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Zusammenfassung
Evaluation von Metallothionin 3, CXCR4, X-IAP und | AP-2 als

Progressionsmarker des invasiv duktalen Mammakarzin oms.

Der haufigste maligne Tumor der Frau ist das Mammakarzinom, welches von
der WHO in zweiundzwanzig invasive Karzinome unterteilt wird. Diese Arbeit
untersucht Metallothionin 3, CXCR4, X-IAP und IAP-2 auf ihre Bedeutung fur
die Progression des invasiv duktalen Mammakarzinoms, mit dem Ziel, die
zugrundeliegenden Mechanismen der Karzinom-Entdifferenzierung zu ent-
schlusseln. In dieser Studie wurden die potenziellen Marker mit den bereits
bekannten Markern MIB-1, p53, erbB-2, CK5, EGFR sowie dem Progesteron-
und dem Ostrogen-Rezeptor verglichen. Hierzu diente die Tissue Microarray
Technik, die es, durch die Erstellung eines Tissue Microarrays aller 144 Tumore
des Tumor-Kollektivs, ermoglichte, einen standardisierten Vergleich unter
identischen Farbe- und Test-Bedingungen durchzufihren. Mit dem
Auswertungsprogramm SPSS wurden die Ergebnisse der Analyse auf die
Haufigkeit der Expression der Marker sowie auf die Korrelation der
Kandidatenmarker zu den bekannten Markern untersucht.

Es ergaben sich signifikante Korrelationen von Metallothionin 3 zu CK5, von
CXCR4 zu MIB-1 und EGFR sowie von X-IAP zu MIB-1 und p53. Diese
Korrelationen scheinen allerdings nicht spezifische Korrelationen flr schlecht-
differenzierte, Ostrogenrezeptor-positive Mammakarzinome zu sein. Weitere
pathologische und klinische Studien missen genauere Einblicke in die

Bedeutung dieser Prognosefaktoren geben.
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1. Einleitung

1.1 Definition

Das Mammakarzinom ist der héaufigste maligne Tumor der Frau. Dieser
epitheliale Tumor, der aus dem Brustdrisenparenchym entsteht und eine
heterogene Krankheitsgruppe bildet, zeigt hinsichtlich der histologischen Form
sowie bei Verlauf und Prognose starke Unterschiede (25). Die histologische
Klassifikation der WHO unterscheidet bereits seit 1981 drei nicht invasive
Karzinome sowie zweiundzwanzig invasive Karzinome (154). Grundsatzlich
werden bei den invasiven @ Mammakarzinomen invasiv  duktale
Mammakarzinome, die mit etwa 85% die haufigste Tumorgruppe darstellen,
und invasiv lobulare Mammakarzinome, die etwa 15% dieser Tumore

ausmachen, unterschieden.

1.2 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist mit weltweit Uber einer Millionen Neuerkrankungen pro
Jahr der haufigste bosartige Tumor der Frau (46). 10-12% aller Frauen werden
in ihrem Leben einen Brustkrebs entwickeln (109). In Deutschland sind dies
allein 50.000 Frauen pro Jahr, bei steigender Inzidenz (120).

Damit steht das Mammakarzinom innerhalb Deutschlands an erster Stelle in der
Rangfolge der Krebsinzidenz, noch vor Darmkrebs, Leukéamien und
Lymphomen. Auch im Bezug auf die Mortalitét ist das Mammakarzinom die
haufigste Krebstodesursache, vor Darmkrebs und Bronchialkarzinomen. Der
Anteil an der Tumor bedingten Mortalitat betragt 17,1 % (11). Im Gegensatz zu
der bei uns etwa gleichbleibenden Mortalitatsrate ist in den USA seit Ende der

achtziger Jahre ein Ruckgang um etwa 20% zu beobachten (20, 99, 153).



Ferner ist ein starkes Nord-Sud-Gefalle mit geringerer Erkrankungshaufigkeit in
den mediterranen Landern im Gegensatz zu denen in Nord/West Europa und
den USA auffallig.
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1.3 Atiologie

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist multifaktoriell. So lasst sich eine
Erhbhung des relativen Mammakarzinomrisikos an zahlreichen Punkten
festmachen.

Das Risiko erhoht sich um das Zweifache bei Patienten mit Menopause nach
dem 50. Lebensjahr, Menarche vor dem 12. Lebensjahr, Nulliparitat, Adipositas
bei postmenopausalen Frauen und bei epithelialer Hyperplasie (89).

Um das Zwei- bis Vierfache erhoht sich das Risiko, wenn die erste
ausgetragene Schwangerschaft nach dem 30. Lebensjahr erfolgt,
Mammakarzinome bei Mutter oder Schwester auftreten, durch eine
Kombination von Nulliparitdt und epithelialer Hyperplasie sowie durch
vorausgegangene Ovarial-, Endometrium- oder Kolonkarzinome (89).

Um das Vierfache erhoht sich das Risiko nach behandelten
Mammakarzinomen, bei Mammakarzinomen von Mutter und Schwester, bei
Mastopathie mit Atypien und bei positiver Familienanamnese kombiniert mit
verzogerter erster Schwangerschaft oder Nulliparitat (89).

Als wichtigster individueller Risikofaktor ist die familiare Belastung durch
Verwandte ersten Grades zu nennen. Hierbei erhdht sich das Auftreten von
Mammakarzinomen vor dem 35. Lebensjahr um 33% (95, 108, 133).

Dennoch weist der weitaus gréf3te Teil der Mammakarzinomfalle (90-95%)
keine positive Familienanamnese auf. Daraus ergibt sich, dass nur bei 0,3-0,4
% aller Frauen eine dominante Genmutation vorliegt, die zur Entwicklung eines

Mammakarzinoms disponiert (33, 34, 77).
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1.4 Die Vorstufen der invasiven Mammakarzinome

1.4.1 Duktale Hyperplasien

Bei den duktalen Hyperplasien wurden nur einige Befunde beschrieben, die
Verdnderungen an den Chromosomen aufwiesen, es ergab sich jedoch kein
Anhalt fur rekurrente Veradnderungen (43, 91, 134). Nur in seltenen Fallen
wurde ein Verlust der Heterozygotie beobachtet (78,103). Dennoch wiesen in
einigen Fallen duktale Hyperplasien die selben chromosomalen Verdnderungen
auf wie die sie begleitenden atypisch duktalen Hyperplasien, die duktalen
Karzinoma in situ und die invasiven Mammakarzinome (103).
Immunhistochemisch konnte nachgewiesen werden, dass bei duktalen
Hyperplasien p53 und erbB-2 nur schwach bis gar nicht ausgepragt sind. Es
wurde teilweise eine Expression von Cyclin B, cdc2, TGF-alpha, p68, SF/c-met,
PLP und MR 52.000 nachgewiesen (6,53,67,73,84,106,132,147).

1.4.2 Atypisch duktale Hyperplasien

Atypisch duktale Hyperplasien werden durch den Nachweis zellularer
Monoklonalitat als neoplastische Lasionen eingestuft (100,101). Ihre
histologischen Diagnosekriterien weisen sie als Zwischenstufe zwischen der
duktalen Hyperplasie und dem duktalen Karzinoma in situ aus.

Zur Abgrenzung der atypisch duktalen Hyperplasien gegen die duktalen
Hyperplasien und duktalen Karzinoma in situ wurden Antikdrper gegen
hochmolekulare Zytokeratine wie CK 5 und 14 verwendet (26). DNA Analysen
wiesen fur die atypisch duktalen Hyperplasien sowohl diploide als auch
aneuploide Zellkerne nach. Eine erhdhte Aktivitat von p53 und erbB-2 konnte in
mehreren Untersuchungen nicht nachgewiesen werden (6,36,86,87,132,147).
Im Bezug auf Cyclin B1, cdc2, TGF-R-alpha und bcl-2 wurden vergleichbare
Reaktionen wie bei den duktalen Hyperplasien festgestellt (73,106,132).
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1.5 Nicht invasive Mammakarzinome

1.5.1 Das duktale Karzinoma in situ

Die duktalen Karzinoma in situ wachsen langsam in den Milchgangen der Brust
und stellen eine gemischte Gruppe von Tumoren dar, die sowohl
histopathologisch als auch in ihrem klinisch-prognostischen Verhalten grof3e
Unterschiede aufweist (81,107). Dies wird auch durch die unterschiedlichen
Klassifikationen der duktalen Karzinoma in situ deutlich.

Die Nottingham-Klassifikation unterscheidet in Comedo-DCIS, DCIS mit
Nekrosen und DCIS ohne Nekrosen (111). Die Van-Nuys-Klassifikation

unterteilt in:

1. Non high grade ohne Nekrosen
2. Non high grade mit Nekrosen
3. High grade mit / ohne Nekrosen (128).

Daraus wurde ein prognostischer Index fur therapeutische Empfehlungen des
DCIS entwickelt (129), der die Karzinome in einen Scorewert von 1-3 unterteilt,
in Abhangigkeit von der Grof3e in mm, der Breite der tumorfreien Rander in mm
und der pathologischen Klassifikation nach van Nuys.

Die Bedeutung immunhistochemischer Marker fur die Progression von DCIS
wurde mit dem Ergebnis einer weitgehenden Korrelation zur Kernentwicklung
und histologischer Auspragung untersucht. Zum einen ergaben sich Marker, die
in allen Formen des DCIS auftraten, hier sind Cyclin D1 und pRb zu erwdhnen
(4,54,147). Bei den DCIS mit hohen IHC-Scorewerten wurde eine vermehrte
Expression von p53, erbB-2, erbB-3 und EGFR nachgewiesen
(3,22,97,98,102,115,122,144). Im Gegensatz dazu wiesen Tumore mit hohen
IHC-Scorewerten eine Verringerung von ER, pS2, PR, bcl-2 und E-Cadherin
auf, die bei Tumoren mit niedrigen IHC-Scorewerten deutlich ausgepragt waren
(23,56,65,110,113).
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Auf chromosomaler Ebene wurden 6q, 9p, 11q, 13q, 169, 17p und 17q als
vermutlich an der DCIS-Pathogenese beteiligte Regionen mehrfach bestétigt
(52,116,137).

1.5.2 Lobulare Neoplasien

Bei den lobuldren Neoplasien sind die atypische lobulare Hyperplasie (ALH)
und das lobulare Karzinoma in situ (LCIS) zu erwéahnen, die als Indikatoren fur
invasive Tumoren gelten. Hierzu entwickelte Lakhani ein Progressionsmodell
das ALH und LCIS in Beziehung zu invasiv lobularen und invasiv duktalen

Karzinomen stellt und auch eine Verbindung zu den DCIS sieht (79).
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1.6 Klinik

1.6.1 Lokalisation

Das Mammakarzinom auf3ert sich in zahlreichen Symptomen. Als verdachtiger
Tastbefund sind am haufigsten derbe schmerzlose Knoten, die zu etwa 54% im
oberen axillaren Viertel der Brust auftreten. Etwa 15% werden im oberen
parasternalen Viertel ertastet, 10% sind im unteren axillaren Viertel und 5% im
unteren parasternalen Viertel vertreten. Die restlichen 16% der Tastbefunde
treten in der Brustwarzenregion auf (114).

Aber auch lokale Odeme, Einziehungen der Brustwarze oder eine schmerzhaft
sezernierende Mamille kbnnen erste Anzeichen sein.

Weitere  klinische Symptome sind Einziehungen der Haut oder
Unverschieblichkeit Gber einer Verhéartung, Orangenschalenhaut infolge eines

Lymphoédems und das Plateauphanomen.

1.6.2 Metastasierung

Die Metastasierung erfolgt lymphogen in den regionaren Lymphknoten und
haufig frih hamatogen. Der Lymphabfluss aus dem oberen aul3eren
Quadranten erfolgt hauptsachlich in die Achsellymphknoten und in die
supraklavikularen Regionen. Aus den inneren Quadranten erfolgt der
Lymphabfluss in die retrosternalen Lymphknoten. Mammakarzinome bis max.
2 cm Durchmesser haben in bis zu 60% der Falle bereits histologisch

nachweisbare Lymphknotenmetastasen (114).

1.6.3 Die internationale Klassifikation nach dem TNM-System

Die internationale Klassifikation nach dem TNM-System der UICC (International

Union Against Cancer) dient zur Beschreibung eines bestimmten malignen
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Tumors (145,146). Die mit p versehene pTNM-Klassifikation erfolgt postoperativ

nach der histopathologischen Untersuchung, sie soll genaue Daten zur

Abschatzung der Prognose und zur Auswertung der Behandlungsergebnisse

liefern.

pT-Primartumor
pTX
pTO

pTis

Anmerkung:

pT1

pT2
pT3
pT4

Anmerkung:

pN-Regionare Lymphknoten (LK)
pNX
pNO

pN1

Primartumor kann nicht beurteilt werden
Kein Anhalt fur Primartumor

Carcinoma in situ: intraduktales Karzinom oder lobuléares Carcinoma in
situ oder Morbus Paget der Mamille ochne nachweisbaren Tumor

Der Morbus Paget kombiniert mit einem nachweisbaren Tumor wird
entsprechend der Gré3e des Tumors klassifiziert.

Tumor max. Durchmesser < 2,0 cm

a) max. Durchmesser < 0,5 cm

b) max. Durchmesser > 0,5 bis 1 cm

c) max. Durchmesser > 1,0 bis 2 cm

Tumor max. Durchmesser > 2,0 bis 5 cm

Tumor max. Durchmesser > 5,0 cm

Tumor jeder GréRe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand und Haut

Die Brustwand schliet die Rippen, die Intercostalmuskeln und den
vorderen Serratusmuskel mit ein, nicht aber die Pektoralismuskulatur

a) mit Ausdehnung auf die Brustwand

b) mit Odem (einschlieRlich Apfelsinenhaut), Ulzeration der Brusthaut
oder Satellitenmetastasen der Haut der gleichen Brust

¢) beide obigen Kriterien (T4a und T4b)

d) entziindliches Karzinom

Keine LK-Beurteilung moglich.
Keine regionédren LK-Metastasen.
Metastasen in beweglichen ipsilateralen axillaren LK.
a) Nur Mikrometastasen (< 0.2 cm)
b) Metastasen in LK, zumindest eine > 0,2 cm
- Metastasen in 1-3 LK, >0,2 bis < 2 cm
- Metastasen in > 4 LK, > 0,2 bis <2 cm

- Ausdehnung der Metastasen Uber die LK- Kapsel hinaus, max.
Durchmesser <2 cm
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- Metastasen in LK. max. Durchmesser > 2 cm
pN2 Metastasen in ipsilateralen axillaren LK, untereinander oder an andere
Strukturen fixiert
pN3 Metastasen in LK entlang der A. mammaria interna

pM-Fernmetastasen

pMX Vorliegen von Femmetastasen kann nicht beurteilt werden
pMO Keine Femmetastasen
pMI Fernmetastasen

Tab.1 TNM-System der UICC

1.6.4 Grading

Zur Beurteilung des Malignitdsgrades invasiver Mammakarzinome, die im
Rahmen der Arbeit betrachtet wurden, hat sich ein histo- und
zytomorphologisches Grading etabliert, das auf Bloom und Richardson basiert
(21). Im Rahmen des Gradings werden Tubulusbildung, Kernpleomorphie und
die Mitoserate betrachtet, aus denen ein Score-Wert ermittelt wird. Dieser Wert

fuhrt zur Graduierung der Tumoren in:

G1 Gut differenziert
G2 MaRig
G3 Schlecht

Daraus ergibt sich eine deutliche Korrelation zwischen Differenzierungsgrad

des Karzinoms, der Frequenz von Rezidiven, dem Nodalstatus und der
Mortalitat (14,37,40,48,118,127,142).
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1.7 Therapie und Prognose

Die aktuellen Therapiekonzepte basieren auf zwei lokalen und zwei
systemischen Verfahren, die je nach Art und Stadium des Tumors kombiniert

werden.

1.7.1 Chirurgie

Standard ist heute die brusterhaltende Therapie, bei der eine Tumorexstirpation
im Gesunden und gleichzeitig eine gleichseitige Axilladissektion mit Entfernung
von mindestens 10 Lymphknoten der Level 1 und 2 angestrebt wird.
Entscheidend ist hier das Verhaltnis zwischen der Brustgrof3e und dem
Tumorumfang. Sollte die Entfernung des Tumors nur mit grof3er Defektbildung
madglich sein, sollen Formveranderungen wie Reduktions- und Lappenplastiken
erwogen werden. Ist die brusterhaltende Therapie nicht mdglich, wird eine
modifizierte radikale Mastektomie mit Axilladissektion durchgefuhrt, an die sich
eine Sofort- oder Intervall-Brustrekonstruktion anschlief3t. Diese kann durch
Einlage von Silikonimplantaten oder bei reduziertem Gewebeangebot durch die
temporéare Einlage von Gewebeexpandern erfolgen, die dann eine permanente

Implantation ermdglichen (41).

1.7.2 Strahlentherapie

In der Regel wird im Rahmen der brusterhaltenden Therapie eine homogene
Hochvolttherapie der Brust ohne Einbeziehung der Lymphabflussgebiete mit
einer Strahlendosis von ca. 56 Gy. oder eine Boost-Bestrahlung von 10 Gy. bei
erfolgter homogener Basisbestrahlung mit 50 Gy.. Nach einer Mastektomien
erfolgt nur dann eine Nachbestrahlung, wenn der Tumor nicht im Gesunden

entfernt werden konnte oder eine Lymphangiosis der Haut vorliegt.
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1.7.3 Pharmakotherapie

Die Auswahl der Pharmakotherapie erfolgt Tumor- und Patientenabhangig. Bei
Mammakarzinomen ohne Fernmetastasen erfolgt zuerst die Zytostatika-
therapie. In den letzten Jahren werden vor allem Taxane und anthrazyklin-

haltige Therapieschemata verwendet.

1.7.4 Prognose

Fur die prognostische Beurteilung des Tumors ist die Abschatzung des
Malignitdtsgrades Voraussetzung, der aufgrund von pathomorphologischen
Daten zu ermitteln ist. Daraus ergibt sich die Beurteilung des prospektiven
Krankheitsverlaufs mit Aussagen uber die Chancen eines rezidivireien
Uberlebens bzw. des Gesamtiiberlebens.

Mit zunehmender Tumorgréf3e sowie mit zunehmender Metastasierung und

auch mit spater Diagnosestellung sinkt die Uberlebensrate (32).
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1.8 Molekulargenetischer Hintergrund

Nur etwa 5% der Mammakarzinomfalle sind mit den derzeit bekannten familiar
brustkrebs-pradisponierenden Genen verbunden.

Diese dominant vererbten pradisponierenden Gene sind auf den Chromosomen
13 und 17 zufinden. Sie kommen vermutlich durch eine Anh&aufung von
Defekten zustande, die Onkogene aktiviert und Tumorsuppressorgene
inaktiviert (9). Die bekanntesten sind das BRCA-1 Gen [breast cancer
susceptibility gen], das auf dem Chromosom 17 in der Region g21 zu finden ist
(51,77,148) und das BRCA-2 Gen, das auf dem Chromosom 13 lokalisiert ist.
Dieses Gen befindet sich auf dem langen Arm des Chromosom 13 in der
Region q12-13. In seiner mutierten Form wurde dieses Gen auch bei Mannern
gefunden, die ein Mammakarzinom mit familidrer Vorgeschichte aufwiesen
(16,45,77,80). TP 53 wurde auf dem Chromosom 17 entdeckt und ist auch fur
das Li-Fraumeni-Syndrom ursachlich (82,148).
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1.9 Tumorprogressionsmodelle

Zur Zeit existieren zahlreiche Progressionsmodelle, die serielle, schrittweise,
stufenweise und spontane Veranderungen beinhalten. Trotzdem bleibt die
genaue Progression und Bedeutung der einzelnen Faktoren weiter unklar.
Allred beschrieb bereits 1993 fir das Mammakarzinom ein stufenweises
Progressionsmodell, das aber ohne nahere Zuordnung der beteiligten Faktoren
bleibt (7).

Brustepithel Brustepithel Brustepithel
Hyperplasie peyplasie Hypasie
DCIS DCIS DCIS
l v
Invasives Carcinom Invasives Carcinom Invasives Carcinom
Metastasen Metastasen Metastasen

Abb.1 Stufenweises Progressionsmodell des Mammakarino ms (7)
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Ein von Beckmann et al. 1997 vorgeschlagenes Mammakarzinom-
Progressionsmodell bezieht zwar einige Progressionsfaktoren mit ein, bleibt

aber sehr allgemein (15).

Normales Epithel

v

Hereditare Faktoren——» klondschstum «— auf3ere und innere

l Einflusse

in situ Carcinom
Oncogene
Tumorsuppressorgene
c-myc (8q924) l BRCA17q 21-g22)
cyclin D1(11Q13) invasi@arcinome BRCA 2 (13912-913
erb-B2 (17q 11) PE7pl7.3)
CCL (2g33-g35) R@Bq14)
Int2 (11g13) l DCC (18g21)
AT1 (3921-925)
Metastasen nm23 (179 21)

Abb.2 Progressionsmodell nach Beckmann (15)
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Lakhani schlug 1999 ein Progressionsmodell unter Berticksichtigung der Kern-
Veréanderungen vor, das LCIS und ALH besonders mit einbezieht (79).

normales Brustepithel

|

HUT
ADH
/ LNG-DCIS
LCIS / ALH
l HNG-DCIS
Invasive Lobular Invasive Ductal Other spezial types

Lakhani (79) HUT= hyperplasia usual Type, ADH ypmtal ductal hyperplasia, DCIS = ductal carcinomasitu, LNG =low
nuclear grade, HNG = high nuclear grade, LCIS sulabcarcinoma in situ, ALH= atypical lobular hypksia

Abb.3 Progressionmodell nach Lakhani (79)
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Im Weiteren wurde versucht die Progression fur bestimmte Tumorformen in
Abhangigkeit von bekannten Markern zu unterteilen und fir diese ein separates

Progressionsmodell zu entwickeln. Hier ein Beispiel aus Korsching et al. (44):

G1 and G2
in situ and invasive

ER+ breast cancer
-16q

Diploid

Clonal Aneuploidisation +5p, -9q
+7q

Proliferation

Aneuploid

erbB2 +++

p53-mut
ER- CK5+
G2 and G3
in situ and invasive

breast cancer

Abb.4 Progression Modell nach Korsching et al. (44 ).

Es wird angenommen, dass sich ER+ (Ostrogenrezeptor+) Tumore vornehmlich
bei Verlust von 16 zu G1- und G2-Karzinomen entwickeln, wo hingegen
andere vornehmlich ER- Tumore sich zu G2- und G3-Karzinomen entwickeln,
sich also starker entdifferenzieren.

Dies verhélt sich analog zu der Annahme, dass sich ein Tumor aus
Brustepithel, zu einer Vorlauferlasion, zu einem Tumor in situ und dann zu

einem invasiven Karzinom entwickelt.

24



Korsching et al. untersuchten solche G3-Karzinome, die in fast 70% der Féalle
einen 16q Verlust aufwiesen sowie mit dem Verlust von 5p und 99 und dem
Zugewinn von 7p eine sehr hohe zytogenetische Instabilitaét aufwiesen und
potentiell als schlecht differenzierte Tumoren aus gut differenzierten Tumoren

durch Entdifferenzierung entstanden sind.
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1.10 Kandidaten Marker

Die Arbeitsgruppe Mammapathologie am Gerhard-Domagk-Institut far
Pathologie der Universitat Minster untersuchte Mammakarzinome mit dem Ziel
die zugrundeliegenden Mechanismen der Progression Ostrogenrezeptor-
positiver Mammakarzinome zu entschlisseln. Hierbei fanden sich die
potenziellen Marker MT3, CXCR4, IAP-2 und X-IAP, welche im Rahmen dieser
Arbeit auf ihre Korrelation mit den bereits bekannten Markern MIB-1, p53, erbB-
2, CK5, EGFR sowie dem Ostrogen- und dem Progesteronrezeptor untersucht

werden sollen.

1.10.1 Metallothionine

Metallothionine sind niedermolekulare Proteine mit 6-7 kDa. Sie bestehen in
etwa zu 30% aus Cystein-Resten und nicht aromatischen Aminosauren. Bei
Menschen wurden zehn Isoformen von Metallothioninen entdeckt, die auf dem
Chromosom 1113 angeordnet sind (152). Die entschlisselten Proteine werden
in vier Gruppen unterteilt: MT-1, MT-2, MT-3 und MT-4, die sich wiederum in
MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1H und MT-1x und MT-2a aufteilen.
MT-3 tritt am haufigsten bei neuralem Gewebe auf (92,105,136).

Alle Metallothionine weisen eine charakteristische Abfolge von cys-x-cys, cys-x-
y-cys und cys-cys Sequenzen auf, hierbei stehen x und y jeweils fir nicht
Cystein Amino-Sauren. Es wird angenommen, dass die mammilaren MT’s
sieben bivalente Metallionen in zwei separaten Clustern binden (70).

Pro Molekil werden sieben Atome Cadmium und / oder Zink gebunden, die
Proteinbildung wird durch andere Metalle, Hormone und Zytokine aktiviert, so
dass das Protein vermehrt im Rahmen einer allgemeinen Stressantwort gebildet
wird (88). In der Brust scheinen jedoch die Zink-Metallothionine eine

vorherrschende Stellung einzunehmen (140).
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1.10.2 Der CXCR4 Chemokinrezeptor

CXCR4 ist einer der Rezeptoren fur Chemokine. Als Chemokine bezeichnet
man chemotaktisch wirkende Zytokine, die von zahlreichen Zelltypen, u.a. von
Phagozyten und dendritischen Zellen, aber auch von Gewebezellen sezerniert
werden kénnen. Chemokine kénnen Leukozyten anlocken und aktivieren, sie
spielen daher eine entscheidende Rolle als Mediatoren bei der Regulation einer
gerichteten  Leukozytenwanderung und der dadurch  ausgeldsten
Entzindungsprozesse. Die Einwanderung der Leukozyten in ein
Entzindungsgebiet wird durch Chemokin-Gradienten im Gewebe gelenkt.
Weiterhin greifen Chemokine direkt in die Adhasionsvorgange am Endothel ein
und fordern somit die transendotheliale Migration der Leukozyten. CXCR4 ist
der einzige Rezeptor fir SDF-1. SDF-1 ist der chemotaktische Regulator der
menschlichen Stammzellchemotaxis (121).

1.10.3 X-IAP und IAP-2

X-IAP und IAP-2 gehoren zur IAP-Familie, die zusammen mit der Bcl-2-Familie
die wichtigsten intrazellularen Regulatoren der Apoptose darstellt.

Die IAP (inhibitor of apoptosis)-Familie hemmt die Apoptose auf zwei
verschiedene Arten. Zum einen bindet sie an Procaspasen, und verhindert so
deren Aktivierung. Zum anderen bindet sie an Caspasen und hemmt ihre
Aktivitat (2). X-IAP und IAP-2 sind direkt an der Hemmung der Caspase 3, der
Caspase 7 sowie der Procaspase 9 beteiligt (42). Fur IAP-2 ist bekannt, dass
es in die Signaltransduktion von membranstandigen Rezeptoren, beispielsweise
dem TNF-Rezeptor 2 (TNFR2)-Komplex, involviert ist (94). Diese Protein-
Familie ist zu einem interessanten onkologischen Untersuchungsobjekt
geworden, da Tumorzellen mit der Hilfe der Apoptose-Inhibierung ihre Vitalitét
So steigern, dass sie gegeniber immunologischen und zytotoxischen Therapien
resistent werden (151).
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1.11 Fragestellung der Arbeit:

Ostrogenrezeptorpositive, invasive Mammakarzinome gelten im Allgemeinen
als prognostisch gunstige Tumore. Dies liegt nicht zuletzt an der Mdglichkeit,
diese hoher differenzierten Tumore mit einer antihormonellen Begleittherapie zu
behandeln. Einige dieser 0Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinome sind
jedoch sehr schlecht differenziert und weisen eine deutlich schlechtere
Prognose auf. Ahnlich den unterschiedlichen Progressionsmodellen liegt auch
dieser Progressionsvorgang samt seiner genetischen Abfolge im Dunkeln.
Korsching et al. charakterisierten eine Untergruppe dieser ostrogen-
rezeptorpositiven invasiv-duktalen Mammakarzinome des Grades 3, die in
Verbindung mit einer schwachen Expression von erbB-2, p53 und EGFR eine
hohe Proliferationsrate sowie eine hohe zytogenetische Instabilitdt aufwiesen
(44).

Basierend auf Voruntersuchungen von Helms et al. konnte eine Reihe von
Markern gefunden werden, welche eine mdgliche Bedeutung in der Progression
Ostrogenrezeptorpositiver Mammakarzinome haben. Speziell fanden sich die
potenziellen Marker MT3, CXCR4, IAP-2 und X-IAP, die im Rahmen dieser
Arbeit auf ihre Korrelation mit den bereits bekannten Markern MIB-1, p53, erbB-
2, CK5, EGFR sowie dem Ostrogen- und dem Progesteron-Rezeptor untersucht

werden sollen.
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2. Material und Methode

Analyse der Expression von MT3, CXCR4, IAP-2 und X- IAP

Die Analyse der Expression von MT3, CXCR4, IAP-2 und X-lIAP fiur invasive

Mammakarzinome erfolgte mit der Tissue Microarray Technik.

2.1.1 Grundlagen der Tissue Microarray Technik

Die Tissue Microarray Technik basiert auf dem von Hector Battifora 1986
beschriebenen ,Multitumor Gewebeblock”, welcher noch wesentlich grofl3ere
und unstrukturiertere Gewebeproben als die heutigen TMA-Blocke enthielt.
Durch den Einsatz eines Stanzgerdtes von Beecher Instruments konnte eine
grolRere Probenanzahl praziser in einen Paraffinblock eingebracht und somit ein
genormtes Probenraster aus zylindrischen Stanzen erstellt werden. Dies
ermdglichte theoretisch einen einzigen Tumor 90.000 Analysen zu unterziehen
(27,135).

Die Erstellung eines Tissue Microarrays lauft wie folgt ab:

Bei den zu untersuchenden Paraffinblocken wird das zu stanzende Areal mittels
eines Hamatoxilin-Eosin Schnittes bestimmt und markiert. Diese Paraffinblocke
werden ,donor” (dt.: Geber) genannt. Mittels des Stanzgerates, das aus zwei
dinnwandigen Hohlnadeln und einem Stempel besteht, wird zunachst aus
einem neuen und leeren Paraffinblock, ,recipient* (dt.: Empfanger), Paraffin
entnommen. Dieses Paraffin wird aus der Stanze mittels des Stempels entfernt
und verworfen. Dann wird mittels der zweiten, etwas dinneren Nadel aus den
markierten Arealen des Geberblocks eine Probe entnommen und mittels des
Stempels im Hohlraum des Empfangerblocks platziert. Im Laufe der Zeit
konnten die Probendurchmesser von anfanglich 3 mm auf 0,6 mm gesenkt
werden, da sich herausstellte, dass Stanzen von 0,6 mm Durchmesser
ausreichend sind, um die morphologischen Eigenschaften des Gewebes
beurteilen zu kénnen (64). Zur Beurteilung der Gewebe kdnnen nicht nur

klassische Farbungen wie H&amatoxilin-Eosin, sondern auch die modernen
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Analyseverfahren wie die in situ Fluoreszenz Hybridisation, die in situ RNA
Hybridisation oder die Immunohistochemie zum Einsatz kommen. Neben der
Vielzahl von Testmaoglichkeiten eines einzelnen Tumors ermdglicht dies auch
einen standardisierten Vergleich vieler Tumoren unter identischen Farbe- und

Test- Bedingungen, der zudem sehr wirtschatftlich ist (27,71,76).

2.1.2 Die Erstellung des Tissue Microarrays

Zur Untersuchung der Korrelation von MT3, X-IAP, IAP-2 und CXCR4 mit den
bekannten Progressionsmarkern Mib-1, p53, erbB-2, CK5, EGFR,
Ostrogenrezeptor und dem Progesteronrezeptor wurde ein Tissue Microarray
mit Biopsien von 144 invasiven Mammakarzinomen erstellt. Hierfir wurden aus
dem Archiv des Gerhard-Domagk-Institutes  fur  Pathologie des
Universitatsklinikums Mdunster Gewebeproben invasiver Mammakarzinome
ausgewahlt. Diese Gewebeproben waren bereits gemald den Standard-
verfahren des Gerhard-Domagk-Instituts flr Pathologie in gepuffertem
vierprozentigem Formaldehyd fixiert und dann in Paraffin eingebettet worden.
Aus diesem Tumorkollektiv wurden die fur die Konstruktion des Tissue
Microarrays interessanten Tumorareale wie folgt ermittelt:

Von jeder Gewebeprobe wurde, falls dies noch nicht im Rahmen der
Voruntersuchung am Gerhard-Domagk-Institutes fiir Pathologie geschehen ist,
ein in Hamatoxilin-Eosin gefarbtes Schnittpraparat angefertigt. Diese Schnitte
wurden anschlieRend durch Prof. Dr. med. H. Birger lichtmikroskopisch
untersucht. Hierbei markierte er die fur die Untersuchung interessanten
Tumorareale aus der infiltrativen Front des Mammakarzinoms. Die markierten
Schnitte wurden als Schablone tber den Geberblock gelegt und so wurde das
zu stanzende Areal markiert. Aus den Geberblocks wurden mittels der Stanze
der Firma Beecher Instruments (Beecher Instruments Microarray Technology,
Silver Spring, Maryland, USA) Gewebezylinder mit einem Durchmesser von 0,6
mm entnommen. Hierzu dienen die beiden Hohlnadeln des Edelstahl-

instruments. Mit der ersten wird aus dem Empfangerblock Paraffin gestanzt,
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welches verworfen wird, dann wird mit der zweiten Nadel aus dem Geberblock
Tumormaterial entnommen und in das zuvor gestanzte Loch im
Empfangerblock positioniert. Um anschlieBend an die immunhistochemische
Untersuchung die Gewebezylinder den Ergebnissen zuordnen zu kdnnen,
wurde eine Datenmaske erstellt, nach der die Gewebezylinder auf dem Tissue-
Microarray den Geberblécken und den Ergebnissen eindeutig zugeordnet
werden konnten. AnschlieRend erfolgte eine Aufteilung in die Blocke rémisch |
und réomisch Il. Diese Blocke bestehen jeweils aus zehn Reihen die aus jeweils
zehn, bzw. einmal aus vier, Gewebezylindern im Abstand von einem mm
bestehen. Den Reihen wurden vertikal die Buchstaben a-j zugeordnet und in
diesen Reihen wurden die Gewebezylinder horizontal mit den Zahlen 1-10
markiert. AnschlieBend konnte eine Zuordnung nach dem Schema Block (I - II),
Reihe (a-}), Gewebezylinder (1-10) vorgenommen werden. Diese Zuordnung
wurde in einer Excel Tabelle mit den Daten der Journalnummern verbunden.
Dies ermoglichte eine schnelle und Ubersichtliche Bearbeitung, wie das

folgende Schema veranschaulicht.
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Abb.5 TMA Modell

Die erforderliche Genauigkeit dieser Zusammenstellung wurde durch eine
Préazisionssteuerung erreicht, die die Platzierung und die Abstande zwischen
den Gewebezylindern genau uberprift. Im Anschluss an die Entnahme und
Zusammenstellung der Gewebezylinder wurde der neue Block mit Paraffin
abgedeckt und auf 50C erwarmt. Durch diese Erwarmung wird eine
Homogenisierung des neuen Blocks erreicht. Von diesem neuen Tissue
Microarray kdnnen nun mit einem Mikrotom zahlreiche Schnitte angefertigt
werden, die fur die nun folgende immunhistologische Untersuchung erforderlich

sind.
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2.2 Immunhistochemische Untersuchung

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden mittels eines
Mikrotoms 4um dicke Schnitte angefertigt.

Die Expression von MT3, CXCR4, IAP-2 und X-IAP wurde mit den bekannten
Markern Mib-1, p53, erbB-2, ck5, EGFR, sowie dem Ostrogen- und dem
Progesteron-Rezeptor verglichen.

Hierzu dient mit Ausnahme von Mib-1 die APAAP- (alkalische Phosphathase
anti-alkalische Phosphathase) Methode. Hierbei machen mehrere Antikorper
durch eine Antigen-Antikorperreaktion die Marker im Gewebe sichtbar.

Zur Bestimmung vom Mib-1 diente die LSAB/AP-Methode (LSAB = labeled
streptavidin biotin —alkaline phosphatase). Bei dieser Methode wird die Affinitat
von Streptavidin, einem Glykoprotein des Bakteriums Streptomyces avidinii, zu

Biotin, dem wasserloslichen Vitamin H, ausgenutzt.
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2.2.1 Immunhistochemisches Farbeprotokoll fir MT3, CXCR4, IAP-2 und X-1AP

Anfertigung der Objekttrager:

Nach Kuihlung der TMA-Bl6cke wurden 4um dicke Schnitte mit einem
Mikrotom erstellt und im Wasserbad auf Objekttrager gegeben. Diese
wurden in einem Trockenschrank bei konstanten 60C Uber Nacht

getrocknet.

Beschichtung mit Poly-L-Lysin

eintauchen in 0,25 M NH4-AC-L6sung

trocknen bei konstant 60C, Uber Nacht
inkubieren in 50mg/ml Poly-L-Lysin bei Raumtemperatur fir 30min

A A

trocknen bei Raumtemperatur, Uber Nacht

Entparaffinierung der Schnitte mit Xylol und Rehydrierung mit Alkohol

inkubieren fur 2 x 10 min mit Xylol

inkubieren fir 2 x 5 min in 99% Alkohol
inkubieren fir 1 x 5 min in 96% Alkohol
inkubieren fir 1 x 5 min in 80% Alkohol
inkubieren fir 1 x 5 min in 70% Alkohol

zweimal spllen mit Aqua destilata

o gk~ w DN R

Vorbehandlung zur Antigendemaskierung
1. inkubieren fur 10 min im Autoklaven mit Citratpuffer bei ph 6,0

2. bei Raumtemperatur abkihlen lassen

3. spulen mit Puffer
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Farbung nach der APAAP-Methode

1. blockieren der endogenen Peroxidase mit 1,5% Wasserstoff-
peroxid fur 15 min

2. inkubieren mit den Primarantikérpern fur 45 min bei 20C

3. Spilung mit Tris-Puffer

4. Sekundarer Antikorper (Briuckenantikorper) :

Inkubation in einer Lésung der Antikorper, in

RPMI und Humanserum, fur 30 min.

5. Spulung mit Tris-Puffer

6. APAAP Komplex
Inkubation fir 60 min im APAAP- Komplex

7. Spulung mit Tris-Puffer

8. Chromogen — Substratlésung

In Neofuchsin -Losung fur 30 min auf dem
Ruattler

9. Spulung mit Trispuffer

10. Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer fur 2 min

11. finfminatiges Wéassern zum Blauen
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VI.  Wassriges Eindecken aus frischem Aqua destilata mit Kaiser's

Glycerin Gelatine

Aufstellung der verwendeten Antikorper:

MT3 ( Metallothionin)

CXCR4

IAP-2

X-1AP

Verdinnung in RPMI-Losung :

MT3
CXCR4
IAP-2
X-1AP

Monoclonaler Antikérper der Firma R&D

Systems.

Monoclonaler Maus-Antikorper der Firma R&D

Systems.

Polyclonaler Kaninchen-Antikérper der Firma

Santa Cruz Biotechnology.

Monoclonaler Maus IgG1 Antikorper der Firma
BD Biosciences.

1: 50.000
1: 50

1: 200

1: 50
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2.2.2 Immunhistochemisches Farbeprotokoll fur Mib-1 nach der LSAB/AP-
Methode

l. Anfertigung der Objekttrager:

Nach Kuihlung der TMA-Bl6cke wurden 4um dicke Schnitte mit einem
Mikrotom erstellt und im Wasserbad auf Objekttrager gegeben. Diese
wurden in einem Trockenschrank bei konstanten 60C Uber Nacht

getrocknet.

I. Beschichtung mit Poly-L-Lysin

1. eintauchen in 0,25 M NH4-AC-Ldsung

2. trocknen bei konstant 60C, Uber Nacht

3. inkubieren in 50 mg/ml Poly-L-Lysin bei Raumtemperatur fir 30
min

4. trocknen bei Raumtemperatur, Uber Nacht

1. Entparaffinierung der Schnitte mit Xylol und Rehydrierung mit Alkohol

inkubieren fur 2 x 10 min mit Xylol

inkubieren fir 2 x 5 min in 99% Alkohol
inkubieren fir 1 x 5 min in 96% Alkohol
inkubieren fir 1 x 5 min in 80% Alkohol
inkubieren fir 1 x 5 min in 70% Alkohol

zweimal spilen mit Aqua destilata

o ok 0N PE

IV.  Vorbehandlung zur Antigendemaskierung
1. inkubieren fir 30 min im Autoklaven mit Citratpuffer bei ph 6,0

2. bei Raumtemperatur abkuhlen lassen

3. spilen mit Puffer
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VII.

VIII.

Farbung nach der LSAB/AP-Methode

1. Inkubation mit dem Primarantikérper bei 20T fur 25 min
Verwendeter Antikorper: Klon Mib-1 von Dako, monoklonaler
Maus-Antikorper gegen das humane Antigen Ki 67 in der
Verdinnung 1:100 mit der Antibody Diluent Dako Real TM Ldsung

der Firma Dako aus Danemark
2. Spulung mit Waschpuffer DCS Labline
3. Inkubation mit dem Sekundar-Antikorper
1. Link-AP fur 20 min
2. 3 mal spulen mit Waschpuffer
3. Streptavidin/AP fir 20 min
4. 3 mal spilen mit dem Waschpuffer DCS Labline
5. Auftragen des Enzym-Substrat-/ Chromogengemisches
1. Inkubation fur 8 min
2. Spulen
3. Inkubation fur 8 min
6. 3 mal spulen mit dem Waschpuffer DCS LabLine
7. Kerngegenfarbung nach Mayer fir 10 sec. Mit anschlieRendem
Blauen unter Leitungswasser fur 5 min

Entwasserung in der aufsteigenden Alkoholreihe bis zum Xylol

Eindecken der Praparate aus dem Xylol heraus mit Vitro-Clud
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IX.

Trocknen der Schnitte bei 20C
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2.3 Auswertung:

Die Auswertung der Markerkandidaten erfolgte semi-quantitativ durch Prof.
Dr. H. Burger und Dr. J. Packeisen, Facharzt fur Pathologie des Klinikums
Osnabruick.

Die Auswertung erfolgte nach den folgenden Schemata:

MT 3 1 = keine Farbung
2 = Farbungen in < 10% der Zellen
3 = Farbungen in >10% und < 25% der Zellen

4 = Farbungen in > 25% der Zellen

X-1AP 1 = keine Farbung
2 = Farbungen in < 10% der Zellen
3 = Farbungen in >10% und < 25% der Zellen
4 = Farbungen in > 25% der Zellen

IAP-2 1 = keine Farbung
2 = Farbungen in < 10% der Zellen
3 = Farbungen in >10% und < 25% der Zellen
4 = Farbungen in > 25% der Zellen

CXCR4 1 = keine Farbung
2 = jede Farbung

Ostrogenrezeptor 1 = keine Farbung

2 = jede Farbung

Progesteronrezeptor 1 = keine Farbung

2 = jede Farbung
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Mib-1

p53

erbB-2

EGFR

CK 5/6

1 = keine Farbung
2 = Farbungen in < 10% der Zellen
3 = Farbungenin >10% und < 25% der Zellen

4 = Farbungen in > 25% der Zellen

1 = keine Farbung
2 = Farbungen in < 10% der Zellen
3 = Farbungen in >10% und < 25% der Zellen

4 = Farbungen in > 25% der Zellen

1 = keine Farbung

2 = Farbungen in < 10% der Zellen

3 = Farbungen in >10% und < 25% der Zellen
4 = Farbungen in > 25% der Zellen

1 = keine Farbung

2 = Farbungen in < 10% der Zellen

3 = Farbungen in >10% und < 25% der Zellen
4 = Farbungen in > 25% der Zellen

1 = keine Farbung

2 = jede Farbung
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2.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse und die Korrelation der Marker
untereinander erfolgte mit dem Programm SPSS 12.0 fir Windows.

Fur die Analyse der Korrelation wurde der Pearson Test verwandt. Fur die
Ermittlung der Korrelation und der Haufigkeit wurden die Variablen in 1 fir

Negativ und 2 flr positiv umkodiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Auswertung der Marker-Expression

Fur die vier potentiellen Marker MT3, CXCR4, X-IAP und IAP-2 sowie flr die
MIB-1, p53, erbB-2, CK5, EGFR, Ostrogen-

Progesteronrezeptor wurde die Haufigkeit der Expression untersucht. Hierzu

bekannten Marker und

wurde das Auswertungsprogramm SPSS verwendet.

3.1.1 Expression vom Metallothionin (MT3)

In 39 Fallen wurde positiv auf das Metallothionin (MT3) getestet, 87 Falle

wurden negativ getestet und 18 waren nicht auswertbar .

MT3
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Gililtig 1 87 60,4 69,0 69,0
39 27,1 31,0 100,0
2
126 87,5 100,0
Gesamt
Fehlend  System 18 12,5
Gesamt 144 100,0

Tab.2 Haufigkeitstabellen fir MT3

Hieraus ergibt sich eine Verteilung von 69% negativer Tumoren und 31%
Metallothionin-positiver Tumore und somit eine leicht negative Verschiebung in

unserem Tumorkollektiv.
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3.1.2 Expression des Chemokinrezeptors CXCR4

62 Falle konnten positiv auf den Chemokinrezeptor CXCR4 getestet werden, 55

Falle wurden negativ getestet und 27 waren nicht auswertbar.

CXCR4
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Gililtig 1 55 38,2 47,0 47,0
62 43,1 53,0 100,0
2
117 81,3 100,0
Gesamt
Fehlend  System 27 18,8
Gesamt 144 100,0

Tab3 Haufigkeitstabelle fiir den Chemokinrezeptor C

XCR4

Hieraus ergibt sich eine prozentuale Verteilung von 47% CXCR4 negativer

Tumoren zu 53%

positiven Tumoren,

somit war

die Expression des

Chemokinrezeptor CXCR4 in unserem Tumorkollektiv etwa gleichmaRig verteilt.
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3.1.3 Expression von X-IAP

In 78 Fallen wurde positiv auf X-IAP getestet, 47 der Féalle unseres
Tumorkollektivs konnten negativ getestet werden und 19 unserer Falle waren

nicht auswertbar.

X-IAP
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Gililtig 1 47 32,6 37,6 37,6
78 54,2 62,4 100,0
2
125 86,8 100,0
Gesamt
Fehlend System 19 13,2
Gesamt 144 100,0

Tab.4 Haufigkeitstabelle fir XIAP

Somit waren 62,4% unseres Tumorkollektivs positiv fur X-IAP und 37,6%
negativ fur das inhibitorisch antiapoptotische Protein X-IAP. In der Verteilung ist
hier eine leichte Verschiebung zur Expression von X-IAP in unserem

Tumorkollektiv gegeben.
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3.1.4 Expression von I1AP-2

Im Rahmen der Haufigkeitsauswertung fir IAP-2 ergab sich in 121 Fallen ein

positives Ergebnis, 2 Falle wurden negativ getestet und 21 waren nicht

auswertbar.
IAP-2
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Gililtig 1 2 1,4 1,6 1,6
121 84,0 98,4 100,0
2
123 85,4 100,0
Gesamt
Fehlend System 21 14,6
Gesamt 144 100,0

Tab.5 Haufigkeitstabelle fiir IAP-2

Dies zeigt in unserem Tumorkollektiv eine deutliche Aktivitat von IAP-2 in 98,4%

aller Tumoren unseres Tumorkollektivs.
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3.1.5 Expression von MIB-1

70 Félle wurden in unsere Untersuchung positiv auf MIB-1 getestet, bei 58
Fallen unserer Untersuchung war das Ergebnis negativ und 16 unserer Félle

waren nicht auswertbar.

Mib-1
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Gililtig 1 58 40,3 45,3 45,3
70 48,6 54,7 100,0
2
128 88,9 100,0
Gesamt
Fehlend System 16 11,1
Gesamt 144 100,0

Tab.6 Haufigkeitstabelle fir MIB-1

Hier zeigt sich erneut eine etwa gleiche Verteilung der Expression von Mib-1 mit

45,3% negativen und 54,7% positiven Ergebnissen.
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3.1.6 Expression von p53

In 13 Fallen der Tumoren konnten wir positiv auf p53 testen, bei 110 Fallen

wurden negativ getestet, und 21 Félle unseres Tumorkollektivs waren nicht

auswertbar.
p53
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Gililtig 1 110 76,4 89,4 89,4
13 9,0 10,6 100,0
2
123 85,4 100,0
Gesamt
Fehlend  System 21 14,6
Gesamt 144 100,0

Tab.7 Haufigkeitstabelle fiir p53

Fur das Protein p53 zeigte sich in unserem Tumorkollektiv ein deutlich

negatives Testergebnis, 89,4% der Tumoren waren negativ und 10,6% konnten

positiv getestet werden.
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3.1.7 Expresssion von erbB-2

In 61 Fallen wurden die Mammakarzinome positiv auf erbB-2 getestet, 47 Falle

wurden negativ getestet und 36 der Mammakarzinome in unserem

Tumorkollektiv waren nicht auswertbar.

erbB-2
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Gltig 1 47 32,6 43,5 43,5
61 42,4 56,5 100,0
2
108 75,0 100,0
Gesamt
Fehlend System 36 25,0
Gesamt 144 100,0

Tab. 8 Haufigkeitstabelle fir erbB-2

In unserem Tumorkollektiv ergab sich fir erbB-2 mit 56,5% positiven und 43,5%

negativen Befunden eine etwa gleiche Verteilung der Expression von erbB-2.
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3.1.8 Expression von CK5

In 13 Fallen unseres Tumorkollektivs wurde positiv auf CK5 getestet, 89

Mammakarzinome wurden negativ getestet und bei 42 der

Auswertung nicht moglich.

Tumoren war eine

CK5
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Giiltig 1 89 61,8 87,3 87,3
13 9,0 12,7 100,0
2
102 70,8 100,0

Gesamt
Fehlend  System 42 29,2
Gesamt 144 100,0

Tab.9 Haufigkeitstabelle fir CK5

Mit 87,3% negativer Tumore zeigte sich eine deutliche Tendenz der fehlenden

Expression von CK5 in unserem Tumorkollektiv, nur 12,7% konnten positiv

getestet werden. Zu bericksichtigen bleibt in diesem Fall jedoch, das mit 42

Fallen 29,2% der Tumoren nicht auswertbar waren.
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3.1.9 Expression von EGFR

Bei 52 Fallen unserer Mammakarzinome wurde positiv auf EGFR getestet, 59

der Falle unseres Tumorkollektivs wurden negativ getestet und 33 der Tumoren

waren nicht auswertbar.

EGFR
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gililtig 1 59 41,0 53,2 53,2
52 36,1 46,8 100,0
2
111 77,1 100,0

Gesamt
Fehlend  System 33 22,9
Gesamt 144 100,0

Tab. 10 Haufigkeitstabelle EGFR

Daraus ergeben sich 53,2% auf EGFR negativ getestete Mammakarzinome,
46,8%

gegenuberstehen. Somit ist eine etwa gleiche Verteilung der Expression

denen in unserem Tumorkollektiv, positive Mammakarzinome,

anzunehmen.
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3.1.10 Expression des Ostrogenrezeptors

64 Falle unseres Tumorkollektivs wurden positiv auf den Ostrogenrezeptor

getestet, 48 Falle wurden 6strogenrezeptor-negativ getestet und 33 der Tumore

waren nicht auswertbar.

ER
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
48 33,4 42,9 42,9
1
64 44,4 57,1 100,0
2
112 77,8 100,0
Gesamt
Fehlend System 32 22,2
Gesamt 144 100,0
Tab.11 Haufigkeitstabelle zur Expression des Ostrog  enrezeptors

Damit war die Expression des Ostrogenrezeptors bei den Mammakarzinomen

unseres Tumorkollektivs etwa gleich verteilt.
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3.1.11 Expression des Progesteronrezeptors

Bei 42 Mammakarzinomen wurde positiv auf den Progesteronrezeptor getestet,

64 der Mammakarzinome wurden negativ getestet und 38 der Tumore unseres

Tumorkollektivs waren nicht auswertbar.

PR
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gltig 1 64 44,4 60,4 60,4
42 29,2 39,6 100,0
2
106 73,6 100,0

Gesamt
Fehlend System 38 26,4
Gesamt 144 100,0

Tab.12 Expression des Progesteronrezeptors

Mit 60,4% Progesteronrezeptor-negativen Mammakarzinomen und 39,6%

positiven Tumoren unseres Tumorkollektivs tberwogen hier

negativen.
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3.2 Korrelation der potentiellen Marker zu den be  kannten Markern

3.2.1 Korrelation zu MT3

Bei der Korrelation des Metallothionins MT3 ergab sich eine eindeutige
Signifikanz nur zu CK 5 mit 0,009 unterhalb der fur eine Signifikanz geforderten
0,05.

Marker Korrelation nach Signifikanz (2- N
Pearson seitig)

Mib-1 0,132 0,148 122
P53 0,107 0,265 111
erbB-2 0,006 0,953 100
CK5 0,267 0,009 95
EGFR 0,061 0,537 104
ER 0,069 0,486 104
PR 0,115 0,249 102

Tab.13 Korrelation zu MT3
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3.2.2 Korrelation zum Chemokinrezeptor CXCR4

Mib-1 erfullte mit 0,037 den Wert fur eine signifikante Korrelation zu CXCRA4.
Auch EGFR erfullte mit 0,043 den Wert flir eine statistisch signifikante
Korrelation zu CXCRA4.

Marker Korrelation nach Signifikanz (2- N
Pearson seitig)

Mib-1 0,198 0,037 111
P53 0,014 0,886 102
erbB-2 0,064 0,543 92
CK5 0,145 0,175 89
EGFR 0,207 0,043 96
ER 0,159 0,122 96
PR 0,088 0,398 94

Tab 14 . Korrelation zu CXCR4
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3.2.3 Korrelation zu IAP-2

Es ergab sich keine signifikante Korrelation zu IAP-2 .

Marker Korrelation nach Signifikanz (2- N
Pearson seitig)

Mib-1 0,151 0,104 118
P53 0,051 0,600 107
erbB-2 0,064 0,543 92
CK5 0,060 0,569 93
EGFR 0,017 0,867 102
ER 0,119 0,230 103
PR 0,174 0,084 99

Tab.15 Korrelation zu IAP-2
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3.2.4 Korrelation zu X-1AP

Fur X-1AP konnte eine eindeutig signifikante Korrelation zu Mib-1 nachgewiesen
werden. Fur p53 konnte mit 0,039 eine statistisch signifikante Korrelation zu X-

IAP nachgewiesen werden.

Marker Korrelation nach Signifikanz (2- N
Pearson seitig)

Mib-1 0,280 0,002 117
P53 0,198 0,039 109
erbB-2 0,059 0,567 98
CK5 0,096 0,359 93
EGFR 0,017 0,867 102
ER 0,119 0,230 103
PR 0,174 0,084 99

Tab.16 Korrelation zu X-IAP
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4. Diskussion

Das Mammakarzinom ist weltweit, und mit Gber 50.000 Neuerkrankungen pro
Jahr auch in Deutschland, der haufigste maligne Tumor der Frau (120). Fir die
Therapie dieser sehr heterogenen Tumorgruppe ist es entscheidend, nicht nur
die histologische Form zu kennen, hier unterscheidet die WHO 22 invasive
Mammakarzinome sowie drei nicht invasive Mammakarzinome, sondern auch
Aussagen Uber die Prognose und den zu erwartenden Therapieerfolg treffen zu
kénnen. Dies ist insbesondere wichtig, da die drei Sdulen der Tumor-Therapie,
die chirurgische Entfernung des Tumors, die Strahlentherapie und die
Pharmakotherapie, in ihrer Art und Auspragung, sowie in ihrer Reihenfolge, auf
den speziellen Tumor des Patienten abgestimmt werden mussen.

Die fiur die Diagnostik angewandten bildgebenden Verfahren wie Sonographie,
Mammographie, = Magnetresonanztomographie,  Positronenemissionstomo-
graphie und Knochenszintigramm geben zwar Auskunft Gber Multifokalitat und
Multizentrizitdt des Tumors, aber sie geben noch keinen Aufschluss tber die Art
des Tumors. Hier ist die histologische Aufbereitung von Stanzbiopsien,
Vakuumbiopsien oder Operationspraparaten gefragt, die aber nur die Einteilung
in die histologische Tumorform leisten kann. Fir eine genaue Therapieplanung
ist all dies jedoch immer noch nicht ausreichend.

Hier hat die Immunhistopathologie und die Molekulargenetik in den letzten
Jahren grof3e Fortschritte gemacht. So gehdren heute die Erstellung eines
Rezeptorstatus Uber das Immunoassay und die Bestimmung der
Hormonrezeptoren fiir Ostrogen und Progesteron sowie die immunhistologische
Farbung auf den HER2/neu- Rezeptor zu den Standarddiagnostiken. Aber auch
diese, nun sehr feine, Unterscheidungsmaoglichkeit einer einzelnen Tumorform
gibt immer noch keinen Aufschluss Uber die tatsachliche Progression eines
einzelnen Tumors. So tauchen auch in bereits bestimmten Tumorgruppen
immer wieder Untergruppen auf, die nicht in das Verhaltensmuster der
Gesamtgruppe passen.

So differenzierten Korsching et al. vom Gerhard-Domagk-Institut fir Pathologie

der Universitdt Munster (44) eine dieser Untergruppen. Die Arbeitsgruppe
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untersuchte Ostrogen-Rezeptor positive, invasive Mammakarzinome, die im
Allgemeinen als prognostisch gunstigere Tumoren gelten. Hier fanden sie
einige sehr schlecht differenzierte Ostrogen-Rezeptor positive
Mammakarzinome, die eine deutlich schlechtere Prognose aufwiesen. Sie
fanden fur diese Untergruppe Ostrogen-Rezeptor positiver, invasiv-duktaler
Mammakarzinome des Grades 3 eine hohe Proliferationsrate und eine hohe
zytogenetische Instabilitat in Verbindung mit einer schwachen Expression von
erbB-2, p53 und EGFR.

Dieselbe Arbeitsgruppe untersuchte in weiteren molekularen Untersuchungen
solche Karzinome mit dem Ziel, die zugrundeliegenden Mechanismen der
Entdifferenzierung zu entschlisseln. Sie fanden hierbei die potenziellen Marker
MT3, CXCR4, IAP-2 und X-lAP, die im Rahmen dieser Arbeit mit den bereits
bekannten Markern MIB-1, p53, erbB-2, CK5, EGFR sowie dem Ostrogen- und
dem Progesteron-Rezeptor untersucht und korreliert wurden.

Hierzu wurde ein Tissue Mikroarray mit 144 Biopsien invasiver
Mammakarzinome, die aus dem Archiv des vom Gerhard-Domagk-Institut fur
Pathologie der Universitat Munster stammten, erstellt. Diese wurden dort
bereits nach den Standardverfahren des Gerhard-Domagk-Instituts fur
Pathologie des Universitatsklinikums Munster in gepuffertem vierprozentigem

Formaldehyd fixiert und dann in Paraffin eingebettet.

Fur das Metallothionin 3 konnte im Rahmen dieser Arbeit kein signifikanter
Zusammenhang zu den bekannten Markern Mib-1, p53, erbB-2, EGFR und den
Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren hergestellt werden. Auffallig war
jedoch, dass 69% der auswertbaren Falle negativ waren. In der weiteren
Auswertung zeigte sich eine signifikante Korrelation zu CK5 in diesem
Tumorkollektiv.

Andere Arbeiten konnten in einigen Bereichen die Bedeutung der
Metallothionine, die auf dem Chromosom 11g13 angeordnet sind, deutlich
herausstellen (152). In fetalem Brustgewebe konnte bereits 1984 eine im

Vergleich zur Erwachsenenbrust hohere Expression von Metallothionin
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nachgewiesen werden (10). Bei gutartigen Tumoren wie Adenomen und
Papillomen konnte eine Expression von Metallothioninen in der Brust ebenfalls
nachgewiesen werden (19).

Bei in situ und bei invasiven lobularen Mammakarzinomen konnte eine
schwache Expression nachgewiesen werden (19,126). Jedoch konnte bei
duktalen Mammakarzinomen kein signifikantes Expressionsverhalten nach-
gewiesen werden (66,68,149,157).

Uberexpression von MT1E und MT3 in Mammakarzinomen zeigte keinen
Einfluss auf die Proliferationsrate des Tumors; fiir MT3 Uberexpression konnte
in einer Studie sogar ein geringeres Tumor-Zellwachstum nachgewiesen
werden (57).

Zahlreiche Studien untersuchten auch den Einfluss von Metallothionin auf den
Erfolg einer Chemotherapie, jedoch konnte nur fiir Osophagus-, Urothel-, und
kleinzellige Lungen-Karzinome eine leichte Verbesserung der Uberlebensrate
gezeigt werden (38,69,75,131).

Neuere Studien zeigen jedoch bei bestimmten Mammakarzinomen, die sich
durch einen negativen Ostrogenrezeptorstatus und negativen Lymphknoten-
befall auszeichnen, dass die Expression vom Metallothionin mit einer Abnahme
der Gesamtiberlebensrate sowie mit einer Verklrzung der beschwerdefreien
Intervalle einhergeht und somit die Expression von Metallothionin in dieser
Untergruppe der Mammakarzinome eine deutliche Verschlechterung der
Uberlebenswahrscheinlichkeit fur die Patienten bedeutet
(50,55,58,66,149,157).

Fur den Chemokinrezeptor CXCR4 konnte in unserem Tumorkollektiv eine etwa
gleichwertige Verteilung mit 47% negativem und 53% positivem Rezeptorstatus
ermittelt werden. Es konnte nur fir Mib-1 und EGFR mit unter 0,05 eine
signifikante Korrelation festgestellt werden.

Fur die Ubrigen bekannten Marker p53, erbB-2 und den Ostrogen- und
Progesteron-Rezeptoren konnte keine Korrelation nachgewiesen werden.
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In anderen Arbeiten wurde nachgewiesen, dass, im Vergleich zu normalem
Brustgewebe, Mammakarzinome stark CXCR4 exprimieren und dass dies auch
bei den typischen Zielorganen ihrer Metastasierung der Fall ist. In den
Fibroblasten der regionalen Lymphknoten, der Lunge und der Leber wurde eine
erhohte Aktivitdt des Liganden fir CXCR4 (CXCL12) nachgewiesen (5,93). Im
in-vivo-Versuch ergab sich bei einer Behandlung mit anti-CXCR4 Antikérpern
eine Verringerung der Metastasenausbreitung in die bevorzugten Zielregionen
der regionalen Lymphknoten, der Lunge, der Leber und des Knochenmarks
(93). Es konnte gezeigt werden, dass eine sehr starke Expression des CXCR4-
Rezeptors in Mammakarzinomen mit einer im Vergleich deutlich schlechteren
Gesamtiuberlebensrate verbunden war (83).

Ebenso wurde bei den etwa 30% aller Mammakarzinome, die eine starke
Expression von Her2/neu aufwiesen, festgestellt, das diese Uuber die
Blockierung des Abbaus von CXCR4 eine deutlich starkere Expression von
CXCR4 aufwiesen und dies ebenfalls mit einer schlechteren Gesamt-
Uberlebensrate einher ging (83).

Auch bei Untersuchungen kleinerer Tumorgruppen konnte fir Mamma-
karzinome mit einem negativen Ostrogenrezeptorstatus eine deutliche
Korrelation zwischen starker Expression von CXCR4 und
Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden (123). Ahnliche Ergebnisse
liegen auch aus Forschungsarbeiten an kleinzelligen Lungenkarzinomen vor,
die hier eine CXCR4 induzierte Wanderung von Tumorzellen in das
Knochenmark beschreiben (28,60,74).

Alles in allem lasst sich also festhalten, dass CXCR4 und sein Ligand CXCL12
als Schlusselstelle in der Hamatopoese und der Migration von
hamatopoetischen Zellen und besonders auch in der Angiogenese mit ihrer
starken Expression in Lunge, Leber und Gehirn eine bedeutende Rolle in der
Migration von Tumorzellen zu ihren bevorzugten Metastasierungsorten spielen
(16,29,30). Es konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass die Starke der
Expression von CXCR4 in Zusammenhang mit dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen steht und somit ein wichtiger Hinweis fir die

Prognose ist.
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CXCR4 stellt ebenfalls einen interessanten Ansatzpunkt fur die Therapie von
Patienten mit lymphknotenpositiven Mammakarzinomen dar (13,47,58,72).
Diesem Ansatz folgend stellten Zhongxing Liang et al. 2007 eine mdgliche
Therapie zur Verhinderung der Metastasierung mittels einer miRNA, die gegen
CXCR4 gerichtet war, vor (159).

Fur X-IAP konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass 62,4% des
Tumorkollektivs positiv und 37,6% negativ getestet wurden, es ergab sich eine
mit 0,039 signifikante Korrelation zu p53 und mit 0,002 signifikante Korrelation
zu Mib-1. Somit zeigt X-IAP in unserem Tumorkollektiv die starkste Korrelation
zu den bekannten Markern.

Dies zeigt die generell hohe Bedeutung von X-IAP als starksten Vertreter der
IAP (inhibitor of apoptosis)-Familie. X-IAP Dblockiert die Apoptose Uber die
Bindung an die apoptosevermittelnden Caspasen. X-IAP greift hier direkt an
den Caspasen 3, 7 und 9 an, und schafft es so, nicht nur den intrinsischen,
sondern auch den extrinsischen Apoptoseweg zu blockieren (62,125).

Einige klinische Studien legen den Schluss nahe, das eine hohe X-IAP
Expression in deutlichem Zusammenhang mit Therapiemisserfolgen und einer
schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit bei B-Zell-Lymphomen, bei der
akuten myeloische Leukamie von Kindern, bei der akuten myeloische Leukamie
von Erwachsenen sowie Dbei klarzelligen Nieren-Karzinomen steht
(96,117,138,139).

Daraufhin wurden einige Medikamente entwickelt und getestet, die durch die
Inaktivierung von X-IAP die Blockade der Caspasen 3, 7 und 9 aufhoben, somit
den intrinsischen sowie den extrinsischen Apoptoseweg freigeben und in
Verbindung mit Chemotherapeutika auch bisher resistente Tumoren auf die
Therapie ansprechen lieRen (24,104,125).

Auch fur das Mammakarzinom gilt, dass die Effektivitat aller Therapien
abhangig davon ist, dass sich die Apoptose, also der gerichtete Zelltod, in den
Tumorzellen aktivieren laf3t. X-IAP verhindert auch hier die Apoptose, indem es

die intrinsischen und extrinsischen Apoptosewege blockiert und somit die
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Tumorzellen resistent gegen diese Therapien macht. Dies konnte in zahlreichen
experimentellen Studien an in-vitro-Modellen menschlicher Mammakarzinom-
zellen nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt, dass die X-IAP-Expression
deutlich mit der Resistenz gegen die Chemotherapie sowie die
Strahlentherapie korreliert und dass die experimentelle Reduktion der X-1AP-
Expression die Apoptoserate deutlich beschleunigte und die Zellresistenz
gegen Chemo- und Strahlentherapie deutlich erniedrigte (1,8,12,17,31,35,63,
85,90,119,124,143,156,158).

All dies stellt eindeutig die Bedeutung von X-1AP fir die Therapie und Prognose
des Mammakarzinoms heraus und vereinbart sich auch mit unseren

Ergebnissen des Markers X-IAP fir unser Tumorkollektiv.

Die Mammakarzinome unseres Tumorkollektivs wiesen zwar 98,4% der Félle
einen positiven Status IAP-2 auf, doch bestand zu keinem der untersuchten
Marker eine signifikante Korrelation. IAP-2 reguliert im Vergleich zu X-IAP nur
die Caspase 8. In der Literatur finden sich deshalb keine allein auf die
Bedeutung von IAP-2 bezogenen Studien. Neben den Studien, die IAP-2 im
Rahmen ihrer Untersuchungen an X-IAP mitbetrachteten, wurde IAP-2 nur im
Zusammenhang mit der IAP Familie von Bharat et al. untersucht. Sie fanden
heraus, dass Curcumin die Expression der Antiapoptoseproteine X-IAP, 1AP-1,
IAP-2 Bcl-2 und Bcl-xI unterdriickt. Bharat et al. konnten so an Labormausen
eine Reduzierung der Lungenmetastasen menschlicher Mammakarzinomzellen
nachweisen (18). Eine andere Studie von Xufeng Chen et al. konnte fur IAP-2
nur einen generellen Einfluss auf die Tumorapoptose in Verbindung mit 1AP-1

nachweisen (155). So scheint IAP-2 kein spezifischer Tumormarker zu sein.

63



5. Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigen die im Rahmen der Arbeit durchgefihrten
Untersuchungen, dass die potentiellen, fiir die Progression Ostrogen-Rezeptor-
positiver Mammakarzinome postulierten Marker eine Reihe von signifikanten
Assoziationen mit bereits bekannten Prognosemarkern wie p53 und Mib-1
aufweisen. Durch die gleichzeitig beobachtete Assoziation einzelner Marker,
speziell von Metallothionin mit hoch-molekularen Zytokeratinen (Ck5), scheinen
allerdings zumindest einzelne nicht spezifisch fir schlecht-differenzierte,
Ostrogenrezeptor-positive  Mammakarzinome sondern auch in anderen
Subgruppen der invasiv duktalen G3 Karzinome, wie z.B. dem basalen
Mammakarzinom, von Bedeutung zu sein.

Eine Vielzahl von weiteren pathologischen und klinischen Studien wird in der
Zukunft notwendig sein um einen genaueren Einblick in die Bedeutung neuer
Prognosefaktoren zu gewinnen und damit in weiteren Schritten ein verbessertes
klinisches Management in der Behandlung von Patientinnen mit einem

invasiven Mammakarzinom erreichen zu kénnen.
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9. Anhang

9.1 Reagenzien
9.1.1 Citratpuffer

Stammldésung A

Stammldsung B

Gebrauchslosung

0,1 M Citronenséaure
10,5 g CgHgO7 x H,O (Zitronensduremonohydrat)
auf 500 ml Aqua dest. auffillen

0,1 M Natriumcitrat
29,41 g CeHsNazO7 x 2H,0 (Natriumcitrat-Dihydrat)
auf 1000 ml Aqua dest. auffillen

18 ml Lésung A + 82 ml Lésung B mischen,
pH 6,0 einstellen
Diese Losung mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen = 10mM

Citratpuffer

9.1.2 TRIS-Puffer (Spilpuffer bei APAAP-Methode)

Stammldsung

Gebrauchslosung

9.1.3 RPMI-LOsung

50 ml RPMI-1640

36 g TRIS

274 g TRIS-HCI

351 g NaCl

auf 4000 ml mit Aqua dest. auffillen
pH 7,4-7,6

1:10 mit Aqua dest. Verdinnen



450 ml Aqua bidest.

50 ml Bovineserum (inaktiviert)

0,5 g Natriumazid

l6sen, pH 7,4 — 7,6 taglich einstellen

9.1.4 Neofuchsin-Losung

Stammldsung 5 % Neofuchsinlésung in 2 N HCI
Puffer 17,4 g NaCl

3,0 g Tris-HCI

9,8 g Tris

in 2000 ml Aqua bidest. gelost

Propandiol 21 g Propandiol in 1000 ml Aqua bidest. gelost

Gebrauchslosung a) 0,125 ml Stammlésung
0,3 ml 4 % Na-Nitrit
unter Abzug 60 sec reagieren lassen
b) 0,025 g Levamisol
44 ml Entwicklungspuffer
16 ml Propandiol
c) 0,0316 g Naphtol-AS-Bi-Phosphat
0,4 ml N,N-Dimethylformamid
Lésung a), Lésung b) und Losung ¢) mischen pH mit 2 N
HCI auf 8,8 einstellen und filtrieren

Schnitte 25 min auf dem Ruittler inkubieren
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