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1 EINLEITUNG  

1.1 Epidemiologie und Ätiologie des Mammakarzinoms 

Das Mammakarzinom stellt in den westlichen Industrienationen die häufigste 

maligne Tumorerkrankung der Frau dar. In Deutschland starben im Jahre 2002 

17.780 Frauen an den Folgen von bösartigen Erkrankungen der Brustdrüse. Damit 

verursachte Brustkrebs rund 18 Prozent aller Krebstodesfälle bei Frauen 

[Statistisches Bundesamt 2004]. Schätzungen zufolge verstarben im gleichen 

Zeitraum weltweit 410.712 Frauen an einem Mammakarzinom [GLOBOCAN 

2002]. Die geschätzte Zahl der in Deutschland jährlich neu an Brustkrebs 

erkrankten Frauen lag für 2002 bei 55.689 [GLOBOCAN 2002] und die Anzahl 

der weltweit geschätzten Neuerkrankungen bei 1.151.298 [GLOBOCAN 2002].  

Durch Einteilung der Patientinnen in so genannte Risikogruppen wird versucht, 

mögliche Ursachen der Brustkrebserkrankung nachzuvollziehen. Als 

Risikofaktoren für die Entstehung eines Mammakarzinoms kommen folgende 

Parameter in Betracht: 

• BRCA1 und BRCA2 Mutationsträgerinnen [Schrag et al 1997; Wooster et 

al 1995; Miki et al 1994], 

• familiäre Belastung (Mutter/Schwester) [Madigan et al 1995; Slattery und 

Kerber 1993], 

• Adipositas in der Postmenopause [Kaufmann et al 2004], 

• proliferierende Mastopathie (Atypische Hyperplasie) [Dupont und Page 

1985; Harris 1992], 

• kontralaterales Mammakarzinom [Vaitinnen und Hemminki 2000], 

• Hormonsubstitution [Colditz et al 1995; Folsom et al 1995], 

• Nullipara, späte Erstgebärende (>30 Jahre) [Rockhill et al 1998; Madigan 

et al 1995], 

• frühe Menarche (<12 Jahre) [Rockhill et al 1998; Harris 1992], 

• späte Menopause (>52 Jahre) [Madigan et al 1995; Colditz 1993], 

• Alter über 50 Jahre [Colditz 1993]. 
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Neben diesen inzwischen als etabliert geltenden Risikofaktoren unterstützen 

Daten die Hypothese, dass die Entwicklung von Mammakarzinomen auch durch 

Umwelt, Ernährungsfaktoren und Lebensgewohnheiten beeinflusst werden kann. 

Die Karzinogenese stellt somit ein multifaktorielles Geschehen dar [Gerber 2003]. 

1.2 Bedeutung der Prognosefaktoren für Früherkennung, 
Therapie und Prävention des Mammakarzinoms 

Die prä- und postoperative Einschätzung von individuellen Prognosefaktoren bei 

Patientinnen mit einem Mammakarzinom gewinnt zunehmend an Bedeutung und 

therapeutischer Relevanz. Durch vielfältige Therapieprinzipien, wie zum Beispiel 

die prä- oder postoperative Chemo-, Hormon- oder Radiotherapie, wird versucht, 

eine Prognoseverbesserung für Patientinnen mit schlechter Prognose zu erreichen 

[von Minckwitz et al 1999]. Für die Indikationsstellung zu bestimmten 

Therapieformen, ist die Kenntnis der individuellen Prognose entscheidend. 

Prognosefaktoren lassen erkennen, mit welchem Risiko ein Wiederauftreten der 

Erkrankung (Rezidiv) oder eine verminderte Überlebensrate verbunden sind. 

Durch moderne Prognosefaktoren sollte es zusätzlich möglich werden, Aussagen 

über das zu erwartende Ansprechen auf die jeweilige Therapieform machen zu 

können. Der Befund zum Zeitpunkt der Primärbehandlung kann sowohl über die 

Aggressivität des Tumors (und damit über die zukünftigen Risiken der Patientin) 

informieren, als auch die Wirksamkeit bestimmter Therapieformen besser 

abschätzen lassen [Clark 1995]. 

Moderne Prognosefaktoren sollten eine tumorbiologische Hypothese zur 

Grundlage haben, denn nicht allein das Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt 

der Diagnose, sondern auch die Biologie des Tumors bestimmen die Chancen und 

Risiken einer Krebserkrankung [von Minckwitz et al 1994a]. Die Prognose 

scheint auf einem dynamischen Entwicklungsprozess zu beruhen, welcher von der 

Anatomie des Karzinoms zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, sowie dessen 

Wachstums- und Metastasierungspotential abhängt. Zudem sind der Grad der 

Immunkompetenz des Wirts („Host-defense-Mechanismus“) sowie der Zeitpunkt 

des Therapiebeginns prozessbeeinflussende Faktoren [Kaufmann et al 1983]. 
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Für eine zuverlässige  Risikoabschätzung sind bestmögliche Prognosefaktoren 

erforderlich. Nur eine gute Diskriminierung dieser Parameter macht eine gezielte, 

individualisierte, risikoadaptierte Therapie möglich.  

In der heutigen Zeit sind Prognosefaktoren in mindestens zwei klinischen 

Situationen wichtig:  

• Identifizierung der Patientinnen, deren Prognose nach der Operation so gut 

ist, dass eine zusätzliche adjuvante systemische Therapie keine weiteren 

Vorteile bringen würde.  

• Identifizierung der Patientinnen, deren Prognose mit der gewöhnlichen 

Behandlung so schlecht ist, so dass andere, aggressivere Therapieformen 

notwendig wären.  

Studienergebnisse, welche potentielle prognostische und prädiktive Faktoren 

beurteilen, sollten mit Vorsicht interpretiert werden. Clark rät, sich an die 

nachfolgenden Kriterien für die Evaluierung prognostischer Faktoren zu halten 

[Clark 1994]. (Nachfolgende Aufzählung ist modifiziert nach Mc Guire  1991 und 

Graeff 1997): 

• Biologische Hypothese. 

• Einfacher Nachweis für den Faktor.  

• Biostatische Planung der Durchführung. 

• Korrelation mit etablierten Faktoren.  

• Optimierte Schwellenwerte zur Untersuchung in Niedrig- und 

Hochrisikogruppen.  

• Univariate und multivariate Analyse (Unabhängigkeit und Gewichtung 

von Faktoren).  

• Validierung der Ergebnisse in einem anderen Patientenkollektiv durch 

andere Untersucher.  

• Klinische Studie, Auswirkung auf die Therapie.  

• Überführung in die klinische Praxis. 
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Zu den derzeit etablierten Prognosefaktoren des Mammakarzinoms zählen die 

Größe des Primärtumors, die axilläre Metastasierung (Nodalstatus), die 

histologische Differenzierung (Grading), das Vorhandensein von 

Steroidrezeptoren (Hormonrezeptorstatus) und das Alter der Patientin [Goldhirsch 

et al 2003]. 

In diesem Zusammenhang haben Stickstoffmonoxid (NO) und die NO-bildenden 

Enzyme (NO-Synthasen) in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung 

gewonnen. Der Grund hierfür liegt darin, dass NO sowohl an der Progression von 

Tumoren beteiligt ist, als auch an deren Wachstumshemmung. Diese 

Beobachtungen ließen NO als möglichen Prognosefaktor oder als Ansatz 

neuartiger Krebstherapien in Frage kommen  

Bisher sind die meisten Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet mit der 

induzierbaren NO-Synthase (iNOS) unternommen worden, die endotheliale und 

neuronale NO-Synthase haben diesbezüglich deutlich weniger Beachtung erhalten 

(siehe hierzu Tabelle 15). Diese Tatsache war ein Grund dafür, sich in der 

vorliegenden Arbeit mit der Bedeutung der konstitutiv exprimierten, endothelialen 

NO-Synthase (eNOS) zu beschäftigen.  

1.3 Stickstoffmonoxid (NO) und NO- bildende Enzyme (NO-
Synthasen) 

Furchgott beschrieb 1980 als erster einen “Endothelium Derived Relaxing Factor” 

(EDRF), welcher die Fähigkeit zur Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur besaß 

[Furchgott und Zawadzki 1980]. Palmer et al machten 1987 die 

Stickstoffmonoxid (NO)-Freisetzung für die biologische Aktivität des EDRF 

verantwortlich. Sie stellten fest, dass es sich bei EDRF und NO um dasselbe 

Molekül handelt [Palmer et al 1987].  

Die Entdeckung des EDRF und seine Identifikation als NO war eine der 

aufregendsten Entdeckungen der 80er Jahre. 1992 betitelte die renommierte 

Zeitschrift „Science“ NO als das „Molekül des Jahres“. In den darauf folgenden 

Jahren wurde immer deutlicher, dass NO wichtige Signalwege beeinflusst und die 

Genexpression von Zielzellen moduliert [Beck et al 1999]. Dieser transzelluläre 

Botenstoff ist an zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen 

beteiligt [Moncada et al 1991].  
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Zu den Funktionen von NO gehört neben der Relaxation von Gefäßmuskulatur, 

die Hemmung der Plättchenaggregation [Radomski et al 1990], die 

Leukozytenadhäsion [Kubes et al 1991], die Proliferation von Gefäßmuskelzellen 

und deren Mitogenese [Garg und Hassid 1989]. Innerhalb des zentralen 

Nervensystems ist NO ein entscheidender Bestandteil von Signaltransduktions-

wegen des Gedächtnisses, der sensorischen Verarbeitung und der Regulation des 

zerebralen Blutflusses [Xu und Liu 1998]. Des Weiteren ist NO für das 

Vernichten von Mikroorganismen und Tumorzellen mittels aktivierter 

Makrophagen zuständig [Beck et al. 1999].  

Das Wachstum solider Tumore wird von Interaktionen zwischen Endothelzellen 

der Tumorgefäße, tumorinfiltrierenden Immunzellen (wie z.B. T-Lymphozyten 

oder Makrophagen) und den Tumorzellen selbst reguliert [Sutherland et al 1988]. 

Für die meisten dieser zellulären Komponenten konnte eine NO-Expression in 

vitro nachgewiesen werden [Stuehr und Marletta 1987; Radomski et al 1991; 

Jenkins et al 1994].  

Die genaue Funktion des NO in der Tumorbiologie ist nach wie vor umstritten. 

Mittlerweile gibt es mehrfache Hinweise dafür, dass NO möglicherweise eine 

duale Rolle im Zusammenhang mit dem Krebsleiden einnehmen könnte, 

sozusagen Pro- und Anti-Tumor-Effekte bewirkt [Xu et al 2002].  

Einerseits kann NO die Neubildung von Gefäßen (Angiogenese) induzieren 

[Weidner et al 1992; Ziche et al 1997]. Charakteristika der Angiogenese sind eine 

starke, anhaltende Vasodilatation und eine gesteigerte Gefäßpermeabilität. Im 

weiteren Verlauf der Bildung neuer Blutgefäße kommt es zu 

Endothelproliferation, Auswanderung von Endothelzellen und Freisetzung von 

Proteasen [Rakusan 1995].  
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Eine Induktion dieser Gefäßneubildung mittels NO kann über unterschiedliche 

Mechanismen erfolgen, beispielsweise über  

• eine Verstärkung der endothelialen Migration [Ziche et al 1994; Murohara 

et al 1999], 

• eine Beteiligung an der VEGF-induzierten Angiogenese [Morbidelli et al 

1996; Ziche et al 1997; Murohara et al 1998; Frank et al 1999], 

• eine Steigerung der Integrin αvβ3-Expression [Murohara et al 1999], oder 

• über eine Erhöhung der basic fibroblast growth factor (bFGF)-induzierten 

Endothelzellproliferation  [Ziche et al 1997a]. 

Andererseits wirkt NO gegenüber Tumorzellen zytostatisch/zytotoxisch und kann 

zu dessen Lyse führen [Keller et al 1990]. Dieser NO-induzierte, programmierte 

Zelltod (Apoptose) durch DNA-Schäden ist auf unterschiedlichen Wegen 

möglich, beispielsweise über  

• eine Stimulation des Tumorsuppressorgens p53 [Messmer et al 1994; 

Messmer und Brune 1996],  

• die Aktivierung der Poly (ADP-Ribose) Synthetase (PARS) [Zhang et al 

1994; Filep et al 1997],  

• eine Deamination von Desoxynukleotiden und Basen innerhalb intakter 

DNA [Nguyen et al 1992; Wink et al 1991] oder 

• über einen Anstieg von cGMP erfolgt die Aktivierung von Proteinkinasen 

(PKG) [Loweth et al 1997].  

Erste Daten deuten daraufhin, dass die lokale Konzentration des NO-Moleküls 

dafür verantwortlich sein könnte, ob NO einen Pro- oder Anti-Tumor-Effekt 

ausübt [Jenkins et al 1995]. 

Für die Biosynthese des NO existieren drei verschiedene Isoformen aus der 

Familie der NO-Synthasen: eNOS, iNOS und nNOS. Alle drei wandeln L-Arginin 

in L-Citrullin und NO um [Ignarro 1990]. Diese NO-Synthasen lassen sich in 

zwei Gruppen einteilen:  
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• Kalziumabhängige, konstitutiv exprimierende NO-Synthasen (cNOS), 

welche Neurotransmission (neuronale NOS [nNOS]) und Vasodilatation 

(endotheliale NOS [eNOS]) vermitteln [Knowles und Moncada 1994; 

Nathan 1992]. Für ihre Aktivierung benötigen sie ein kalziumbindendes 

Molekül, wie zum Beispiel Calmodulin, die NO-Produktion erfolgt als 

Antwort auf steigende intrazelluläre Kalziumspiegel [Bredt und Snyder 

1990]. Dieses konstitutive, kalzium-/calmodulinabhängige Enzym findet 

sich im Gefäßendothel [Palmer et al 1988; Mulsch et al 1989], im Gehirn 

[Knowles et al 1989; Bredt und Snyder 1990], in Thrombozyten 

[Radomski et al 1990] und in den Nebennieren [Palacios et al 1989]. Das 

auf diese Weise generierte NO agiert als Transduktionsmechanismus für 

die Stimulation der löslichen Guanylylzyklase (sGC), über welche u. a. die 

Regulation des Gefäßtonus, die Thrombozytenaktivierung und die 

Neurotransmission erfolgen [Knowles et al 1989; Bredt und Snyder 1990]. 

• Kalziumunabhängige, induzierbare NOS (iNOS), dessen Expression nur 

durch eine längere Induktion mit Zytokinen, wie etwa das Interferon 

gamma (IFN-γ) und/oder mit bakteriellen Lipopolysachariden (LPS) 

ausgelöst wird [Stuehr und Marletta 1987]. Diese Form der NOS vermag 

1000fach größere Mengen an NO zu generieren als die konstitutiven 

Isoformen (eNOS und nNOS) und ist überwiegend in der tumorinduzierten 

Immunsuppression und der makrophagenvermittelten Zytotoxizität 

involviert [Ignarro 1990; Stuehr et al 1991]. Dieses kalziumunabhängige 

Enzym kommt in aktivierten Makrophagen [Hibbs et al 1987; Marletta et 

al 1988], Kupfferzellen [Billiar et al 1989], Hepatozyten [Curran et al 

1989] und neutrophilen Granulozyten [McCall et al 1991] vor. 

Beide Gruppen der NO-Synthasen sind löslich, benötigen Nicotinamid-Adenin-

Dinucleotid-Phosphat (NADPH) als Kofaktor, bilden Citrullin als Koprodukt und 

können kompetitiv durch N-monomethyl-L-arginine (L-NMMA) oder ähnliche L-

Arginin Analoga gehemmt werden [Leone et al 1991]. 

Während cNOS in geringem Umfang und über einen Zeitraum von einigen 

Minuten NO generieren kann, vermag iNOS über eine lange Zeitspanne (Tage) 

große Mengen an NO zu produzieren. Demzufolge hängt die Dauer und Menge 

der NO-Produktion von der beteiligten NOS-Isoform ab [Reveneau et al 1999].  
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Eine spezifische Expression von NO-Synthasen konnte in verschiedenen 

humanen, malignen Geweben nachgewiesen werden, so zum Beispiel im 

Kolonkarzinom [Ambs et al 1998], Prostatakarzinom [Klotz et al 1998], 

Lungenkarzinom [Liu et al 1998], Kopf-Hals-Karzinom [Gallo et al 1998], 

Melanom [Tschugguel et al 1999a], gynäkologischen Karzinomen [Thomsen et al 

1994], Ovarialkarzinom [Raspollini et al 2004] und Brustkrebszellinien 

[Zeillinger et al 1996].  

Thomsen et al untersuchten 1995 als erste die Bedeutung von eNOS bei 

Brustkrebs. Sie fanden einen positiven Zusammenhang zwischen der Expression 

von eNOS und der Tumordifferenzierung, konnten aber das Enzym nur in 

tumorinfiltrierenden Makrophagen, Endothel- und Myoepithelzellen und nicht in 

Tumorzellen nachweisen [Thomsen et al 1995]. 

Im Gegensatz dazu lokalisierten Duenas-Gonzalez 1997 NOS-Aktivität in den 

Tumorzellen von Mammakarzinomen [Duenas-Gonzalez et al 1997] und einige 

andere Arbeitsgruppen kamen zum gleichen Ergebnis [Reveneau et al 1999; 

Mortensen et al 1999; Loibl et al 2002]. 

Ähnlich wie bei den Aufgaben von NO in der Karzinogenese, existieren auch in 

der Lokalisation der NO-Synthasen gegensätzliche Resultate. Diese bedürfen 

einer Evaluierung, wozu die vorliegende Arbeit beitragen sollte. 

eNOS – ein östrogenregulierter Faktor ? 
Studien konnten zeigen, dass der NO-Spiegel seinen höchsten Wert in der 

Zyklusmitte des Menstruationszyklus erreicht, zeitgleich mit dem des Östrogen 

[Rosselli et al 1994; Cicinelli et al 1996]. Zudem führte die Gabe von Östradiol zu 

einer Steigerung der Endothel-abhängigen Relaxationen [Miller und Vanhoutte 

1991], der kalzium-abhängigen NO-Produktion und der eNOS-Protein-Spiegel 

[Hishikawa et al 1995]. Darüberhinaus fanden andere Arbeitsgruppen, dass 

sowohl am Endothel wirkende Scherkräfte [Nishida et al 1992], als auch eine 

Schwangerschaft die eNOS-Aktivität steigerten [Weiner et al 1994]. Auch in 

Endothelzellen der Pulmonalarterien vermochten physiologische Östrogen-

konzentrationen die Expression von eNOS zu erhöhen, woraufhin die Autoren 

schlußfolgerten, die eNOS-Expression werde durch Östrogen reguliert [Mac 

Ritchie et al 1997]. Diese Hypothese unterstützten die Ergebnisse von Arbeiten 

mit dem Östrogenrezeptor-Antagonisten Tamoxifen, welche zeigten, dass diese 



1 EINLEITUNG  9 

imstande sind, die Aktivierung von eNOS rückgängig zu machen [Chen et al 

1999]. 

Da die eNOS-Aktivität demzufolge durch Östrogen beeinflusst wird und 

Brustkrebs eine hormonabhängige Erkrankung darstellt, könnte die Expression 

von eNOS von der endokrinen Umgebung des Tumors abhängen. 

Besonders in den letzten Jahren hat die Auffassung, NO und die NO-Synthasen 

könnten einen entscheidenden Beitrag auf dem Gebiet der Karzinogenese leisten, 

zunehmend an Bedeutung gewonnen. Infolgedessen haben viele verschiedene 

Gruppen ihre Arbeit auf die NO-Forschung im Allgemeinen und im 

Zusammenhang mit Krebserkrankungen im Speziellen fokussiert. Obwohl 

reichliche viel versprechende Ergebnisse berichtet worden sind, bildet dieses 

Forschungsgebiet nach wie vor eine hochinteressante und spannende 

Herausforderung. Es gilt, das delikate Netzwerk zahlreicher Interaktionen zu 

entwirren, um die erwünschten Einsichten zu erhalten, die für die Entwicklung 

neuer, wirksamer Therapien erforderlich sind. 

1.4 Zielsetzung und Fragestellungen  

Vorhergehende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe hatten NOS-Expression in 

Tumorzellen von in situ und invasiven Mammakarzinomgeweben demonstriert, 

während benigne Gewebeproben weder iNOS noch cNOS exprimierten [Loibl et 

al 2002]. Da ein Unterschied in der NOS-Expression zwischen benignen und 

malignen Tumoren der Brust zu bestehen schien, ergab sich die Zielsetzung, den 

Einfluss von eNOS auf die Prognose von Mammakarzinomen zu untersuchen. Um 

dieses Ziel zu erreichen, müssen die folgenden drei Fragen beantwortet werden:  

1. Wo ist eNOS innerhalb des Mammakarzinomgewebes lokalisiert?  

2. Bestehen Korrelationen von eNOS mit den etablierten Prognosefaktoren 

(Tumorgröße, Lymphknotenstatus, Alter, Grading, Hormonrezeptor- und 

Menopausenstatus)? Besonderes Interesse gilt der Korrelation mit den 

endokrinen Faktoren. 

3. Hat eNOS einen Einfluss auf das Überleben der Patientinnen? 
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2 PATIENTEN UND METHODEN 

2.1 Patientenkollektiv  

In der vorliegenden Arbeit wurden Gewebeproben von 163 Patientinnen 

untersucht, welche nach Diagnose eines primären Mammakarzinoms zwischen 

1995 und 1998 in der Frauenklinik der Johann Wolfgang Goethe-Universität 

Frankfurt operiert worden waren.  

Ausgangspunkt für das Kollektiv stellten sämtliche pathologischen Berichte aus 

dem o. g. Zeitraum mit der Diagnose eines Mammakarzinoms dar. Patientinnen 

mit einem Tumorrezidiv oder in-situ Karzinom waren nicht Gegenstand der 

Untersuchung. Weitere Ausschlusskriterien waren die Anwendung einer 

neoadjuvanten Chemotherapie, antihormonellen- oder Immuntherapie vor dem 

operativen Eingriff.  

Ferner führten präoperativ vorliegende Fernmetastasen, eine zu lückenhafte 

Krankengeschichte1 und mangelhaftes Tumorgewebe zum Ausschluss. Unter 

Berücksichtigung aller genannten Ausschlusskriterien verblieben 163 Datensätze, 

welche die Grundlage für die vorliegende Untersuchung bildeten.  

Die Art des chirurgischen Vorgehens resultierte aus den Empfehlungen der 

Consensus Conference des National Institute of Health (NIH) in Washington 1990 

zur operativen Behandlung eines Mammakarzinoms. Diese befürworten entweder 

ein brusterhaltendes oder ein ablatives Operationsverfahren [Kaufmann et al 

1990]. In Anlehnung daran erhielten alle betrachteten Frauen entweder eine 

modifizierte radikale Mastektomie mit axillärer Lymphnodektomie oder eine 

brusterhaltende Segmentresektion unter Einschluss des Tumors mit 

Lymphnodektomie und anschließender Bestrahlung. Entsprechend des jeweiligen 

Menopausen-, Lymphknoten- und Steroidrezeptorstatus schloss sich eine 

risikoadaptierte systemische Therapie an. 

Im Rahmen der klinischen Routinediagnostik wurde postoperativ bei allen 

Gewebeproben die durchschnittliche Tumorgröße, das TNM-Stadium, die 

Tumordifferenzierung (Grading) und der Hormonrezeptorstatus bestimmt. Das 

TNM-Stadium lag gemäß der TNM-Klassifikation 2002 [Singletary et al 2002] 

                                                 
1 Ausschlusskriterium war das Vorhandensein von weniger als 5 bekannten Merkmalen. 
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vor, die Tumordifferenzierung erfolgte entsprechend der Elston und Ellis 

Modifikation [Elston und Ellis 1991] des Bloom und Richardson Grading Systems 

[Bloom und Richardson 1957]. Die gesamten Angaben hierzu wurden aus den 

histopathologischen Berichten des Senckenbergischen Instituts für Pathologie der 

Johann Wolfgang Goethe-Universität Frankfurt übernommen.  

Bei Angabe eines Wertebereichs für den Differenzierungsgrad der Tumore wurde 

der höhere Wert in die Datensätze übernommen. Der ebenfalls im Zuge der 

klinischen Routinediagnostik bestimmte Hormonrezeptorstatus galt bei einem 

Östrogen- und/oder Progesteronrezeptorgehalt von ≥ 10 fmol/mg bzw. eines 

immunhistochemischen Wertes von > 3 als positiv. Dies erfolgte in Anlehnung an 

den „Remmele-Score“, welcher besagt, dass ein Wert ≤ 3 von 12 möglichen 

Punkten als hormonrezeptornegativ gilt [Remmele und Stegner 1987]. 

Mammakarzinome stellen histologisch eine heterogene Gruppe dar, die sich aus 

invasiv-duktalen, invasiv-lobulären sowie Sonderformen zusammensetzt. Zu den 

selten auftretenden Sonderformen zählen inflammatorische, medulläre, muzinöse, 

papilläre und tubuläre Karzinomtypen. In dieser Arbeit wurden diese 

Sonderformen unter „sonstige“ zusammengefasst. 

Als Grundlage für die klinische Datenerhebung der Patientinnen dienten die 

Patientenakten. Bei dem Alter der Frauen wurde zwischen über und unter 

50 Jahren unterschieden, Patientinnen die 50 Jahre alt waren zählten zu den über 

50-jährigen. Der Lymphknotenbefall wurde gemäß der TNM-Klassifikation von 

2002 [Singletary et al 2002] in die Subgruppen 1 bis 3, 4 bis 9 und mehr als 9 

befallene Lymphknoten unterteilt. 

Wenn der Menopausenstatus aufgrund fehlender Angaben unbekannt und die 

Patientinnen älter als 55 Jahre waren, wurden sie als postmenopausal eingestuft. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Histologische Bearbeitung 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die immunhistochemische 

Bestimmung der eNOS-Expression an 163 Gewebeproben von 

Brustkrebspatientinnen vorgenommen. Als Ausgangsmaterial hierfür dienten 

Paraffinblöcke aus dem Archiv des Senckenbergischen Institutes für Pathologie 

der Johann Wolfgang Goethe-Universität Frankfurt. Diese waren für die 

histologische Routine mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet worden. 

Um die für die Untersuchung am besten geeigneten Präparate und Paraffinblöcke 

auszusuchen, wurden alle zur Verfügung stehenden HE-Schnitte der ausgewählten 

Gewebeproben mit dem Mikroskop bei 100- bzw. 250-facher Vergrößerung 

durchgesehen. Präparate die einen zu kleinen Tumorausschnitt enthielten, nicht 

fixiert oder unzureichend gefärbt waren wurden ausgeschlossen. So wurde 

sichergestellt, dass für jeden Patientenfall ein verwertbarer Gewebeschnitt 

angefertigt werden konnte. 

Alle ausgewählten Paraffinblöcke wurden dann an einem Mikrotom in einer 

Dicke von 3µm geschnitten und auf Objektträger gezogen. Es wurde darauf 

geachtet, dass genügend Gewebe für weitere oder ergänzende Untersuchungen zur 

Verfügung stand. Anschließend trockneten die Schnitte über Nacht für mindestens 

zwölf Stunden bei 37 °C auf einer Wärmeplatte. Die Aufbewahrung der Präparate 

erfolgte bei Raumtemperatur. 

2.2.2 Immunhistochemische Darstellung der eNOS-Expression 

2.2.2.1 Vorbereitungen und Kontrollen 

Bevor die 163 Gewebeproben gefärbt wurden, musste diejenige Konzentration des 

verwendeten Antikörpers (Anti-eNOS) ermittelt werden, welche eine optimale 

Darstellung der eNOS-Expression erlaubte. Hierfür wurde die Konzentration in 

aufsteigenden Reihen an der menschlichen Nabelschnur mit ihren 

charakteristischen Gefäßen getestet. Da dieses Gewebe das gesuchte Antigen 

(eNOS) aufweist, kam die Nabelschnur als Positiv-Kontrolle in Frage [Zanetti et 

al 2000]. Aus früheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe war bekannt, dass es 
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bei Fibroadenomen der Brust zu keiner Expression von eNOS kommt [Loibl et al 

2002]. Demzufolge erfüllte dieses Gewebe die Kriterien für eine Negativ-

Kontrolle. Nach Festlegung der optimalen Antikörperverdünnung wurden mehrere 

positive und negative Präparate angefärbt, um die Spezifität des Antikörpers 

sicherzustellen. Bei jedem sich anschließenden Färbegang wurden eine Positiv-

Kontrolle sowie eine Negativ-Kontrolle (ohne Primär-Antikörper) mitgefärbt.  

Der Gebrauch solcher Kontrollen dient der Beseitigung unspezifischer Färbungen 

und deren Ursachen und bewirkt eine Qualitätsverbesserung der immun-

histochemischen Methode. Sie sollen sicherstellen, dass eine positive Anfärbung 

das Ergebnis einer spezifischen Bindung an das fragliche Antigen darstellt 

[Bourne 1983; Boenisch 1989]. 

2.2.2.2 Bestimmung der eNOS-Expression mittels APAAP-
Methode 

a) Prinzip 

Für die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP) -Technik 

nach Cordell [Cordell et al 1984] werden vier Reagenzien benötigt: 

Primärantikörper, Sekundärantikörper, der APAAP-Komplex (bestehend aus dem 

Enzym alkalische Phosphatase und einem Antikörper gegen die alkalische 

Phosphatase) und eine Entwicklungslösung. Der in der Regel in Mäusen 

hergestellte Primärantikörper ist spezifisch gegen das nachzuweisende Antigen 

gerichtet. Der aus einer anderen Tierspezies stammende Sekundärantikörper ist 

gegen Immunglobuline der Tierspezies des Primärantikörpers sowie des in der 

gleichen Tierspezies hergestellte Anti-alkalische-Phosphatase-Antikörper des 

APAAP-Komplexes gerichtet. Daher kann dieser Sekundärantikörper sowohl an 

den Primärantikörper als auch an den APAAP-Komplex binden und somit eine 

Brücke herstellen. Er wird deshalb auch als „Brückenantikörper“ bezeichnet 

[Bourne 1983]. 

Die im APAAP-Komplex gebundene alkalische Phosphatase katalysiert eine 

chemische Reaktion, deren Endprodukt ein roter Farbstoff ist [Schaumburg-Lever 

1987; Falini et al 1986]. Empfohlen wird die APAAP-Methode angesichts ihrer 

hohen Spezifität und Sensitivität [Li et al 1987]. 
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Abbildung 1: Schema der APAAP-Methode mit Darstellung sowohl des Primär- und 
Brückenantikörpers als auch des APAAP-Komplexes (Quelle: Noll und 
Schaub-Kuhnen 2000, S. 16). 

 

b) Färbeprotokoll 

Die vorbereiteten Schnitte (siehe Abschnitt Histologische Bearbeitung) wurden 30 

min lang bei 60°C im Brutschrank inkubiert, dann mittels Xylol entparaffiniert 

und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Anschließend standen sie für 

jeweils 5 min in Aqua dest und PBS-Puffer. In einer Citratlösung wurden die 

Präparate für 7 min bei 700 Watt und nach Auffüllen mit Aqua dest für weitere 3 

x 3 min bei ebenfalls 700 Watt in einem Mikrowellenherd erhitzt. Dieser Vorgang 

dient dem Aufbrechen von Proteinvernetzungen, welche ansonsten zu 

Maskierungen des gesuchten Antigens im Rahmen der Formalinfixierung führen 

können. Das nachzuweisende Antigen wird dadurch leichter zugänglich gemacht, 

es kommt zu deutlich besseren Färbeergebnissen [Shi et al 1991]. 

Um ein Austrocknen des Tumorgewebes zu verhindern, wurde zwischen den 

einzelnen Gängen der Mikrowellenbehandlung bei Bedarf Aqua dest nachgefüllt. 

Im Anschluss daran wurden die Schnitte 20 min lang in einem Wasserbad mit 

Aqua dest (bei Raumtemperatur) abgekühlt. Nach einer Spülung von 2 x 5 min 

mit PBS-Puffer, wurde das Tumorgewebe auf den Objektträgern mit einem 

Fettstift (PAP-Pen) umrandet, um einem „Wegschwimmen“ des Gewebes 

zuvorzukommen. Damit die Schnitte nicht austrockneten wurden sie mit PBS-

Puffer beträufelt und anschließend in die Vorrichtungen des Färbeautomaten 

APAAP-Komplex 

Brückenantikörper 

Primärantikörper 

Antigen 
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einsortiert. Einer kurzen Spülung mit Waschpuffer folgte das Auftragen des 

Primärantikörpers in einer Konzentration von 1: 1500 und einer Lösungsmenge 

von 200 µl pro Schnitt. Die Inkubation dauerte 60 min. Nach Einwirken des 

Primärantikörpers sowie aller weiteren Färbeschritte wurden die Präparate jeweils 

mit Waschpuffer gespült. Danach wurde der Sekundärantikörper aufgetragen. 

Hierbei handelte es sich um einen monoklonalen Antikörper des Kaninchens, der 

gegen das Immunglobulin G der Maus gerichtet ist. Freie Valenzen dieses 

Antikörpers präsentieren Bindungsstellen für den APAAP-Komplex, welcher als 

nächstes aufgetragen wurde. Die letzten zwei Schritte hatten Einwirkzeiten von 

jeweils 30 min, darauf folgte das Spülen mit Waschpuffer. Zur Entwicklung der 

Färbereaktion wurde eine Fast Red Substrat-Lösung 15 min lang angesetzt. Das 

Reaktionsprodukt ist eine klare Rotfärbung, welche einfach und schon mit bloßem 

Auge sichtbar ist. Aufgrund der Eigenschaft der APAAP-Technik, selbst 

minimale Antigenmengen nachzuweisen, ist sie für diese Arbeit gut geeignet 

[Cordell et al 1984]. Zur Hemmung der endogenen alkalischen Phosphatase 

wurde die Lösung mit 2 Tropfen Levamisole versetzt. Zum wiederholten Male 

wurden die Präparate mit Waschpuffer gespült. Als nächstes wurde die angesetzte 

Fast Red Substrat-Lösung aufgetragen, welche eine Inkubationsdauer von 20 min 

benötigte. Ein Spülen mit Waschpuffer schloss sich an. Nach einer 5 Minuten 

dauernden Gegenfärbung mit Hämalaun erfolgte eine Spülung der Schnitte, erst 

unter fließendem Leitungswasser und anschließend mit Aqua dest. Bevor die 

Gewebeproben unter dem Mikroskop begutachtet werden konnten, mussten sie 

mit Aquatex eingedeckt werden. Eine spezifische Rotfärbung bedeutete, dass 

eNOS von dem vorliegenden Tumor exprimiert wird. Solche Tumore wurden als 

„positiv“ gewertet. 
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Schema : 

• Trocknung der Paraffinschnitte über Nacht für mind. 12 Stunden bei 37°C 

auf Wärmeplatte 

• Inkubation 30 min bei 60°C im Brutschrank 

• Entparaffinierung in Xylol (4 x 5 min) 

• Rehydratisierung in absteigender Alkoholreihe:   

o Ethanol 100 % 2 x 5 min 

o Ethanol 95 %  2 x 5 min 

o Ethanol 70 %  1 x 5 min 

• Spülen in Aqua dest und PBS-Puffer (jeweils 1 x 5 min) 

• Mikrowellenbehandlung in Citratpuffer (1 x 7 und 3 x 3 min bei 700 Watt) 

• 20 min Abkühlen in Wasserbad 

• Spülen in PBS-Puffer (2 x 5 min) 

• Umrandung der Tumorgewebe auf den Objektträgern mit PAP-Pen 

• Aufträufeln von PBS verhindert Austrocknung der Schnitte 

• Einsortieren der Präparate in die Racks des Färbeautomaten 

• Auftragen des Primärantikörpers Anti-eNOS in 1: 1500 PBS (60 min) 

• Spülen mit Waschpuffer 

• Auftragen des Sekundärantikörpers (30 min) 

• Spülen mit Waschpuffer 

• Auftragen des APAAP-Komplexes (30 min) 

• In der Zwischenzeit Fast Red Substrat-Lösung ansetzen (15 min) 

• Zugeben von 2 Tropfen Levamisole 

• Spülen mit Waschpuffer 

• Auftragen der Fast Red Substrat-Lösung (20 min) 

• Spülen mit Waschpuffer 
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• Gegenfärbung mit Hämalaun nach Mayer (5 min) 

• Spülen unter fließendem Leitungswasser (10 min), dann mit Aqua dest (2 

min) 

• Eindecken der Schnitte mit Aquatex 

2.2.3 Reagenzien 

PBS (Phosphate Buffered Saline = Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung): 

Ohne Kalzium und Magnesium (Fa. Life Technologies Ltd.) 

Aqua dest. (destilliertes Wasser):  

Aqua ad iniectabilia Braun (Fa. Braun) 

Xylol:  

Reinstoff (Fa. Mallinckrodt Baker B.V) 

Ethanol:  

100 % - 95 % - 70 % (Apotheke des Klinikums der Johann Wolfgang Goethe-

Universität Frankfurt) 

Wärmeplatte: 

 (Fa. MEDAX Nagel GmbH) 

Brutschrank: 

 (Fa. HERAEUS Instruments) 

Mikrowelle:  

Küchenmikrowelle Modell Micromat (Fa. AEG) 

Citratpuffer:  

Antigen Retrieval Citra Plus Solution 10x concentrate, 100 ml mit 400 ml Aqua 

dest. auffüllen (Fa. BioGenex) 

Primär-AK: 

monoklonaler Anti-eNOS der Maus, 140 kDa, Konzentration 250µl/ml; mit PBS 

auf 1: 1500 verdünnen (Fa.Transduction Laboratories)  
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Sekundär-AK: 

Super Sensitive Detection Kit:  Multi Link Secondary Antibody 

biotinillierter Anti-Maus IgG des Kaninchens 

in PBS mit Trägerprotein und 0,09 % sodium 

azid, fertige Lösung (Fa. BioGenex) 

APAAP-Komplex: 

Super Sensitive Detection Kit: Alkaline Phosphatase Label 

in PBS mit Trägerprotein und 0,09 % sodium 

azid, fertige Lösung (Fa. BioGenex) 

Substratlösung:  

Fast Red Substrate Pack (Fa. BioGenex) 

Blockierendes Reagenz: 

Levamisole Solution (Fa. VECTOR Laboratories)  

Gegenfärbung: 

Hämalaun nach Mayer (Apotheke des Klinikums der Johann Wolfgang Goethe-

Universität Frankfurt) 

Eindeckmittel: 

Aquatex, wässriges Eindeckmittel für die Mikroskopie (Fa. MERCK) 

Deckgläser:  

24 x 58 mm (Fa. Mariendorf) 

Objektträger:  

Super Frost ® Plus Objektträger (Fa. Menzel) 

PAP-Pen:  

Hydrophobic Slide Marker (Fa. DCS Innovative Diagnostik-Systeme) 

OptiMax® Plus:   

Automated Cell Staining System Model (Fa. BioGenex)  
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Reagenzfläschchen: 

OptiMax® Plus Reagent Vials, Vial holders (Fa. BioGenex)  

Waschpuffer: 

OptiMax® Wash Buffer 20x concentrate, 500 ml mit Aqua dest. auf 10 l 

auffüllen, pH-Wert checken, wenn notwendig auf  7,4 ± 0,2 einstellen (Fa. 

BioGenex)  

Pipetten: (Fa. Eppendorf) 

2.2.4 Auswertung 

Die immunhistochemisch gefärbten Präparate wurden lichtmikroskopisch mit 

10- bis 40-fach vergrößernden Objektiven betrachtet und hinsichtlich der 

Anfärbung untersucht. Besondere Aufmerksamkeit galt den positiven 

Tumorzellen, auszuschließen waren Hintergrund- und unspezifische Färbungen. 

Diese Auswertung erfolgte durch mich und zwei voneinander unabhängige 

Pathologen. Ihnen waren weder Details zur Patientin, noch zur entsprechenden 

Gewebeprobe bekannt. Die Anfärbbarkeit der Tumore ist in Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1: Skalierung der Anfärbbarkeit von Tumoren 

Score Anfärbung 

0 keine (negativ) 

1 schwach positiv 

2 mäßig positiv 

3 stark positiv 

4 sehr stark positiv 

Wenn die Intensität der Färbung nicht eindeutig bestimmt werden konnte 

(z.B. 2 bis 3), wurde immer der höhere Wert übernommen. In den Fällen, in denen 

einer der beiden Pathologen das Tumorgewebe als negativ (0) und der andere 

dieses mit mindestens zwei Abstufungen höher (2 bis 4) beurteilte, wurde die 

niedrigere Bewertung verwendet. Bei zweifelhaften Ergebnissen wurden diese 

gemeinsam mit den Pathologen am Diskussionsmikroskop besprochen. Dieses 

Vorgehen verhinderte eine Verfälschung der Statistik.  
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Die endgültigen Werte für die statistische Auswertung entstanden durch Bilden 

des Mittelwerts aus den Bewertungen beider Pathologen zu denselben Schnitten. 

Bei den gebildeten Score-Werten der immunhistochemischen Untersuchungen 

wurden neben der Rangskalierung (0 – 4) zusätzlich dichothomisierte Daten 

begutachtet. Hierfür wurde der Wert 0 in der Gruppe 0 (= keine Expression, 

negativ) und die Werte 1, 2, 3 und 4 in der Gruppe 1 (= Expression, positiv) 

zusammengefasst. 

2.2.5 Datenerhebung und Nachbeobachtung 

Letzter Zeitpunkt der Datenerhebung war der 31.05.2002. Die Erhebung dieser 

Daten sowie die Dokumentation des klinischen Verlaufs der Erkrankung, erfolgte 

über die Sicherung der erhobenen Anamnese, sowie der sich ergebenden aktuellen 

Daten aus den Nachsorgeuntersuchungen. Diese wurden in den ersten zwei 

postoperativen Jahren alle drei Monate, bis zu fünf Jahre nach der Operation 

halbjährlich und nach mehr als fünf Jahren jährlich durchgeführt. Auftretende 

Lokalrezidive wurden mittels Tastbefund, Sonographie und/oder Mammographie 

nachgewiesen und im Rahmen einer Probeexzision oder einer Stanzbiopsie 

gesichert. Fernmetastasen fielen entweder durch einen erneuten Anstieg der 

Tumormarker oder in der Bildgebung (Sono-, Computer-, Szintigraphie, Röntgen) 

auf. Arbeitsgrundlage für die Datenerhebung der Patientinnen stellten die 

Patientenakten dar. Für diejenigen Patientinnen welche ihre 

Nachsorgeuntersuchung nicht in der Universitäts-Frauenklinik Frankfurt 

durchführen ließen, wurde ein standardisierter Fragebogen erstellt und ihnen 

zugesandt. Dieser Fragebogen enthielt u. a. Fragen nach: 

• dem momentanen Wohlbefinden der Patientin,  

• besonderen Vorkommnissen im Verlauf der Erkrankung,  

• Auftreten von Rezidiv oder Metastasen (wenn dies der Fall war deren 

Lokalisation und Diagnosezeitpunkt),  

• dem Datum der letzten Nachsorgeuntersuchung und  

• dem aktuell betreuenden Arzt.2  

                                                 
2 Der Fragebogen befindet sich im Anhang ab Seite 99 



2 PATIENTEN UND METHODEN  21 

Patientinnen, welche den Fragebogen nicht nach vier Wochen ausgefüllt 

zurücksendeten, wurden anschließend telefonisch zum Verlauf ihrer Erkrankung 

befragt. Bei Unklarheiten oder noch ausstehenden Fragen wurden die jeweiligen 

Haus- oder Frauenärzte angerufen. Schwierigkeiten ergaben sich bei Arztwechsel 

oder Praxisaufgabe des betreuenden Arztes. Besonders problematisch gestaltete 

sich die Erhebung der Daten bei Patientinnen die verzogen waren. In diesen 

Fällen wurde zunächst der momentane Wohnort der Patientin von den bis dahin 

betreuenden Ärzten erfragt. War dies erfolglos, wurde mit Hilfe verschiedener 

elektronischer Telefonbücher nach dem derzeitigen Wohnort gefahndet. Zeigte 

auch dieses Vorgehen keinen Erfolg, wurden die Einwohnermeldeämter 

angeschrieben. 

War keine Aktualisierung der Daten möglich, gingen die bis zur letzten bekannten 

Nachsorge erhobenen Daten in die Auswertung ein. Die so erhaltenen klinischen 

Daten wurden mit den immunhistochemischen Ergebnissen korreliert.  

2.3 Statistik 

Nach Erfassen und Auswerten der Daten wurden die Informationen mit dem 

Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Excel 2002 (Microsoft Corp., USA) in 

Tabellenform übertragen. Dies diente als Grundlage für die statistische 

Auswertung, welche mit dem Programm SPSS für WINDOWS, Version 9.0 

(SPSS Inc., USA) erfolgte. 

Für die deskriptive Statistik wurden Häufigkeitstabellen erstellt, für quantitative 

Variablen erfolgte die Berechnung von Mittelwert, Median, Standardabweichung 

und Spannweite. 

Zur statistischen Berechnung mit dem Statistikprogramm SPSS wurden die 

folgenden Verfahren angewandt: 

• Bei der Berechnung von Kreuztabellen wurde die prognostische 

Signifikanz mit dem Chi-Quadrat-Test berechnet. 

• Für 2x2-Tabellen (Vierfeldertafeln) erfolgte die Berechnung der 

prognostischen Signifikanz mit dem Exakten Test nach Fisher.  

• Für Werte die sich in Ränge einteilen lassen erfolgte die Korrelation nach 

Spearman-Rho. 
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Als Beobachtungseinheit für das Überleben diente das Gesamtüberleben („overall 

survival“). Dieses beschreibt die Zeitspanne zwischen Diagnosestellung und 

entweder Tod der Patientin oder Ende der Datenerhebung. Für die Lokalrezidiv- 

und Metastasenraten wurde die Zeit bis zum Auftreten des ersten Ereignisses 

(event) berechnet, das sogenannte krankheitsfreie Überleben („disease free 

survival“). 

• Die univariate Analyse des Gesamt- und krankheitsfreien Überlebens 

erfolgte mit Berechnungen nach der Kaplan-Meier-Methode [Kaplan und 

Meier 1958]. Hier wurde die Überlebenszeit in Monate angegeben. Zur 

Beurteilung der Signifikanz der erhaltenen Werte wurden Log-Rank-Tests 

durchgeführt.  

• Für die multivariate Analyse wurde die Cox-Regression [Cox 1972] 

angewendet. Hierbei wurden mit der Rückwärts-Methode (Wald-Statistik) 

die Parameter T-Stadium, Grading, Alter, Hormon-, Lymphknotenstatus 

und eNOS auf Unabhängigkeit getestet. 

Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01 wurden als hoch 

signifikant, solche mit p < 0,05 als signifikant betrachtet. Lagen die Ergebnisse 

bei 0,05 < p < 0,1 wurde ein Trend zur Signifikanz angenommen. Die statistische 

Auswertung der Daten erfolgte mit Unterstützung des Institutes für medizinische 

Informatik und Statistik der Johann Wolfgang Goethe-Universität Frankfurt. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Eigenschaften der Patientinnen  

Das Patientinnengut bestand aus 163 Frauen mit primärem Mammakarzinom, 

welche an der Frauenklinik der Johann Wolfgang Goethe-Universität Frankfurt 

operiert worden waren. Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der Diagnose lag bei 55 

Jahren (Range: 31-88 Jahre). Mehr als ein Drittel der Patientinnen (38 %) war 

prämenopausal und 60,7 Prozent waren postmenopausal. Bei 65,6 Prozent war das 

operative Vorgehen brusterhaltend gewesen, 31,9 Prozent erhielten eine 

modifizierte radikale Mastektomie mit axillärer Lymphnodektomie. Hierbei 

erfolgte im Mittel eine Exstirpation von 15 Lymphknoten (Range: 5-31). Deutlich 

mehr als 50 Prozent (56,4 %) hatten einen negativen Nodalstatus, solche mit 

Befall der Lymphknoten (40,5 %) wurden in Subgruppen eingeteilt. Bei 57,6 

Prozent waren 1 bis 3 Lymphknoten befallen (pN1), in 22,7 Prozent der Fälle 

waren es 4 bis 9 (pN2) und bei 19,7 Prozent lag ein Befall von mehr als neun 

Lymphknoten vor (pN3). Der Hormonrezeptorstatus fiel bei über 80 Prozent (84 

%) positiv aus, 14,1 Prozent hatten einen negativen Rezeptorstatus. Für weitere 

Eigenschaften der Patientinnen siehe Tabelle 2 und Tabelle 3. 

Die jeweiligen Differenzen der Prozentangaben zu 100 Prozent kommen durch die 

fehlenden Angaben zustande. Die beiden nachfolgenden Tabellen geben einen 

Überblick über das Patientinnenkollektiv und die Verteilung der darin 

untersuchten Variablen. 
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Tabelle 2: Patientinnenkollektiv 

Variable No % Mittelwert Median Range 
Alter     54,82 55 31-88 

 < 50 63 38,7    
 ≥ 50 100 61,3    

Menopausenstatus      
 Prä 62 38,0    
 Post 99 60,7    
 Fehlend 2 1,2    
OP-typ      
 Ablatio 52 31,9    
 BET 107 65,6    
 Fehlend 4 2,5    
Histologie      
 Invasiv ductal 120 73,6    
 Invasiv lobulär 25 15,3    
 Sonstige 17 10,4    
 Fehlend 1 0,6    
Tumorgrösse (cm)   2,44 2 0,2-10 
T-Stadium      
 T1 81 49,7    
 T2 62 38    
 T3 10 6,1    
 T4 10 6,1    
Grading      
 Hoch differenziert (G1) 37 22,7    
 Mäßig differenziert (G2) 95 58,3    
 Entdifferenziert (G3) 29 17,8    
 Fehlend 2 1,2    
Lymphknoten      
 Anzahl untersucht 158 96,9 15,54 15 5-31 
 Negativ 92 56,4    
 Positiv 66 40,5 5,52 3 1-20 
 1-3 (pN1) 38 57,6    
 4-9 (pN2) 15 22,7    
 > 9 (pN3) 13 19,7    
 Nicht untersucht 5 3,1    

Tabelle 3: Einteilung Rezeptorstatus 

 Hormon- 
rezeptorstatus 

Östrogen- 
rezeptorstatus 

Progesteron- 
rezeptorstatus 

 No positiv negativ positiv negativ positiv negativ 

ER+/PR++ 108 108 - 108 - 108 - 

ER+/PR- 20 20 - 20 - - 20 

ER-/PR+ 9 9 - - 9 9 - 

ER-/PR- 23 - 23 - 23 - 23 

fehlend 3 - - - - - - 

Summe [abs.] 163 137 23 128 32 117 43

Summe [%] 100 84 14,1 78,5 19,6 71,8 26,4 
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Der Untersuchungszeitraum betrug im Mittel 41 Monate, mit einem Minimum 

von 0 und einem Maximum von 76 Monaten. Bei 26 der 163 Patientinnen (16 %) 

trat während dieses Zeitraums ein Lokalrezidiv auf, primäre Fernmetastasen 

fanden sich bei 39 Patientinnen (23,9 %). Insgesamt erlitten 47 Patientinnen 

(30,1 %) ein Rezidiv oder Metastasen, welche im Weiteren als Ereignis (event) 

bezeichnet werden.  

Bis zum Ende der Datenerhebung verstarben 25 Patientinnen (15,3 %), Grundlage 

der Überlebensstatistik waren Krankenakten und Auskünfte der 

Einwohnermeldeämter. 

3.2 Immunhistochemische Auswertung der eNOS-
Expression 

Die Tumore wurden nach dem in Kapitel 2.2.2.2 beschriebenen APAAP-

Verfahren angefärbt. Als immunhistologisches Resultat kam es zu einer 

spezifischen Rotfärbung von sowohl Brustkrebszellen als auch Endothelzellen 

innerhalb der Tumorzellnester und deren Umgebung. Diese Rotfärbung entsprach 

einer Expression von eNOS.   

Der eNOS-Antikörper färbte endotheliale Zellen kleiner Kapillaren und 

epitheliale Zellen der Brustdrüsen an. Kleine Kapillaren mit einer positiven 

Immunreaktion für eNOS befanden sich vorwiegend in der Invasionsfront des 

Tumors und waren gewöhnlich von einer begleitenden lymphatischen Reaktion 

umgeben. Kapillaren, welche keine Reaktion mit dem eNOS-Antikörper zeigten, 

fanden sich häufiger in den Tumorzentren. 
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Abbildung 2: Darstellung der rotgefärbten Tumorzellen im Mamma-
karzinomgewebe 

 

Abbildung 3: Darstellung der rotgefärbten Endothelzellen in der 
Nabelschnur (Positiv-Kontrolle) 

Eine eNOS-Expression zeigte sich bei 101 (62 %) der Tumore. Hiervon färbten 

sich die meisten Tumore (32,5 %) schwach positiv an, während 21,5 Prozent eine 

mäßige Anfärbung und nur 8 Prozent eine starke bzw. sehr starke eNOS-

Expression zeigten. Verbleibende 38 Prozent der gefärbten Tumore exprimierten 

kein eNOS (negativ). 
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Abbildung 4: Verteilung der Ausprägungen der eNOS-Expression 

 

Als Trennwert (Cut-Off-Punkt) zur Gruppeneinteilung dieser Werte, wurde der 

Median festgelegt. Dieser wurde im vorliegenden Kollektiv bei „schwach“ 

positiver Anfärbung überschritten. Tumore mit dieser Ausprägung und darüber 

zählten als eNOS-positiv, solche die ohne Anfärbung blieben wurden der Gruppe 

der eNOS-negativen Karzinome zugeordnet.  

3.3 Auswertung der etablierten Prognosefaktoren  

Um die prognostische Bedeutung der etablierten Prognosefaktoren zu ermitteln 

und sie in Beziehung zur eNOS-Expression setzen zu können, wurde deren 

Verteilung im Patientinnengut untersucht. Den Berechnungen liegt eine 

Gesamtzahl von 163 zugrunde. 

Entsprechend des gegenwärtigen Kenntnisstandes gelten folgende Parameter als 

klinisch etabliert: 

• Tumorgröße • Hormonrezeptorstatus 

• Tumorgrading • Nodalstatus 

• Alter/Menopausenstatus  
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Abbildung 5: Prozentuale Verteilung der T-Stadien  
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Abbildung 6: Prozentuale Verteilung des Differenzierungsgrades  
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Abbildung 7: Prozentuale Verteilung des Alters  
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Abbildung 8: Prozentuale Verteilung des Hormonrezeptorstatus  
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Abbildung 9: Prozentuale Verteilung des Östrogenrezeptorstatus 
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Abbildung 10: Prozentuale Verteilung des Progesteronrezeptorstatus 
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Abbildung 11: Prozentuale Verteilung des Lymphknotenstatus 
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Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der befallenen Lymphknoten 
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3.4 Korrelation der eNOS-Expression mit den 
prognostischen Parametern 

a) eNOS und Rezeptorstatus 

Es konnte ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen eNOS und dem 

Hormonrezeptorstatus nachgewiesen werden (p = 0,031). Rezeptornegative 

Tumore waren signifikant häufiger eNOS-positiv als rezeptorpositive. Für die 

Einteilung des Rezeptorstatus vgl. Tabelle 3. Bei der genaueren Aufteilung in 

Östrogen- und Progesteronrezeptoren bestand keine signifikante Korrelation.  

Tabelle 4: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Hormonrezeptorstatus, berechnet 
mit Chi-Quadrat-Test  

Hormonrezeptor-

status 
eNOS-negativ eNOS-positiv p 

Positiv 56 81 

Negativ 4 19 
0,031 

 

Tabelle 5: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Rezeptorstatus, berechnet mit Chi-
Quadrat-Test 

Rezeptorstatus eNOS-negativ eNOS-positiv p 

ER+/PR+ 43 65 

ER+/PR- 8 12 

ER-/PR+ 5 4 

ER-/PR- 5 19 

0,224 

 

Tabelle 6: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Östrogenrezeptorstatus, berechnet 
mit Chi-Quadrat-Test 

Östrogenrezeptor-

status 
eNOS-negativ eNOS-positiv p 

Positiv 51 77 

Negativ 9 23 
0,221 
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Tabelle 7: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Progesteronrezeptorstatus, berechnet 
mit Chi-Quadrat-Test 

Progesteronrezeptor

status 
eNOS-negativ eNOS-positiv p 

Positiv 47 69 

Negativ 10 30 
0,079 

 

b) eNOS und Menopausenstatus 

Auch zwischen den Scorewerten der eNOS-Expression und dem 

Menopausenstatus der Patientinnen  bestand eine signifikante Korrelation (p = 

0,049). Diese Korrelation zeigt, dass prämenopausale Patientinnen eher eNOS-

positive Tumore als postmenopausale besaßen.  

Tabelle 8: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Menopausenstatus, berechnet mit 
Spearman-Rho-Test  

Scorewerte der eNOS-Expression 
Menopausenstatus 

0 1 2 3 4 
p 

Postmenopausal 40 36 18 5 - 

Prämenopausal 20 17 17 7 1 
0,049 

 

c) eNOS und Menstruationszyklus  

Die Untersuchung auf einen möglichen Zusammenhang zwischen eNOS-

Expression und der Zyklushälfte zum OP-Zeitpunkt zeigte eine signifikante 

Korrelation (p = 0,048). Patentinnen, welche in der ersten Zyklushälfte operiert 

wurden hatten signifikant häufiger eNOS-positive Tumoren. 

Tabelle 6: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Menstruationszyklus, berechnet mit 
Spearman-Rho-Test 

Scorewerte der eNOS-Expression 
Zyklus 

0 1 2 3 4 
p 

1. Zyklushälfte 5 5 9 3 1 

2. Zyklushälfte 8 6 2 2 - 
0,048 
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d) eNOS und Alter der Patientinnen 

Zwischen eNOS und dem Alter der Patientinnen konnte kein statistisch 

signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden (p = 0,428). 

Tabelle 9: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Alter der Patientinnen, berechnet mit 
Chi-Quadrat-Test  

Alter eNOS-negativ eNOS-positiv p 

< 50 25 38 

≥ 50 37 63 
0,428 

 

e) eNOS und Tumorgröße 

Zwischen eNOS und der Tumorgröße konnte kein nennenswerter Zusammenhang 

nachgewiesen werden (p = 0,850). 

Tabelle 10: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Tumorgröße, berechnet mit Chi-
Quadrat-Test  

Tumorgröße eNOS-negativ eNOS-positiv p 

T1 31 50 

T2 22 40 

T3 5 5 

T4 4 6 

0,850 
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f) eNOS und Grading 

Folgender Zusammenhang ließ sich zwischen eNOS und dem Grading der 

Tumore erfassen: entdifferenzierte Tumore waren häufiger als erwartet eNOS-

positiv. Diese Korrelation erwies sich jedoch als nicht signifikant (p = 0,271). 

Tabelle 11: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Grading, berechnet mit Chi-
Quadrat-Test 

Grading eNOS-negativ eNOS-positiv p 

Hoch differenziert 15 22 

Mäßig differenziert 38 57 

Entdifferenziert 7 22 

0,271 

 

g) eNOS und Lymphknotenstatus 

Ein ähnlicher Zusammenhang konnte zwischen der eNOS-Expression und dem 

Lymphknotenstatus nachgewiesen werden. Tumore, bei denen zum Zeitpunkt der 

Diagnose eine Absiedelung in die Lymphknoten erfolgt war, exprimierten 

häufiger das eNOS-Antigen, jedoch nicht signifikant (p = 0,302). 

Tabelle 12: Korrelation zwischen eNOS-Expression und Lymphknotenstatus, berechnet mit       
Exaktem Test nach Fisher 

Lymphknotenstatus eNOS-negativ eNOS-positiv p 

Negativ 37 55 

Positiv 23 43 
 0,302 
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3.5 Uni- und Multivariate Überlebensanalyse 

Es folgen Kaplan-Meier-Überlebenskurven, welche sowohl für das krankheitsfreie 

als auch für das Gesamtüberleben erstellt wurden. Nach der Darstellung des 

gesamten Kollektives folgt die Betrachtung der relevanten Prognosefaktoren. Die 

Reihenfolge richtet sich an der in Kapitel 3.3 erwähnten Aufzählung der 

Prognosefaktoren.  
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Abbildung 13: Krankheitsfreies Überleben des Gesamtkollektivs (disease free survival) 
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Abbildung 14: Gesamtüberleben des Gesamtkollektivs (overall survival) 
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Überlebenszeitraum in Monaten
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Patients at risk: 

T1-Stadium 81 65 57 44 33 12 4 0 

T2-Stadium 62 52 49 34 25 14 8 2 

T3-Stadium 10 7 6 5 4 2 1 0 

T4-Stadium 10 4 2 1 0 0 0 0 

 

Abbildung 15: Krankheitsfreies Überleben in Abhängigkeit vom T-Stadium 
(disease free survival) 
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p < 0,0001 
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Patients at risk: 

T1-Stadium 81 74 67 55 45 18 6 2 

T2-Stadium 62 57 56 45 34 23 11 3 

T3-Stadium 10 7 5 5 5 3 2 1 

T4-Stadium 10 9 8 5 3 1 0 0 

 

Abbildung 16: Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom T-Stadium (overall survival) 
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Log Rank 
p = 0,0006 

□ T1-Stadium, n = 81 
OAS (Ø): 71 Monate 

∆ T3-Stadium, n = 10 
OAS (Ø): 67 Monate 

■ T4-Stadium, n = 10 
OAS (Ø): 45 Monate 

▼T2-Stadium, n = 62 
OAS (Ø): 71 Monate 

t= 76 Monate 
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Patients at risk: 

G1 37 31 29 24 18 8 2 0 

G2 95 76 68 51 39 17 11 2 

G3 29 21 17 9 6 3 0 0 

 

Abbildung 17: Krankheitsfreies Überleben in Abhänigkeit von der Tumordifferenzierung 
(disease free survival) 
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Patients at risk: 

G1 37 33 32 27 21 9 3 1 

G2 95 88 82 68 55 31 16 6 

G3 29 26 23 16 12 5 1 0 

 

Abbildung 18: Gesamtüberleben in Abängigkeit von der Tumordifferenzierung (overall 
survival) 
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Log-Rank 
p = 0,0002 

▼G1, n = 37 
OAS (Ø): 73 

Monate 

□ G2, n = 95 
OAS (Ø): 74 

Monate

∆ G3, n = 29 
OAS (Ø): 55 

Monate

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten

80706050403020100

1,0
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0,0

 
Patients at risk: 

≥ 50 Jahre 100 78 72 50 36 15 8 2 

< 50 Jahre 63 52 43 34 27 13 5 0 

 

Abbildung 19: Krankheitsfreies Überleben in Abhängigkeit vom Alter 
(disease free survival) 

∆  ≥ 50 Jahre, n = 100 
DFS (Ø): 54 Monate 

▼ < 50 Jahre, n = 63 
DFS (Ø): 52 Monate 
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Log-Rank 
p = 0,9094 

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten
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Patients at risk: 

≥ 50 Jahre 100 90 86 65 51 26 12 4 

< 50 Jahre 63 58 53 46 38 20 8 2 

 

Abbildung 20: Gesamtüberleben  in Abhängigkeit vom Alter (overall survival) 

 

∆  ≥ 50 Jahre, n = 100 
OAS (Ø): 72 Monate 
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Log Rank 
p = 0,5414 

t= 76 Monate 

▼ < 50 Jahre, n = 63 
OAS (Ø): 67 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten

80706050403020100
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Patients at risk: 

Rez.pos. 137 113 99 73 55 22 10 2 

Rez.neg. 23 16 15 10 8 5 2 0 

 

Abbildung 21: Krankheitsfreies Überleben in Abhängigkeit vom Hormonrezeptorstatus 
(disease free survival) 

Log-Rank 
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∆ Rez.pos., n = 137 
DFS (Ø): 56 Monate 

▼ Rez.neg., n = 23 
DFS (Ø): 43 Monate 

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten
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Patients at risk: 

Rez.pos. 137 125 117 95 76 37 15 6 

Rez.neg. 23 21 19 14 11 7 3 1 

 

Abbildung 22: Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom Hormonrezeptorstatus (overall 
survival) 

∆ Rez.pos., n = 137 
OAS (Ø): 74 Monate 

▼ Rez.neg., n = 23 
OAS (Ø): 61 Monate 
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Log-Rank 
p = 0,0093 

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum  in Monaten
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Patients at risk: 

ER pos. 128 107 94 69 51 20 9 2 

ER neg. 32 22 20 14 12 7 3 0 

 

Abbildung 23: Krankheitsfreies Überleben in Abhängigkeit vom Östrogenrezeptorstatus 
(disease free survival) 

Log-Rank 
p = 0,0478 
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∆ ER pos., n = 128 
DFS (Ø): 56 Monate 

▼ ER neg., n = 32 
DFS (Ø): 44 Monate 

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten

80706050403020100
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Patients at risk: 

ER pos. 128 117 110 89 70 33 14 6 

ER neg. 32 29 26 20 17 11 4 1 

 

Abbildung 24:  Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom Östrogenrezeptorstatus 
(overall survival) 

∆ ER pos., n = 128 
OAS (Ø): 74 Monate 
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Log-Rank 
p = 0,0099 

▼ ER neg., n = 32 
OAS (Ø): 63 Monate 

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum  in Monaten
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Patients at risk: 

PR pos. 116 96 84 61 46 17 7 2 

PR neg. 40 30 27 21 17 10 5 0 

 

Abbildung 25:  Krankheitsfreies Überleben in Abhängigkeit vom Progesteronrezeptorstatus 
(disease free survival) 

Log-Rank 
p = 0,1325 
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▼ PR neg., n = 40 
DFS (Ø): 48 Monate 

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten

80706050403020100
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Patients at risk: 

PR pos. 116 106 99 80 65 31 10 5 

PR neg. 40 36 33 26 20 13 8 2 

 

Abbildung 26: Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom Progesteronrezeptorstatus 
(overall survival) 
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Log-Rank 
p = 0,2243 

∆ PR pos., n = 116 
OAS (Ø): 73 Monate 

▼ PR neg., n = 40 
OAS (Ø): 68 Monate 

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten

80706050403020100
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Patients at risk: 

Nodalneg. 92 78 74 57 41 18 6 0 

Nodalpos. 66 50 40 26 22 9 7 2 

 

Abbildung 27: Krankheitsfreies Überleben in Abhängigkeit vom Lymphknotenstatus 
(disease free survival) 

Log-Rank 
p = 0,0001 
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▼ Nodalpos., n = 66 
DFS (Ø): 43 Monate 

t= 76 Monate 

∆ Nodalneg., n = 92 
DFS (Ø): 59 Monate  
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Überlebenszeitraum in Monaten
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Patients at risk: 

Nodalneg. 92 86 81 67 50 25 7 1 

Nodalpos. 66 60 55 42 38 19 12 5 

 

Abbildung 28: Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom Lymphknotenstatus (overall survival) 
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Log-Rank 
p = 0,0065 

∆ Nodalneg., n = 92 
OAS (Ø): 71 Monate 

▼ Nodalpos., n = 66 
OAS (Ø): 68 Monate 

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten

80706050403020100

1,0
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Patients at risk: 

1 bis 3 38 30 26 20 18 7 6 2 

4 bis 9  15 11 7 3 1 0 0 0 

> 9  13 8 7 3 3 2 1 0 

 

Abbildung 29: Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom Lymphknotenstatus (overall survival)  

 

Log-Rank 
p = 0,0001 

∆ 1 bis 3, n = 38 
DFS (Ø): 56 Monate 

□ 4 bis 9, n = 15 
DFS (Ø): 21 Monate 

▼ > 9, n= 13 
DFS (Ø): 29 Monate  

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitaum in Monaten

80706050403020100
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Patients at risk: 

1 bis 3 38 34 32 26 23 12 9 4 

4 bis 9  15 14 12 8 7 2 0 0 

> 9  13 11 11 8 8 5 3 1 

 

Abbildung 30: Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der Anzahl der befallenen 
Lymphknoten (overall survival) 

 

Log-Rank 
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∆ 1 bis 3, n = 38 

OAS (Ø): 73 Monate  

□ 4 bis 9, n = 15 
OAS (Ø): 49 Monate 

▼ > 9, n= 13 
OAS (Ø): 58 Monate 

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten
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Patients at risk: 

Prämeno 
pausal 

62 56 47 37 30 13 6 1 

Postmeno 
pausal 

99 74 68 46 33 15 7 2 

 

Abbildung 31: Krankheitsfreies Überleben in Abhängigkeit vom Menopausenstatus 
(disease free survival) 
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▼ Prämenopausal, n = 62 
DFS (Ø): 55 Monate  

Log-Rank 
p = 0,3636 

∆ Postmenopausal, n = 99 
DFS (Ø): 52 Monate  

t= 76 Monate 
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Überlebenszeitraum in Monaten
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Patients at risk: 

Prämeno 
pausal 

62 59 54 47 38 19 9 3 

Postmeno
pausal 

99 89 84 64 51 27 11 4 

 

Abbildung 32: Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom Menopausenstatus (overall 
survival) 

 

▼ Prämenopausal, n = 62 
OAS (Ø): 68 Monate  

∆ Postmenopausal, n = 99 
OAS (Ø): 71 Monate  
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Log-Rank 
p = 0,9174 

t= 76 Monate 
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Patients at risk: 

eNOS-
pos.: 

101 81 72 51 39 19 10 2 

eNOS- 
neg.: 

62 47 43 33 24 9 3 0 

Abbildung 33: Krankheitsfreies Überleben in Abhängigkeit von der eNOS-Expression 
(disease free survival) 
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Log-Rank 
p = 0,9538 

▼ eNOS-pos. 
events: 30/101 

∆ eNOS-neg. 
events: 17/62 

t= 76 Monate 
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Patients at risk: 

eNOS-
pos.: 

101 94 87 67 54 27 15 9 

eNOS-
neg.: 

62 55 51 44 35 18 6 2 

 

Abbildung 34: Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der eNOS-Expression (overall 
survival) 
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Log-Rank 
p = 0,07 

∆ eNOS-neg. 
events: 1/62 

▼ eNOS-pos. 
events: 9/101 

t= 76 Monate 
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Die Expression von eNOS hatte keinen signifikanten Einfluss auf die 

Überlebenswahrscheinlichkeit der Patientinnen. Dennoch ist mit einem p = 0,07 

im Gesamtüberleben ein Trend zu erkennen. Die Überlebenswahrscheinlichkeit 

für Patientinnen mit eNOS-negativen Tumoren war höher als für solche, deren 

Tumore eNOS exprimierten.  

Um festzustellen, ob ein repräsentatives Patientenvorkommen die Grundlage für 

die vorliegende Arbeit bildet, wurden die als etabliert geltenden Prognosefaktoren 

auf ihre prognostische Signifikanz hin geprüft. Die uni- und multivariate Analyse 

für das Gesamtüberleben erfolgte mit der Cox-Regression, nach der Rückwärts-

Methode (Wald-Statistik). Dieses Verfahren wurde mit den etablierten 

Prognosefaktoren und eNOS angewendet, für die Gruppierung der Faktoren vgl. 

Kap. 2.1. Das mediane Follow-up der Patientinnen betrug 41 Monate, vgl. Kap. 

3.1 

Tabelle 13: Uni- und multivariate Analyse der etablierten Prognosefaktoren (Cox-
Regression) für das Gesamtüberleben 

Univariate Analyse Multivariate Analyse  

HR Konfidenz- 
Intervall 

P-Wert HR Konfidenz-
Intervall 

P-Wert 

T-Stadium 2.68 1.47-4.88 0.001 2.37 1.25-4.50 0.008 

Grading 5.51 1.75-17.31 0.003 4.17 1.25-13.91 0.02 

Rezeptorstatus 4.85 1.30-18.08 0.019 - - - 

LK-status 10.30 1.29-82.60 0.028 - - - 

eNOS 5.29 0.67-41.87 0.11 - - - 

Alter 1.47 0.42-5.09 0.54 - - - 

 

In der univariaten Analyse wurden die Variablen aufgrund nicht-hochsignifikanter 

Regressionskoeffizienten (> 0,01) in der Reihenfolge Alter, eNOS, LK-status und 

Rezeptorstatus verworfen. Das T-Stadium und das Grading der Tumore stellen für 

das Gesamtüberleben statistisch hoch signifikante Prognosefaktoren dar. 

Signifikante Werte wurden für den Rezeptor- und den Lymphknotenstatus 

festgestellt.  



3 ERGEBNISSE  58 

Nach Durchführung der multivariaten Analyse mit den beiden hochsignifikanten 

Variablen T-Stadium und Grading zeigte sich, dass beide unabhängige 

Prognosefaktoren für das Gesamtüberleben sind (Regressionskoeffizient < 0,05). 

 

Zusammenfassung der Ergebnisse: 

1. eNOS-Expression ließ sich in Endothel- und Tumorzellen nachweisen. 

2. T-Stadium und Grading sind in diesem Kollektiv hoch signifikante 

Prognosefaktoren für Gesamt- und krankheitsfreies Überleben. Lymphknoten- 

und Hormonrezeptorstatus waren signifikante Prognosefaktoren für beide 

Überlebenszeiten,  Alter und Menopausenstatus waren in diesem Kollektiv 

keine Prognosefaktoren. 

3. Zwischen der eNOS-Expression und dem Hormonrezeptorstatus bestand eine 

signifikante negative Korrelation. Hormonrezeptornegative Tumore waren 

häufiger eNOS-positiv. 

4. Prämenopausale Patientinnen und diejenigen, welche in der ersten 

Zyklushälfte operiert worden waren, hatten signifikant häufiger eNOS-

positive Tumore. 

5. Die Überlebenswahrscheinlichkeit für Patientinnen mit eNOS-positiven 

Tumoren war geringer als für solche mit eNOS-negativen Tumoren. Dennoch 

konnte kein signifikanter Einfluss von eNOS auf das Überleben nachgewiesen 

werden.   
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4 DISKUSSION 
Seit Thomsen und ihre Mitarbeiter 1995 zeigen konnten, dass NO-Synthasen in 

Brustkrebs exprimiert werden [Thomsen et al 1995], besteht großes Interesse an 

der Rolle von NO in der Karzinogenese. Die Aufklärung der genauen 

pathophysiologischen Aufgaben von NO beim Mammakarzinom ist bis heute 

nicht gelungen. Dies liegt an der unzureichenden Größe der bisher untersuchten 

Kollektive und an der Heterogenität von Brustkrebs.  

Ob eNOS eine entscheidende Rolle bei der Progression von Brustkrebs spielt, ist 

nach wie vor ungeklärt. Studien zeigten, dass sowohl am Endothel wirkende 

Scherkräfte (shear stress) [Nishida et al 1992] als auch die hormonalen 

Veränderungen einer Schwangerschaft die eNOS-Aktivität steigern [Weiner et al 

1994]. Es ist bekannt, dass in Endothelzellen des Herz-Kreislaufsystems die 

eNOS-Aktivität durch Östrogen reguliert wird [MacRitchie et al 1997]. Beim 

Mammakarzinom dagegen ist eNOS sowohl in intratumoralen Endothelzellen als 

auch in Tumorzellen vorhanden [Loibl et al 2002; Tschugguel et al 1996; 

Zeillinger et al 1996; Vakkala et al 2000]. Da Brustkrebs eine hormonabhängige 

Erkrankung darstellt, könnte die eNOS-Expression von der endokrinen 

Umgebung des Tumors abhängen.   

4.1 Patientinnen 

In der vorliegenden Studie wurden 163 Patientinnen mit der Diagnose eines 

Mammakarzinoms ausgewählt. Zur Erhebung der klinischen Daten wurden die 

histopathologischen Berichte und die entsprechenden Patientenakten ausgewertet. 

Zu den Einzelheiten hierfür siehe Kapitel 2.1. Mit dieser Arbeit wurde zum ersten 

Mal an einem Kollektiv dieser Größe der Einfluss der endothelialen NO-Synthase 

auf die Prognose des Mammakarzinoms untersucht. 

Tabelle 14 verdeutlicht die Größe der in der vorliegenden Arbeit verwendeten 

Fallzahl (163), verglichen mit anderen Studien über NOS-Expression beim 

Mammakarzinom. 
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Tabelle 14: Vergleichbare Studien und deren Fallzahl 

Autoren Jahr Fallzahl Thema der Studie 

Reveneau et al 1999 40 
NOS in humanem Mammakarzinom ist 
assoziiert mit Tumorgrad, 
Proliferationsrate und PR-Expression. 

Martin et al 2000 71 
eNOS-Expression korreliert mit 
Grading, Lymphknotenstatus und ER-
Expression beim Mammakarzinom. 

Tschugguel et al 1999 80 Beim Mammakarzinom ist die iNOS-
Expression abhängig vom Tumorgrad 

Vakkala et al 2000 80 
eNOS-Expression ist mit dem Östrogen- 
und Progesteronstatus in invasiven 
Mammakarzinomen assoziiert. 

Mortensen et al 1999 118 
ecNOS in peritumoralen Gefäßen ist ein 
günstiger Prognosefaktor bei 
prämenopausalen Brustkrebspatient-
innen. 

Von den 163 Patientinnen unserer Untersuchung befanden sich zum Zeitpunkt der 

Erkrankung 99 in der Post- und 62 in der Prämenopause (3 unbekannte Angaben). 

Diese Verteilung steht im Einklang mit den publizierten Daten des Statistischen 

Bundesamtes, da ein Großteil der Mammakarzinome erst bei Frauen in der 

Postmenopause entsteht [Statistisches Bundesamt 1992]. 

Die Anzahl der für das Mammakarzinom untersuchten Prognosefaktoren nimmt 

stetig zu und ist inzwischen zahlreich, sodass es nicht sinnvoll erscheint, alle 

Prognosefaktoren in einer Arbeit zu untersuchen. Daher wurden für diese Arbeit 

die klinisch relevanten und als etabliert angesehenen Prognosefaktoren des 

Mammakarzinoms [Goldhirsch et al 2003] ausgewählt. Dazu zählen: 

• Tumorgröße • Hormonrezeptorstatus 

• Tumorgrading • Nodalstatus 

• Alter/Menopausenstatus  
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Um zu zeigen, dass es sich in der vorliegenden Studie um ein repräsentatives 

Patientengut handelt, wurden die o.g. Parameter auf ihre prognostische 

Signifikanz hin überprüft (Einzelheiten siehe Kapitel 3.5). Die Ergebnisse legen 

nahe, dass die Grundvoraussetzungen und Anforderungen an das untersuchte 

Patientinnen- und Tumorkollektiv sicher erfüllt wurden [Harris 1992; Harris 

1992a].  

4.2 Methodische Aspekte 

Das eNOS-Protein kann immunohistochemisch im Tumorgewebe [Mortensen et 

al 1999; Vakkala et al 2000; Martin et al 2000; Loibl et al 2002], seine mRNA 

durch cRT-PCR [Zeillinger et al 1996] sowie Northern-Blot-Analyse [Teng et al 

1998] nachgewiesen werden. Der immunohistochemischen Darstellung werden 

eine Reihe von Vorteilen zugesprochen:  

• im Vorgehen reproduzierbar,  

• rasch und einfach auch an kleinen Tumorproben durchführbar, 

• gängige Methode,  

• die Schnitte können mittels Lichtmikroskops wiederholt inspiziert werden, 

• Erhalt der Ergebnisse am Tag der Untersuchung. 

Des Weiteren besteht ein großer Vorteil der Methode darin, dass Normalzellen 

von Tumorzellen unterschieden, deren morphologische Kriterien im Gefüge ihres 

umgebenden Gewebes beurteilt werden können [Li et al 1987]. Damit war eine 

wesentliche Vorraussetzung erfüllt, eNOS sicher lokalisieren zu können.  

Ein Nachteil liegt darin, dass durch technische Probleme, vor allem bei in Paraffin 

eingebettetem Gewebe, die immunhistochemische Färbung bedeutsam verändert 

werden kann.  Durch Fixation und Gewebeaufbereitungsverfahren wird ein großer 

Teil der Oberflächenantigene zerstört und so könnte fälschlicherweise weniger 

eNOS nachgewiesen werden als tatsächlich exprimiert wurde. In anderen 

Untersuchungen fanden sich abhängig von der Fixation der Zellen, 

unterschiedliche Färbemuster [Penault-Llorca et al 1994]. Studien über die 

verschiedenen, im Handel erhältlichen Antikörper, zeigten ebenfalls eine weite 

Vielfalt an Sensitivität und Spezifität bei Verwendung an fixiertem, in Paraffin 

eingebettetem Gewebe [Busmanis et al 1994; Press et al 1994]. 
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Diesen Nachteil sollte das Färbeverfahren nach der APAAP-Technik ausgleichen, 

da hierbei die Verwendung unkonjugierter Antikörper eine größere 

Empfindlichkeit und demzufolge eine stärkere Anfärbung erzielt. Damit wird der 

Antigenverlust kompensiert und auch eine Anwendung mit paraffiniertem 

Gewebe führt zu qualitativ guten und verlässlichen Ergebnissen [Bourne 1983, S. 

12-13]. 

Für den Nachweis der eNOS-Expression in Mammakarzinomen haben wir eine 

der gebräuchlichsten immunhistochemischen Methoden, die APAAP-Technik, 

angewendet. Diese Methode besitzt eine hohe Nachweisempfindlichkeit [Cordell 

et al 1984] und wird für das immunhistochemische Untersuchen von 

Gewebeproben empfohlen [Li et al 1987]. Grundsätzlich steht zur Lokalisierung 

von Antigenen eine Vielzahl immunenzymatischer Färbetechniken zur 

Verfügung. Die am häufigsten durchgeführten sind Immunperoxidase-

Färbemethoden, von denen es vier Varianten gibt: die direkte Methode, die 

indirekte Methode, die Avidin-Biotin-(Avidin-Biotin-Complex=ABC-)Methode, 

die PAP- oder die hier zur Anwendung gebrachte APAAP-Methode [Boenisch 

1989, S. 22-23]. Der große Vorteil von APAAP gegenüber der PAP-Färbung ist 

der Wegfall der störenden endogenen Peroxidase-Aktiviät, erzielt durch den 

Zusatz von Levamisole (Einzelheiten siehe Kapitel 2.2.2.2) [Ponder und 

Wilkinson 1981]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein monoklonaler Antikörper verwendet. Die 

beiden wichtigsten Vorteile eines monoklonalen Antikörpers im Vergleich zu 

einem polyklonalen sind eine starke Homogenität und die Abwesenheit 

unspezifischer Antikörper [Boenisch 1989, S.10-12]. 

Die Einführung der Immunhistochemie hat für die Klassifikation, Zytogenese und 

prognostische Beurteilung menschlicher Tumore bisher große Fortschritte mit 

klinischer Relevanz gebracht [Daugaard 2004; de Jong et al 2004]. Durch 

monoklonale und polyklonale Antikörper können Gefäße, Rezeptoren, 

Bindungsstellen, Onkogene und Wachstumsfaktoren nachgewiesen werden. Die 

Immunhistochemie stellt somit eine Möglichkeit zur optimalen Behandlung von 

Tumoren dar.  
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4.3 Ergebnisse 

4.3.1 Nachweis von NOS in Tumoren 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei Mammakarzinomen mit einem Antikörper 

gegen eNOS immunhistochemisch die eNOS-Expression untersucht. Ziel hierbei 

war, diese in bestimmten Strukturen des Mammakarzinomgewebes nachzuweisen, 

um dann von der Lokalisation eine mögliche Rolle von eNOS in der 

Karzinogenese von Brustkrebs ableiten zu können. Die Ergebnisse anderer 

Studien zeigen, dass alle drei NOS-Isoformen (eNOS, iNOS, nNOS) für die 

tumorfördernden/-hemmenden Effekte von NO verantwortlich sein könnten [Xu 

et al 2002]. Sie wurden bisher in mehreren humanen Tumoren nachgewiesen, 

welche die nachfolgende Tabelle zeigt. 

Tabelle 15: Auswahl von Arbeiten über maligne Tumore in denen NOS nachgewiesen wurde 

Autoren Jahr Tumor NOS-Isoform 

Thomsen et al  1994 Ovar und Uterus NOS-Aktivität 

Thomsen et al  1995 Brust eNOS/iNOS 

Cobbs et al  1995 ZNS eNOS/nNOS 

Zeillinger et al  1996 Brust eNOS 

Liu et al   1998 Lunge iNOS 

Gallo et al  1998 Kopf-/Hals iNOS 

Klotz et al 1998 Prostata iNOS 

Hajri et al 1998 Pankreas iNOS 

Ambs et al  1998 Colon iNOS 

Weninger et al  1998 Kaposi Sarkom iNOS 

Wilson et al  1998 Ösophagus iNOS 

Goto et al  1999 Magen iNOS 

Klotz et al  1999 Harnblase eNOS/iNOS 

Tschugguel et al  1999 Melanom iNOS 

Reveneau et al  1999 Brust iNOS 

Tschugguel et al  1999 Brust eNOS/iNOS 

Mortensen et al  1999 Brust eNOS 

Martin et al  2000 Brust eNOS 

Vakkala et al  2000 Brust eNOS 

Loibl et al  2002 Brust eNOS/iNOS 

Raspollini et al 2004 Ovar iNOS 

Adithi et al 2005 Retinoblastom eNOS/iNOS 

Li et al 2005 Endometrium iNOS 
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In unserer Studie konnte die eNOS-Expression sowohl in Endothelzellen als auch 

im Zytoplasma von Tumorzellen lokalisiert werden. Dieses Ergebnis läßt 

vermuten, dass eNOS an der Regulation der NO-Synthese in malignen 

Brusttumoren beteiligt ist.  

Neben den eigenen Untersuchungen wurde in verschiedenen Studien anderer 

Autoren ebenfalls die Expression von eNOS im Mammakarzinom untersucht. Die 

Resultate der vorliegenden Arbeit stehen im Einklang mit den Ergebnissen 

vergleichbarer Studien [Mortensen et al 1999; Martin et al 2000; Loibl et al 2002], 

während die Arbeitsgruppen um Thomsen [1995] und Tschugguel [1996] NOS-

Expression in Endothelzellen, aber nicht in Tumorzellen nachweisen konnten.  

Tabelle 16 fasst die eben erwähnten Arbeiten über die eNOS-Expression bei 

Mammakarzinomen zusammen. 

Tabelle 16: Immunhistochemischer Nachweis von eNOS  im Mammakarzinomgewebe 

Autoren Jahr Material
IHC- 

Methode 

Lokalisation 

von eNOS 

Thomsen et al 1995 Gefrier-
schnitte ABC Endothelzellen 

Tschugguel et al 1996 Gefrier-
schnitte ABC Endothelzellen 

Mortensen et al 1999 Paraffin-
schnitte ABC Endothelzellen, 

Tumorzellen 

Martin et al 2000 Paraffin-
schnitte PAP Endothelzellen, 

Tumorzellen 

Loibl et al 2002 Paraffin-
schnitte APAAP Endothelzellen, 

Tumorzellen 

Die Gegenüberstellung dieser Studien verdeutlicht, dass eine Expression von 

eNOS ausnahmslos in Endothelzellen lokalisiert werden konnte, aber nicht immer 

in Tumorzellen. Alle oben genannten Arbeiten wendeten die Immunhistochemie 

(IHC) als Nachweismethode an, welche die eNOS-Expression in Endothel- und 

Tumorzellen getrennt erfassen lässt [Li et al 1987]. Demnach ist ein Grund für die 

voneinander abweichenden Ergebnisse bezüglich der Lokalisation von eNOS 

möglicherweise in den verschiedenen Materialien (Gefrier-/Paraffinschnitte) und 

unterschiedlichern Färbetechniken der IHC (ABC-, PAP- und APAAP-Methode) 
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zu finden. Einzelheiten zu Färbemethoden der IHC siehe Abschnitt über die 

methodischen Aspekte. 

Bei der weitergehenden lichtmikroskopischen Betrachtung der angefärbten 

Tumore fiel eine makrophagozytäre Infiltration auf, deren funktionelle Bedeutung 

in Mammakarzinomen ein komplexes Phänomen darstellt. Einerseits besitzen 

Makrophagen eine tumorizide Aktivität [van Ravenswaay-Claasen et al 1992], 

andererseits stimulieren diese die Produktion von Angiogenese- und 

Wachstumsfaktoren, wodurch sie die Tumorausbreitung wesentlich begünstigen 

[Visscher et al 1995].  

Der Nachweis von eNOS-Protein und -Aktivität in humanen Makrophagen läßt 

eine immunmodulatorische Rolle dieses Enzyms vermuten. Am ehesten könnte es 

sich hierbei um einen pro-inflammatorischen Parameter handeln [Muhl und 

Pfeilschifter 2003]. Demnach kann vom tumorbiologischen Standpunkt eher eine 

kooperative Aktivität zwischen Tumorzellen und Makrophagen als eine 

kontraproduktive Wirkung beider Komponenten angenommen werden [Visscher 

et al 1995]. 

Darüber hinaus lässt auch die in dieser Arbeit beobachtete Expression von eNOS 

in Endothelzellen auf eine Bedeutung dieses Enzyms bei der Karzinogenese 

schließen. Es ist bekannt, dass Endothelzellen eine entscheidende Rolle bei der 

Angiogenese spielen, welche wiederum für Tumorwachstum und Metastasierung 

verantwortlich ist [Folkman und Shing 1992]. Demzufolge könnte eNOS ein 

entscheidender Mediator der in vivo Angiogenese sein und gleichzeitig die 

Tumorprogression fördern. Diese Vermutung wird durch Ergebnisse aus Tier- und 

Zellkulturmodellen unterstützt [Lala und Orucevic 1998; Orucevic et al 1999]. 

Bei der histomorphologischen Beurteilung der Tumorpräparate konnte eine 

Verstärkung des Färbemusters für eNOS an der Invasionsfront der Karzinome 

beobachtet werden. Unter Berücksichtigung der biologischen Eigenschaft von 

eNOS, die Angiogenese zu fördern [Murohara et al 1998], könnte diese 

Beobachtung als morphologisch sichtbare Manifestation der 

wachstumsfördernden Wirkung verstanden werden.  

Der Befund einer erhöhten eNOS-Expression sowohl in Endothelzellen als auch 

in Tumorzellen an der Invasionsfront der Tumoren, unterstützt die Annahme einer 

engen Beziehung dieses Enzyms zur Metastasierungspotenz des Tumors.  
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4.3.2 Korrelationen zwischen eNOS-Expression und den 
Prognosefaktoren 

Das Mammakarzinom zählt zu den hormonabhängigen Tumoren. Hormonale 

therapeutische Maßnahmen, wie die Tamoxifen-Therapie, sind seit längerer Zeit 

mit gutem klinischem Erfolg in der Behandlung von Brustkrebs-Patientinnen 

etabliert [Jaiyesimi et al 1995; Jordan und Morrow 1999; Gelber et al 1996]. Die 

Bestimmung des Östrogen- und Progesteronrezeptorstatus gehört heute zu den 

wichtigsten Kriterien für Prognose und Therapie beim Mammakarzinom [Scharl 

et al 1989]. Ein positiver Hormonrezeptorstatus ist mit einer günstigen Prognose, 

sowohl hinsichtlich der Überlebenszeit [Costa et al 2002; Hess et al 2003] als 

auch des Ansprechens auf eine hormonelle adjuvante Therapie, assoziiert [Jonat et 

al 1994]. Diese bekannte biologische und klinische Wichtigkeit von 

Östrogenrezeptoren in maligne entartetem Brustdrüsengewebe hat zu einem 

wachsenden Interesse an Östrogen-regulierten Proteinen geführt. Es ist bekannt, 

dass Östrogen die eNOS-Expression aktiviert [Simoncini et al 2000; Hishikawa et 

al 1995; Shaul 1999; MacRitchie et al 1997].  

Aufgrund des eben genannten Zusammenhangs erwarteten wir Korrelationen 

zwischen eNOS und den durch Hormone beeinflussten Parametern. Zu diesen 

gehören das Alter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnose, der Menopausen- 

und der Hormonrezeptorstatus. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse stimmen 

teilweise mit den erwarteten überein.  

Bei der Untersuchung einer möglichen Korrelation zwischen eNOS und dem 

Alter der Patientinnen konnten wir keinen signifikanten Zusammenhang 

nachweisen. Bisher ist eine mögliche Beziehung dieser beiden Faktoren selten 

untersucht worden, das Ergebnis der vorliegenden Studie wird durch das einer 

weiteren Arbeit unterstützt [Mortensen et al 1999]. Dagegen beobachteten andere 

Untersuchungen, dass jüngere Patientinnen (< 50 Jahre) signifikant häufiger 

eNOS-positive Tumorzellen als ältere Patientinnen (≥ 50 Jahre) besaßen [Loibl et 

al 2002]. Allerdings war das Kollektiv der zuletzt erwähnten Arbeit wesentlich 

kleiner (n = 54) als das der vorliegenden, welches die Signifikanz des Ergebnisses 

fraglich macht. Bezüglich der Verteilung des Alters war das Kollektiv der 

gegenwärtigen Arbeit repräsentativ. Als Kriterium hierfür gilt, dass 2 Prozent der 

Patientinnen < 35 Jahre alt sind, welches für fünf von 163 Patientinnen (3,2 %) 

zutraf und damit innerhalb der Vorgaben liegt. Ein Mangel an Repräsentativität ist 
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demzufolge nicht für die Differenz zu dem erwarteten Ergebnis verantwortlich. 

Möglicherweise war die Größe des verwendeten Kollektives trotz der 163 

partizipierenden Patientinnen nicht groß genug, um einen vielleicht vorhandenen 

Zusammenhang aufzudecken.  

Zwischen eNOS-Expression und dem Menopausenstatus der Patientinnen konnte 

eine signifikante Korrelation hergestellt werden, prämenopausale Patientinnen 

hatten häufiger eNOS-positive Tumore. Dieser Befund wurde bislang in der 

Literatur nicht aufgegriffen, allerdings existieren Untersuchungen über den 

Zusammenhang zwischen Menopausen- und Hormonrezeptorstatus. 

Prämenopausale Frauen haben eher einen negativen Rezeptorstatus als 

postmenopausale Frauen [Colditz et al 2004]. Diese Beobachtung wird durch 

Ergebnisse gestützt, bei denen mit dem Alter die Proliferationsrate von 

östrogenrezeptor-positiven Zellen zunimmt [Tarone und Chu 2002]. Dieser 

Zusammenhang ist wiederum passend zu einem weiteren Ergebnis der 

vorliegenden Arbeit, wobei rezeptornegative Tumore häufiger eNOS-positiv sind 

(vgl. folgenden Abschnitt über eNOS und Hormonrezeptorstatus). Folglich sind 

prämenopausale Patientinnen eher rezeptornegativ und beide Variablen einzeln 

betrachtet gehen mit erhöhter eNOS-Expression einher.  

Darüber hinaus zeigen Untersuchungen über den Menstruationszyklus, dass 

prämenopausale Mammakarzinompatientinnen, welche während der follikulären 

Phase operiert worden waren, ein schlechteres Gesamtüberleben hatten [Fentiman 

2002; von Minckwitz et al 1994]. In der vorliegenden Arbeit waren die Tumore 

der Patientinnen, welche ihren operativen Eingriff während der follikulären Phase 

hatten, ebenfalls eher eNOS-positiv (vgl. Kreuztabelle im Anhang ab Seite 99).  

Zusammenfassend geht ein erhöhter Östrogenspiegel im Serum mit einer erhöhten 

eNOS-Expression einher und bei eNOS könnte es sich um einen tumorfördernden 

Faktor handeln. 

Hinsichtlich der Beziehung zwischen eNOS und dem Hormonrezeptorstatus 

konnten wir eine signifikante negative Korrelation aufzeigen. Rezeptornegative 

Tumore waren signifikant häufiger eNOS-positiv als rezeptorpositive Tumore. In 

der Literatur wird eine Beziehung im Allgemeinen zwischen eNOS und 

Hormonrezeptorstatus bestätigt [Mortensen et al 1999; Vakkala et al 2000; Martin 

et al 2000]. Allerdings fanden einige Arbeitsgruppen bei hormonrezeptorpositiven 
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Tumoren eine signifikant häufigere eNOS-Expression [Vakkala et al 2000; Martin 

et al 2000]. Eine mögliche Erklärung für die unterschiedlichen Resultate könnten 

die bei den anderen Studien verwendeten, deutlich niedrigeren, Fallzahlen sein 

(vgl. hierzu Tabelle 15). Hierdurch verringert sich die Aussagekraft der zitierten 

Studienergebnisse. Die Diskrepanzen könnten aber auch auf die unterschiedliche 

Zusammensetzung der untersuchten Stichproben zurückzuführen sein. Bei unserer 

Studie haben wir sehr strenge Ein- und Ausschlusskriterien definiert (Einzelheiten 

hierzu siehe Kap 2.1). Derartige wurden nicht in den zur Gegenüberstellung 

herangezogenen Arbeiten erwähnt, eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist 

demzufolge nur eingeschränkt zulässig. 

Des Weiteren mussten in unseren Untersuchungen die Tumore entweder 

Östrogen- oder  Progesteronrezeptoren exprimieren um als hormonrezeptorpositiv 

zu gelten. Diese Vorgehensweise ist durchaus angebracht und spiegelt den 

klinischen Nutzen des Rezeptorstatus wider. Auch hierzu findet sich keine 

Erläuterung in den herangezogenen Studien.  

Die Aufteilung der hormonrezeptorpositiven Tumore in die Subgruppen östrogen- 

oder progesteronrezeptorpositiv ergab keine signifikanten Korrelationen mit der 

Expression von eNOS. Bezüglich des Progesteronrezeptors ließ sich aber die 

Tendenz einer Beziehung zur eNOS-Expression erkennen (p = 0,079). Das 

Ergebnis steht prinzipiell mit dem des Hormonrezeptorstatus in Einklang: 

Progesteronrezeptornegative Tumoren waren häufiger eNOS-positiv. Die 

Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Vakkala unterstützen einen Zusammenhang 

zwischen der eNOS-Expression und dem Progesteronrezeptor. Aber ähnlich wie 

bei ihren Untersuchungen mit dem Östrogenrezeptor handelt es sich hierbei um 

eine positive Korrelation und widerspricht somit unseren Befunden [Vakkala et al 

2000]. Mögliche Erklärungen hierfür entsprechen den beim Hormonrezeptor 

erwähnten, kleineres Kollektiv und mögliche Inkongruenz der Stichproben.  

Zusammenfassend machen diese Ergebnisse deutlich, dass eNOS, 

Hormonhaushalt und Brustkrebs in einer Beziehung zueinander stehen.  
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Tabelle 17: eNOS-Expression und Hormonrezeptorstatus beim Mammakarzinom 

Autor Jahr Anzahl Korrelation von eNOS mit 

Hormonrezeptoren 

Mortensen et al 1999 113 eNOS-Expression in peritumoralen 
Gefäßen korreliert positiv mit PR 

Vakkala et al 2000 80 Positive Korrelation mit ER und PR 

Martin et al 2000 80 Positive Korrelation mit ER 

Die Assoziation zwischen eNOS-Expression und Hormonrezeptorstatus der 

Tumore weist darauf hin, dass diese durch die hormonalen Rezeptoren reguliert 

werden könnte. Ergebnisse von Versuchen mit Brustkrebszelllinien unterstützen 

diese These [Martin et al 1999; Zeillinger et al 1996]. Es ist bekannt, dass 

Östrogen/Östradiol die Expression von eNOS stimuliert [Hayashi et al 1995; 

Ziche et al 1997; Caulin-Glaser et al 1997] und die Permeabilität von 

Endothelzellen moduliert [Cho et al 1999]. Untersuchungen mit den ER-

Antagonisten Tamoxifen und ICI 182,780 zeigten, dass dieser Effekt über ein ER-

vermitteltes System erfolgen könnte [Chen et al 1999; Hayashi et al 1995]. 

Vor dem Hintergrund, dass die Expression von eNOS östrogen-induziert erfolgt 

und von einem funktionell aktiven ER abhängig ist, erscheinen die bei der 

vorliegenden Studie erhaltenen Befunde vorerst ungewöhnlich. Demnach würde 

man eine Expression von eNOS in ER-negativen Karzinomen nicht erwarten. 

Folgende Hypothese soll zur Klärung dieses Sachverhaltes beitragen. Die 

molekularen Mechanismen, durch welche Östrogen die eNOS-Expression 

stimuliert, sind vielfältig und geschehen primär auf Transkriptionsebene 

[Chambliss und Shaul 2002]. Die nachfolgende Abbildung veranschaulicht einige 

dieser Mechanismen, von denen manche noch nicht vollständig verstanden oder 

bekannt sind. Diese sind in der Darstellung mit einem Fragezeichen 

gekennzeichnet. 
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Abbildung 35: Östrogen-induzierte Aktivierung von eNOS (Quelle: Chambliss und Shaul 
2002, Seite 682) 

Dieser komplexe Signaltransduktionsmechanismus wird am ehesten durch ER 

vermittelt [Chambliss und Shaul 2002], es kommen aber auch andere Abläufe in 

Frage. Erste Daten deuten darauf hin, dass die östrogen-induzierte eNOS-

Expression durch rezeptorunabhängige Mechanismen induziert wird. 

Untersuchungen an ER-defizienten Mäusen wiesen trotz des mangelhaften ER 

Effekte des Östrogens nach [Iafrati et al 1997; Karas et al 1999].  

Für die Konstellation hormonrezeptornegativ/eNOS-positiv (Ergebnis der 

vorliegenden Studie, vgl. entsprechenden Abschnitt) ist möglicherweise eine 

variable Aktivität aufgrund einer geringfügig veränderten strukturellen 

Beschaffenheit des Rezeptors verantwortlich, welche nicht aufgedeckt werden 

kann und so zu einem phänotypisch negativen Hormonrezeptor führt. Andere 

mögliche Erklärungen wären entweder ein bis heute noch nicht beschriebener 

Hormonrezeptor-unabhängiger Regulationsmechanismus der östrogen-induzierten 

eNOS-Expression, oder dass die Steigerung der eNOS-Expression auch 

unabhängig von Östrogen ablaufen kann. Diese vielfältigen Erklärungsansätze 

verdeutlichen, wie differenziert und komplex Interaktionen zwischen Faktoren 

wie eNOS und den Hormonrezeptoren ablaufen können. Viele Fragen hinsichtlich 
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dieser Wechselbeziehung bleiben ungeklärt und müssen durch weitere Studien 

eruiert werden. 

Die Korrelation von eNOS und hormon-unabhängigen Prognosefaktoren 

(Tumorgröße, -differenzierung und Lymphknotenstatus) erreichte in keinem Fall 

statistische Signifikanz. Dennoch ließen sich einige interessante Aspekte und 

Zusammenhänge herstellen.  

Zwischen der Tumorgröße und der eNOS-Expression fanden wir keinen 

nennenswerten Zusammenhang. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den 

Ergebnissen anderer Arbeiten [Mortensen et al 1999; Martin et al 2000; Vakkala 

et al 2000; Loibl et al 2002]. 

Auch wenn wir keine signifikante Korrelation zwischen dem Vorhandensein von 

eNOS und der Differenzierung der Tumore zeigen konnten, so ließ sich 

dennoch eine stärkere eNOS-Expression in gering differenzierten Tumoren 

beobachten. Diese Tendenz unterstützen die Ergebnisse einer weiteren 

Arbeitsgruppe [Thomsen et al 1995], während andere in gut differenzierten 

Tumoren die stärkere eNOS-Expression vorfanden [Martin et al 2000; Loibl et al 

2002]. In anderen Untersuchungen wiederum [Vakkala et al 2000; Mortensen et al 

1999] ließ sich keine Beziehung zwischen eNOS und dem Tumorgrad herstellen. 

Vom tumorbiologischen Verhalten gesehen würde man eher eine negative 

Korrelation zwischen eNOS-Expression und Tumorgrad erwarten, da in gut 

differenzierten Tumoren die funktionelle Integrität von biochemischen 

Synthesemechanismen erhalten ist [Nakopoulou et al 1995]. Andererseits könnte 

ein Überwiegen der ebenfalls bekannten tumorfördernden Eigenschaften von NO 

[Andrade et al 1992] den positiven Zusammenhang von NO-Biosynthese und 

Differenzierungsgrad erklären, welche in der vorliegenden Studie beobachtet 

werden konnte.  

Ein weiterer möglicher Grund für die widersprüchlichen Ergebnisse könnte die 

unterschiedliche Verteilung der Differenzierungsgrade innerhalb der untersuchten 

Kollektive sein.  

Die Untersuchung einer möglichen Beziehung zwischen eNOS und dem 

Lymphknotenstatus ergab kein signifikantes Ergebnis. Wir beobachteten jedoch, 

dass Tumore, bei denen ein Befall der Lymphknoten vorlag, tendenziell häufiger 

eNOS-positiv waren. Im Gegensatz zu dieser Beobachtung konnte eine weitere 
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Arbeitsgruppe eine signifikante negative Korrelation nachweisen [Martin et al 

2000], während Ergebnisse anderer Studien keinen Zusammenhang dieser beiden 

Faktoren vorfanden [Mortensen et al 1999; Vakkala et al 2000]. Es ist bekannt, 

dass ein Befall der Lymphknoten zum Zeitpunkt der Diagnose mit einer 

schlechteren Prognose einhergeht [Clark 1995]. Ausgehend von der weiter oben 

erwähnten tumorbiologischen Hypothese, eNOS fördere möglicherweise eine 

Tumorprogression, unterstützen die hier gemachten Beobachtungen (stärkere 

eNOS-Expression bei Lymphknotenbefall) diese Theorie. Eine mögliche Ursache 

für die erhebliche Diskrepanz der Ergebnisse der erwähnten Arbeiten könnte die 

Verwendung von zu heterogenen, kleinen Kollektiven sein. Ferner könnten diese 

widersprüchlichen Ergebnisse reflektieren, dass eNOS keine weitergehende 

prognostische Aussagekraft über die des Lymphknotenstatus hinaus liefert.  

Tabelle 18: Korrelationen von eNOS-Expression mit hormonunabhängigen 
Prognosefaktoren beim Mammakarzinom 

Korrelationen der eNOS-Expression 
mit den Prognosefaktoren Autor Jahr Anzahl 

T-Stadium Grading Lk-status 

Thomsen et al 1995 15 Nicht 
untersucht Positiv Nicht 

untersucht 

Mortensen et al 1999 118 Keine Keine Keine 

Vakkala et al 2000 80 Keine Keine keine 

Martin et al 2000 80 Keine Negativ negativ 

Loibl et al 2002 54 Keine Negativ  Negativ 
(Trend) 

4.3.3 Überlebensanalyse der Prognosefaktoren – spielt eNOS 
eine Rolle ? 

Die Tumorgröße hatte einen signifikanten Einfluss auf die Prognose der 

Patientinnen. Mit steigender Tumorgröße nahm die Wahrscheinlichkeit einer 

Metastasierung zu, das Gesamtüberleben und die rezidivfreie Zeit dagegen ab. 

Diese Korrelation konnte auch von anderen Untersuchern festgestellt werden 

[McGuire und Clark 1992; Crowe et al 1992; Carter et al 1989]. Der 

Zusammenhang mit dem wichtigsten Prognosefaktor beim Mammakarzinom, dem 

Lymphknotenstatus, stützt dieses Ergebnis. Hierbei kam es bei größeren Tumoren 

signifikant häufiger zu einem Befall der Lymphknoten als dies bei kleineren 
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Tumoren zutraf (vgl. entsprechende Tabelle im Anhang ab Seite 99). Diese 

Beobachtung bestätigte eine andere Arbeit [Shetty und Reiman 1997]. 

In unserer Studie zeigte sich das Tumorgrading als signifikanter 

Prognoseparameter. In der Analyse verdeutlichte sich, dass die Patientinnen mit 

einem niedrigen Grading eine bessere Prognose hatten. Dies steht im Einklang mit 

den Ergebnissen anderer Studien [Hopton et al 1989; Fisher 1986]. 

Entgegen unseren Erwartungen beobachteten wir keinen Einfluss des Alters der 

Patientinnen auf das Überleben. Im Gegensatz dazu wird in einigen Studien das 

Alter als ein unabhängiger, signifikanter Prognosefaktor beschrieben. In diesen 

haben jüngere Patientinnen ein signifikant kürzeres Überleben [Grosclaude et al 

2001; Dubsky et al 2002]. Die Diskrepanz der Ergebnisse könnte an der Größe 

des Kollektives liegen. Möglicherweise reichten 163 Patientinnen nicht aus, um 

vorhandene kleine Zusammenhänge aufzudecken.  

Ein positiver Hormonrezeptorstatus (Östrogen und/oder Progesteron) ging mit 

einem signifikant längeren Überleben einher. Dieser Zusammenhang konnte in 

der Literatur mehrfach bestätigt werden [Grann et al 2005; Costa et al 2002; Clark 

1994; Clark 1995]. Die genauere Analyse nach Progesteron- und Östrogengehalt 

ergab, dass sich für das untersuchte Kollektiv nur der Östrogenrezeptorstatus als 

Prognosefaktor eignete.  

Seitdem der Östrogenrezeptorstatus 1977 in der Literatur zum ersten Mal als 

unabhängiger Prognosefaktor erwähnt wurde [Knight et al 1977], ist eine große 

Anzahl an Publikationen dazu erschienen. Die prognostische Bedeutung des 

Hormonrezeptorstatus (Progesteron und Östrogen) wird in diesen Publikationen 

kontrovers diskutiert, sein prädiktiver Wert für eine endokrine Therapie ist 

allerdings unbestritten. 

Der Hormonrezeptorstatus, welcher zum Zeitpunkt der Operation ermittelt wird, 

kann mit zunehmendem rezidivfreien Intervall an Bedeutung verlieren [Gebauer 

et al 2002]. Somit besitzt dieser für Patientinnen kurz nach Diagnosestellung eine 

prognostisch größere Aussagekraft, als es mehrere Jahre später der Fall ist [Hess 

et al 2003; Costa et al 2002]. Andererseits kann die Bedeutung des 

Hormonrezeptorstatus um ein Vielfaches zunehmen, wenn weitere Prognose-

faktoren berücksichtigt werden [Millis 1980; Collett et al 1996]. 
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In unserer Studie stellte sich der Lymphknotenstatus als signifikanter 

Prognosefaktor heraus. In der Literatur findet sich die Bestätigung unserer 

Beobachtungen. Nach wie vor gilt der Lymphknotenstatus als wichtigster 

Prognosefaktor für Patientinnen mit Mammakarzinom [Kaufmann et al 2004; 

Clark 1995] und ist einer der bedeutungsvollsten Parameter für die sich 

anschließende Therapie [Rack et al 2003]. 

Das untersuchte Patientenkollektiv wurde zudem in Subgruppen aufgeteilt 

(1 bis 3, 4 bis 9 und mehr als 9 befallene Lymphknoten). Hierbei zeigte sich, dass 

eine zunehmende Anzahl der befallenen Lymphknoten die Prognose der 

Patientinnen verschlechtert. Sowohl das Gesamtüberleben als auch das Intervall 

bis zum Auftreten von Metastasen waren verkürzt. Auch diese Ergebnisse 

stimmen mit denen anderer Studien überein [Fisher et al 1983; Saez et al 1989].  

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der hormonellen Umgebung und deren 

Einfluß auf die Prognose beim Mammakarzinom lag, wurde ein möglicher 

Zusammenhang zwischen Menopausenstatus und dem Überleben untersucht. Da 

prämenopausale Frauen eher einen negativen Hormonrezeptorstatus [Colditz et al 

2004; vgl. entsprechende Kreuztabelle im Anhang ab Seite 99] und 

rezeptornegative Patientinnen eine schlechtere Prognose haben (vgl. Abschnitt 

über Hormonrezeptorstatus), erwarteten wir eine geringere Überlebens-

wahrscheinlichkeit für prämenopausale Patientinnen. Die Ergebnisse zeigten 

jedoch keine Auswirkung des Menopausenstatus auf das Überleben der 

Patientinnen. Dagegen beobachtete eine andere Studie den von uns erwarteten 

Zusammenhang [Chang et al 2000]. Eine mögliche Erklärung für das Ausbleiben 

des erwarteten Ergebnisses ist, dass eine zu kleine Kollektivgröße bestehende 

Zusammenhänge verdeckt haben könnte. 

Zusätzlich zu möglichen Korrelationen mit klinisch-pathologischen Parametern 

untersuchten wir mit Hilfe der uni- und multivariaten Überlebensanalyse die 

prognostische Relevanz einer eNOS-Expression für das rezidivfreie Überleben 

und das Gesamtüberleben. In diesen Analysen erwies sich eNOS nicht als 

unabhängiger Prognosefaktor, dennoch war ein deutlicher Trend erkennbar. In den 

Überlebenskurven nach Kaplan-Meier zeigte sich, dass bei Patientinnen mit 

eNOS-positiven Tumoren ein kürzeres Gesamtüberleben abzusehen war (p = 

0,07). Der Einfluss von eNOS auf das Überleben beim Mammakarzinom ist 
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bisher selten untersucht worden. Während einige Studien keine Auswirkung von 

eNOS-Expression in Mammakarzinomzellen auf das Überleben feststellen 

konnten [Vakkala et al 2000; Mortensen et al 1999], fanden Mortensen und ihre 

Mitarbeiter in weiter gehenden Untersuchungen einen signifikanten Einfluss von 

eNOS-Expression in peritumoralen Gefäßen auf das krankheitsfreie Überleben 

und Gesamtüberleben von als prämenopausal eingestuften Patientinnen. 

Allerdings galt dies weder für die eNOS-Expression in Tumorzellen und 

intratumoralen Gefäßen, noch hatte die eNOS-Expression eine Auswirkung auf 

das Überleben postmenopausaler Patientinnen [Mortensen et al 1999]. Die 

fehlende Signifikanz des Ergebnisses der vorliegenden Arbeit könnte durch zu 

niedrige Fallzahlen und eine zu kurze Beobachtungszeit bedingt sein. 

Möglicherweise könnte ein signifikanter Zusammenhang bei entsprechender 

Ausweitung dieser beiden Größen, in sich anschließenden Studien, aufgedeckt 

werden.  

Im Gegensatz zur eNOS-Expression fanden Studien einen signifikanten Einfluß 

der iNOS-Expression auf die Überlebenswahrscheinlichkeit. In einer korrespon-

dierenden Untersuchung stellte sich diese NOS-Isoform als unabhängiger 

Prognosefaktor für das Überleben der Patientinnen heraus [Loibl et al 2005]. 

Die beobachtete Tendenz der kürzeren Überlebensdauer bei eNOS-positiven 

Tumoren, steht im Einklang mit den meisten der eigenen und bisher diskutierten 

Ergebnisse (stärkere eNOS-Expression bei rezeptornegativen, schlecht 

differenzierten Tumoren und solchen mit positivem Lymphknotenstatus; vgl. 

entsprechende Abschnitte). Es ist bekannt, dass die drei eben genannten 

Prognosefaktoren, Rezeptor-, Lymphknotenstatus und Grading der Tumore, mit 

einer schlechten Überlebenswahrscheinlichkeit einhergehen [Clark 1995; Saez et 

al 1989]. Demzufolge deuten die Ergebnisse dieser Studie in ihrer Gesamtheit 

daraufhin, eNOS könnte ein tumorfördernder Parameter sein. Als unabhängiger 

Prognosefaktor ist eNOS damit nicht geeignet, das Enzym kann jeoch als 

Differenzierungsmarker verstanden werden und gibt Hinweis auf eine 

ungünstigere Prognose.  

Die Angiogenese, definiert als Entwicklung neuer Blutgefäße aus bereits 

bestehenden, ist ein wichtiger Schritt für Tumorwachstum, Invasion und 

Metastasierung [Folkman 1995; vgl. auch entsprechenden Abschnitt in der 
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Einleitung]. Reguliert werden die einzelnen Prozesse der Angiogenese durch 

Zytokine, z.B. Vascular endothelial growth factor (VEGF) und basic fibroblast 

growth factor (bFGF) [Folkman und Shing 1992]. Für NO konnte eine 

stimulatorische Rolle in der Angiogenese gezeigt werden [Ziche et al 1994; 

Leibovich et al 1994; Babaei et al 1998] und Ergebnisse von Untersuchungen an 

Tumor- und Tiermodellen weisen auf eine entscheidende Funktion von NO in der 

Tumorgenese hin. In diesen wurde eine NO-vermittelte Stimulation der Tumor-

progression beobachtet [Lala und Orucevic 1998; Doi et al 1996; Jadeski et al 

2002; Lala und Chakraborty 2001]. Dass NO eine wichtige Funktion in der 

Ausbildung von Tumoren haben könnte, wird von Resultaten aus Forschungen 

mit Zelllinien bekräftigt, in denen die Hemmung der NOS-Aktivität das 

Wachstum der Tumore verlangsamte [Orucevic und Lala 1996]. Diese Effekte 

wurden vorerst auf eine verringerte Invasivität der Tumorzellen zurückgeführt 

[Orucevic et al 1999], in weitergehenden Untersuchungen kam die Arbeitsgruppe 

aber zu dem Schluß, dass diese Befunde auch durch eine Hemmung der 

Neovaskularisation mittels NOS-Inhibition erklärt werden könnten [Jadeski und 

Lala 1999]. Mit dieser Annahme bestätigten sie die Ergebnisse einer früheren 

Arbeit [Andrade et al 1992]. 

Die Auffassung, NO sei entscheidend an der Angiogenese beteiligt, wird von 

Studien mit dem stark angiogen wirkenden VEGF [Keck et al 1989] gestützt, 

welche zeigen, dass die VEGF-induzierte Angiogenese zu einem großen Teil von 

der NO-Produktion abhängt [Morbidelli et al 1996; Ziche et al 1997; Murohara et 

al 1998; Frank et al 1999]. Es ist bekannt, dass VEGF eine Schlüsselrolle in der 

Tumorangiogenese spielt [Plate et al 1992; Brown et al 1993], das 

Tumorwachstum steigert [Zhang et al 1995] und dessen Expression beim 

Mammakarzinom für eine schlechte Prognose steht [Toi et al 1996]. Andere 

Forschungsgruppen konnten beobachten, dass VEGF die NO-Produktion 

stimuliert [Ku et al 1993; van der Zee et al 1997], indem es einen Anstieg der 

Proteinspiegel von eNOS veranlasst [Hood et al 1998; Papapetropoulos et al 

1997]. eNOS im Speziellen könnte demzufolge Mediator der VEGF-vermittelten 

Angiogenese und damit für die Progression von Tumoren verantwortlich sein. Die 

Ergebnisse der nachfolgenden Studien beschreiben die angiogenen Eigenschaften 

von eNOS und unterstützen damit diese Auffassung [Murohara et al 1998; Jadeski 

und Lala 1999; Murohara et al 1999; Jadeski et al 2000]. Die genauen 
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molekularen Mechanismen, welche für die angiogenen Funktionen von eNOS 

verantwortlich sind, bleiben ungewiß. Erste Daten deuten darauf hin, dass dies im 

Zusammenhang mit der Expression von Integrin αvβ3 stehen könnte [Brooks et al 

1994a; Brooks et al 1994; Murohara et al 1999], jedoch sind weitere Arbeiten zur 

Auflösung notwendig. 

Aber nicht nur ein stimulatorischer, sondern auch ein inhibitorischer Effekt von 

NO auf die Tumorprogression scheint nach den Ergebnissen verschiedener 

Studien durchaus möglich [Xie et al 1995; Son und Kim 1995; Hajri et al 1998; 

Tschugguel et al 1998; Dong et al 1994]. Die nachfolgenden Arbeiten fanden 

heraus, dass die NO-induzierte Apoptose über eine Stimulation des Tumor-

suppressorgens p53 erfolgt [Forrester et al 1996; Messmer et al 1994; Messmer 

und Brüne 1996; Fehsel et al 1995]. 

Diese gegensätzlichen Funktionen lassen auf eine duale Rolle von NO für 

Tumorwachstum und Metastasierung schließen. Das Entstehen dieser paradoxen 

Aufgaben könnte durch die ungleiche genetische Ausstattung der Tumorzellen 

und deren Empfänglichkeit für NO-vermittelte Wirkungen sein. Ferner könnte es 

zur Entwicklung von NO-resistenten und -abhängigen Zellgruppen kommen, 

deren Zusammensetzung im Tumorgewebe den jeweiligen Effekt von NO 

bestimmt. Verantwortlich dafür, ob es Pro-Tumor oder Anti-Tumor-Effekte 

ausübt, könnte die Höhe der NO-Produktion sein. Studien zeigten, dass hohe 

Konzentrationen zur Apoptose führen [Mortensen et al 1999a; Jenkins et al 1995], 

niedrige dagegen vor dem programmierten Zelltod schützen [Kim et al 1997; 

Dimmeler et al 1997; von Knethen und Brüne 1997] und sogar die 

Tumorprogression unterstützen [Jenkins et al 1995]. Den hierbei vorliegenden 

Zusammenhang erklärt die tumorbiologische Hypothese, nach welcher 

angenommen wird, dass hohe NO-Konzentrationen produzierende Tumorzellen 

an Apoptose zu Grunde gehen, während geringe NO-Mengen herstellende 

Tumorzellen einen Überlebensvorteil erfahren. Dieser wiederum beruht auf einer 

NO-vermittelten Stimulation der Invasivität von Karzinomzellen, des 

Tumorblutflusses oder der Tumorangiogenese [Lala und Orucevic 1998].  

Darüber hinaus ist bekannt, dass eNOS nur nanomolare NO-Konzentrationen 

produziert [Bredt und Snyder 1990], während iNOS-vermitteltes NO in 

mikromolarer Größenordnung vorliegt [Nathan und Xie 1994]. Aus diesen 
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Aussagen läßt sich schließen, dass eNOS für die tumorfördernden und iNOS für 

die –hemmenden Eigenschaften verantwortlich ist, diese Schlußfolgerung 

entspricht mehrheitlich den Ergebnissen der bisher hierzu durchgeführten 

Arbeiten. Die endotheliale NO-Synthase förderte die Tumorprogression 

[Mortensen et al 1999a; Lala und Orucevic 1998; Thomsen et al 1994; Thomsen 

et al 1995] während die induzierbare diese hemmte [Xie et al 1995; Son und Kim 

1995; Tschugguel et al 1999; Tschugguel et al 1999a; Dong et al 1994].  

Das Outcome der paradoxen Aufgaben von NO könnte auch durch eine 

differierende NOS-Aktivität zwischen Tumorzellen und tumor-infiltrierenden 

Makrophagen bedingt sein. Ebenso könnte es von unterschiedlichen Aktivitäts-

graden beider NOS-Isoformen abhängen, da induzierbare und konstitutive NOS 

unterschiedlich reguliert werden und unabhängig voneinander arbeiten [Martin et 

al 2000]. eNOS wirkt eher als Signaltransduktionsmechanismus, während iNOS 

zytostatische und -toxische Effekte des Immunsystems vermittelt [Martin et al 

1993]. Diesen gesamten diskutierten Auffassungen zufolge ist es möglich, dass 

iNOS-Expression in tumorinfiltrierenden Makrophagen dem zytotoxischen Effekt 

von NO auf Tumorzellen beisteuert, während eine eNOS-Expression in 

Gefäßendothelzellen den Blutfluß im Tumor steigert und die Angiogenese fördert 

[Weidner et al 1992; Thomsen et al 1995]. Die Schlußfolgerung wird duch die 

Ergebnisse dieser Arbeit bekräftigt, welche auf eine tumorfördernde Rolle von 

eNOS hindeuten.  

Unsere Untersuchungen an den Tumoren von 163 Patientinnen stellen den bisher 

größten Stichprobenumfang dar, an welchem bisher die eNOS-Expression in 

primären Mammakarzinomen nachgewiesen werden konnte. Dennoch ist die 

mangelnde prognostische Aussagekraft von eNOS höchstwahrscheinlich der 

Kollektivgröße zuzuschreiben. Es ist denkbar, dass die Größe des Kollektivs nicht 

dazu ausgereicht hat, die erwarteten Zusammenhänge statistisch signifikant 

nachzuweisen.  

Zwei Hauptgründe können für die unterschiedlichen Ergebnisse unserer Studie im 

Vergleich zu anderen angeführt werden. Zum einen stellten wir sehr strikte 

Einschluss- bzw. Ausschlusskriterien auf (Einzelheiten siehe Kapitel 2.1), welche 

aus den Veröffentlichungen anderer Studien nicht hervorgingen. Aufgrund dessen 

lagen möglicherweise unterschiedlichere Kollektive vor als zunächst 
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angenommen, welches eine mangelnde Vergleichbarkeit zur Folge hat. Zum 

anderen besteht die Möglichkeit, dass sich die Effekte der NO-Produktion auf den 

Tumor während der Tumorprogression verändern. Diese Vermutung unterstützen 

Studien, welche von einer niedrigeren NOS-Expression in Kolonkarzinomen vs. 

Kolonpolypen [Chhatwal et al 1994], sowie einer geringeren NOS-Aktivität in 

apokriner Metaplasie [Tschugguel et al 1996] vs. in situ Karzinomen des 

Brustgewebes [Loibl et al 2002] berichten. Daraus läßt sich schließen, dass die 

NOS-Expression schon sehr früh in der Karzinogenese eine Rolle spielt und 

demzufolge das Stadium und die Aggressivität der Tumore für einen 

zuverlässigen Vergleich unterschiedlicher Studien bekannt sein sollten.  

Zudem sind für die teilweise erheblichen Diskrepanzen der Untersuchungs-

ergebnisse verschiedender Arbeitsgruppen Differenzen in der Selektion von cut-

off-Werten zur Beurteilung der Expressionsstärke einzelner Parameter sowie 

kleine, heterogene und damit nicht repräsentative Patientinnenkollektive und zu 

kurze follow-up-Zeiträume verantwortlich. Die z. T. sehr unterschiedlichen 

Literaturangaben bezüglich der prognostischen Aussagekraft und Korrelation mit 

anderen Prognosefaktoren sind v. a. auf methodisch verschiedene Nachweis-

verfahren sowie Unterschiede in der Art der verwendeten Antikörper, Art und 

Dauer der Fixation und Dicke des Gewebeblocks zurückzuführen. Hierbei sollten 

Standardisierungen für Nachweisverfahren bestimmter Parameter angestrebt 

werden, um durch vergleichbare Ergebnisse die Anwendung der Prognosefaktoren 

im klinischen Alltag praktikabler zu gestalten.   

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Studie auf eine tumorfördernde 

Rolle von eNOS-vermitteltem NO beim humanen Mammakarzinom hin, in deren 

Kontext der Hormonsensitivität der Tumore eine bedeutende Funktion zukommt. 

Unsere Daten weisen auf, dass eine Interaktion zwischen Hormonrezeptorstatus 

und eNOS erfolgt, aber einzelne Abläufe und Wechselwirkungen mit anderen 

Regulationsmechanismen gilt es noch zu entschlüsseln. Obwohl die Bedeutung 

von eNOS-induziertem NO für die Tumorbiologie noch nicht vollständig geklärt 

ist, bleibt es gerade aufgrund dessen Beteiligung in der Angiogenese ein 

hochinteressantes Molekül. Ein fundierteres Verständnis des NO-Pfades könnte 

unser Wissen über verantwortliche Mechanismen von Tumorangiogenese, 

Tumorwachstum und Metastasierung verbessern. Unter Anwendung dieses 
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Verständnisses könnten selektive Inhibitoren der NO-Synthasen eine 

therapeutische Intervention bestimmter Tumore bedeuten. 

Ebenso bietet die Interaktion zwischen eNOS und Östrogen einen 

vielversprechenden Forschungsbereich. Ziel zukünftiger Studien sollte sein, durch 

Differenzierung mittels östrogen-regulierter Enzyme, hormonrezeptorpositive 

Therapieversager einer endokrinen Behandlung identifizieren zu können.  

In den letzten Jahren wurden zahlreiche, sogenannte „neue Prognosefaktoren“ des 

Mammakarzinoms zur Diskussion gestellt. Die Entwicklungen richten sich auf die 

Etablierung dieser Parameter als Ergänzung zu den klassischen Prognosefaktoren. 

Genauso wie in der vorliegenden Arbeit steht das Bemühen um Validierung dieser 

im Mittelpunkt der Forschungen und es gibt einige erfolgversprechende Faktoren 

(uPA, PAI-1, HER-2 neu, Cyclin E). Dennoch wird gegenwärtig deren 

prognostische und klinische Relevanz insgesamt kontrovers diskutiert, was zu 

weiteren Forschungen auf diesem Gebiet ermutigen soll. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
Die Festlegung von Prognose und Therapie hormonabhängiger Tumore wie dem  

Mammakarzinom, erfolgt heutzutage vor allem über die Bestimmung des 

Hormonrezeptorstatus. Dieser biologische Zusammenhang hat zu einem 

wachsenden Interesse an Östrogen-regulierten Proteinen geführt, welche eine über 

die des Hormonrezeptorstatus hinausgehende prognostische Aussagekraft liefern 

könnten. Da bekannt ist, dass die Aktivität der endothelialen NO-Synthase 

(eNOS) durch Östrogen beeinflusst wird, hatte die vorliegende Arbeit den 

Einfluss von eNOS auf die Prognose von Mammakarzinomen zur Zielsetzung. 

Die drei Fragestellungen hierfür waren die Lokalisierung der eNOS-Expression, 

die Korrelation von eNOS mit den klinisch wichtigen Prognosefaktoren 

(besonderes Interesse galt den hormonellen Parametern), sowie der Einfluss von 

eNOS auf das Überleben der Patientinnen. Es wurden Gewebeproben von 163 

Patientinnen untersucht, der eNOS-Status der in Paraffin eingebetteten 

Mammakarzinome wurde immunhistochemisch mittels APAAP-Methode 

bestimmt. Zu allen Fällen lagen die etablierten Prognosefaktoren (Tumorgröße, 

Lymphknotenstatus, Grading, Hormonrezeptorstatus, Alter) sowie die 

Verlaufsbeobachtungen vor. Soweit aus den verfügbaren Daten hervorgeht, ist 

dies der größte Stichprobenumfang an Patientinnen, bei dem die eNOS-

Expression in primären Mammakarzinomen nachgewiesen wurde. 

Die Expression von eNOS konnte in den Tumorzellen der Mammakarzinome 

lokalisiert werden. Es bestanden signifikante Zusammenhänge zwischen der 

eNOS-Expression und dem Hormonrezeptor-/ Menopausenstatus, sowie der 

Zyklushälfte zum Operationszeitpunkt. Es konnte keine signifikante Korrelation 

zwischen der eNOS-Expression und dem Grading, TNM-Status oder Alter der 

Patientinnen nachgewiesen werden. Gleichermaßen konnten wir keinen 

signifikanten Unterschied im Überleben feststellen, dennoch zeigte sich ein 

kürzeres Gesamtüberleben bei Patientinnen mit eNOS-positiven Tumoren.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass invasive 

Mammakarzinomzellen eNOS exprimieren und dass ein erhöhter Östrogenspiegel 

im Blut mit einer erhöhten eNOS-Expression einhergeht. Obwohl eNOS als 
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unabhängiger Prognosefaktor ungeeignet ist, so gibt das Vorhandensein des 

Enzyms Hinweis auf eine ungünstigere Prognose. 

Daraus lässt sich schlussfolgern, dass eNOS hormonell geregelt wird, dass dieser 

Zusammenhang im Allgemeinen eine Rolle bei der Entwicklung von Brustkrebs 

spielt und im Speziellen dass eNOS ein tumorfördernder Parameter sein könnte. 

Weitere Untersuchungen werden notwendig sein, um die tatsächliche Rolle von 

eNOS in der Tumorbiologie zu klären.  
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6 SUMMARY 
The prognosis and therapy of hormone dependent tumors, i.e. breast cancer is 

distinguished by evaluating the hormone receptor status. This connection has lead 

to an increasing interest in estrogen-regulated proteins, which enable a more 

detailed picture of the outcome. As it is known that the activity of the endothelial 

NO-synthasis (eNOS) is influenced by estrogen, this study aimed to investigate 

the impact of eNOS on the prognosis of breast cancer. The three questions were 

the localization of eNOS-expression, the correlation of eNOS with the clinically 

established prognostic factors (most important factors here were the hormone 

parameters) as well as the effect of eNOS on the survival of the patients. We 

performed immunohistochemical staining of paraffin-embedded primary breast 

cancer tissue of 163 patients for eNOS, using the APAAP-method. The 

established prognostic factors (tumor size, lymph node status, grading, hormone 

receptor status, age) as well as the follow-up data were known in all of the cases. 

To the best of our knowledge this is the largest sample of breast cancer patients 

that has been investigated for eNOS expression in tumor cells of primary breast 

cancer. 

We were able to localize eNOS in breast cancer cells and we found significant 

correlations between eNOS-expression and both hormone receptor and 

menopausal status as well as menstrual phase of the premenopausal patients at 

time of surgery. We did not find significant correlations between eNOS-

expression and grading, TNM-status or age. As well as this there was no 

significant difference noticed in the survival chances, whereas patients with 

eNOS-positive tumors showed a noticeable shorter overall survival chance.  

The results of this study show that eNOS is expressed by invasive breast cancer 

cells and that a high level of estrogen in the serum is combined with an increased 

eNOS expression. Although eNOS did not prove to be an independent prognostic 

factor its presence does make a poorer prognosis more likely.  

Therefore we conclude that eNOS is regulated hormonally and that this 

connection generally plays a role in the development of breast cancer and that 

eNOS in particular could promote tumor growth. Further investigations will be 

necessary in order to establish the precise role of eNOS in tumor biology. 
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ANHANG 
 

Rezeptorstatus in Abhängigkeit des Menopausenstatus 
 

Menopause zum Zeitpunkt 
der OP 

 
  
  
  

Post-
menopausal 

Prä-
menopausal 

Gesamt 
  

Rezeptorstatus positiv Anzahl 85 51 136
    Erwartete Anzahl 83,0 53,0 136,0
    Residuen 2,0 -2,0  

Rezeptorstatus negativ Anzahl 12 11 23
    Erwartete Anzahl 14,0 9,0 23,0
    Residuen -2,0 2,0  

Gesamt Anzahl 97 62 159
  Erwartete Anzahl 97,0 62,0 159,0

 
 

Chi-Quadrat-Tests der Variablen Rezeptor- und Menopausenstatus 
 

  Wert 

Asymptotische 
Signifikanz  
(2-seitig) 

Exakte 
Signifikanz 
(2-seitig) 

Chi-Quadrat nach Pearson ,882 ,348  
Kontinuitätskorrektur ,501 ,479  
Likelihood-Quotient ,866 ,352  
Exakter Test nach Fisher    ,364
Zusammenhang linear-mit-linear ,876 ,349  
Anzahl der gültigen Fälle 159    

 
 

Lymphknotenbefall in Abhängigkeit der Tumorgröße 
 

Lymphknotenbefall 
vorhanden 

 kein Befall Befall Gesamt 
1 54 23 77 
2 36 25 61 
3 1 9 10 

T-Stadium 

4 1 9 10 
Gesamt 92 66 158 
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Korrelationen der Variablen Tumorgröße und Lymphknotenbefall 
 

      T-Stadium 

Lymph-
knotenbefall 
vorhanden 

Spearman-Rho T-Stadium Korrelationskoeffizient 1,000 ,317(**)
    Sig. (2-seitig) . ,000
    N 163 158
Spearman-Rho Lymphknotenbefall 

vorhanden 
Korrelationskoeffizient ,317(**) 1,000

    Sig. (2-seitig) ,000 .
    N 158 158
**  Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig). 
 
 

eNOS-Expression in Abhängigkeit der Zyklushälfte 
 

eNOS-Expression 
 negativ ( 0 ) positiv ( > 1 ) Gesamt 

1. Zyklushälfte 5 18 23Zyklushälfte zum 
Zeitpunkt der OP 2. Zyklushälfte 8 10 18
Gesamt 13 28 41

 
 

Korrelationen der Variablen eNOS-Expression und Zyklushälfte 
 

      
eNOS-

Expression 

Zyklushälfte 
zum Zeitpunkt 

der OP 
Spearman-Rho eNOS-Expression Korrelationskoeffizient 1,000 -,242
    Sig. (2-seitig) . ,127
    N 163 41
Spearman-Rho Zyklushälfte zum 

Zeitpunkt der OP 
Korrelationskoeffizient -,242 1,000

    Sig. (2-seitig) ,127 .
    N 41 41
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Fragebogen für das klinische Follow-up der Patientinnen 

 
Name, Vorname: 
Geburtsdatum: 
OP-Datum: 
 
 
Adresse & Telefonnr. des Frauenarztes: 
 
Datum der letzten Menstruation: 
 
Menopause: 
 
Datum der letzten Untersuchung:  
 
Ist es bei Ihnen zu einem Rezidiv (Wiederauftreten) gekommen? 
Wenn ja, wo und wann? 
 
 
Sind bei Ihnen Metastasen aufgetreten? 
Wenn ja, wo und wann? 
 
 
Waren bei Ihnen Lymphknoten befallen? 
Wenn ja, wie viele? 
 
 
Ist bei Ihnen eine zweite Krebserkrankung bekannt? 
Wenn ja welche? 
 
 
Gibt/Gab es in Ihrer Familie weitere Fälle von Brustkrebs oder andere bösartige, 
gynäkologische Erkrankungen? 
Wenn ja, welche? 
 
 
Wie ist Ihr momentanes Wohlbefinden? 
 
 
Gibt/Gab es sonstige besondere Vorkommnisse im Verlauf  Ihrer Erkrankung? 
 
 
Vielen Dank, dass Sie sich die Zeit genommen haben, die Fragen zu beantworten. 
 
 
 
 
Datum:     Unterschrift: 
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