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EBCTCG Early Breast Cancer Trialists’ and Collaborative Group  

ER  Östrogenrezeptor 

FISH  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

G  Grading 

HCl  Salzsäure 

HE  Hämatoxylin-Eosin (Histologische Standardfärbung) 

IHC  Immunhistochemie 

IRS  Immunreaktiver Score 

J  Jahre 

JÜR  Jahres-Überlebensrate 

Lfd-Nr.  Laufende Nummer 

LVI  Lymphatic vessel invasion (Lymphangioinvasion) 

M  Metastasierung 

mTOR  mammalian Target of Rapamycin (Proteinkinase) 

N  Nodalstatus 

n.s.  Nicht signifikant 

NSABP  National Surgical Adjuvant Breast Project  

PP  Prozentsatz positiver Kerne 

PR   Progesteronrezeptor 

R  Resektionsgrad 

RKI  Robert Koch Institut 

SI  Staining Intensity (Färbeintensität) 

SLND  Sentinel-Lymphonodektomie  

T  Tumorgröße 

UICC  Union internationale contre le cancer  

VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor (Wachstumsfaktor) 

WHO  World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation) 
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1  Einleitung 

 

1.1  Das Mammakarzinom 

 

1.1.1  Epidemiologie und Bedeutung 

 

Neben Erkrankungen des kardiovaskulären Systems zählen Malignome zu den 

Hauptursachen von Morbidität und Mortalität in den westlichen Industrienationen (Ries et 

al., 2008). Dabei stellt das Mammakarzinom die häufigste maligne Erkrankung der Frau 

dar (Jemal et al., 2008).   

Laut der American Cancer Society ACS erkrankten im Jahr 2007 weltweit ca. 1.3 

Millionen Frauen an einem Mammakarzinom, wobei 465.000 Frauen daran verstarben. 

Für Europa geht man im Jahr 2006 von 429.900 Neuerkrankungen aus, denen 131.900 

Sterbefälle gegenüberstanden (Ferlay et al., 2007).  

 

Altersspezifische Mortalität des Mammakarzinoms in Deutschland
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Abbildung 1:  Schätzung der altersspezifischen Mortalität des Mammakarzinoms in   

Deutschland 2006 (RKI) 
 

In der Bundesrepublik Deutschland erkranken nach Angaben des Robert Koch Instituts 

(RKI) derzeit jährlich ca. 57.000 Frauen an Brustkrebs. Das mittlere Lebenszeitrisiko 

beträgt 9.2%. Somit erkrankt durchschnittlich jede elfte Frau im Laufe ihres Lebens an 

dieser Tumorentität. 

Nach wie vor ist das Mammakarzinom die häufigste Todesursache bei Frauen zwischen 

dem 35. und 54. Lebensjahr. Dennoch zeichnet sich eine Entwicklung ab, wonach die 

Mortalität durch die Wahrnehmung von Früherkennungsuntersuchungen sowie 

verbesserte Therapieoptionen in den letzten Jahren konstant abnimmt (Smigal et al., 

2006).  
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1.1.2  Risikofaktoren und genetische Prädisposition 

 

Die Ätiologie des Mammakarzinoms ist bisher nicht vollständig geklärt. Zahlreiche 

epidemiologische Studien haben jedoch gezeigt, dass es sich hierbei um ein 

multifaktorielles Geschehen handelt, welches kaskadenartig im Sinne einer 

Mehrschrittkarzinogenese  abläuft (Calaf und Hei, 2000).  

 

Dabei gelten die folgenden Risikofaktoren als gesichert: 

 

Endogene hormonelle  Faktoren Relative Risiko
Frühe Menarche (<12 J.) +
Späte Menopause (>55 J.) +
Nullipara +
Alter bei Erstgeburt (>35 J.) ++
Externe hormonelle Faktoren
orale Kontrazeptiva +
Hormonersatztherapie ++
Ernährung/Lebensstil
postmenopausaler BMI> 27 +
Alkohol +
Sonstige Faktoren
BRCA1/BRCA2-Mutation ++++
positive Familienanamnese +++  

Tabelle 1: Risikofaktoren für die Entwicklung eines Mammakarzinoms (Harris et al., 
     2004) 

 

Hormone 

Endokrine Faktoren spielen eine fundamentale Rolle bei der Entstehung des 

Mammakarzinoms. Vor allem den Steroidhormonen wird, neben der Funktion einer 

physiologischen Wachstumsstimulation in der Pubertät, ein deutlicher Einfluss bei der 

karzinogenen Entartung der Brust zugeschrieben (Clemons und Goss, 2001; Greenstein 

und Raue, 1996). So besteht eine positive Korrelation zwischen einer 

Mammakarzinomerkrankung und früher Menarche, später Menopause, hohem Alter bei 

der ersten Schwangerschaft und Kinderlosigkeit (Colditz und Rosner, 2000; Hsieh et al., 

1990; Kelsey et al., 1993a; MacMahon et al., 1982). Dabei werden die zahlreichen 

menstruellen Zyklen infolge einer frühen Menarche, späten Menopause und die gehäuften 

Stimulationen des Brustepithels durch Östrogen und Progesteron als Risikofaktoren 

gewertet.  

Kinderlose Frauen haben im Vergleich zu Frauen mit mindestens einem Kind ein um 50% 

höheres Risiko an Brustkrebs zu erkranken. Multiparität und ein junges Alter (<35 Jahre) 

zum Zeitpunkt der Erstgravidität werden dahingegen als risikomindernd eingestuft. Eine 

mögliche Erklärung hierfür liegt darin, dass eine Schwangerschaft nicht nur zur 

Stimulation des Brustgewebes führt, sondern auch die Differenzierung der epithelialen 
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Stammzellen fördert, wodurch diese gegen potentielle DNS-Noxen möglicherweise 

resistent werden (Bastert, 1996). 

Die exogene Zufuhr von Hormonen in Form der oralen Kontrazeption wird kontrovers 

diskutiert und gilt derzeit nicht als unabhängiger Risikofaktor (Marchbanks et al., 2002). 

Dahingegen wird der postmenopausalen Hormonsubstitution mit Östrogen-Gestagen-

Kombinationspräparaten erst bei einer längerfristigen Einnahme von mehr als fünf Jahren 

eine direkte Erhöhung des Brustkrebsrisikos um das 1.5-fache zugeschrieben (Beral et 

al., 2003; Harbeck und Heywang-Köbrunner, 2006).  

 

Soziokulturelle Faktoren und Adipositas 

Weltweite epidemiologische Studien bezüglich der Häufigkeit des Mammakarzinoms 

haben bereits 1975 gezeigt, dass die Inzidenz in westlichen Industrienationen deutlich 

höher liegt als in Entwicklungsländern und Japan (De Waard, 1975). Dabei spiegeln sich 

die großen ethnologischen und geographischen Erkrankungsunterschiede laut Kelsey, 

Sellers und Grabrick in der Lebensführung und den nutritiven Gewohnheiten wider 

(Kelsey, 1993b; Sellers und Grabrick, 2002). Hier konnte gezeigt werden, dass 

insbesondere bei postmenopausalen Frauen mit Adipositas ein bis zu 3-fach höheres 

Risiko für die Entwicklung eines Mammakarzinoms besteht. Die Erklärung hierfür liegt in 

der gesteigerten Konversion von Androstendion zu Östrogen in den Fettzellen. Auch das 

Metabolische Syndrom als Wohlstandserkrankung wird neuerlich mit einer 

Risikoerhöhung in Bezug auf Brustkrebs assoziiert und ist ebenfalls mit einem negativen 

prognostischen Einfluss vergesellschaftet (Vona-Davis et al., 2007). 

 

Zweitmalignome sowie benigne Brusterkrankungen in der Eigenanamnese 

Neben exogenen Faktoren erhöhen auch vorausgegangene Tumore der kontralateralen 

Brust sowie Endometrium- und Ovarialkarziome in der Eigenanamnese das relative Risiko 

einer Brustkrebserkrankung auf das 2 bis 4-fache (Goerke et al., 2003). Ein bereits 

vorhandenes DCIS oder CLIS erhöht dieses Risiko sogar auf mehr als das 6-fache 

(Kelsey, 1993b). Die Diagnose einer atypischen duktalen oder lobulären Hyperplasie 

stellt ebenfalls ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung eines Mammakarzinoms dar 

(Marshall et al., 1997).  

 

Positive Familienanamnese und genetische Prädisposition 

Bei etwa 15-20% der Betroffenen kann das Mammakarzinom als genetisch determinierte  

Brustkrebserkrankung angesehen werden. Dabei ist vor allem bei bilateralen Karzinomen, 

jungem Erkrankungsalter und der Häufung assoziierter Krebserkrankungen in der 

Familienanamnese (Ovar, Endometrium, Pankreas, Prostata) von einem hereditären 

Geschehen auszugehen. Bisher lässt sich allerdings lediglich in ca. 5-6% der Fälle eine 
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eindeutige Genmutation als Ursache des Mammakarzinoms nachweisen (Harbeck und 

Heywang-Köbrunner, 2006; Malone et al., 1998; Satagopan et al., 2001).   

Bei etwa 50% dieser Fälle liegt eine Mutation in einem der beiden Breast-Cancer-Gene 

BRCA1 (Chromosom 17q) oder BRCA2 (Chromosom 13q) vor. Beide Genprodukte sind für 

die DNS-Reparatur und Regulation der Transkription mitverantwortlich. Liegt eine 

Mutation in BRCA1 vor, haben die Trägerinnen ein durchschnittliches Risiko von 65% bis 

zum Alter von 70 Jahren an Brustkrebs zu erkranken. Des Weiteren steigt das Risiko 

eines Ovarialkarzinoms auf 39%. Eine Mutation in BRCA2 führt im Vergleich zum Wildtyp 

zu einer Risikoerhöhung auf 45% für Brustkrebs und 11% für ein Ovarialkarzinom. 

Weitere seltene genetische Prädispositionen stellen das Li-Fraumeni-Syndrom (p53), das  

Cowden-Syndrom (pTEN) und das Ataxia-Teleangiektasie-(AT)-Syndrom dar (Firth und 

Hurst, 2005). 

 

Alter  

Den größten Risikofaktor für eine maligne Erkrankung der Brust stellt das zunehmende 

Alter dar. Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass in den Jahren 2000 bis 2004 

über 95% der Neuerkrankungen und 97% der Todesfälle erst nach dem 40. Lebensjahr 

auftraten (Ries et al., 2008). Dabei ist das relative Risiko an einem Mammakarzinom zu 

erkranken in der Altersgruppe zwischen 65 und 69 Jahren etwa 17-fach höher als in der 

Altersgruppe von 30 bis 34 Jahren (Jonat, 2000).  

 

Altersspezifische Inzidenz des Mammakarzinoms in Deutschland
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Abbildung 2:  Schätzung der altersspezifischen Inzidenz des Mammakarzinoms in  

Deutschland 2006 (RKI) 
 

Zwischen 35 und 55 Jahren steigt die Inzidenzrate des Mammakarzinoms kontinuierlich 

an, flacht ab und ist ab einem Alter von 70 Jahren rückläufig (Abbildung 2). Hierdurch 

unterscheidet sich das Mammakarzinom von nicht hormonabhängigen Tumoren, die auch 

im höheren Alter steigende Inzidenzraten aufweisen (Jemal et al., 2008). 



    

 

12 

1.1.3  Histopathologische Klassifikation, Stadieneinteilung und Grading 

 

Die histopathologische Klassifizierung des Mammakarzinoms erfolgt auf Grundlage der 

modifizierten WHO-Klassifikation von 1981 nach den international anerkannten 

Empfehlungen des American Registry of Pathology (Rosen und Oberman, 1993):  

 

A Nichtinvasive Karzinome 

• Duktales Carcinoma in situ (DCIS) 

• Carcinoma lobulare in situ (CLIS) 

 

B  Invasive Karzinome 

• Invasiv duktales Karzinom (80%) 

• Invasiv lobuläres Karzinom (10%) 

• Medulläres Karzinom (5%) 

• Muzinöses Karzinom 

• Invasiv papilläres Karzinom 

• Tubuläres Karzinom 

      

• Adenoid-zystisches Karzinom 

• Sekretorisches juveniles Karzinom 

• Apokrines Karzinom 

• Lipidreiches Karzinom 

• Invasiv kribriformes Karzinom 

• Glykogenreiches Karzinom  

C Morbus Paget der Mamille 

 

Die Stadieneinteilung des Mammakarzinoms wird nach der TNM-Klassifikation 

vorgenommen. Sie beurteilt die Tumorgröße (T) durch Vermessung der invasiven 

Tumorkomponente, den Nodalstatus (N) an exstirpierten Lymphknoten der Axilla von 

Level I bis III und die Metastasierung (M) anhand der Identifizierung potentieller 

Fernmetastasen durch Staginguntersuchungen (UICC, 2002).  

 

Die Union internationale contre le cancer (UICC) sieht folgende Einteilung vor: 

 

T-Primärtumor 

pTis  Carcinoma in situ 

pT1a  Tumor > 0.1 cm und ≤ 0.5 cm 

pT1b  Tumor > 0.5 cm und ≤ 1 cm 

pT1c  Tumor > 1 cm und ≤ 2 cm 

pT2  Tumor > 2 cm und ≤ 5 cm 

pT3  Tumor > 5 cm 

pT4a  Tumor jeder Größe mit Ausdehnung auf die Brustwand  

pT4b  Tumor jeder Größe mit Ausdehnung auf die Haut 

pT4c  Kriterien pT4a und pT4b gemeinsam 

pT4d  Inflammatorisches Karzinom  
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N-Regionäre Lymphknoten 

pN0  keine regionären Lymphknotenmetastasen 

pN0(i+) Sn isolierte Tumorzellen im Sentinel-Lymphknoten  

pN1mi  Mikrometastasen > 0.2 mm und < 2 mm  

pN1a  Metastasen in 1-3 beweglichen ipsilateralen axillären Lymphknoten 

pN1b Metastasen in ipsilateralen Lymphknoten entlang der Arteria mammaria 

interna, die klinisch nicht erkennbar waren 

pN1c Kriterien pN1a und pN1b gemeinsam 

pN2a  Metastasen in 4-9 fixierten ipsilateralen axillären Lymphknoten 

pN2b Metastasen in klinisch erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten entlang der 

Arteria mammaria interna ohne axilläre Lymphknotenmetastasen 

pN3a  Metastasen in mindestens 10 ipsilateralen axillären Lymphknoten oder 

ipsilaterale infraklavikuläre Lymphknotenmetastasen 

pN3b  Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der Arteria 

mammaria interna mit mindestens einer axillären Lymphknotenmetastase 

oder Metastasen in mehr als 3 axillären Lymphknoten und in Lymphknoten 

entlang der Arteria mammaria, die klinisch nicht erkennbar waren 

pN3c  Metastasen in ipsilateralen supraklavikulären Lymphknoten 

 

M-Fernmetastasen 

M0  keine Fernmetastasen nachweisbar 

M1   Fernmetastasen vorhanden 

 

 

Grading 

Das histopathologische Grading des invasiven Mammakarzinoms erfolgt nach den 

international anerkannten Richtlinien von Bloom und Richardson (1957). Dazu erfolgt die 

Beurteilung des Tumors hinsichtlich tubulärer Differenzierung, Kernpolymorphie und 

Mitoserate. Nach Zuordnung der entsprechenden Scorewerte werden drei 

Tumordifferenzierungsgrade (G1-G3) unterschieden: 

 

G1: gut differenziertes Karzinom mit geringer Malignität 

G2: mäßig differenziertes Karzinom mit mittelgradiger Malignität 

G3: schlecht differenziertes Karzinom mit hoher Malignität 
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1.1.4   Prädiktion und Prognose 

 

Die individuelle Prognose einer Patientin mit invasivem Mammakarzinom hängt von 

verschiedenen tumorbezogenen Faktoren und deren Interaktion ab. Dabei determinieren 

zahlreiche Prognosefaktoren den potentiellen Krankheitsverlauf, während prädiktive 

Faktoren den möglichen Therapieerfolg vorhersagen.  

Bis heute gibt es jedoch nur wenige evidenzbasierte Faktoren, die bei der Erstellung von 

Therapiekonzepten zum Einsatz kommen. Dazu zählen beispielsweise der positive 

Hormonrezeptorstatus als Voraussetzung für eine endokrine Therapie, der Her2/neu-

Status für eine Antikörpertherapie mit dem humanisierten Antikörper Trastuzumab oder 

der Menopausenstatus für den Erfolg einer ovariellen Ablation (Rack et al., 2007). 

 

1.1.4.1 Klassische Prognosefaktoren 

 

Im Folgenden werden die klassischen Prognosefaktoren und deren Bedeutung für das 

Mammakarzinom erläutert: 

 

Tumorgröße 

Die Tumorgröße stellt einen unabhängigen Prognosefaktor des Mammakarzinoms dar und 

ist direkt mit dem Befall axillärer Lymphknoten assoziiert (Cianfrocca und Goldstein, 

2004). Zudem steigen mit zunehmender Größe des Primärtumors das Risiko eines frühen 

Lokalrezidivs und die Wahrscheinlichkeit der metastatischen Absiedlung von Tumorzellen 

(Koscielny et al., 1984; Rosen et al., 1993). Ausgehend von einer mittleren 5-JÜR von 

81% (RKI) zeigt Abbildung 3 die relativen Überlebensraten in Abhängigkeit der 

Tumorgröße: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Relatives Überleben in Abhängigkeit der Tumorgröße (Engel et al., 2005) 
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Axillärer Lymphknotenstatus 

Der axilläre Lymphknotenstatus ist heute als einer der wichtigsten prognostischen 

Faktoren des primären Mammakarzinoms anerkannt und hat direkten Einfluss auf die 

Indikationsstellung der adjuvanten Therapie. Dabei steht die Zahl der befallenen 

Lymphknoten im direkten Zusammenhang mit dem Risiko eines Lokalrezidivs (Engel et 

al., 2005; Saez et al., 1989). Zudem besteht eine umgekehrt proportionale Korrelation 

von Nodalstatus und Überlebenszeit (Abbildung 4).  

 

 
 Abbildung 4: Relatives Überleben in Abhängigkeit des Nodalstatus (Engel et al., 2005) 

 

Bei etwa 50% aller invasiven Mammakarzinome lässt sich ein metastatischer Befall der 

axillären Lymphknoten nachweisen. In Ländern mit effektivem Früherkennungsprogramm 

(Mammographiescreening) werden Tumore in immer früheren Tumorstadien entdeckt, 

wodurch auch der Befall der axillären Lymphknoten bei Diagnosestellung rückläufig ist. 

Dabei sind vor allem Lymphknoten der Level I und II betroffen (Tominaga et al., 2004). 

Traditionell wird der axilläre Nodalstatus daher mittels axillärer Lymphonodektomie 

(ALND) der Level I und II bestimmt (Abbildung 5). Heutzutage kommt jedoch vermehrt 

die Sentinel-Lymphonodektomie (SLND) zum Einsatz. Hierbei wird der erste drainierende 

Lymphknoten nach periareolärer Injektion von Patentblau oder 99Technetium 

intraoperativ nachgewiesen und entfernt (Kühn et al., 2005).  



    

 

16 

 
Abbildung 5: Klinische Einteilung der axillären Lymphknotenlevel (UICC) 

 

 

Histologischer Tumortyp  

Die histologische Subspezifizierung des Mammakarzinoms hat eine direkte prognostische 

Bedeutung. Hierzu wurde vom National Surgical Adjuvant Breast Project (NSABP) eine 

Einteilung der invasiven Karzinome hinsichtlich einer ungünstigen, intermediären und 

günstigen Prognose vorgenommen (Fisher et al., 1993):  

 

Ungünstig: 

• Duktale Karzinome  

• Atypisch medulläres Karzinom 

 

Intermediär: 

• Lobuläres Karzinom 

• Medulläres Karzinom 

• Mischformen 

 

Günstig: 

• Muzinöses Karzinom 

• Papilläres Karzinom 

• Tubuläres Karzinom 
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Histologisches Grading 

Das histologische Grading als Maß des Differenzierungsgrades stellt eine der ältesten 

Methoden zur Prognoseabschätzung beim Mammakarzinom dar. Obwohl das Grading sehr 

stark von der Erfahrung des beurteilenden Pathologen abhängig ist und hinsichtlich der 

auszuwertenden Faktoren kontrovers diskutiert wird, ist es dennoch ein überaus 

wichtiger Prognosefaktor (Komaki et al., 2006). So beträgt die 10-Jahres-Überlebensrate 

von G1-Tumoren über 80%, die von G2-Tumoren etwa 60% und die von G3-Tumoren 

nur 45% (Dixon, 2000). Studien zeigten zudem, dass Patientinnen mit G3-Tumoren ein 

mehr als 4-fach erhöhtes Rezidivrisiko gegenüber Frauen mit G1-Tumoren aufweisen (Le 

Doussal et al., 1989). 

 
Hormonrezeptorstatus 

Die Kenntnis des Hormonrezeptorstatus besitzt sowohl prädiktive als auch prognostische 

Bedeutung. Der Nachweis positiver Hormonrezeptoren zeigt ein hormonabhängiges 

Wachstum des Karzinoms und ist Grundlage einer effektiven antihormonellen Therapie 

mit Tamoxifen (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 2005). Darüber hinaus 

wird hormonrezeptorpositiven Karzinomen vor allem in den ersten postoperativen Jahren 

eine bessere Prognose hinsichtlich der Rezidivneigung zugeschrieben (Hilsenbeck et al., 

1998).  

 

Blut- und Lymphgefäßinvasion 

Der Einbruch einzelner Tumorzellen in Lymphspalten (Lymphangiosis carcinomatosa) 

oder Blutgefäße (Hämangiosis carcinomatosa) geht mit einer schlechteren Prognose 

hinsichtlich eines Lokalrezidivs, axillären Lymphknotenbefalls und Fernmetastasen einher 

(Chua et al., 2001; Cianfrocca und Goldstein, 2004; Pinder et al., 1994). Bettelheim et 

al. wiesen bereits 1984 auf eine Senkung der Lebenserwartung bei Patientinnen mit Blut- 

und/oder Lymphgefäßinvasion hin (Bettelheim et al., 1984a). Rosen et al. gelang 

ebenfalls der Nachweis einer direkten Korrelation von Lymphangioinvasion (LVI) mit 

Rezidivrisiko und erhöhter Mortalität (Rosen et al., 1989). Es konnte gezeigt werden, 

dass Patientinnen mit LVI-positiven Karzinomen ein erhöhtes Rezidivrisiko von 38% 

gegenüber den Patientinnen ohne Lymphangioinvasion aufwiesen (22%). Auch die 

Arbeitsgruppe um Lauria bestätigte die überaus hohe prognostische Relevanz der 

Gefäßinvasion, wies seinerzeit jedoch auf die niedrige Prävalenz einer Angioinvasion hin 

(Lauria et al., 1995). Die Evidenz der prognostischen Aussagekraft der Blut- bzw. 

Lymphgefäßinvasion führte dazu, dass 2005 erstmals „Gefäßinvasion (vessel-invasion)“ 

als selbstständiger Prognosefaktor in die Konsensusempfehlungen der St. Gallen 

Konferenz aufgenommen wurde (Goldhirsch et al., 2005). Allerdings fehlte, wie auch in 

der Bestätigung 2007, die Unterscheidung zwischen Blut- und Lymphgefäßinvasion 

(Goldhirsch et al., 2007). 
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Eine direkte Auswirkung auf das klinische Prozedere hat die LVI derzeit im Rahmen der 

Indikationsstellung zur Postmastektomie-Bestrahlung. Nach den Empfehlungen der 

Deutschen Gesellschaft für Radioonkologie (DEGRO) sollte eine Bestrahlung der 

Thoraxwand bei Vorliegen der folgenden Faktoren erfolgen: 

 
• Tumore ≥ 5 cm (pT3/pT4) 

• inflammatorisches Mammakarzinom (pT4d) 

• ≥ 4 befallene axilläre Lymphknoten (pN2a) 

• R1/R2-Resektion 

• fakultativ bei 1-3 befallenen axillären Lymphknoten (pN1a)  

 

Sowie bei Kombination von mindestens zwei der folgenden Faktoren: 

 
• Alter < 40 Jahre 

• Lymphangiosis carcinomatosa oder Gefäßeinbrüche (L1/V1) 

• Tumore > 3 cm (pT2) 

• entdifferenzierte Karzinome (G3) 

• Multizentrizität oder Multifokalität 

• Infiltration der Pectoralisfaszie 

• Sicherheitsabstand < 5 mm 

 

1.1.4.2 Moderne Prognosefaktoren 

 

Neben den oben genannten etablierten Prognosefaktoren sind eine Vielzahl 

tumorbiologischer Prognosefaktoren Gegenstand der heutigen Forschung: 

 

Proliferation und Ploidie 

• S-Phase 

• Ki-67/MIB-1 

• EGF-Rezeptor 

 

Invasion und Metastasierung 

• Plasminogen-Aktivator (uPA) / Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) 

• Tumorzellnachweis im Knochenmark 

 

Tumorsuppressor- und Onkogene 

• p53 

• Her2/neu 
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Bisher hat jedoch nur der HER2/neu-Status als Indikator einer hohen Tumoraggressivität 

klinische Bedeutung erlangt. Die Überexpression korreliert mit einem kürzeren 

rezidivfreien Intervall und einer kürzeren Gesamtüberlebenszeit der Patientinnen 

(Toikkanen et al., 1992). Eine frühzeitige Bestimmung des HER2/neu-Status ist daher 

hinsichtlich einer Therapie mit dem humanisierten Antikörper Trastuzumab von großer 

therapeutischer Bedeutung (Harbeck und Heywang-Köbrunner, 2006).  

Neuere Studien überprüfen aktuell den Stellenwert sogenannter Genexpressionsanalysen, 

die sowohl prognostische als auch prädiktive Aussagen für definierte Subpopulationen 

von Patientinnen zulassen (Paik et al., 2004, 2006; Van`t Veer et al., 2005). Nachdem 

erste Ergebnisse diesbezüglich auf eine bessere Vorhersage der Prognose und des 

individuellen Therapieansprechens hindeuten, ist es möglich, dass diese molekular-

pathologischen Analysen die klassischen Prognosefaktoren verdrängen werden.   

 
 

1.2  Rolle des Lymphsystems bei der Tumormetastasierung  

 

1.2.1  Entwicklung des Lymphgefäßsystems 

 

Lymphgefäße wurden erstmals im 17. Jahrhundert von dem italienischen Anatom 

Gasparo Aselli als „lacteae venae“ oder milchige Venen beschrieben. Doch erst 200 Jahre 

später stellte Florence Sabin eine erste Theorie zur Herkunft des Lymphgefäßsystems 

auf. Aufgrund von Experimenten mit Schweineembryos, denen sie Farbstoffe injizierte, 

folgerte sie den venösen Ursprung des Lymphgefäßsystems. Sie nahm an, dass isolierte 

primitive Lymphsäcke aus Endothelzellen hervorgehen, die während der frühen 

Embryonalentwicklung aus Venen hervorsprießen (Sabin, 1902). 

Nachdem die Forschung auf dem Gebiet der Lymphangiogenese im vergangenen 

Jahrhundert durch intensive Studien zur Entwicklung des Blutgefäßsystems verdrängt 

wurde, konnten die Erkenntnisse von Sabin erst zur Jahrtausendwende bestätigt werden. 

Demnach tritt die Lymphangiogenese während der Embryonalentwicklung gegenüber der 

Angiogenese mit zeitlicher Verzögerung in Erscheinung. In unmittelbarer Nähe der 

Kardinalvenen entstehen anschließend Kapillarkonvolute, die zu Lymphsäcken fusionieren 

(Wilting et al., 1999). Andere Studien wiesen jedoch auf einen weiteren Mechanismus 

hin, der parallel abzulaufen scheint (Schneider et al., 1999). Untersuchungen an 

Vogelchimären zeigten, dass das Lymphgefäßsystem nur zum Teil venösen Ursprungs ist. 

Zum anderen Teil wird es aus Lymphangioblasten gebildet, die in der Splanchnopleura 

und in den Somiten (embryologische Ursegmente) lokalisiert sind. Aus den Somiten 

wandern Lymphangioblasten in die Körperwand und in die Extremitäten ein, wo sie sich 

an der Bildung der Lymphgefäße beteiligen. Die Lymphangioblasten für die Lymphgefäße 

der inneren Organe entstammen der Splanchnopleura (Wilting et al., 2003). 
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1.2.2  Struktur und Funktion des Lymphgefäßsystems 

 

Das Lymphgefäßsystem besteht aus einem Netzwerk feinwandiger Gefäße, das die 

interstitielle Lymphflüssigkeit sammelt, in den zwischengeschalteten Lymphknoten filtert 

und schließlich in den Blutkreislauf zurückführt. Weiterhin dient es dem Transport von 

fetthaltigem Chylus und spielt eine signifikante Rolle bei der Immunantwort des Körpers 

(Roitt et al., 1998). Im Vergleich zu Blutgefäßen finden sich innerhalb des 

Lymphgefäßsystems funktionale und strukturelle Unterschiede. Lymphkapillaren besitzen 

ein etwa dreifach größeres Lumen sowie unregelmäßigere Konturen als Blutkapillaren und 

sind lediglich durch ein sehr dünnes Endothel ausgekleidet (Leak, 1970; Ryan, 1989). Die 

Endothelzellen sind zwar stellenweise durch tight-junctions verbunden, dazwischen liegen 

jedoch ventilartige Lücken, durch die Flüssigkeit und kleine Partikel ungehindert in das 

Gefäß eindringen können. Eine durchgehende Basalmembran sowie Perizyten fehlen 

zudem gänzlich. Einzigartig sind zudem sich überlappende interzelluläre Kontaktzellen, 

die sich beim Anstieg des interstitiellen Drucks dehnen und hierdurch Flüssigkeit sowie 

Makromolekülen ein einfaches Eindringen in das Lymphgefäß ermöglichen. An der 

abluminalen Seite der Endothelzellen inserieren Mikrofibrillen, so genannte 

Ankerfilamente, die an elastischen Fasern des interstitiellen Bindegewebes befestigt sind. 

Durch diese Verspannungen werden die Lymphkapillaren offen gehalten (Casley-Smith 

und Florey, 1961; Leak und Burke, 1966; Skobe und Detmar, 2000).  

 

1.2.3  Entwicklung spezifischer Lymphgefäßmarker 

 

Die Erforschung des Lymphgefäßsystems wurde im vergangenen Jahrhundert zu Gunsten 

von Studien des Blutgefäßsystems stark vernachlässigt. Der Grund hierfür lag, neben 

dem primär stärkeren Interesse am Blutkreislauf, vor allem in Schwierigkeiten bei der 

histologischen Differenzierung von Blut- und Lymphgefäßen (Van den Eynden et al., 

2006). Erste Forschergruppen konnten daher lediglich auf Injektionstechniken bei der 

Untersuchung des Lymphgefäßsystems zurückgreifen. Dabei wurden Farbstoffe 

(Patentblau, u.a.) injiziert, die selektiv von Lymphgefäßen aufgenommen wurden und so 

lymphatische Strukturen makroskopisch sichtbar machten (Sulis et al., 1975).  

Spätere Studien nutzten Panendothelmarker gegen Blut- und Lymphgefäße (PECAM-1/ 

CD31, CD34) in Kombination mit den Basalmembran-Antikörpern Laminin und Kollagen 

Typ IV (Nerlich und Schleicher, 1991; Newman et al., 1990). Dabei wurden Gefäße, die 

zwar mit den Panendothelmarkern reagierten aber weder eine Basalmembran noch 

Erythrozyten aufwiesen, als Lymphgefäß identifiziert. Ein ähnliches methodisches 

Vorgehen lag darin, histologische Schnitte mittels PECAM-1/CD31 in Kombination mit 

dem Blutgefäßmarker PAL-E zu färben (Jussila et al., 1998). 
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Beide Methoden waren jedoch unzuverlässig, weshalb eine exakte Untersuchung von 

Lymphgefäßen erst durch die neuerliche Entwicklung spezifischer Antikörper gegen 

lymphatische Endothelien (VEGFR-3, LYVE-1, Prox-1, Podoplanin, D2-40) möglich wurde. 

Bei VEGFR-3 handelt es sich um einen Tyrosinkinase-Rezeptor zur Signaltransduktion 

innerhalb der Lymphangiogenese. Er wird vorwiegend auf adulten lymphatischen 

Endothelzellen exprimiert (Kukk et al., 1996). Spätere Studien zeigten allerdings, dass 

VEGFR-3 neben Lymphgefäßen auch intratumorale Blutgefäße färbt, weshalb er seine 

Bedeutung bei der immunhistochemischen Untersuchung von Karzinomen verlor 

(Partanen et al., 1999; Valtola et al., 1999). 

Der Hyaluronsäure-Rezeptor Lyve-1 (CD44) ist auf der luminalen und abluminalen 

Oberfläche von Lymphgefäßen lokalisiert. Hier dient er der Aufnahme von Hyaluron in die 

Endothelzellen sowie dessen Transport aus der Peripherie hin zu den Lymphgefäßen 

(Banerji et al., 1999; Prevo et al., 2001). LYVE-1 gilt jedoch auch in der 

histopathologischen Routinediagnostik aufgrund der gleichzeitigen Färbung von 

bronchialen Gefäßen, Hautzellen, Makrophagen und Lebersinusoiden nicht als eindeutig 

spezifischer Marker für Lymphgefäße (Mouta Carreira et al., 2001). 

Der Transkriptionsfaktor Prox-1 stellt ebenfalls einen hochspezifischen Marker zum 

Nachweis lymphatischer Endothelien dar. Prox-1 dient dem Wachstum und der 

Verlängerung von Lymphgefäßtrieben während der Lymphangiogenese, wobei seine 

Expression auf adulten Lymphendothelzellen erhalten bleibt (Wigle und Oliver, 1999). 

Der Einsatz von Prox-1 wird in der pathologischen Diagnostik jedoch auch durch 

Kreuzreaktionen mit nicht-endothelialen Geweben (Herz, Leber, Pankreas, ZNS) limitiert 

(Oliver et al., 1993; Sosa-Pineda et al., 2000).  

Das Glycoprotein Podoplanin (gp36) wurde erstmals auf der Oberfläche glomerulärer 

Ratten-Epithelzellen (Podozyten) nachgewiesen. Es wird vor allem in kleinen 

Lymphgefäßen sowie in benignen Gefäßtumoren und Angiosarkomen exprimiert. 

Blutgefäße und endotheliale Venolen in Lymphknoten sind allerdings Podoplanin negativ, 

weshalb Podoplanin als zuverlässiger Lymphgefäßmarker gilt (Birner et al., 2001; 

Breiteneder-Geleff et al., 1997; Schoppmann et al., 2001).  

Der monoklonale Antikörper D2-40 ist gegen das onkofetale M2A-Protein auf fetalen 

Stammzellen sowie Lymphgefäßendothelien gerichtet und zeigt zudem eine gleichzeitige 

Reaktion mit gp36, was humanem Podoplanin entspricht (Kahn und Marks, 2002; 

Ogasawara et al., 2008; Schacht et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass D2-40 in 

der Lage ist, lymphatische Endothelien in gesunden und neoplastischen Geweben 

nachzuweisen, ohne eine gleichzeitige Reaktion mit Arterien oder Venen zu haben (Kahn 

und Marks, 2002). Somit wurde ein Marker entwickelt, der sich durch seine hohe 

Spezifität von 98.8% sowie Sensitivität von 97.3% in Bezug auf lymphatische 

Endothelien gegenüber den anderen Antikörpern auszeichnet (Evangelou et al., 2005).
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1.2.4  Tumorinduzierte Lymphangiogenese beim Mammakarzinom  

 

Erste Untersuchungen beim Mammakarzinom wiesen im Jahr 2001 auf den potentiell 

aktiven Prozess einer tumorvermittelten Lymphangiogenese hin. Skobe et al. zeigten, 

dass die Überexpression des Wachstumsfaktors VEGF-C eine verstärkte 

Lymphangiogenese sowie Lymphknotenmetastasen hervorruft (Skobe et al., 2001). 

Spätere Studien identifizierten darüber hinaus auch VEGF-D als prolymphangiogenen 

Faktor und wiesen auf dessen prognostische Bedeutung hinsichtlich der Existenz axillärer 

Lymphknotenmetastasen hin (Abbildung 6) (Nakamura et al., 2003). 

Im adulten Gewebe liegt die physiologische Funktion von VEGF-C in der Proliferation, 

Migration und dem Überleben von Lymphendothelzellen. VEGF-C wird dabei als unreifes 

langes Polypeptid sezerniert, das durch proteolytische Spaltung aktiviert wird, wodurch 

kurze reife Peptide entstehen. Die unreifen langen Moleküle binden mit hoher Affinität am 

lymphatischen Wachstumsrezeptor VEGFR-3, wohingegen die kurzen reifen Peptide 

zusätzlich Liganden für VEGFR-2 auf Blut- und Lymphgefäßen darstellen (Joukov et al., 

1997; Roy et al., 2006).  

VEGF-D weist hohe strukturelle Ähnlichkeiten zu VEGF-C auf, wobei es den gleichen, 

wenn auch schwächeren, mitogenen Stimulus über VEGFR-2 und VEGFR-3 auf die 

Angiogenese und Lymphangiogenese ausübt (Roy et al., 2006).  

Die Expression von VEGF-C und VEGF-D durch den Tumor wird über Wachstumsfaktoren, 

proinflammatorische Zytokine und tumoreigene inflammatorische Zellen reguliert. Durch 

die Bindung an VEGFR-3 kommt es im Folgenden zu einer aktiven tumorinduzierten 

Lymphangiogenese mit anschließender lymphatischen Dissemination von Tumorzellen in 

die Peripherie (Skobe et al., 2001; Stacker et al., 2001). Neuere Studien weisen zudem 

auf den Einfluss von VEGF-A über den VEGFR-2-Signalweg auf die tumorvermittelte 

Lymphangiogenese hin (Cueni und Detmar, 2006). 
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Abbildung 6: Wirkungsweise der karzinogenen Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D  

 auf peritumorale Lymphgefäße (Cao, 2005) 
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1.2.5  Rolle der Lymphgefäße bei der Metastasierung des Mammakarzinoms 

 

Die Metastasierung des Mammakarzinoms erfolgt primär über das Lymphsystem, wobei 

der axilläre Lymphknotenstatus die größte prognostische Bedeutung für das Überleben 

der Patientinnen darstellt (Cody et al., 2004; Fisher et al., 1983).  

 

 

Abbildung 7: Wege der lymphogenen und hämatogenen Metastasierung (Tobler und 
Detmar, 2006) 

 
 

Ausgehend von metastatischen Lymphknoten erfolgt die weitere lymphatische Streuung 

über den Ductus thoracicus in den linken Venenwinkel und somit in die Körperperipherie. 

Daneben kommt es zu einer direkten hämatogenen Streuung durch Gefäße des 

Primärtumors sowie über Blutgefäße der befallenen Lymphknoten (Abbildung 7). 

Trotz der hohen prognostischen Bedeutung des Lymphknotenstatus ist bisher wenig über 

die molekularen Mechanismen der lymphatischen Tumorzellinvasion bekannt. Traditionell 

betrachtet man diesen Vorgang als passives Geschehen, wobei maligne Zellen zusammen 

mit Proteinen und interstitieller Flüssigkeit in das Lymphgefäß aufgenommen werden. 

Dabei scheint die hohe Permeabilität der Lymphgefäßwand und das Fehlen einer 

durchgehenden Basalmembran diesen Vorgang zu unterstützen (Hartveit, 1990). Neuere 

Studien gehen dahingegen von einem aktiven Prozess aus, wonach das lymphatische 

Endothel, aktiviert durch den Tumor, Chemokine freisetzt, die das Übertreten von 

Tumorzellen in das Lymphgefäßlumen erleichtern (Pepper und Skobe, 2003).   
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Für das Mammakarzinom gilt es jedoch als gesichert, dass die Invasion von Tumorzellen 

in Lymphgefäße einen prognostischen Einfluss für das Auftreten von Lokalrezidiven, 

axillären Lymphknoten- sowie Fernmetastasen darstellt (Chua et al., 2001; Cianfrocca 

und Goldstein, 2004; Pinder et al., 1994). Trotz methodischer Probleme wiesen 

Bettelheim et al. bereits 1984 auf die geringere Lebenserwartung von Patientinnen mit 

Blut- und/oder Lymphgefäßinvasionen hin (Bettelheim et al., 1984a). Rosen et al. 

beschrieben wenige Jahre später ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang zwischen 

Lymphangioinvasion und höherem Rezidivrisiko sowie erhöhter Mortalität (Rosen et al., 

1989). Jüngere Studien machen zudem auf deren potentielle Bedeutung für die 

Prädiktion von Lymphknotenmetastasen aufmerksam (Arnaout-Alkarain et al., 2007; 

Tezuka et al., 2007; Van den Eynden et al., 2006). 

Das Vorhandensein von Lymphgefäßen innerhalb der Tumormasse war lange Zeit 

ebenfalls Inhalt kontroverser Diskussionen. Es wurde postuliert, dass diese durch den 

großen Druck, welcher durch die wachsenden Tumorzellen ausgeübt wird, kollabieren 

(Leu et al., 2000). Nachdem spätere Studien jedoch intratumorale Gefäße bei 

verschiedenen Tumorentitäten nachweisen konnten, gelang dies ebenfalls beim 

Mammakarzinom. Hier konnte gezeigt werden, dass intratumorale Lymphgefäße in 

signifikantem Zusammenhang mit dem axillären Lymphknotenstatus, der Rezidivrate und 

dem Gesamtüberleben stehen (Achen et al., 2005; Van der Auwera et al., 2005; 

Yamauchi et al., 2007). Die Vermehrung und Vergrößerung peritumoraler Lymphgefäße 

wird dahingegen bereits einstimmig als unabhängiger prognostischer Faktor anerkannt 

(Choi et al., 2005; Stacker et al., 2002).  
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1.3  Zielsetzung 

 

Der Einbruch von Tumorzellen in Lymphgefäße ist mit einer schlechten Prognose bei 

Patientinnen mit primärem Mammakarzinom assoziiert. Trotz der hohen prognostischen 

Bedeutung stellt die Diagnose einer Lymphangioinvasion den Pathologen mangels 

ausreichend sensitiver sowie spezifischer Detektionsmethoden vor methodische 

Probleme. Die Entwicklung von D2-40, einem spezifischen Antikörper gegen lymphatische 

Endothelien, ermöglicht erstmals eine exakte Unterscheidung zwischen Lymph- und 

Blutgefäßen.  

Ziel der vorliegenden Studie ist es, maligne Brusttumore mit dem Antikörper D2-40 

hinsichtlich einer lymphatischen Tumorzellinvasion (LVI) zu untersuchen, um so einen 

Vergleich mit der LVI-Detektionsrate aus der routinediagnostischen Hämatoxylin-Eosin-

Färbung herzustellen. Des Weiteren wird der Faktor D2-40-LVI mit etablierten 

histopathologischen Faktoren korreliert und seine Eignung zur Prädiktion von axillären 

Lymphknotenmetastasen untersucht. Abschließend soll überprüft werden, ob durch eine 

eventuelle Steigerung der Detektionsrate von Lymphangioinvasionen retrospektiv die 

Indikationsstellung für eine Postmastektomie-Thoraxwandbestrahlung geändert worden 

wäre.   
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2  Patienten, Material und Methoden 

 

2.1  Patienten  

 

In der vorliegenden Studie wurden 254 maligne Brusttumore von 247 Patientinnen mit 

primärem, invasiven Mammakarzinom untersucht, die in den Jahren 2002 - 2005 in der 

Universitätsfrauenklinik Bonn operiert wurden. In sieben Fällen lag ein bilaterales 

Mammakarzinom vor. 

Bei 225 Patientinnen wurde eine Sentinel-Lymphonodektomie (SLND) bzw. eine axilläre 

Lymphonodektomie (ALND) durchgeführt (zweimal bilateral), weshalb für 22 Patientinnen 

(27 Tumore) keine Informationen bezüglich des ipsilateralen Nodalstatus vorliegen.  

 

Gründe für einen Verzicht auf eine SLND oder ALND waren: 

 

• Bei 5 Patientinnen lag ein bilaterales Mammakarzinom vor. In diesen Fällen wurde 

eine SLND/ALND lediglich auf der Seite mit dem größeren Primärtumor 

durchgeführt.  

 

• In 6 Fällen wurde zur Verkürzung der Operationsdauer aufgrund des hohen 

Patientenalters (74 bis 85 Jahre) und in weiteren 9 Fällen wegen einer relevanten 

Komorbidität auf eine SLND/ALND verzichtet. 

 

• Vier Patientinnen mit klinisch negativem axillären Befund wiesen zum Zeitpunkt 

der Primärdiagnose des Mammakarzinoms bereits Fernmetastasen auf, weshalb 

aufgrund des fehlenden therapeutischen Nutzens auf eine Entfernung axillärer 

Lymphknoten verzichtet wurde.  

 

• Bei 2 Patientinnen wurde bei vorliegendem mikroinvasiven Karzinom (≤ 2mm) 

bzw. tubulären Karzinom (< 10mm) von einer SLND/ALND Abstand genommen. 

 

• In einem Fall lehnte die Patientin die Durchführung einer SLND/ALND ab. 

 

Nicht in das Kollektiv aufgenommen wurden Patientinnen, bei denen lediglich eine 

stanzbioptische Diagnosesicherung erfolgte, sowie Patientinnen für die kein histologisches 

Material mehr zur Verfügung stand. Patientinnen mit einem Carcinoma in situ wurden 

ebenso ausgeschlossen. 
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2.2  Material und Methoden 

 

2.2.1  Material, Fixation und histologische Standardfärbung 

 

Das Tumorgewebe wurde in 10%igem, gepufferten Formaldehyd fixiert, in Paraffin 

eingebettet und die angefertigten 3-4 µm dicken Schnitte routinemäßig mit Hämatoxylin-

Eosin gefärbt. Zusätzlich erfolgte die immunhistochemische Ermittlung des 

Rezeptorstatus von Östrogen, Progesteron und HER2/neu. Im Falle eines HER2/neu- 

Scorewertes von 2+ wurde zusätzlich eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 

durchgeführt (siehe unten). 

 

2.2.2  Immunhistochemie 

 

2.2.2.1 Färbung mittels Avidin-Biotin-Methode 

 

Die Avidin-Biotin-Methode beruht auf der hohen Bindungsaffinität des Hühnereiweiß-

Glykoproteins Avidin (substituierbar durch Streptavidin) zum Vitamin Biotin. 

Histochemisch wird die Peroxidase im Avidin-Peroxidase-Komplex nachgewiesen (Denk, 

1989). 

Von dem eingebetteten Gewebe werden 3 µm dicke Schnitte angefertigt und auf spezielle 

Kapillarspaltobjektträger (Chem Mate™ Capillary Gap Microscope Slides 75 µm, DAKO 

Cytomation) faltenfrei eingespannt. Zur besseren Verwertbarkeit werden die Schnitte 

über Nacht bei 37°C im Brutschrank getrocknet.   

Zu Beginn der immunhistochemischen Färbung müssen die Gewebeschnitte zunächst 

entparaffiniert werden. Hierzu werden sie zuerst 10 Minuten in Xylol und anschließend 10 

Minuten in 100%igem Ethanol gewaschen. Anschließend werden sie kurz in eine 

absteigende Alkoholreihe (96%, 70% und 50%) geführt und abschließend in Trispuffer 

gespült. (Trispuffer: Die Stammlösung besteht aus 60.57g Tris Merck 8382, 500ml Aqua 

dest. und 430ml 1N HCl. Für die Gebrauchslösung werden 900ml einer 0.9%-igen NaCl-

Lösung mit 100ml der Stammlösung vermischt).    

Nach erfolgter Entparaffinierung und Rehydrierung werden die Schnitte in der Mikrowelle 

(zweimal 15 Minuten bei 600W) in einer Epitop-Retrieval-Lösung (Citratpuffer) 

vorbehandelt. (Citratpuffer-Stammlösung: Stammlösung A: 21.01g 

Zitronensäure/1000ml und Stammlösung B: 29.41g Natriumcitrat-Dihydrat/1000ml. Für 

die Gebrauchslösung werden 500ml Aqua dest. auf 9 ml der Stammlösung A und 41 ml 

der Stammlösung B gegeben). Die weiteren Schritte erfolgen semiautomatisch mit dem 

DAKO TechMate™ 500, um eine optimale Standardisierung zu erreichen. Hierbei werden 

sämtliche Färbeschritte (Färbezeiten und Färbereihenfolge) gemäß eines auf das Gerät 

ausgerichteten Färbeprotokolls durchgeführt.  
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Die Objektträger werden paarweise zusammengelegt und in einen Objektträgerhalter 

gestellt. Hierdurch entsteht ein kapillarer Spalt.  

Beim Färbevorgang werden die Objektträgerpaare in die jeweilige mit Reagenzien gefüllte 

Küvettenvertiefung eingetaucht. Die Kapillarkraft bedingt, dass die Lösungen gleichmäßig 

über das Gewebe gezogen werden. 

Zur Blockung der endogenen Peroxidase werden die Schnitte vor dem Einsetzen des 

Chromogensubstrats in 3% Wasserstoffperoxid inkubiert. Eine Hintergrundfärbung durch 

den Primärantikörper wird vermieden, indem die im Präparat vorhandenen unspezifischen 

Eiweiße durch Benetzen mit vier unterschiedlichen Puffern geblockt werden. Die 

verwendeten Puffer 1, 2 und 3 enthalten primär Carrierproteine. Der vierte Puffer enthält 

Wasser.  

Nun erfolgt die Auftragung des Primärantikörpers und dessen Bindung an die Antigene 

auf dem Gewebe. Als Sekundärantikörper dient ein biotinylierter Brückenantikörper, der 

sich durch Benetzen an den primären Antikörper anlegt. In seiner Funktion dient er als 

Brücke zwischen dem Primärantikörper und dem Folgekomplex aus Streptavidin und 

Horse-Radish Peroxidase. Zum Ausschluss unspezifischer Reaktionen werden parallel zu 

den jeweiligen Färbevorgängen Negativkontrollen durchgeführt. Hierzu werden die 

Kontrollschnitte ohne Primärantikörper unter ansonsten gleichen Bedingungen inkubiert. 

Durch Einsetzen eines geeigneten Chromogensubstrats (stabile Pufferlösung aus 

Wasserstoffperoxid und 3-Amino-9-ethylcarbazol) wird die Peroxidase histochemisch 

nachgewiesen und zu einem farbigen Endprodukt (Rotfärbung) im Bereich des Antigens 

umgesetzt. Im Anschluss erfolgt die Gegenfärbung mittels Hämatoxylin. Durch die 

Spülung mit Leitungswasser kommt es zur Blaufärbung der Kerne.  

Zwischen den einzelnen Färbe-, Puffer- und Spülschritten wird der Objektträgerhalter auf 

Saugkissen abgestellt, um die sich im Kapillarspalt befindliche Reagenz/Spülung zu 

entfernen. Nach erfolgter Färbung werden die Schnitte mit einem wasserlöslichen 

Eindeckmittel (Aquatex) eingedeckt.  
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2.2.2.2 Primäre Antikörper 

 

Folgende Antikörper kommen zum Einsatz: 

 

Monoclonal Mouse Anti-Human D2-40 

DCS/Signet 

Clone:  D2-40 

Cat No.: 730-01 

Verdünnung: 1:50 

 

Das monoklonale Maus-Anti-D2-40 reagiert mit einem O-Sialoglykoprotein (M2A-Protein; 

40kDa), das sich in fetalen Hoden, testikulären Keimzelltumoren und lymphatischen 

Endothelzellen nachweisen lässt. Zudem dient es dem Nachweis von humanem 

Podoplanin, weshalb es zur spezifischen immunhistochemischen Diagnostik lymphatischer 

Endothelien eingesetzt werden kann (Kahn und Marks, 2002; Schacht et al., 2004).  

 

 

Monoclonal Mouse Anti-Human CD34 Class II 

DAKO Cytomation 

Clone:  QBEnd-10 

Code:  M 7165 

Verdünnung: 1:100 

 

Bei CD34 handelt es sich um ein einkettiges Transmembranprotein mit circa 116 kDa. Es 

wird auf unreifen hämatopoetischen Stamm-/Vorläuferzellen, embryonalen Fibroblasten, 

kapillaren Endothelzellen in Blut- und Lymphgefäßen sowie vereinzelten Gliazellen des 

Nervengewebes exprimiert (Krause et al., 1996; Nishio et al., 1997). 
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2.2.2.3 Ermittlung des Hormonrezeptorstatus von Östrogen und Progesteron 

 

Bezüglich des Hormonrezeptorstatus von Östrogen und Progesteron erfolgt die 

Auswertung der immunhistochemischen Schnitte nach den Richtlinien von Remmele und 

Stegner (1987). Der genannte Immunreaktive Score (IRS) stellt das Produkt der beiden 

Parameter Färbeintensität (SI) und dem Prozentsatz positiver Kerne (PP) dar.  

 

Prozentsatz positiver Kerne PP Färbeintensität SI
0% 0 Keine Färbung 0
< 10% 1 Schwache Intensität 1
10-50% 2 Mäßige Intensität 2
51-80% 3 Starke Intensität 3
> 80% 4

IRS=PPxSI  
Tabelle 2: Berechnung des Immunreaktiven Scores (IRS) 
 

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, ergibt sich durch die Multiplikation von SI und PP ein 

Maximalwert des IRS von 12. In der vorliegenden Studie gelten Karzinome ab einem IRS 

von 1 für ER oder PR als hormonrezeptorpositiv.  

 

2.2.2.4 Bestimmung der Überexpression des HER2/neu-Onkoproteins 

 

Der HER2/neu-Status wird immunhistochemisch durch den HercepTest der Firma DAKO 

nachgewiesen. Das Färbeergebnis wird als vierstufiger DAKO-Score von 0 bis 3+ 

angegeben, der sich auf mindestens 10% der Tumorzellen bezieht. Dabei gelten Werte 

von 0 und 1+ als negativ, ein DAKO-Score von 3+ als positiv.  

Bei einem Scorewert von 2+ erfolgt zusätzlich der Nachweis des Grades der HER2/neu-

Genamplifikation mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). 
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2.3  Histologische Beurteilung und Arbeitsgänge 

 

1. Arbeitsgang 

Im Zuge der Routinediagnostik erfolgt die Befundung der Präparate durch erfahrene 

Pathologen des Universitätsklinikums Bonn. Neben der histomorphologischen Einteilung 

der Brusttumore erfolgt die Beurteilung hinsichtlich einer Lymphangioinvasion sowie des 

Östrogen-, Progesteron- und HER2/neu-Rezeptorstatus. 

 

2. Arbeitsgang 

Aus den vorliegenden Routinepräparaten werden jeweils ein bis zwei repräsentative 

Schnitte zur weiteren immunhistochemischen Diagnostik ausgewählt. Dabei wird auf die 

genaue Erfassung des Tumors, sowie eines adäquaten Tumorrandbereiches geachtet, der 

der weiteren Untersuchung zugrunde liegt. 

 

3. Arbeitsgang  

Die mit den Markern D2-40 und CD34 immunhistochemisch gefärbten Schnitte werden 

auf das Vorliegen einer Lymphangioinvasion untersucht und mit den ursprünglichen 

Diagnosen, basierend auf der Routine-HE-Färbung, korreliert.  

Die Erfassung der identischen Gefäßsituation in den drei fortlaufend angefertigten 

Gewebsschnitten (HE, D2-40 und CD34) wird unter Berücksichtigung des physiologischen 

Lymphgefäßlumens von bis zu 100 µm und der gewählten Schnittdicke von 3 µm 

gewährleistet (Siegenthaler et al., 2006). Sämtliche Ergebnisse werden von einer 

erfahrenen Pathologin überprüft.  

 

4. Arbeitsgang 

In den Fällen, die nach der Korrelation im dritten Arbeitsgang Unterschiede hinsichtlich 

der Feststellung einer Lymphangioinvasion aufweisen (HE-LVI positiv versus CD34/D2-40 

LVI negativ) erfolgt die Entfärbung des primären HE-Schnittes und anschließend die 

spezifische Färbung mit D2-40. Hierdurch wird die direkte Überprüfung der 

ursprünglichen Diagnose ermöglicht.  

 

5. Arbeitsgang  

Analog zum vierten Arbeitsgang findet eine Überprüfung der Karzinome statt, bei denen 

ursprünglich keine Lymphangioinvasion im HE-Schnitt diagnostiziert wurde, 

immunhistochemisch jedoch CD34 und/oder D2-40 eine LVI nachweisen konnten. Hierzu 

wird das Areal der im D2-40- bzw. CD34-gefärbten Schnitt detektierten 

Lymphangioinvasion auf den primären HE-Schnitt projiziert und dieser Bereich erneut 

hinsichtlich einer LVI untersucht.  
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2.4  Statistik 

 

Die Auswertung und Analyse der Daten erfolgte mittels SPSS 14.0 und SAS V9.1 in 

Zusammenarbeit mit dem Institut für Medizinische Biometrie, Informatik und 

Epidemiologie der Universität Bonn.  

Die statistische Untersuchung bezüglich einer Korrelation zwischen D2-40-positiver LVI 

und den histopathologischen Charakteristika (histologischer Subtyp, Grading, 

Tumorgröße, Nodalstatus, Östrogen-, Progesteron- und HER2/neu-Rezeptorstatus) sowie 

den patientenbezogenen Daten (Alter <40 Jahre, Menopausenstatus) erfolgte mittels 

Fisher Exact Test und dem Chi-Quadrat-Test. Dabei wird das Signifikanzniveau auf 

p≤0,05 festgesetzt.  

Mit Hilfe einer logistischen Regression wurde eine multivariate Überprüfung der univariat 

signifikanten Parameter zur Vorhersage des Nodalstatus (Alter <40 Jahre, Grading, 

Tumorgröße, D2-40 LVI positiv und HE-LVI positiv) durchgeführt. Dabei wurde überprüft, 

ob die Kombination einzelner, von einander unabhängiger Parameter, einen Zugewinn an 

Treffsicherheit erreicht.  
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3  Ergebnisse 

 

3.1  Analyse des Patientenkollektivs 

 
3.1.1  Alter der Patientinnen  

 
Zur Bestimmung des Patientenalters wurden die zum Zeitpunkt der Diagnose vollendeten 

Lebensjahre berücksichtigt. Das Durchschnittsalter des Patientenkollektivs beträgt 56.3 

Jahre (Median 57 Jahre). Die jüngste Patientin war zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 

28 Jahre, die älteste 85 Jahre alt.  

 

Altersstruktur der Patientinnen

0 10 20 30 40 50 60 70 80

< 35 

35-39

40-49

50-59

60-69

> 70 

A
lte

r 
in

 J
ah

re
n

Anzahl

 
Abbildung 8: Alter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (n=247)  

 

3.1.2  Menopausenstatus 

 

Von den 247 untersuchten Patientinnen wurden in der der Studie zugrunde liegenden 

Aktendokumentation zum Zeitpunkt der Diagnose 80 (32.4%) als prämenopausal und 

167 (67.6%) als postmenopausal eingestuft (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Menopausenstatus der Patientinnen (n=247) 
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3.1.3  Histopathologische Charakteristika 

 

In Tabelle 3 sind die Tumoreigenschaften der 254 Mammakarzinome hinsichtlich 

Tumorgröße, Nodalstatus, histologischem Subtyp und Grading aufgeführt. 

 

Tumorgröße Anzahl Prozent
pT1a 12 4.7%
pT1b 43 16.9%
pT1c 104 40.9%
pT2 66 26.0%
pT3 12 4.7%
pT4a 2 0.8%
pT4b 11 4.3%
pT4c 1 0.4%
pT4d 3 1.2%

Nodalstatus*
pNx 27 10.6%
pN0 134 52.8%

pN1mic 7 2.8%
pN1 50 19.7%
pN2 20 7.9%
pN3 16 6.3%

Histologischer Subtyp
invasiv-duktal 157 61.8%
invasiv-lobulär 58 22.8%

invasiv duktulo-lobulär 27 10.6%
invasiv-tubulär 4 1.6%

invasiv tubulo-lobulär 2 0.8%
invasiv-muzinös 2 0.8%
invasiv-medullär 2 0.8%
invasiv-papillär 2 0.8%

Grading
G1 12 4.7%
G2 139 54.7%
G3 103 40.6%  

Tabelle 3: Histopathologische Charakteristika der 254 Mammakarzinome 
               (*Der Nodalstatus bezieht sich auf die einzelnen Tumore der insgesamt  
                247 Patientinnen, von denen 7 ein bilaterales Mammakarzinom aufwiesen)     
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3.1.4  Hormonrezeptor- und HER2/neu-Status  

 

Der Rezeptorstatus für Östrogen, Progesteron und HER/2neu wurde für 254 Karzinome 

ermittelt (Tabelle 4). 

 

Östrogenrezeptor Anzahl Prozent
negativ 42 16.5%
positiv 212 83.5%

Progesteronrezeptor
negativ 64 25.2%
positiv 190 74.8%

HER2/neu 
negativ 214 84.3%
positiv 40 15.7%  

Tabelle 4: Hormonrezeptor- und HER2/neu-Status der 254 Mammakarzinome 
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3.2  Auswertung der immunhistochemischen Färbung 

 

In 70 von 254 Fällen (27.6%) konnte eine Lymphangioinvasion mittels D2-40 erkannt 

werden (D2-40 LVI positiv). Der immunhistochemische Nachweis mittels CD34 (CD34 LVI 

positiv) gelang in 64 Fällen (25.2%). Sechs Tumore waren D2-40 LVI positiv, jedoch 

CD34 LVI negativ. Insgesamt konnte LVI in keinem Fall unter Anwendung von CD34 

nachgewiesen werden, die mittels D2-40 nicht auch entdeckt wurde. In sämtlichen 

Negativkontrollen zeigte sich keine Farbreaktion der Lymphgefäße. 

 

D2-40 und CD34 LVI positiv 

 

 
Abbildung 10: Lfd-Nr. 268, D2-40 LVI positiv, Vergrößerung: 100-fach 
 
 

 
Abbildung 11: Lfd-Nr. 268, CD34 LVI positiv, Vergrößerung: 100-fach 
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D2-40 LVI positiv und CD34 LVI negativ 
 

 
Abbildung 12:  Lfd-Nr. 157, Lymphgefäß D2-40 LVI positiv, Blutgefäß D2-40 negativ;  

 Vergrößerung: 100-fach 
 
 
 

 
Abbildung 13: Lfd-Nr. 157, Lymphgefäß CD34 LVI negativ, Blutgefäß CD34 positiv;  

 Vergrößerung: 100-fach 
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3.3    Auswertung der routinediagnostischen HE-Färbung        

 

In der Routinediagnostik wurde eine Lymphangioinvasion in 50 von 254 Karzinomen 

(19.7%) mittels Hämatoxylin-Eosin nachgewiesen (HE-LVI positiv). Von diesen 50 

Karzinomen war eine LVI in der immunhistochemischen Färbung mittels D2-40 in 

insgesamt 40 Fällen (80%) nachvollziehbar. 
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Abbildung 14: Nachweis von Lymphangioinvasion mittels D2-40, CD34 und HE 
              (*Hiervon 10 Fälle falsch positiv) 

 

Bei den restlichen 10 Karzinomen wurde die Diagnose einer LVI zwar auf Basis der HE-

Diagnostik gestellt, konnte aber mittels D2-40 und/oder CD34 nicht bestätigt werden. 

Zur endgültigen Kontrolle wurden die 10 HE-Schnitte entfärbt und einer spezifischen 

Färbung mittels D2-40 unterzogen. In der direkten immunhistochemischen Zweitfärbung 

wurden ebenfalls in allen 10 Fällen keine lymphatischen Invasionen diagnostiziert. Nach 

nochmaliger Einschätzung durch den Pathologen wurden diese mit Tumorzellen gefüllten 

Spalträume als Fixierungsartefakte eingestuft. Insgesamt wurde eine 

Lymphangioinvasion mittels HE-Färbung in 4% (n=10) des Gesamtkollektives falsch 

positiv diagnostiziert. Des Weiteren war die routinediagnostische Aufarbeitung mittels 

Hämatoxylin-Eosin in 30 (42.9%) von 70 Fällen nicht in der Lage, eine auf Grundlage der 

immunhistochemischen Färbung nachgewiesenen LVI zu identifizieren. Bezogen auf die 

vorliegenden 254 Karzinome führte die routinediagnostische Färbung mittels 

Hämatoxylin-Eosin somit in 11.8% (n=30) zu einem falsch negativen Ergebnis.  
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3.4  Korrelation von D2-40 positiver LVI und klinisch-pathologischen 
Faktoren 

 

Für die folgenden Berechnungen werden im Falle von Patientinnen mit bilateralen 

Tumoren (n=7) beide Karzinome getrennt betrachtet. Dabei verhielten sich die 

beidseitigen Karzinome bei keiner Patientin im Bezug auf D2-40 LVI sowie bei der daraus 

resultierenden Korrelation mit den untersuchten Faktoren unterschiedlich: 

 

3.4.1   Alter und Menopausenstatus  

 

Bei der Korrelation von D2-40 positiver LVI und dem Lebensalter zum Zeitpunkt der 

Erstdiagnose zeigte sich in der univariaten Analyse ein signifikanter Zusammenhang 

(p=0.049) zwischen Lymphangioinvasion und einem Patientenalter von weniger als 40 

Jahren. Die Korrelation von Menopausenstatus und D2-40 positiver LVI war hingegen 

nicht signifikant.   

 

positiv negativ
Alter (Jahre)

< 40 9 (47%) 10 (53%) 19ª

≥ 40 60 (26%) 168 (74%) 228b

Menopausenstatus
prämenopausal 24 (30%) 56 (70%) 80c

postmenopausal 45 (27%) 122 (73%) 167d

n.s. 

D2-40 LVI Anzahl 
(n=247) p-Wert

0.049

 
Tabelle 5: Korrelation von D2-40 mit Alter und Menopausenstatus  

     (a davon 1 bilaterales Karzinom, b davon 6 bilaterale Karzinome, 
          c davon 4 bilaterale Karzinome, d davon 3 bilaterale Karzinome) 

 

 

3.4.2   Tumorbezogene Faktoren 

 

Histologischer Subtyp 

Die Angaben zum histologischen Subtyp der 254 Mammakarzinome sind in Tabelle 3  

zusammengefasst. Es war keine signifikante Korrelation von histologischem Subtyp und 

Lymphangioinvasion nachweisbar (Tabelle 6). 

 

Tumorgröße 

Die Verteilung der Tumorgröße ist Tabelle 3 zu entnehmen. D2-40- LVI positiv korrelierte 

in der univariaten Analyse signifikant mit der Tumorgröße (p<0.001). Mit zunehmendem 

Tumordurchmesser steigt dabei der Anteil D2-40 positiver LVI an (Tabelle 6).  
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Grading 

Die Beurteilung des Malignitätsgrades der 254 Karzinome ist aus Tabelle 3 ersichtlich. 

Schlecht differenzierte Karzinome wiesen in 44% eine signifikant (p< 0,001) höhere Rate 

an D2-40 positiver LVI auf als mäßig oder gut differenzierte Karzinome mit 16% und 

25% (Tabelle 6). 

 

positiv negativ

44 (28%) 113 (72%) 157
14 (24%) 44 (76%) 58
10 (33%) 17 (67%) 27
0 (0%) 4 (100%) 4
0 (0%) 2 (100%) 2
0 (0%) 2 (100%) 2

2 (100%) 0 (0%) 2
0 (0%) 2 (100%) 2

Tumorgröße
28 (18%) 131 (82%) 159
24 (36%) 42 (64%) 66
8 (67%) 4 (33%) 12
10 (59%) 7 (41%) 17

3 (25%) 9 (75%) 12
22 (16%) 117(84%) 139
45 (44%) 58(56%) 103

invasiv-papillär

invasiv duktulo-lobulär
invasiv-tubulär

invasiv tubulo-lobulär
invasiv-muzinös

Grading

<0.001G1
G2
G3

Histologischer Subtyp

n.s.

<0.001
T1
T2
T3
T4

invasiv-duktal
invasiv-lobulär

invasiv-medullär

D2-40 LVI Anzahl    
(n=254)

p-Wert

 
Tabelle 6: Korrelation von D2-40 LVI und histopathologischen Charakteristika  

 

 

3.4.3  Korrelation zwischen D2-40 positiver LVI und dem Nodalstatus 

 

Zu 227 Tumoren von insgesamt 225 Patientinnen lagen Informationen bezüglich des 

Nodalstatus vor. In zwei Fällen erfolgte bei bilateralem Mammakarzinom die operative 

Exploration beider Axillae. Die Verteilung der unterschiedlichen Stadien des axillären 

Lymphknotenbefalls ist in Tabelle 7 aufgeführt. 

Zwischen D2-40 LVI positiv und dem axillären Nodalstatus zeigte sich in der univariaten 

Analyse ein hoch signifikanter Zusammenhang (p<0.001). Während bei Patientinnen mit 

negativem Nodalstatus in nur 15% eine D2-40 positive LVI vorlag, gelang der Nachweis 

von lymphatischen Invasionen mittels D2-40 bei Patientinnen mit 1-3 befallenen 

Lymphknoten (N1a) in 34% sowie bei Patientinnen mit 4-9 befallenen Lymphknoten 

(N2a) in 60% der Karzinome. Bei Patientinnen mit mehr als 9 befallenen Lymphknoten 

(N3a) konnte bei 69% der Mammakarzinome eine Lymphgefäßinvasion mittels D2-40 

nachgewiesen werden.  
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positiv negativ

20 (15%) 114 (85%) 134
4 (57%) 3 (43%) 7

17 (34%) 33 (66%) 50
12 (60%) 8 (40%) 20
11 (69%) 5 (31%) 16

Nodalstatus

<0.001

N0
N1mic

N1a
N2a
N3a

D2-40 LVI Anzahl    
(n=227*)

p-Wert

 
Tabelle 7: Korrelation von D2-40 positiver LVI und dem Nodalstatus 

     (*227 Tumore von 225 Patientinnen; in 2 Fällen liegt ein bilaterales     
      Mammakarzinom vor) 

 

 

3.4.4   Korrelation zwischen D2-40 positiver LVI und dem Hormonrezeptor- sowie 
dem HER2/neu-Status 

 

Der Östrogen-, Progesteron- und Her2/neu-Rezeptorstatus für alle 254 Karzinome ist in 

Tabelle 4 aufgeführt. In 28 Fällen (11%) lag ein so genanntes „triple-negatives“ 

Karzinom vor, bei denen alle drei Rezeptoren negativ waren.  

Wie in Tabelle 8 aufgeführt, bestand eine signifikante Korrelation zwischen D2-40 

positiver LVI und dem Östrogen- (p=0.015) sowie dem Progesteronrezeptorstatus 

(p=0.002). Die Korrelation von Her2/neu-Status und D2-40 LVI positiv lag geringfügig 

unterhalb des Signifikanzniveaus (p=0.055). Zwischen D2-40 LVI positiv und der 

Subgruppe der „triple-negativen“ Karzinome zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang 

(p=0.022). 

 

positiv negativ

positiv 52 (24.5%) 160 (75.5%) 212
negativ 18 (43%) 24 (57%) 42

PR
positiv 42 (22%) 148 (78%) 190

negativ 27 (42%) 37(58%) 64

positiv 16 (40%) 24 (60%) 40
negativ 54 (25%) 160 (75%) 214

ja 12 (43%) 16 (57%) 28
nein 52 (23%) 174 (77%) 226

D2-40 LVI Anzahl    
(n=254)

p-Wert

ER
0.015

0.002

HER2/neu n.s. 
(p=0.055)

Triple-negative*
0.022

 
Tabelle 8: Korrelation von D2-40 positiver LVI und Hormon- sowie HER2/neu- 

     Rezeptorstatus (*Triple-negativ: ER, PR und HER2/neu negativ) 
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3.5  Multivariate Analyse zur Prädiktion des axillären Nodalstatus  

 

3.5.1  Korrelation von Nodalstatus und klinischen sowie histopathologischen 
Faktoren  

 

Die Korrelation klinischer sowie histopathologischer Charakteristika mit dem Nodalstatus 

wurde univariat überprüft. Wie in Tabelle 9 aufgeführt, erwiesen sich die Faktoren Alter 

(p=0.021), Tumorgröße (p<0.001), Grading (p<0.001), HE-LVI positiv (p<0.001) und 

D2-40 LVI positiv (p<0.001) als statistisch signifikant. Ein signifikanter Zusammenhang 

für den histologischem Subtyp, Menopausen-, Östrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor- 

und Her2/neu-Status konnte nicht nachgewiesen werden. 

Alle univariat signifikanten Parameter (Alter, Tumorgröße, Grading, HE-LVI positiv, D2-40 

LVI positiv) wurden mittels logistischer Regression einer multivariaten Analyse 

unterzogen. Dabei waren lediglich die Faktoren Grading (p=0.0352; Odds Ratio: 1.953), 

Tumorgröße (p=0.0003; Odds Ratio: 3.167) und D2-40 LVI positiv (p=0.0003)  

signifikant, wobei D2-40 LVI positiv mit 3.489 die höchste Odds Ratio aufwies. Die 

Faktoren Alter und HE-LVI positiv zeigten sich in der multivariaten Analyse als nicht 

signifikant (Tabelle 9). 
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Nodal 
negativ

Nodal 
positiv

Anzahl     
(n=227)

Univariater    
p-Wert

Multivariater      
p-Wert

Alter (Jahre)
< 40 6 (33%) 12 (77%) 18
≥ 40 128 (61%) 81 (39%) 209

Menopausenstatus
prämenopausal 42 (54%) 36 (46%) 78

postmenopausal 92 (62%) 57 (38%) 149
Tumorgröße

≤ 2cm 102 (73%) 38 (27%) 140
> 2cm 32 (8%) 55 (92%) 87

Histologischer Subtyp
invasiv-duktal 82 (58%) 60 (42%) 142

andere 51 (60%) 34 (40%) 85
Grading

1 7 (78%) 2 (22%) 9
2 88 (70%) 37 (30%) 125
3 39 (42%) 54 (58%) 93

Grading
1+2 95(71%) 39 (29%) 134

3 39(42%) 54 (58%) 93
Hormonrezeptor*

negativ 21 (64%) 12 (36%) 33
positiv 113 (58%) 81(42%) 194

Triple-negativ
nein 120 (59%) 82 (41%) 202

ja 14 (56%) 11 (44%) 25
HER2/neu

negativ 22 (59.5%) 15 (40.5%) 37
positiv 112 (59%) 78 (41%) 190

HE-LVI
negativ 122 (67%) 61(33%) 183
positiv 12 (27%) 32 (73%) 44

D2-40-LVI
negativ 114 (70%) 49 (30%) 163
positiv 20 (31%) 44 (69%) 64

< 0.001
0.0003      

Odds Ratio: 
3.489

n.s. n.s.

< 0.001 n.s.

n.s. n.s. 

n.s. n.s.

< 0.001 n.s.

< 0.001
 0.0352       

Odds Ratio:  
1.953

< 0.001
 0.0003      

Odds Ratio: 
3.167

n.s. n.s.

0.021 n.s.

n.s. n.s. 

Tabelle 9: Multivariate Analyse: Korrelation von patientenbezogenen und histo- 
     pathologischen Faktoren mit dem Nodalstatus 
     (*Als Hormonrezeptor positiv wurden Östrogen- und/oder Progesteronrezeptor  
      positive Tumoren gewertet) 
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3.5.2  Korrelation von Nodalstatus und klinischen sowie histopathologischen 
Faktoren bei Tumoren ≤ 2cm (pT1) 

 
In der Subgruppe von 140 Patientinnen mit T1-Karzinomen (≤2cm) waren nur die 

Parameter Grading (p=0.037) und D2-40 LVI positiv (p<0.001) univariat signifikant 

(Tabelle 10). In der multivariaten Analyse war nur der Faktor D2-40 LVI positiv für die 

Vorhersage des Nodalstatus bei kleinen Tumoren signifikant (p=0.0003; Odds Ratio: 

5.395).  

 
Nodal 

negativ
Nodal 
positiv

Anzahl     
(n=140)

Univariater    
p-Wert

Multivariater      
p-Wert

Grading
1+2 78(78%) 22 (22%) 100

3 24(60%) 16 (40%) 40
D2-40 LVI

negativ 91 (80%) 23 (20%) 114
positiv 11 (42%) 15 (58%) 26

0.037 n.s.

< 0.001
0.0003           

Odds Ratio:         
5.395

Tabelle 10: Multivariate Analyse: Korrelation der univariat signifikanten Parameter         
       Grading und D2-40 LVI mit dem Nodalstatus bei Patientinnen mit Tumoren   

                 ≤2cm (pT1) 
 
 
 
3.5.3  Korrelation von Nodalstatus und klinischen sowie histopathologischen 

Faktoren bei Tumoren ≤5cm (pT1/2)  
 
Für die 202 Patientinnen mit T1/2-Tumoren (≤5cm) zeigten die Parameter Grading 

(p<0.001) und D2-40 LVI positiv (p<0.001) als einzige aller überprüften Faktoren in der 

univariaten Analyse eine signifikante Korrelation mit dem Nodalstatus (Tabelle 11). Beide 

Faktoren zeigten sich auch in der multivariaten Analyse unabhängig voneinander als 

signifikant, wobei sich auch hier die D2-40 positive LVI als der Parameter mit dem 

stärkeren Gewicht darstellte: D2-40 LVI positiv (p<0.001; Odds Ratio: 3.513) und 

Grading (p<0.0192; Odds Ratio: 2.143). 

 
Nodal 

negativ
Nodal 
positiv

Anzahl     
(n=202)

Univariater    
p-Wert

Multivariater      
p-Wert

Grading
1+2 94(75%) 32 (25%) 126

3 38(50%) 38 (50%) 76
D2-40 LVI

negativ 113 (74%) 40 (26%) 153
positiv 19 (39%) 30 (61%) 49

< 0.001
     0.0192      
Odds Ratio:  

2.143

< 0.001
    < 0.001      
Odds Ratio:  

3.513
Tabelle 11: Multivariate Analyse: Korrelation der univariat signifikanten Parameter  
          Grading und D2-40 LVI mit dem Nodalstatus bei Patientinnen mit Tumoren  

       ≤5cm (pT1+pT2) 
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3.5.4 Prädiktion des Nodalstatus bei älteren Patientinnen (>69 Jahre) 

 

Hinsichtlich des Nodalstatus lagen Informationen zu 26 (81.2%) von 32 Patientinnen vor, 

die zum Zeitpunkt der Erstdiagnose das 70. Lebensjahr bereits erreicht hatten. Bei 6 

Patientinnen (18.8%) wurde aufgrund des hohen Alters (74-85 Jahre) und 

einhergehender Komorbidität auf die Durchführung einer SLND bzw. ALND verzichtet.  

Bei 13 Patientinnen (50%) lag ein positiver Nodalstatus vor. Der D2-40-gestützte 

Nachweis einer Lymphangioinvasion gelang jedoch nur in 4 (30.8%) dieser 13 Fälle. In 

einem weiteren Fall (7.7%) wurde bei negativem Nodalstatus die Diagnose D2-40 LVI 

positiv gestellt (Tabelle 12). Innerhalb der Gruppe älterer Patientinnen (>69 Jahre) 

konnte somit kein signifikanter Zusammenhang zwischen D2-40 LVI positiv und axillärem 

Lymphknotenstatus hergestellt werden.  

 

Nodal 
negativ

Nodal 
positiv

Anzahl     
(n=26)

Univariater    
p-Wert

Multivariater      
p-Wert

D2-40 LVI
negativ 12 (57%) 9 (43%) 21
positiv 1  (20%) 4 (80%) 5

n.s. n.s.

Tabelle 12: Multivariate Analyse: Korrelation des univariat signifikanten Parameters  
       D2-40 LVI mit dem Nodalstatus bei älteren Patientinnen (>69 Jahre) 

 

 

3.5.5  Korrelation von Nodalstatus und D2-40 LVI bei älteren Patientinnen mit 
Tumoren ≤2cm (pT1) 

  

Führte man eine weitere Differenzierung der älteren Patientinnen (>69 Jahre) durch und 

betrachtete lediglich die Fälle mit Karzinomen ≤2cm (pT1), so lagen in 11 (42.3%) der 

26 Fälle Angaben zum Nodalstatus vor.  

In dieser Subgruppe lag bei 3 Patientinnen (27.3%) ein positiver Nodalstatus vor, wobei 

lediglich in einem Fall (33.3%) D2-40 LVI positiv war. Auch die weitere Differenzierung 

innerhalb der Gruppe älterer Patientinnen (>69 Jahre) in solche mit Karzinomen ≤2cm 

(pT1) führte somit zu keiner signifikanten Korrelation von D2-40 LVI positiv und 

axillärem Lymphknotenstatus. 

 

Nodal 
negativ

Nodal 
positiv

Anzahl     
(n=11)

Univariater    
p-Wert

Multivariater      
p-Wert

D2-40 LVI
negativ 8 (80%) 2 (20%) 10
positiv 0 (0%) 1 (100%) 1

n.s. n.s.

Tabelle 13: Multivariate Analyse: Korrelation von D2-40 LVI positiv mit dem Nodalstatus 
       bei älteren Patientinnen (>69 Jahre) mit Karzinomen ≤2cm (pT1) 
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3.5.6 Korrelation von Nodalstatus und D2-40 LVI bei jungen Patientinnen    
(<40 Jahre)  

 

Bei 19 Patientinnen trat das Mammakarzinom bereits vor Vollendung des 40. 

Lebensjahres auf. Angaben zum Nodalstatus lagen in 18 Fällen (94.7%) vor.  

Ein metastatischer Befall der axillären Lymphknoten wurde bei 12 Patientinnen (66.7%) 

diagnostiziert. Es lag in nur 5 (41.7%) dieser 12 Fälle eine D2-40 positive LVI vor. 

Zudem wurde die Diagnose D2-40 LVI positiv bei 4 (66.7%) der 6 nodalnegativen 

Patientinnen gestellt. Somit konnte innerhalb der Gruppe junger Patientinnen (<40 

Jahre) kein signifikanter Zusammenhang zwischen D2-40 LVI positiv und axillärem 

Lymphknotenstatus hergestellt werden.  

 

Nodal 
negativ

Nodal 
positiv

Anzahl     
(n=18)

Univariater    
p-Wert

Multivariater      
p-Wert

D2-40 LVI
negativ 2 (22%) 7 (78%) 9
positiv 4 (44%) 5 (56%) 9

n.s. n.s.

Tabelle 14: Multivariate Analyse: Korrelation von D2-40 LVI positiv mit dem Nodalstatus  
       bei jungen Patientinnen (<40 Jahre) 

 

 

3.6  Indikation zur Postmastektomie-Bestrahlung 

 

Vor dem Hintergrund der in Kapitel 1.1.4.1 angeführten Leitlinie der DEGRO wurde 

innerhalb des vorliegenden Kollektivs untersucht, in wie vielen Fällen durch die mit Hilfe 

von D2-40 zusätzlich gestellte Diagnose einer Lymphangiosis carcinomatosa (L1) 

retrospektiv die Indikation zur Postmastektomie-Bestrahlung bestanden hätte.  

Bei insgesamt 35 der 227 Patientinnen (15.4%) wurde eine primäre oder sekundäre 

Mastektomie ohne anschließende Bestrahlung der Thoraxwand durchgeführt.  

Mittels D2-40 konnte in insgesamt 6 Fällen (17%) zusätzlich eine LVI nachgewiesen 

werden. In zwei Fällen hätte die zusätzlich entdeckte LVI retrospektiv zu keiner Änderung 

des Prozederes geführt, da kein weiterer Co-Faktor für die Indikation einer 

Postmastektomie-Bestrahlung vorlag.  

In einem Fall lag zusätzlich zur D2-40 positiven LVI ein Alter unter 35 Jahren vor, in 3 

weiteren Fällen der Befall von 1-3 axillären Lymphknoten. Somit hätte retrospektiv in 2% 

(n=4) aller Fälle auf Grundlage der DEGRO-Leitlinien eine Postmastektomie-Bestrahlung 

durchgeführt werden müssen.
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4  Diskussion 

 

Im Jahr 2002 beschrieben Kahn et al. erstmals den Einsatz von D2-40, einem 

monoklonalen Antikörper zum histopathologischen Nachweis lymphatischer Endothelien, 

bei Kaposisarkomen und einer Untergruppe von Angiosarkomen (Kahn et al., 2002). 

Seither wurde D2-40 in mehreren Studien zum spezifischen Nachweis von Lymphgefäßen 

bei verschiedenen Tumorentitäten untersucht.  

Gombos et al. nutzten D2-40 zur Untersuchung von intratumoralen und peritumoralen 

Lymphgefäßen beim Zervixkarzinom. Dabei wiesen sie bei hoher peritumoraler 

Lymphgefäßdichte und gleichzeitig starker Expression von VEGF-C im peritumoralen 

Gewebe auf dessen lymphangiogenetische Funktion in der Tumorperipherie hin. Des 

Weiteren beschrieben sie einen signifikanten Zusammenhang zwischen LVI, peripherer 

Lymphgefäßdichte und dem Gesamtüberleben der Patientinnen (Gombos et al., 2005). 

Im gleichen Jahr wurde D2-40 von Fukunaga zur Untersuchung der lymphatischen 

Differenzierung von Gefäßtumoren eingesetzt. Dabei machte diese Forschergruppe auf 

den potentiellen Einsatz von D2-40 für die pathologische Diagnostik von 

Lymphangioinvasionen bei Tumorerkrankungen aufmerksam (Fukunaga, 2005). 

Walgenbach-Brünagel et al. nutzen D2-40 zur Beurteilung von lymphatischen Invasionen 

beim Kolonkarzinom und konnten einen signifikanten Zuwachs der Detektionsrate im 

Vergleich zur routinediagnostischen HE-Färbung erzielen (Walgenbach-Brünagel et al., 

2006). Parallel zu den hier genannten Untersuchungen wurde der mögliche Einsatz von 

D2-40 beim Mammakarzinom in verschiedenen Studien erprobt. Im Jahr 2005 

untersuchten Choi et al. das lymphangiogenetische Potential verschiedener VEGF-Klassen 

beim Mammakarzinom und konnten eine signifikante Korrelation von Lymphgefäßdichte 

und VEGF-C sowie VEGF-D nachweisen (Choi et al., 2005). Im gleichen Jahr nutzten Van 

der Auwera et al. D2-40 in einer Doppelfärbung mit Ki-67 bei inflammatorischen und 

nichtinflammatorischen Mammakarzinomen. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass die 

signifikant höhere Proliferationsrate des lymphatischen Endothels bei inflammatorischen 

Karzinomen wahrscheinlich die höhere Rate der lymphatischen Metastasierung bedingt 

(Van der Auwera et al., 2005). Jüngere Studien betrachteten neben der Gefäßdichte auch 

das Vorhandensein von Lymphangioinvasionen, wobei auf deren Bedeutung für die 

Prädiktion von Lymphknotenmetastasen hingewiesen wurde (Van den Eynden et al., 

2006). Arnaout-Alkarain et al. sowie Tezuka et al. wiesen durch die Korrelation 

histopathologischer und patientenbezogener Daten mit dem Faktor LVI ebenfalls auf 

dessen prognostische Bedeutung beim Mammakarzinom hin (Arnaout-Alkarain et al., 

2007; Tezuka et al., 2007). 

In der vorliegenden Arbeit sollte die Eignung von D2-40 für den Nachweis von 

Lymphangioinvasionen bei Patientinnen mit einem primären Mammakarzinom untersucht 
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werden. Dabei war insbesondere die Möglichkeit der Prädiktion von axillären 

Lymphknotenmetastasen Gegenstand der Analyse. 

Am vorliegenden Kollektiv gelang der immunhistochemische Nachweis einer 

Lymphangioinvasion mittels D2-40 bei 70 der 254 Karzinome (28%). Verglichen mit 

einer Detektionsrate von 16% (n=40) unter Verwendung der Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

stellt dies einen signifikanten Zuwachs von 43% im Vergleich zur Routinemethode dar. 

Umgekehrt war die routinediagnostische Aufarbeitung mittels Hämatoxylin-Eosin in 30 

von 70 Fällen (43%) nicht in der Lage, eine bestehende LVI zu identifizieren. Bezogen 

auf das Gesamtkollektiv war die routinediagnostische HE-Färbung somit in 12% falsch 

negativ. Kahn und Marks wiesen ebenfalls auf eine hohe Rate falsch negativer Ergebnisse 

bei der Befundung von HE-Schnitten hinsichtlich des Vorliegens lymphatischer Invasionen 

hin. Bei der Auswertung von 50 Karzinomen beschrieben sie den Anteil falsch negativer 

Diagnosen auf 18% (Kahn und Marks, 2002).  

Tumorzellinvasionen in Blut- und Lymphgefäße stellen ein erhöhtes Risiko für ein 

Lokalrezidiv und ein verkürztes Gesamtüberleben dar (Fitzgibbons et al., 2000; Nime et 

al., 1977; Pinder et al., 1994). Aufgrund der zunehmenden Evidenz wurde das 

Vorhandensein lymphatischer und vaskulärer Invasionen daher im Jahr 2005 von der 

internationalen Brustkrebs-Konsensuskonferenz in Sankt Gallen den etablierten 

Prognosefaktoren hinzugefügt (Goldhirsch et al., 2005). Im Jahr 2007 wurde die 

Implementierung der Gefäßinvasion zwar bestätigt, doch dahingehend eingeschränkt, 

dass es sich um einen ausgedehnten Befund der Hämangiosis bzw. Lymphangiosis 

handeln müsse (Goldhirsch et al., 2007). Diese Einschränkung ist unter anderem auf 

diagnostische Schwierigkeiten bei der Differenzierung von Blut- oder Lymphgefäßinvasion 

zurückzuführen (Van den Eynden et al., 2006). Da man nach Pantel und Brakenhoff 

jedoch bei Blut- und Lymphgefäßinvasionen von verschiedenen Wegen der 

Metastasierung und somit von einer unterschiedlichen prognostischen Wertigkeit 

ausgehen muss, scheint eine korrekte Differenzierung zwischen lymphatischer und 

vaskulärer Invasion von essentieller Bedeutung (Pantel und Brakenhoff, 2004). 

In den vergangenen Jahren wurden daher vielfältige Marker zum histopathologischen 

Nachweis vaskulärer und lymphatischer Endothelien entwickelt. Die Mehrzahl dieser 

Antikörper (CD31, CD34, Elastika-van-Gieson und Anti-Faktor-VIII, u.a.) war jedoch 

primär gegen Blutgefäße gerichtet, wohingegen eine Färbung von Lymphgefäßen lediglich 

schwach oder gar nicht erfolgte (Bettelheim et al., 1984b; Hanau et al., 1993; Saigo und 

Rosen, 1987). Dieser Nachweis gelang erst durch die neuerliche Entwicklung selektiver 

Marker gegen lymphatische Endothelzellen (VEGFR-3, LYVE-1, Prox-1, Podoplanin, D2-

40).  

In der vorliegenden Studie konnte eine bestehende Lymphangioinvasion mittels CD34 in 

64 von 70 Fällen (91%) nachgewiesen werden. Dieser Endothelmarker war jedoch in 6 

Fällen (9%) nicht in der Lage, eine bestehende LVI zu identifizieren. Zudem gab es 



 

 

50 

keinen Fall, in dem CD34 eine zusätzliche lymphatische Invasion detektierte, die nicht 

bereits durch D2-40 entdeckt wurde. Dies kann dahingehend interpretiert werden, dass 

D2-40 beim Mammakarzinom über eine genügend hohe Sensitivität und Spezifität für 

den Nachweis von lymphatischer Tumorzellinvasion verfügt und zukünftig keiner 

Qualitätskontrolle durch eine Kombination mit weiteren Panendothelmarkern mehr 

bedarf. 

Des Weiteren stellt die Differenzierung zwischen wahren Lymphgefäßeinbrüchen und dem 

Vorhandensein von Tumorzellen in artifiziellen Spalträumen eine diagnostische 

Herausforderung dar. Dabei bereiten vor allem fixationsbedingte Schrumpfungsvorgänge 

sowie deren subjektive Interpretation durch den Pathologen als Gefäßlumina besondere 

Schwierigkeiten. Andere Studiengruppen nutzten daher Antikörper der Klassen CD31, 

CD34, Anti-Faktor-VIII sowie einen ABH-Blutgruppenantikörper zur Unterscheidung 

zwischen echten Gefäßlumen und Retraktionsartefakten (Kato et al., 2003; Lee et al., 

1986, 1990; Saigo und Rosen, 1987).  

Im vorliegenden Kollektiv wurde auf Basis der HE-Diagnostik in 10 von 254 Karzinomen 

ein vorliegendes Artefakt fälschlicherweise als LVI beschrieben. Dies führte somit in der 

Routinediagnostik in 4% der Fälle zu einem falsch positiven L-Status. Auch Kahn und 

Marks bezifferten die Prävalenz bezüglich LVI falsch positiver HE-Schnitte in deren 

Studienkollektiv auf 4% (Kahn und Marks, 2002). In diesem Zusammenhang ist es 

wichtig darauf hinzuweisen, dass im vorliegenden Kollektiv bei 5 der 10 Patientinnen 

(50%) mit Retraktionsartefakten im HE-Schnitt auch ein metastatischer Befall der 

axillären Lymphknoten vorlag, wenngleich diese Korrelation nicht signifikant war 

(p=0.370). Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen neuerer Studien überein, 

wonach derartige Retraktionsartefakte beim primären Mammakarzinom mit der axillären 

Metastasierung korrelieren (Acs et al., 2007; Irie et al., 2007). Zudem zeigen auch erste 

Untersuchungen beim Ösophaguskarzinom einen signifikanten Zusammenhang zwischen 

lymphogener Metastasierung und isolierten Tumorzellnestern in peritumoralen 

Spalträumen (Bujas et al., 2008). Dies lässt den Schluss zu, dass es sich bei 

Retraktionsartefakten nicht zwangsläufig um fixationsbedingte Erscheinungen handeln 

muss. Vielmehr könnte es sich hierbei um das morphologische Korrelat eines 

tumorvermittelten stromalen Umbauvorgangs handeln, der zur lymphatischen Invasion 

und Progression des Karzinoms führt. In Anbetracht der potentiellen Aggressivität dieser 

prälymphatischen Invasion ist dieses histopathologischen Phänomen in weiteren Studien 

auf seine prädiktive und prognostische Aussagekraft hin zu überprüfen. 

Mehrere Studien haben die Korrelation zwischen LVI und histopathologischen sowie 

klinischen Charakteristika beim Mammakarzinom untersucht. Arnaout-Alkarain et al. 

wiesen diesbezüglich auf den signifikanten Zusammenhang von D2-40 positiver LVI mit 

jungem Patientenalter (p=0.0003), großer Tumorgröße (p=0.005), hohem Grad der 

Differenzierung (p=0.0001) und Östrogenrezeptorstatus (p=0.005) hin. Der histologische 



 

 

51 

Subtyp (p=0.06) sowie der Progesteronrezeptorstatus (p=0.09) erreichten das 

Signifikanzniveau in dieser Studie allerdings nicht (Arnaout-Alkarain et al., 2007). Tezuka 

et al. konnten in einer analogen Studie ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang 

zwischen D2-40 positiver LVI und jungem Patientinnenalter (p=0.037) zeigen. Zusätzlich 

wurde von ihnen eine signifikante Korrelation von D2-40 LVI positiv mit dem 

Menopausen- (p=0.001) und Nodalstatus (p=0.046) nachgewiesen. Diese Studiengruppe 

beschrieb jedoch keinen signifikanten Zusammenhang von D2-40 positiver LVI mit der 

Tumorgröße, dem Hormonrezeptorstatus und dem Grad der Differenzierung (Tezuka et 

al., 2007).  

In der vorliegenden Studie konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen D2-40 

positiver LVI und jungem Patientenalter, großem Primärtumor, positivem Nodalstatus, 

schlechter Differenzierung (G3) und negativem Hormonrezeptorstatus nachgewiesen 

werden. Dabei bestand keine signifikante Korrelation zwischen D2-40 positiver LVI und 

dem histologischem Subtyp. Die Korrelation von D2-40 LVI positiv mit dem HER2/neu-

Status zeigte ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang, wobei hier ein Trend zur 

beobachten war (p=0.055), wonach bei HER2/neu positiven Tumoren der Anteil der D2-

40 positiven LVI größer war als im HER2/neu negativem Kollektiv. 

In der Subgruppe so genannter „triple-negativer“ Mammakarzinome (diese Karzinome 

weisen jeweils einen negativen Östrogen-, Progesteron- und HER2/neu-Status auf) zeigte 

sich eine signifikante Korrelation mit einer D2-40 positiven LVI. Diese Beobachtung 

stimmt mit Ergebnissen von Dent et al. überein, die in einer Untersuchung ebenfalls auf 

die Prävalenz lymphatischer Invasionen bei „triple-negativen“ Karzinomen hinwiesen, 

wobei in deren Studie der Zusammenhang zwischen beiden Faktoren kein signifikantes 

Niveau erreichte (Dent et al., 2007). 

Beim „triple-negativen“ Karzinomtyp handelt es sich um maligne Brusttumore, die sich 

durch eine besonders schlechte Prognose und Aggressivität auszeichnen (Haffty et al., 

2006). Rakha et al. wiesen diesbezüglich auf ein schnelles Wachstum, eine schlechte 

Differenzierung sowie hohe Rezidiv- und Metastasenraten hin (Rakha et al., 2007). 

Zudem zeigen „triple-negative“ Karzinome signifikant höhere Mortalitätsraten (Santillan 

et al., 2008). Doch auch therapeutisch stellt diese Tumorentität eine Herausforderung 

dar, da sie weder einer endokrinen Therapie noch einer Antikörpertherapie mittels 

Trastuzumab zugänglich ist. Unsere Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass diese 

Tumorentität aufgrund bisher nicht bekannter Eigenschaften zu einer frühen Infiltration 

von Lymphgefäßen neigt, was möglicherweise zum Teil die schlechte Prognose dieser 

Tumoren begründet. Sollte sich dies in prospektiven Studien bestätigen lassen, bietet der 

Faktor Lymphangioinvasion bei „triple-negativen“ Tumoren möglicherweise den Ansatz 

für eine gezielte Therapie. Ein therapeutischer Ansatz könnte womöglich im Einsatz von 

Medikamenten zur Inhibierung der Lymphangiogenese oder aber in einer routinemäßigen 

Postmastektomie-Bestrahlung der Thoraxwand bei „triple-negativen“ Mammakarzinomen 
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liegen. Betrachtet man diesbezüglich beispielsweise die vorliegenden Patientendaten, so 

erhielten 100 Patientinnen mit insgesamt 105 Karzinomen eine primäre und/oder 

sekundäre Ablatio. Bei 49 dieser Patientinnen (49%) mit 51 Tumoren erfolgte keine 

konsekutive Bestrahlung der Thoraxwand, hiervon waren jedoch 6 Patientinnen (12.2%) 

„triple-negativ“. Somit wäre bei 6% aller Patientinnen mit einer Ablatio eine zusätzliche 

Postmastektomie-Bestrahlung notwendig gewesen. 

Bis heute gilt das Vorliegen axillärer Lymphknotenmetastasen (ALNM) als wichtigster 

prognostischer Faktor für das Mammakarzinom (Cody et al., 2004; Fisher et al., 1983; 

Karlsson et al., 2007; Russo et al., 1987). Allerdings geht die operative Exploration der 

Axilla mit einer zum Teil erheblichen postoperativen Morbidität für die Patientinnen 

einher. Abgesehen von Lymphödemen sind Serome, Hämatome, Wundheilungsstörungen 

und Abszesse in der Literatur beschrieben. Doch auch postoperative Schmerzen, 

Sensibilitäts- und Mobilitätsstörungen sowie die daraus resultierende psychische 

Belastung stellen eine signifikante Minderung der Lebensqualität vieler Patientinnen dar 

(Clodius, 2001; Maunsell et al., 1993).  

Durch die Einführung der Sentinel-Lymphonodektomie (SLND) beim Mammakarzinom 

konnte die Morbidität bei geeigneten Patientinnen signifikant gesenkt werden (Giuliano et 

al., 1994; Krag et al., 1993). Allerdings lassen sich durch die SLND jedoch auch 

Komplikationen wie Serome, Hämatome, Abszesse, Nervenläsionen und Lymphödeme 

nicht vollständig vermeiden (Baron et al., 2007; Wilke et al., 2006). Aus diesem Grund 

ist die Identifizierung von Patientinnen mit einem niedrigen Risiko für das Vorliegen von 

Lymphknotenmetastasen sinnvoll, da bei diesen auf jegliche operative Intervention in der 

Achselhöhle verzichtet werden könnte. Diesbezüglich wurden bereits in mehreren Studien 

klinische und histopathologische Faktoren auf ihre Eignung zur Prädiktion des Nodalstatus 

untersucht (Anan et al., 2000; Rivadeneira et al., 2000; Shoup et al., 1999). Dabei 

wurde den Faktoren Lymphangioinvasion, Tumorgröße, Grading und junges 

Patientenalter die größte klinische Relevanz zugesprochen. Shoup et al. wiesen in diesem 

Kontext besonders auf die deutliche Korrelation von LVI und Nodalstatus bei kleinen 

Karzinomen (pT1) hin (Shoup et al., 1999).  

In einer multivariaten Analyse zeigten im vorliegenden Kollektiv die Faktoren D2-40 

positive LVI, Tumorgröße und Grading eine signifikante Korrelation mit dem axillären 

Lymphknotenstatus. Dabei wurde D2-40 LVI positiv mit einer Odds Ratio von 3.489 

(p=0.0003) als stärkster prädiktiver Parameter identifiziert. Des Weiteren zeigte D2-40 

LVI positiv mit einer Odds Ratio von 5.395 (p=0.0003) in der Subgruppe aus 140 

Patientinnen mit kleinen (pT1) Karzinomen als einziger Parameter eine signifikante 

Bedeutung für die Prädiktion von ALNM. In einer Studie zur Prädiktion des Nodalstatus 

bei Karzinomen mit einem Durchmesser von weniger als 10 mm von Rivadeneira et al. 

wurde dem Grad der Differenzierung und einem jungen Patientenalter eine signifikante 
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Bedeutung zugesprochen (Rivadeneira et al., 2000). Diese signifikante Bedeutung der 

Faktoren Alter und Grading konnte am vorliegenden Kollektiv nicht bestätigt werden. 

Innerhalb des jeweiligen Kollektivs besonders junger (<40 Jahre) oder älterer            

(>69 Jahre) Patientinnen war D2-40 LVI positiv nicht in der Lage, Subgruppen mit 

besonderem Risiko für axilläre Lymphknotenmetastasen zu definieren. Bei 13 von 26 

Patientinnen (50%), die das 69. Lebensjahr bereits vollendet hatten, lagen zwar ALNM 

vor, es zeigte sich jedoch, dass lediglich in 4 dieser 13 Fälle (31%) die Diagnose D2-40 

LVI positiv gestellt wurde. Durch eine weitere Unterteilung dieser Patientinnengruppe in 

solche Patientinnen mit kleinen (pT1) Karzinomen konnte zudem gezeigt werden, dass 

trotz der Beurteilung als D2-40 LVI negativ 67% der Karzinome mit einem positiven 

Nodalstatus einhergingen. Bei den Patientinnen, die bereits vor dem 40. Lebensjahr 

erkrankten wurde ebenfalls bei negativem axillären Befund in 67% die Diagnose D2-40 

LVI positiv gestellt.  

Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass D2-40 einerseits einen starken Prädiktor 

für ALNM darstellt, andererseits nicht in der Lage ist, eine eindeutige Gruppe von 

Patientinnen zu definieren, bei der auf eine operative Exploration der Axilla verzichtet 

werden kann. In diesem Zusammenhang muss in prospektiven Studien untersucht 

werden, ob der axilläre Nodalstatus und die mittels D2-40 detektierte LVI möglicherweise  

voneinander unabhängige prognostische Faktoren darstellen. Dies könnte bedeuten, dass 

Patientinnen, die zwar nodalpositiv sind, bei negativem D2-40 LVI-Status über eine 

günstigere Prognose verfügen. Somit würde der Nodalstatus beispielsweise bei sehr alten 

Patientinnen mit kleinem Tumor und der Beurteilung D2-40 LVI negativ eine 

untergeordnete Rolle spielen, weshalb auf eine SLND oder ALND verzichtet werden 

könnte. Umgekehrt wäre es möglich, im Kollektiv der nodalnegativen Patientinnen eine 

Subgruppe mit erhöhtem Rezidivrisiko zu identifizieren, die einer entsprechenden 

System- oder Strahlentherapie (s.o.) zugeführt werden müsste. 

Die Invasion von Blut- oder Lymphgefäßen durch Tumorzellen bei Patientinnen mit 

primärem Mammakarzinom stellt ebenfalls einen prädiktiven Faktor für das Ansprechen 

auf eine postoperative Radiatio der Thoraxwand nach Mastektomie dar. Karlsson et al. 

zeigten, dass junge Patientinnen, die mit einer modifiziert radikalen Mastektomie 

behandelt wurden und 1-3 axilläre Lymphknotenmetastasen aufwiesen bei Nachweis 

einer Lymphangioinvasion ein erhöhtes Risiko für lokoregionäre Rezidive aufweisen. Aus 

diesem Grund schlagen die Autoren vor, dass diese Patientengruppe ebenfalls, wie 

Patientinnen mit 4 oder mehr befallenen Lymphknoten, eine Bestrahlung der Thoraxwand 

erhalten sollte (Karlsson et al., 2007). O’Rourke et al. wiesen ebenfalls auf die 

Korrelation von LVI mit dem vermehrten Auftreten von Lokalrezidiven hin (O’Rourke et 

al., 1994). In einer kürzlich durchgeführten retrospektiven Analyse der International 

Breast Cancer Study Group Studien I-VII konnte des Weiteren gezeigt werden, dass vor 

allem postmenopausale Frauen mit nodalnegativen pT2-Karzinomen und vorliegender LVI 
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erhöhte Raten an Lokalrezidiven aufwiesen (Wallgren et al., 2003). Legt man diese 

Erkenntnisse zugrunde, hätte sich im vorliegenden Kollektiv das postoperative 

Management aufgrund der jetzt mittels D2-40 entdeckten Lymphangioinvasionen bei 5 

Patientinnen (2%) hin zu einer Postmastektomie-Radiatio geändert. Zusammenfassend 

zeigt dies, dass die Steigerung der Detektionsrate lymphatischer Invasionen durch den 

routinemäßigen Einsatz von D2-40 einen relevanten Anstieg der Indikation zu 

postoperativen Bestrahlungen bei Patientinnen mit Mastektomie zur Folge hätte. Neueren 

Ergebnissen einer Metaanalyse der EBCTCG aus dem Jahr 2005 zufolge hat die 

Vermeidung von Lokalrezidiven, anders als bisher angenommen, einen signifikanten 

Einfluss auf das Gesamtüberleben der Patientinnen (EBCTCG, 2005). Clarke et al. wiesen 

ebenfalls auf den positiven Zusammenhang zwischen adjuvanten Therapien zur 

Vermeidung lokoregionärer Rezidive und der Gesamtmortalität hin. Dabei könnte die 

potentielle Vermeidung von jeweils 4 Lokalrezidiven innerhalb der ersten 5 Jahre nach 

Diagnosestellung und Therapie zur Verhinderung eines Todesfalls nach 15 Jahren führen 

(Clarke et al., 2005). Da die Detektionsrate lymphatischer Invasionen durch den 

routinemäßigen Einsatz von D2-40 erhöht werden könnte, würde dies zu einem 

vermehrten Einsatz einer postoperativen Bestrahlung führen. Hierdurch könnte eine 

Senkung der Rezidivrate und somit eine Mortalitätsreduktion herbeigeführt werden. Diese 

hoch spekulative Hypothese muss jedoch durch große prospektiv-randomisierte Studien 

verifiziert werden.  

Die große prognostische Bedeutung von lymphatischen Invasionen für das Auftreten von 

Lokalrezidiven sowie axillären Lymphknoten- und Fernmetastasen eröffnet zudem die 

Möglichkeit einer gezielten, anti-lymphangiogenen Tumortherapie (Achen und Stacker, 

2008; Chua et al., 2001; Cianfrocca und Goldstein, 2004; Pinder et al., 1994). Erste 

Studien mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin weisen in Tiermodellen auf eine aktive 

Inhibierung der tumorvermittelten Lymphangiogenese über den VEGF-Signalweg hin 

(Kobayashi et al., 2007; Seeliger et al., 2007). Das „mammalian Target of Rapamycin“ 

gilt dabei als Schlüsselenzym für Zellteilung und Zellwachstum, das weitere Proteine und 

Enzyme durch Phosphorylierung aktiviert (Wang und Proud, 2006). Sollten sich diese 

Erkenntnisse in weiteren Studien bestätigen, könnten speziell Patientinnen mit D2-40 LVI 

positiv und somit erhöhtem Rezidiv- und Metastasenrisiko von einer gezielten anti-

lymphangiogenen Therapie mittels Rapamycin profitieren.  

Es konnte gezeigt werden, dass D2-40 der alleinigen HE-Färbung überlegen ist und zu 

einem signifikanten Zuwachs der Detektionsrate vorliegender Lymphangioinvasionen 

führt. Die hohe Sensitivität und Spezifität des Antikörpers kann in zukünftigen Studien 

zur Unterscheidung von Blut- und Lymphgefäßinvasionen genutzt werden. Aufgrund der 

hohen prädiktiven Aussagekraft von D2-40 positiver LVI für das Vorliegen axillärer 

Lymphknotenmetastasen sollte in Studien überprüft werden, ob geeignete Subgruppen 
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identifiziert werden können, bei denen auf die operative Exploration der Axilla verzichtet 

werden kann.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen daher die Einführung der 

immunhistochemischen Färbung mit dem Antikörper D2-40 zur Detektion von 

Lymphgefäßinvasion in die histologische Routinediagnostik des Mammakarzinoms nahe.
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5  Zusammenfassung 

 

Der Einbruch von Tumorzellen in Lymphgefäße ist mit einer schlechten Prognose bei 

Patientinnen mit primärem Mammakarzinom assoziiert. Trotz der hohen prognostischen 

Bedeutung gibt es jedoch bis heute methodische Probleme bei der Diagnose einer 

Lymphangioinvasion im Rahmen der routinemäßig durchgeführten HE-Färbung. Die 

Entwicklung von D2-40, einem spezifischen Antikörper gegen lymphatische Endothelien, 

eröffnet die Möglichkeit einer exakten Unterscheidung zwischen Lymph- und Blutgefäßen 

sowie einer Steigerung der Detektionsrate an Lymphangioinvasionen.  

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Studie 254 invasive 

Mammakarzinome von insgesamt 247 Patientinnen (7 Patientinnen mit bilateralen 

Tumoren) mit dem neu entwickelten Antikörper D2-40 hinsichtlich einer lymphatischen 

Tumorzellinvasion untersucht. 

Dabei konnte bei 70 Karzinomen (28%) eine Lymphangioinvasion mittels D2-40 

nachgewiesen werden. Verglichen mit der Detektionsrate von 16% (n=40) bei der 

Färbung mit Hämatoxylin-Eosin stellte dies einen signifikanten Zuwachs von 43% dar. 

Durch die Korrelation von D2-40 positiver LVI mit klinischen und histopathologischen 

Daten konnten signifikante Zusammenhänge zwischen vorliegender Lymphangioinvasion 

und jungem Patientenalter (p=0.045), großem Primärtumor (p<0.001), positivem 

Nodalstatus (p<0.001), schlechter Differenzierung (p<0.001) und negativem 

Hormonrezeptorstatus (ER: p=0.015; PR: p=0.002) nachgewiesen werden. Bei der 

Subgruppe der „triple-negativen“ Karzinome (ER, PR und Her2/neu negativ) ließ sich 

zudem eine signifikante Korrelation mit einer D2-40 positiven LVI nachweisen (p=0.022). 

In einer multivariaten Analyse klinischer sowie histopathologischer Charakteristika zeigte 

die D2-40 positive LVI (Odds Ratio: 3.489; p=0.0003) gefolgt von Tumorgröße (Odds 

Ratio: 3.167; p=0.0003) und Grading (Odds Ratio: 1.953; p=0.0352) die stärkste 

prädiktive Bedeutung zur Voraussage eines positiven axillären Nodalstatus. 
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6   Anhang 

 

6.1   Abbildungsverzeichnis 

 

Abbildung 1:   Schätzung der altersspezifischen Mortalität des Mammakarzinoms in  
Deutschland 2006 

 
Abbildung 2:  Schätzung der altersspezifischen Inzidenz des Mammakarzinoms in      
   Deutschland 2006 
 
Abbildung 3:  Relatives Überleben in Abhängigkeit der Tumorgröße 

Abbildung 4:  Relatives Überleben in Abhängigkeit des Nodalstatus 

Abbildung 5:  Klinische Einteilung der axillären Lymphknotenlevel 

Abbildung 6: Wirkungsweise der karzinogenen Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D      
auf peritumorale Lymphgefäße 

Abbildung 7:  Wege der lymphogenen und hämatogenen Metastasierung 

Abbildung 8:  Alter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (n=247) 

Abbildung 9:  Menopausenstatus der Patientinnen (n=247)  

Abbildung 10:  Lfd-Nr. 268, D2-40 LVI positiv, Vergrößerung: 100-fach 

Abbildung 11: Lfd-Nr. 268, CD34 LVI positiv, Vergrößerung: 100-fach 

Abbildung 12: Lfd-Nr. 157, Lymphgefäß D2-40 LVI positiv, Blutgefäß D2-40 negativ;  
 Vergrößerung: 100-fach 

Abbildung 13: Lfd-Nr. 157, Lymphgefäß CD34 LVI negativ, Blutgefäß CD34 positiv;              
 Vergrößerung: 100-fach 

 
Abbildung 14: Nachweis von Lymphangioinvasion mittels D2-40, CD34 und HE 
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6.2  Tabellenverzeichnis 

 

Tabelle 1: Risikofaktoren für die Entwicklung eines Mammakarzinoms 

Tabelle 2: Berechnung des Immunreaktiven Scores (IRS) 

Tabelle 3:  Histopathologische Charakteristika der 254 Mammakarzinome  

Tabelle 4: Hormonrezeptor- und HER2/neu-Status der 254 Mammakarzinome 

Tabelle 5:  Korrelation von D2-40 mit Alter und Menopausenstatus 

Tabelle 6:  Korrelation von D2-40 LVI und histopathologischen Charakteristika 

Tabelle 7:  Korrelation von D2-40 positiver LVI und dem Nodalstatus 

Tabelle 8:  Korrelation von D2-40 positiver LVI und Hormon- sowie HER2/neu-
Rezeptorstatus 

 
Tabelle 9:  Multivariate Analyse: Korrelation von patientenbezogenen und 

histopathologischen Faktoren mit dem Nodalstatus 
 
Tabelle 10: Multivariate Analyse: Korrelation der univariat signifikanten Parameter 

Grading und D2-40 LVI mit dem Nodalstatus bei Patientinnen mit Tumoren 
≤2cm (pT1) 

 
Tabelle 11:  Multivariate Analyse: Korrelation der univariat signifikanten Parameter 

Grading und D2-40 LVI mit dem Nodalstatus bei Patientinnen mit Tumoren 
≤5cm (pT1+pT2) 

 
Tabelle 12:  Multivariate Analyse: Korrelation des univariat signifikanten Parameters 

D2-40 LVI mit dem Nodalstatus bei älteren Patientinnen (>69 Jahre) 
 
Tabelle 13:  Multivariate Analyse: Korrelation von D2-40 LVI positiv mit dem 

Nodalstatus bei älteren Patientinnen (>69 Jahre) mit Karzinomen ≤2cm 
(pT1) 

 
Tabelle 14:  Multivariate Analyse: Korrelation von D2-40 LVI positiv mit dem 

Nodalstatus bei jungen Patientinnen (<40 Jahre) 
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