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Zylinderepitheliale Veranderungen der
terminalen duktolobuldren Einheit stel-
len eine relativ heterogene Gruppe hor-
monabhingiger Lisionen dar, die haufig
in enger Assoziation mit tubuldren Mam-
makarzinomen, einfachen oder auch aty-
pischen Epithelhyperplasien, ,,low-grade®
duktalen In-situ-Karzinomen (DCIS) und
lobuléren In-situ-Karzinomen (LCIS) auf-
treten [1, 4, 8, 17, 18].

In den letzten Jahren wurde eine ganze
Reihe unterschiedlicher Bezeichnungen
fiir Lasionen aus dem Formenkreis der
zylinderepithelialen Lisionen verwendet,
wie ,,blunt duct adenosis“ (BDA), pratu-
buldre Hyperplasie, Zylinderzellmetapla-
sie, ,clinging carcinoma in situ” oder auch
duktale intraepitheliale Neoplasie, ,flat
type“ [10]. Derzeit unterscheidet die am
weitesten verbreitete Klassifikation nach
O’Malley et al. [16] 3 wesentliche Typen
zylinderepithelialer Veranderungen:
== Zylinderzelllisionen ohne Atypien,
== Zylinderzellhyperplasien ohne Aty-

pien und
== flache Epithelatypien (FEA).

Histologisch sind erstere durch ein ein-
oder zweireihiges Zylinderepithel mit uni-
formen, ovoiden oder elongierten, entlang
der Basalmembran ausgerichteten Zell-
kernen gekennzeichnet. Apikale Zellfort-
satze (,,snouts”) sind wie auch in anderen
CCL (Zylinderzellldsionen) oft nachweis-
bar. Zylinderzellhyperplasien (CCH) zei-
gen bei dhnlicher Zytologie ein mehr als
zweireihiges Epithel, das oft auch ange-
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deutet mikropapilldre biischelartige Aus-
stiilpungen in das Lumen der okkupierten
Ganganschnitte aufweist. Die Unterschei-
dung von FEA gegeniiber Lasionen ohne
Atypien erfolgt im Wesentlichen anhand
nukledrer Verdnderungen. Dabei zei-
gen FEA mehrheitlich runde, gelegent-
lich aber auch ovale Kerne mit aufgeho-
bener Kernpolarisation und kleinen Nu-
kleolen [16].

Wihrend derartige subtile Verande-
rungen in der Umgebung invasiver Kar-
zinome iber lange Zeit wenig beach-
tet wurden, hat sich im Rahmen der im-
mer besseren Bildgebung und der inzwi-

schen weit verbreiteten Fritherkennungs-
programme die Aufmerksamkeit der kli-
nisch-pathologischen Forschung auch auf
die frithen moglichen Vorlduferldsionen
ausgedehnt. Auch wenn bereits Azzo-
pardi [3] das gleichzeitige Auftreten tubu-
larer Mammakarzinome mit monomor-
phen ,,Clinging-Karzinomen® und Her-
den eines LCIS erwihnte [3], dauerte es
bis 1998, bis die hdufige Koinzidenz der
Veranderungen in mehreren Veroffentli-
chungen dargestellt wurde [9]. Aufgrund
der hohen zytologischen Ahnlichkeit zwi-
schen FEA und tubuldren Mammakarzi-
nomen wurde von mehreren Autoren eine

Tab.1 Klinisch-pathologische Eigenschaften der untersuchten tubuldren Karzinome

und Klonalitatsanalyse mit begleitenden FEA

Nr. Alter (Jahre) TNM (2005) Klonalitat Weitere
FEA/TUB Lasionen

1 (4996) 51 pT1a, pNx, G1 Nein

2(6210) 56 pT1b, pN1biii, G1  Nein DCIS

3(9039) 52 pT2, pNoO, G1 Nein DCIS

4(10348) 66 pT1b, pNx, G1 Ja

5(13285) 59 pT1c, pNoO, G1 Nein

6(16713) 59 pT1c, pNO, G1 (Nicht informativ)

7 (17245) 55 pT1c, pNO, G1 Ja

8(21140) 66 pT1b, pNO, G1 Ja

9 (29904) 72 pT1c, pNO, G1 Ja

10 (40227) 54 pT2, pNO, G1 Nein

11(1048) 57 pT1c, pNO, G1 Nein DCIS

12 (4607) 48 pT1c, pNO, G1 Ja DCIS

13(3739) 60 pT1b, pNO, G1 Nein LCIS

14 (3871) 62 pT1c, pNO, G1 Ja

15(3583) 63 pT1c, pNoO, G1 Ja

16 (3173) 62 pT1b,pNO,G1 Nein LCIS
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Abb. 1 < aTubuldres Mammakarzinom mit begleitenden FEA. b Hohere Vergro3erung von FEA: terminale Ganganschnitte,
ausgekleidet von einer ein- bis zweireihigen Lage zylindrischer Epithelien mit prominenten Zellfortsatzen (,snouts”), aufge-
hobener Kernpolarisation und geringgradigen Kernatypien. Damit assoziiert einzelne Mikroverkalkungen
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Abb. 2 A Beispiele von Dendrogrammen der mtDNA-basierten Klonalitdtsanalyse. Links Falle mit klonalem Zusammen-
hang zwischen FEA und tubuldren Karzinomen. Rechts 2 Beispiele ohne nachweisbaren Zusammenhang. Die mit Hilfe der
,Neighbour-joining-Methode” errechneten relativen Distanzen sind als kleine Zahlen neben den Abzweigungen der Den-

drogramme angegeben

eventuelle Vorlauferrolle diskutiert [7 8].
Um diese ndher zu untermauern, haben
wir an einem kleinen Kollektiv tubuldrer
Karzinome und assoziierter FEA Klona-
litatsanalysen auf der Basis mitochondri-
aler DNA-Sequenzierung durchgefiihrt.

Methoden
Patientenkollektiv

Eine initiale Serie von 20 konsekutiven tu-
buldren Mammakarzinomen aus den Jah-
ren 2000 und 2001, die in der Universi-
tatsfrauenklinik Heidelberg operiert wor-
den waren, wurde aus den Archiven des
Pathologischen Institutes der Universi-
tat Heidelberg herausgesucht und auf das
Vorhandensein von FEA hin nachmikros-
kopiert. Zusitzlich wurden weitere beglei-
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tende nichtinvasive Veranderungen so-
wie Tumorstadium, Patientenalter und
der Rezeptorstatus aus der Datenbank
der Sektion fiir gynékologische Patholo-
gie extrahiert.

DNA-Isolation

Jeweils 4 Paraffinschnitte (8 um) von
16 Féllen mit FEA und begleitenden tubu-
ldren Karzinomen sowie normalen Drii-
senldppchen aus der unmittelbaren Um-
gebung wurden auf unbeschichtete Ob-
jekttrager aufgezogen, entparaffiniert und
rehydriert. Danach wurden jeweils einzel-
ne Lasionen mit Hilfe von Glaskapillaren
mikrodisseziert, in ReaktionsgefafSe mit
20 pl Isolationspuffer (50 mM Tris/HCI,
10 mM EDTA, 0,05% Tween 20, 1% Pro-
teinase K, pH 8) tiberfiihrt und bei 65°C

iiber Nacht lysiert. Nach Hitzeinaktivie-
rung der Proteinase K wurde der Uber-
stand direkt fiir die nachfolgenden Poly-
merasekettenreaktionen (PCR) verwen-

det.

Sequenzanalyse der
mitochondrialen Kontrollregion

DNA der mitochondrialen Kontroll- oder
D-Loop-Region (Nukleotide 16045-650)
wurde mittels PCR in 2 Fragmenten, wie
von Morandi et al. [15] beschrieben, am-
plifiziert. Nach gelelektrophoretischer
Kontrolle wurden Primer und nichtinkor-
porierte Nukleotide mit Hilfe eines sdu-
lenbasierten PCR-Aufreinigungssystems
entfernt (High-Pure PCR Cleanup Kit,
Roche, Mannheim). Im Anschluss er-
folgte die bidirektionale direkte DNA-Se-
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quenzierung mittels des DYenamic ET Se-
quencing Kits (GEHealthcare, Freiburg)
auf einem ABI Prism 377 Sequencer (Ap-
plied Biosystems/Applera, Darmstadt).
Fiir die phylogenetische Analyse der mt-
DNA-Sequenzen wurde das webbasierte
ClustalW-Softwarepaket verwendet [5].
Dendrogramme mit Angabe der relativen
Distanzen wurden mit Jalview 2.3 [6] er-
stellt.

Ergebnisse

Von den 20 primir untersuchten tubu-
laren Mammakarzinomen wiesen 16 Her-
de von FEA in unmittelbarer Tumornahe
auf. In 4 dieser Priparate fanden sich da-
neben DCIS, 2 Fille zeigten Herde eines
LCIS. Von den {ibrigen 4 tubuldren Karzi-
nomen fanden sich in 2 begleitend hoch-
differenzierte DCIS sowie einfache CCL
ohne Atypien bzw. CCH ohne Atypien in
jeweils einem Fall.

Das mediane Erkrankungsalter betrug
58 Jahre. Zwei Karzinome wiesen zum
Zeitpunkt der Diagnose eine Gréfie von
mehr als 2 cm auf, lediglich in einem Fall
fanden sich axilldre Lymphknotenmetas-
tasen. Sdmtliche Karzinome zeigten eine
kriftige Expression des Ostrogen- und
Progesteronrezeptors, eine Her2-Uber-
expression lag in keinem Tumor vor. Die
klinisch-pathologischen Daten sind in
O Tab. 1 zusammengefasst, @ Abb.1a, b
zeigt exemplarische Fille.

Die Sequenzanalyse der hochvariablen
Region der mitochondrialen DNA (mt-
DNA) zeigte im Vergleich zu der unter-
suchten DNA aus normalen Driisenldpp-
chen in 15 Féllen Sequenzabweichungen.
Lediglich in Fall 6 erbrachte die Klonali-
tatsanalyse aufgrund vollstindig tiberein-
stimmender Sequenzen in tubuldrem Kar-
zinom, FEA und normalem Driisengewe-
be kein informatives Ergebnis. Die beob-
achtete Anzahl an Mutationen betrug zwi-
schen 1 und 17 (Median: 5). Im Falle diver-
gierender Mutationen wurde die Untersu-
chung als nicht klonal gewertet, bei iiber-
einstimmenden Mutationen (Fille 4, 7, 8,
9, 12, 14 und 15) als klonal. In einem die-
ser Fille (Fall 12) wies das tubulare Kar-
zinom neben 2 mit der FEA {ibereinstim-
mende noch 2 zusétzliche Mutationen auf.
In Fall 4 bestanden neben 6 iibereinstim-

menden Mutationen im tubuliren Karzi-
nom 3 weitere Sequenzaberrationen.

Somit lie8 sich von den 15 informa-
tiven Fallen in 7 Paaren aus FEA und tu-
buldren Karzinomen ein klonaler Zusam-
menhang (47%) nachweisen. Zusitzlich
zeigten 2 weitere Félle (Fall 10 und 11) ei-
ne hohe Sequenzhomologie mit 7 bzw. 9
iibereinstimmenden Mutationen. Da je-
doch die untersuchten FEA-Foci in Fall 10
drei und in Fall 11 fiinf zusétzliche Muta-
tionen im Vergleich zum tubuldren Kar-
zinom zeigten, kann in diesen Fillen kein
eindeutiger klonaler Zusammenhang als
gesichert gelten. @ Abb. 2 zeigt Beispiele
der aus der phylogenetischen Cluster-
Analyse erzeugten Dendrogramme, die
Auswertung der Klonalitdtsanalyse ist in
O Tab. 1 zusammengefasst.

Diskussion

Wihrend CCL der Mamma bereits seit
Jahrzehnten bekannt sind, haben sie den-
noch erst in jiingster Vergangenheit Auf-
merksambkeit als mogliche Vorlauferlési-
onen invasiver Karzinome erlangt. Insbe-
sondere das gleichzeitige Auftreten von
CCL mit tubuldren Karzinomen und ih-
re grof8e zytologische Ahnlichkeit wur-
de von mehreren Autoren als moglicher
Hinweis auf einen biologischen Zusam-
menhang beschrieben [9, 11]. Der Nach-
weis rekurrenter chromosomaler Imba-
lancen in CCL deutete auf ein klonales
und neoplastisches Geschehen hin [19]
und widersprach damit fritheren Ein-
schitzungen dieser Lasionen als einfache
hyperplastische Verdnderungen. Interes-
santerweise bestehen grofie Ahnlichkeiten
in den hiufig alterierten chromosomalen
Regionen zwischen CCL, LCIS und (low
grade) DCIS [12, 13, 14]. Auf der Basis der
beobachteten chromosomalen Imbalan-
cen und des morphologischen Spektrums
der CCL, CIS und assoziierter invasiver
Tumoren schlugen Abdel-Fatah et al. [1]
ein sequenzielles Modell der Entstehung
hochdifferenzierter Mammakarzinome
VOr.

Die Untersuchung von mtDNA-Se-
quenzen ermoglicht aufgrund der durch
das Fehlen spezifischer DNA-Repara-
turenzyme bedingen hohen Spontanmu-
tationsrate insbesondere in der hochvari-
ablen Kontroll- oder D-Loop-Region Ein-
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Klonaler Zusammenhang
flacher Epithelatypien und
tubuldrer Mammakarzinome

Zusammenfassung

Flache Epithelatypien (FEA) werden derzeit
als mogliche Vorlaufer hochdifferenzierter
Mammakarzinome diskutiert. Insbesonde-

re tubuldre Karzinome treten oft in unmittel-
barer Beziehung mit FEA auf und zeigen auch
zytologisch eine groBe Ahnlichkeit. Um ei-
nen moglichen klonalen Zusammenhang zu
untersuchen, haben wir eine Mutationsana-
lyse der hochvariablen Region des mitochon-
drialen Genoms in einer Serie tubularer Karzi-
nome, FEA und benachbarter normaler Drii-
senlappchen durchgefiihrt. Mittels,,multiple
sequence alignment” ergaben sich identische
mtDNA-Mutationen in 50% der Félle als Hin-
weis auf einen klonalen Zusammenhang.
Diese Ergebnisse deuten auf eine mogliche
Vorlauferrolle von FEA in der Entstehung tu-
buldrer Mammakarzinome hin.

Schliisselworter

Flache Epithelatypien - Tubulare Mamma-
karzinome - Mitochondriale DNA - Vorlaufer-
lasionen - DNA-Sequenzierung

Clonal association of flat
epithelial atypia and
tubular breast cancer

Abstract

Flat epithelial atypia (FEA) of the breast has
recently gained attention as a possible pre-
cursor lesion of highly differentiated breast
cancer. Especially tubular carcinomas, with
which FEA shares cytological features, often
occur in close proximity to each other. To ex-
amine a possible clonal relationship, we ana-
lysed mutations of the highly variable region
of the mitochondrial genome in a series of tu-
bular carcinomas, associated FEA and normal
glands. Multiple sequence alignment showed
identical mtDNA mutations in approximate-
ly 50% of paired FEA and tumour samples, in-
dicative of a clonal relationship. Our data in-
dicate a possible precursor role of FEA in the
development of tubular breast cancer.

Keywords

Flat epithelial atypia - Tubular carcinoma -
Mitochondrial DNA - Precursor lesions - DNA
sequencing
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blicke in die biologischen Zusammenhén-
ge unterschiedlicher Lésionen [15]. In der
Vergangenheit konnten wir bereits mit
Hilfe dieser Methode eine Vorlduferrol-
le von LCIS fiir die Entstehung invasiver
lobuldrer Karzinome nachweisen [2]. Die
hier vorgestellten Untersuchungen tubu-
larer Karzinome und assoziierter FEA
konnten in etwa der Hilfte der Fille ei-
nen klonalen Zusammenhang beider Lisi-
onen nachweisen. Da CCL oder FEA hiu-
fig multifokal auftreten [19], erscheint es
moglich, dass mit der Untersuchung wei-
terer Herde von FEA in den iibrigen 8 Fl-
len die Nachweisrate noch zu steigern ge-
wesen wire. Der in einem Teil der Fille
nachgewiesene klonale Zusammenhang
spricht jedoch schon jetzt fiir eine Vorlau-
ferrolle von FEA. Zusitzlich ist die beob-
achtete haufige Assoziation von CCL mit
oder ohne Atypien mit lobuldren Neopla-
sien oder (low grade) DCIS sowie die ho-
he Rate multifokaler oder auch bilateraler
Lisionen moglicherweise ein Ausdruck
einer generell bestehenden erhdhten ne-
oplastischen Transformationstendenz im
Sinne einer Feldkanzerisierung.

Fazit

Zusammenfassend scheinen FEA, ahn-
lich wie lobuldre Neoplasien, ein dop-
peltes Spiel in der mammaren Tumor-
enstehung zu spielen. Sowohl die beob-
achteten klinisch-pathologischen Eigen-
schaften als auch die von uns erhobenen
molekularen Befunde deuten darauf hin,
dass FEA sowohl Indikatorlasionen fiir
ein erhohtes Risiko hormonabhéngiger
Mammakarzinome sind als auch ein ei-
genstandiges Progressionsrisiko besit-
zen und Vorlaufer tubularer Karzinome
darstellen.
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