigt [17, 128-133]. Wieder andere Studien hatten bei den gleichen 
Tumorarten aber keine prognostische Relevanz der Ploidie gefunden [134-138]. Auf-
grund der widersprüchlichen Daten wurde die Ploidiebestimmung bei keinem Tumor in 
die routinemäßige Diagnostik integriert und mit der Entwicklung anderer Methoden, wie 
beispielsweise der Floureszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), verschwand an vielen 
Zentren das wissenschaftliche Interesse an flowzytometrischen Untersuchungen. Die 
FISH-Methode erlaubt die Visualisierung von Genen und Chromosomen auf Einzelzell-
niveau und ermöglicht somit eine weit feinere Beurteilung von genomischen Verände-
rungen einer Tumorzelle, als beispielsweise die Flowzytometrie [139]. Dies auch bei weit 
geringeren apparativen Kosten.  

Am Institut für Pathologie des Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf wurde kürzlich 
eine der größten Patientenkohorten in der Geschichte der Flowzytometrie untersucht. 
Aufgrund der stetigen Nachfrage durch Patienten-Selbsthilfe-Organisationen nach DNA-
zytometrischen Untersuchungen in der Prostata-Diagnostik untersuchten Lennartz et al. 
[17] mehr als 3000 Prostatakarzinome und haben – zur eigenen Überraschung – eine 
hohe prognostische Relevanz der DNA-Befunde ermittelt. Aufgrund dieser ermutigenden 
Daten machten wir uns die Überlegung, ob möglicherweise auch bei anderen Tumorar-
ten die DNA-Zytometrie als möglicher Prognosefaktor nicht konsequent genug evaluiert 
worden sein könnte.  

Die Ploidie-Bestimmung hat – zumindest theoretisch – als diagnostische Methode zwei 
große Vorteile. Der erste Vorteil ist, dass die Methode eine ja/nein Antwort ergibt. Eine 
nicht Diploide Tumorzellpopulation ist entweder vorhanden oder nicht. Der zweite Vorteil 
ist, dass die Ploidie-Bestimmung unabhängig ist von einer Beimengung nicht neoplasti-
scher Zellen. Die Flowzytometrie erlaubt die Untersuchung von hunderttausenden Zel-
len. Bei optimaler technischer Qualität können in einer so großen Zellzahl auch kleine 
Subpopulationen identifiziert werden.  
Die hier vorliegende Studie repräsentiert ein Pilotprojekt, welches mit dem Ziel gestartet 
wurde, das Patientenkollektiv bei positivem Ergebnis der Studie in der Folge substanziell 
auszuweiten. Die Untersuchung von 522 Mammakarzinomen führte zu 469 auswertba-
ren Datensätzen. Diese Zahl ist im Vergleich zur bestehenden Literatur bereits jetzt ver-
hältnismäßig groß. Die von uns identifizierten 100 früheren Studien zur flowzytometri-
schen Ploidieanalyse beim Mammakarzinom umfassten im Durchschnitt 285 und im Mit-
tel 191 Patienten, wobei eine Unterschuchung mit über 100.000 Patienten herausge-
rechnet ist [106]. Dabei handelt es sich um eine Studie von Wenger CR et al aus dem 
Jahr 1993, in der 127.220 Gewebeproben aus primären Mammakarzinomen hinsichtlich 
ihres Ploidie-Status, ihrer S-Phasen-Fraktion und ihres Steroidrezeptor-Status unter-
sucht wurden. Zu über 25.000 Fällen lagen aus einer multizentrischen Datenbank klini-
sche Verlaufsdaten vor, mit einem mittleren Beobachtungszeitraum von 26 Monaten. Die 
Untersuchung des Ploidie-Status ergab bei 53% einen diploiden und 47% einen 
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aneuploiden Chromosomensatz. Diese Ergebnisse sind fast identisch mit denen aus un-
serer Untersuchung. Der Einfluss der Ploidie auf das Rezidiv-freie Überleben bzw. auf 
das Gesamtüberleben der Patienten wurde nicht untersucht.  
Ein wesentlicher Parameter für die Häufigkeit nicht diploider Befunde ist der Schwellen-
wert zur Definition von Tetraploidie. Hier wird unterschieden zwischen Zellen, die sich 
zum Zeitpunkt der Analyse in Teilung befanden und daher einen „Pseudo-tetraploiden“ 
Chromosomensatz aufweisen und echten tetraploiden Zellen, bei denen der erhöhte 
Chromosomensatz irreversibel etabliert ist. In der vorliegenden Studie wurde derjenige 
Schwellenwert verwendet, der in der Literatur am häufigsten für das Mammakarzinom 
beschrieben wurde (Tabelle 7.2, siehe Anhang) [19-22, 26, 29, 33, 35, 36, 39, 43, 47, 
50, 52, 70, 74, 83, 84, 98, 104-107, 111-114]. Der von uns ermittelte Anteil nicht-diploider 
Tumoren von 47,3 % lag im mittleren Bereich früherer Studien. Die Häufigkeit von nicht-
diploiden Befunden in früheren Studien ist in Abbildung 4.1 graphisch dargestellt.  

 

Unsere Untersuchung ergab insgesamt allerdings enttäuschende Ergebnisse. Zwar 
konnte die bekannte höhere Rate nicht-diploider Tumoren bei Tumoren vom nicht-spe-
ziellen Typ (NST) im Vergleich zu lobulären Karzinomen bestätigt werden und es fand 
sich auch eine signifikante Assoziation zwischen nicht-Diploidie und fortgeschrittenem 
Tumorstadium und ungünstigem Differenzierungsgrad, sowohl bei allen Tumoren, wie 
auch im Subset von Tumoren vom nicht-speziellen Typ, doch ergaben sich keinerlei An-
haltspunkte auf eine relevante prognostische Bedeutung der Ploidie. Insgesamt passen 
die vorliegenden Daten gut zur Literatur. Tabelle 7.3 (siehe Anhang) zeigt eine Darstel-
lung sämtlicher 60 Studien, bei denen der Ploidie-Status mit dem Überleben von 
Mammakarzinom Patientinnnen korreliert wurde, zusammen mit Angaben, ob eine sig-
nifikante Beziehung beschrieben wurde oder nicht [20, 21, 24, 28, 32, 35-38, 41, 44, 51, 
53-55, 58, 59, 61-63, 66, 68, 69, 73-79, 81-88, 91, 94, 97, 98, 101-105, 107, 111-118, 
140-143]. Die große Zahl von Studien, welche trotz relativ großer Fallzahl von mehr als 
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Abbildung 4.1: Anteil non-diploider Tumoren der bisher publizierten Studien zum Ploi-
die-Status beim Mammakarzinom 
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100 Patienten keine signifikante Prognoserelevanz der Ploidie finden konnten, zeigt in 
Kombination mit unseren Daten, dass die Ploidie-Bestimmung mit Sicherheit nicht als 
klinisch entscheidender Prognoseparameter dienen kann. Die signifikante Beziehung, 
die unserem großen Patientenkollektiv zwischen nicht-Diploidie, einem fortgeschrittenen 
Tumorstadium und einem ungünstigen Differenzierungsgrad gefunden wurde, macht 
aber deutlich, dass eine nicht-Diploidie insgesamt gehäuft bei aggressiveren Tumoren 
vorkommt. Dieser Befund macht es erklärbar, dass in einzelnen Studien auch eine sig-
nifikante Beziehung zum Überleben gefunden werden konnte.  

Da die meisten Studien zur Ploidiebestimmung beim Mammakarzinom vor der Hercep-
tin-Zulassung 1998 erfolgten, gibt es in der Literatur nur verhältnismäßig wenige Daten, 
welche die flowzytometrische DNA-Bestimmung mit dem HER2-Amplifikationsstatus 
vergleichen [60, 65, 85, 144-152]. Der Vergleich dieser Parameter ist insofern biologisch 
interessant, als die Entstehung einer Genamplifikation, wie auch die Entstehung einer 
nicht-diploiden DNA-Zusammensetzung eine genetische Instabilität von Tumorzellen be-
dingen. Allerdings fand sich in unserem Patientenkollektiv keine eindeutige Beziehung 
zwischen dem HER2-Status und der Ploidie. Die HER2-Status-Bestimmung unserer Tu-
moren erfolgte immunhistochemisch an einem Tissue-Microarray. Konzeptionell bein-
haltet diese Art der Untersuchung zwei relevante Nachteile. Nachteil 1 ist die Untersu-
chung von einem lediglich 0,6mm durchmessenden Gewebefragment, was die Möglich-
keit beinhaltet, das kleine, heterogene Befunde übersehen werden können. Untersu-
chungen zur Heterogenität der HER2-Amplifikation beim Mammakarzinom haben aller-
dings ergeben, dass die HER2-Amplifikation in der überwiegenden Mehrzahl der Fälle 
(≥ 95%) homogen ist und im gesamten Tumor nachweisbar ist [153]. Dazu passt, dass 
die HER2-Amplifikation gerade auch in Karzinomvorstufen (DCIS) häufig beschrieben 
wurde. Der 2. Nachteil ist die Verwendung der Immunhistochemie zum Nachweis der 
HER2-Amplifikation. Vergleichende Studien, welche Immunhistochemie und die FISH-
Methode zur Bestimmung des HER2-Status herangezogen haben, hatten jeweils circa 
10% falsch-positive Immunhistochemie-Befunde beschrieben[154]. FISH-Untersuchun-
gen hatten beim Mammakarzinom Häufigkeiten HER2-amplifizierter Fälle um die 15% 
gezeigt [154]. Das auch in unserer Studie die Zahl der HER2-positiven Fälle lediglich 
12,5% beinhaltete, also nicht höher als 15% war, spricht dafür, dass die Zahl der HER2-
positiven Fälle in dieser Studie nicht oder nicht wesentlich überschätzt worden waren. 
Die fehlende Beziehung zwischen HER2-Positivität und „Nicht-Diploidie“ spricht gegen 
einen engen pathogenetischen Zusammenhang zwischen Aneuploidie und der Entste-
hung einer Gen-Amplifikation. 

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Studie, dass ein abnormaler DNA-Gehalt 
beim Mammakarzinom häufig vorkommt und dass die Wahrscheinlichkeit einer DNA-
nicht-Diploidie vom histologischen Tumortyp abhängt. Anhaltspunkte für eine klinische 
Relevanz dieser Befunde ergeben sich aber nicht.  
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5 Zusammenfassung 
Das Mammakarzinom ist der häufigste Tumor bei Frauen. Circa jede zehnte Frau er-
krankt im Laufe ihres Lebens an dieser Neoplasie. Für die Planung der Therapie ist es 
von zentraler Bedeutung, die Aggressivität individueller Tumoren richtig einzuschätzen, 
denn aggressive, mit Nebenwirkungen behaftete, adjuvante Therapien können bei be-
troffenen Patientinnen zu einer Lebensverlängerung führen. Die flowzytometrische Be-
stimmung des DNA-Gehaltes wurde früher als möglicher Prognosefaktor beim 
Mammakarzinom diskutiert. Die meisten Untersuchungen erfolgten an verhältnismäßig 
kleinen Patientenkollektiven und lieferten widersprüchliche Ergebnisse. Angesichts er-
mutigender Daten zur prognostischen Bedeutung der DNA-Ploidie in anderen Tumoren 
wurden in diesem Projekt 522 Mammakarzinom-Primärtumoren flowzytometrisch unter-
sucht. Von 469 auswertbaren Befunden waren 52,7% diploid, 34,8% aneuploid und 
12,6% tetraploid. Für die statistischen Untersuchungen wurden aneuploide und tetra-
ploide als „nicht-diploide“ Fälle zusammengefasst. Die Zahl der nicht-diploiden variierte 
mit dem histologischen Tumortyp. Nicht-Diploidie war signifikant häufiger in 365 Tumo-
ren vom nicht-speziellen Typ (52,3%) als bei 64 lobulären Karzinomen (29,7%, 
p=0,0007). Die nicht-Diploidie war auch signifikant mit dem Tumorstadium und dem Dif-
ferenzierungsgrad assoziiert. In allen Tumoren waren 42,2% von 263 pT1, 54,8% von 
155 pT2, 31,3% von 16 pT3 und 57,1% von 14 pT4 nicht-diploid (p=0,0375) beziehungs-
weise es waren 31,0% von 71 Grad 1, 47,8% von 270 Grad 2 und 55,6% von 126 Grad 
3 Tumoren nicht-diploid (p=0,0035). Die gleichen statischen Beziehungen fanden sich 
im größten histologischen Subset der Tumoren vom nicht-speziellen Typ. Hier waren 
44,8% von 212 pT1, 61,7% von 120 pT2, 57,1% von 7 pT3 und 63,6% von 11 pT4 nicht-
diploid (p=0,0226) beziehungsweise es waren 33,3% von 45 Grad1, 52,3% von 214 
Grad2 und 61,0% von 105 Grad3 Tumoren nicht-diploid (p=0,0076). Keine signifikante 
Beziehung fand sich weder in allen Tumoren noch im Unterkollektiv der Tumoren vom 
nicht-speziellen Typ mit dem Nodalstatus, dem HER2-Status, der Expression von Öst-
rogen- und Progesteronrezeptoren, der „Triple-Negativität“ und mit dem Ki67-Labeling-
Index. Die Untersuchung der prognostischen Relevanz der untersuchten Parameter 
ergab eine hochgradige prognostische Signifikanz des pT-Status, was die Qualität der 
klinischen Daten validiert. Für den Ploidie-Status fand sich aber weder in allen Tumoren, 
noch im Subkollektiv der Tumoren vom nicht-speziellen Typ eine Beziehung zur Prog-
nose. Aus den Daten ist zu schließen, dass der Bestimmung der DNA-Ploidie beim 
Mammakarzinom keine klinische Relevanz zukommt. 
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6 Abstract 
Breast cancer is the most common tumor in women. About one in ten women suffer 
from this neoplasm during their lifetime. For the planning of the therapy, it is of central 
importance to correctly assess the aggressiveness of individual tumors, because 
aggressive, adjuvant therapies, although with side effects, can lead to a prolongation of 
life in affected patients. The flow cytometric determination of DNA content was 
previously discussed as a possible prognostic factor in breast cancer. Most of the 
studies were done on relatively small groups of patients and gave contradictory results. 
In view of encouraging data on the prognostic significance of DNA ploidy in other 
tumors, 522 primary breast cancer tumors were examined flow cytometrically in this 
project. Of 469 evaluable findings, 52.7% were diploid, 34.8% aneuploid, and 12.6% 
tetraploid. For the statistical studies, aneuploid and tetraploid have been summarized 
as "non-diploid" cases. The number of non-diploid varied with the histological tumor 
type. Non-diploidy was significantly more common in 365 non-specific type tumors 
(52.3%) than in 64 lobular carcinomas (29.7%, p = 0.0007). Non-diploidy was also 
significantly associated with the degree of differentiation and tumor stage. In all tumors, 
42.2% of 263 pT1, 54.8% of 155 pT2, 31.3% of 16 pT3 and 57.1% of 14 pT4 were non-
diploid (p = 0.0375), respectively 31.0% of 71 grade 1, 47.8% of 270 grade 2 and 
55.6% of 126 grade 3 tumors non-diploid (p = 0.0035). The same static relationships 
were found in the largest histological subset of non-specific type tumors. Here, 44.8% 
of 212 pT1, 61.7% of 120 pT2, 57.1% of 7 pT3 and 63.6% of 11 pT4 were non-diploid 
(p = 0.0226) and 33.3% of 45 grade 1 , 52.3% of 214 grade 2 and 61.0% of 105 grade 
3 were non-diploid tumors (p = 0.0076). No significant relationship was found in either 
the tumors or the subset of non-specific tumors with nodal status, HER2 status, 
estrogen and progesterone receptor expression, triple negativity, and Ki67 labeling-
index. Examination of the prognostic relevance of the investigated parameters revealed 
a high degree of prog-nostic significance of the pT-status, which validated the quality of 
the clinical data. For the ploidy status, however, there was no relation to the prognosis 
either in all tumors or in the subgroup of non-specific type tumors. From the data, it can 
be concluded that the determination of DNA ploidy in breast cancer is of no clinical 
relevance. 
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7 Anhang 
Tabelle 7.1: Bisher publizierte Studien zum Ploidie-Status beim Mammakarzinom 

Erstautor Jahr Anzahl (n) non-diploid (%) diploid (%) Literatur 
André S et al. 2007 100 63 37 [18] 
Arnerlöv C et al. 2001 48 89,6 10,4 [19] 
Arnerlöv C et al. 1992 150 63 37 [20] 
Baildam AD et al. 1987 136 62 38 [21] 
Baldetorp B et al. 1992 222 64 36 [22] 
Beerman H et al 1991 44 61 11 [23] 
Beerman H et al 1991 62 61 39 [25] 
Beerman H et al 1990 690 73 27 [24] 
Bergers E et al. 1996 1295 59,2 40,8 [26] 
Bichel P et al. 1982 46 54,3 45,7 [27] 
Blanco G et al. 1990 226 60,6 39,4 [28] 
Bosari S et al. 1992 147 52 48 [29] 
Brotherick I et al. 1995 58 60,3 39,7 [31] 
Brotherick I et al. 1995 100 51 49 [30] 
Camplejohn RS et al. 1995 802 65 35 [32] 
Chassevent A et al. 2001 633 68,9 31,1 [33] 
Christov K et al. 1989 210 65 35 [34] 
Clark GM et al. 1992 274 49 51 [35] 
Clark GM et al. 1993 851 56 44 [36] 
Cornelisse CJ et al. 1987 565 71 29 [37] 
Coulson PB et al. 1984 74 79 21 [38] 
Cufer T et al. 1997 169 49 51 [39] 
de la Torre M et al. 1995 41 68 32 [40] 
Dowle CS et al. 1987 354 60,2 39,8 [41] 
Dressler LG et al. 1992 565 64 36 [42] 
Dressler LG et al. 1988 1184 57 43 [43] 
Eskelinen MJ et al. 1989 117 61,5 38,5 [44] 
Ewers SB et al. 1984 638 66 34 [47] 
Ewers SB et al. 1992 506 60 40 [46] 
Ewers SB et al. 1992 580 60 40 [46] 
Fallenius AG et al. 1988 227 57,7 42,3 [48] 
Feichter GE et al. 1988 300 62,4 37,6 [49] 
Fernö M et al. 1992 1821 59,6 40,4 [50] 
Fisher B et al. 1991 398 57 43 [51] 
Frierson HF Jr et al. 1993 118 67 33 [52] 
Gnant MF et al. 1992 191 62,8 37,2 [53] 
Haffty BG et al. 1992 38 33 67 [54] 
Hedley DW et al. 1987 473 65,1 34,9 [55] 
Horsfall DJ et al. 1986 145 57,2 42,8 [56] 
Jakobsen A et al. 1984 143 72 28 [57] 
Joensuu H et al. 1990 222 74 26 [59] 
Joensuu H et al. 1992 327 67 33 [58] 
Jonsdottir AB et al. 2012 236 53,8 46,2 [60] 
Kallioniemi OP et al. 1987 92 60 40 [62] 
Kallioniemi OP et al. 1987 297 63,6 36,4 [61] 
Keyhani-Rofagha S et al. 1990 165 57 43 [63] 
Khan E et al. 2001 218 24 76 [64] 
Kim DW et al. 2013 72 31,8 68,2 [65] 
Kute TE et al. 1990 197 52 48 [66] 
Kute TE et al. 1985 216 54 46 [67] 
Kute TE et al. 2004 555 70 30 [68] 
Lewis WE et al. 1990 155 41 59 [69] 
Luzi P et al. 1995 61 59 41 [70] 
Lykkesfeldt AE et al. 1988 167 83,2 16,8 [71] 
Masters JR et al. 1987 76 79 21 [72] 
Merkel DE et al. 1993 280 58 42 [73] 
Moureau-Zabotto L et al. 2005 271 52,4 47,6 [74] 
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Muss HB et al. 1989 101 54,5 45,5 [75] 
Noguchi M et al. 1991 121 59 41 [76] 
O'Reilly SM et al. 1990 169 63 37 [78] 
O'Reilly SM et al. 1990 140 68,6 31,4 [77] 
Owainati AA et al. 1987 280 60 40 [79] 
Peiró G et al. 1997 118 53 47 [80] 
Pinto AE et al. 2006 135 43,7 56,3 [82] 
Pinto AE et al. 1999 308 56,5 43,5 [83] 
Pinto AE et al. 2015 684 56,9 43,1 [85] 
Pinto AE et al. 2013 393 58,8 41,2 [84] 
Pinto AE et al. 2003 392 70,9 29,1 [81] 
Prasad AR et al. 2001 332 64,6 35,4 [86] 
Romero H et al. 1996 174 49 51 [87] 
Roos G et al. 1988 72 57 43 [88] 
Schmidt H et al. 1999 106 56 44 [89] 
Sharma S et al. 1991 98 76,5 23,5 [90] 
Shiao YH et al. 1997 98 52 48 [91] 
Sigurdsson H et al. 1990 603 64 36 [92] 
Stål O et al. 1986 332 54 46 [96] 
Stål O et al. 1992 807 60 40 [93] 
Stål O et al. 1993 219 79 21 [95] 
Stål O et al. 1994 184 66 34 [94] 
Stål O et al. 1989 472 63 37 [97] 
Stanton PD et al. 1992 281 64 36 [98] 
Stuart-Harris R et al. 1985 42 74 26 [99] 
Thorud E et al. 1986 59 54,2 45,8 [100] 
Toikkanen S et al. 1990 95 55 45 [102] 
Toikkanen S et al. 1989 158 68 32 [101] 
Tsutsui S et al. 2001 653 50,4 49,6 [103] 
Uyterlinde AM et al. 1990 225 63,6 36,4 [104] 
van der Linden JC et al. 1989 155 52,3 47,7 [105] 
Wenger CR et al. 1993 127220 47 53 [106] 
Winchester DJ et al. 1990 198 64 36 [107] 
Wingren S et al. 1994 152 57,2 42,8 [108] 
Wingren S et al. 1994 209 44 56 [109] 
Winter K et al. 1994 100 36 64 [110] 
Witzig TE et al. 1994 265 51 49 [112] 
Witzig TE et al. 1991 167 65,3 34,7 [111] 
Witzig TE et al. 1993 432 60 40 [113] 
Wong SW et al. 1999 46 57 43 [114] 
Wyss-Desserich MT et al. 1997 57 60 40 [115] 
Yuan J et al. 1992 101 54,5 45,5 [117] 
Yuan J et al. 1991 170 64 36 [116] 
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Tabelle 7.2: Tetraploidie-Schwellenwert in der Literatur 

 

Erstautor Jahr Anzahl (n) Tetraploidie-Schwellenwert* Literatur 
Baildam AD et al. 1987 136 10 [21] 
Bergers E et al. 1996 1295 10 [26] 
Chassevent A et al. 2001 633 10 [33] 
Clark GM et al. 1992 274 10 [35] 
Moureau-Zabotto L et al. 2005 246 10 [74] 
Uyterlinde AM et al. 1990 225 10 [104] 
Witzig TE et al. 1994 265 13,4 [112] 
Witzig TE et al. 1991 167 13,4 [111] 
Witzig TE et al. 1993 432 13,4 [113] 
Arnerlöv C et al. 1992 150 15 [20] 
Arnerlöv C et al. 2001 48 15 [19] 
Cufer T et al. 1997 169 15 [39] 
Luzi P et al. 1995 61 15 [70] 
Stanton PD et al. 1992 281 15 [98] 
van der Linden JC et al. 1989 155 15 [105] 
Wong SW et al. 1999 46 15 [114] 
Baldetorp B et al. 1992 222 20 [22] 
Clark GM et al. 1993 851 20 [36] 
Dressler LG et al. 1988 1184 20 [43] 
Ewers SB et al. 1984 638 20 [47] 
Fernö M et al. 1992 1821 20 [50] 
Frierson HF Jr et al. 1993 118 20 [52] 
Pinto AE et al. 1999 308 20 [83] 
Pinto AE et al. 2013 393 20 [84] 
Wenger CR et al. 1993 127220 20 [106] 
Winchester DJ et al. 1990 198 20 [107] 
Bosari S et al. 1992 147 25 [29] 
* Angeben in % der insgesamt gemessenen Tumorzellen 
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Tabelle 7.3: Korrelation zwischen Ploidie-Status und Überleben von Mammakarzinom-
Patientinnen 

Erstautor Jahr Anzahl (n) p-Wert Literatur 
Clark GM et al. 1993 851 0,99 [36] 
Camplejohn RS et al. 1995 802 0,0011 [32] 
Beerman H et al. 1990 690 0,02 [24] 
Pinto AE et al. 2015 684 0,018 [85] 
Tsutsui S et al. 2001 653 0,0492 [103] 
Meyer JS et al. 1994 604 0,079 [143] 
Cornelisse CJ et al. 1987 565 0,04 [37] 
Kute TE et al. 2004 555 0,02 [68] 
Stål O et al. 1989 472 0,0044 [97] 
Witzig TE et al. 1993 432 0,31 [113] 
Fisher B et al. 1991 398 0,1 [51] 
Kute TE et al. 1995 397 0,791 [142] 
Pinto AE et al. 2013 393 0,001 [84] 
Pinto AE et al. 2003 392 <0,001 [81] 
Dowle CS et al. 1987 354 NS [41] 
Clark GM et al. 1989 345 0,11 [140] 
Prasad AR et al. 2001 332 0,964 [86] 
Pinto AE et al. 1999 308 0,006 [83] 
Kallioniemi OP et al. 1987 297 <0,0001 [62] 
Joensuu H et al. 1992 284 0,005 [58] 
Stanton PD et al. 1992 281 0,28 [98] 
Merkel DE et al. 1993 280 0,18 [73] 
Owainati AA et al. 1987 280 NS [79] 
Clark GM et al. 1992 274 0,83 [35] 
Witzig TE et al. 1994 265 0,13 [112] 
Moureau-Zabotto L et al. 2005 246 0,025 [74] 
Blanco G et al. 1990 226 NS [28] 
Uyterlinde AM et al. 1990 225 0,023 [104] 
Joensuu H et al. 1990 222 0,002 [59] 
Eskelinen M et al. 1992 216 NS [141] 
Winchester DJ et al. 1990 198 NS [107] 
Kute TE et al. 1990 197 0,5997 [66] 
Gnant MF et al. 1992 191 0,022 [53] 
Stål O et al. 1994 184 0,026 [94] 
Romero H et al. 1996 174 0,22 [87] 
Yuan J et al. 1991 170 <0,01 [116] 
O'Reilly SM et al. 1990 169 0,63 [78] 
Witzig TE et al. 1991 167 0,01 [111] 
Keyhani-Rofagha S et al. 1990 165 0,3 [63] 
Toikkanen S et al. 1989 158 0,01 [101] 
Lewis WE et al. 1990 155 0,02 [69] 
van der Linden JC et al. 1989 155 NS [105] 
Arnerlöv C et al. 1992 150 NS [20] 
O'Reilly SM et al. 1990 140 0,1 [77] 
Baildam AD et al. 1987 136 >0,06 [21] 
Pinto AE et al. 2006 135 0,007 [82] 
Noguchi M et al. 1991 121 0,071 [76] 
Eskelinen MJ et al. 1989 117 <0,001 [44] 
Muss HB et al. 1989 101 0,925 [75] 
Yuan J et al. 1992 101 0,0002 [117] 
Toikkanen S et al. 1990 95 0,11 [102] 
Kallioniemi OP et al. 1987 92 0,15 [62] 
Coulson PB et al. 1984 74 <0,01 [38] 
Roos G et al. 1988 72 0,019 [88] 
Wyss-Desserich MT et al. 1997 57 NS [115] 
Shiao YH et al. 1997 50 0,687 [91] 
Shiao YH et al. 1997 48 0,001 [91] 
Wong SW et al. 1999 46 NS [114] 
Haffty BG et al. 1992 38 <0,02 [54] 
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