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1. EINLEITUNG

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Maligne Tumore stehen mit einer durchschnittlichen Mortalitdtsrate von 23-25% an
zweiter Stelle in der Todesursachenstatistik entwickelter Industriestaaten (USA, Europa

und Japan). Vier Tumorlokalisationen machen etwa 60 % aller Tumore aus (Tab. 1.1)

Zahl der Fille x 1000
Tumorlokalisation Jahr 2000 Jahr 2010
Kolon-Rektum 430 530
Mamma 420 540
Inzidenz Lunge 410 490
Prostata 340 500
Alle Tumore 2900 3600
Lunge 370 440
Kolon-Rektum 190 230
Mortalitat Mamma 120 130
Prostata 94 120
Alle Tumore 1500 1700
Mamma 4270 5870
Kolon-Rektum 2800 3700
Priavalenz Prostata 2520 3570
Lunge 960 1160
Alle Tumore 19450 25100
Mamma 1300 1770
Zur Therapie Prostata 1190 1700
Anstehend Kolon-Rektum 1110 1110
Lunge 660 660
Alle Tumore 8600 11000

Tab. 1.1 Inzidenz, Mortalitit und Privalenz der hdufigsten Tumore
Quelle: Stanford Research Institute Consulting: Cancer Opportunities in the New Millenium,
2000 (Zahlen betreffen USA, Europa, Japan).
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Aufgrund der hohen Inzidenz und der relativ geringeren Mortalitit im Vergleich zu
Lungen- und kolorektalen Tumoren hat das MK die hochste Pridvalenz und stellt damit
die meisten Patienten pro Jahr, die fiir eine Behandlung/Wiederbehandlung nach
Riickfillen anstehen. Damit ist das MK eine der kostenintensivsten Tumorerkrankungen
iiberhaupt.

In Deutschland erkranken jéhrlich ca. 40.000 Frauen an einem MK, damit jede 8. Frau
(12% aller Frauen); 3,5% von den 12% Erkrankten sterben an dem Karzinom (Harris et
al., 1992; Tumorzentrum Miinchen, 1998). In den USA werden 197.000 neue MK Fille
pro Jahr registriert (National Center for Health Statistics, 1998).

Etwa 60% aller MK werden im lokalisierten Stadium mit einer 10-Jahres-

Uberlebenswahrscheinlichkeit von 70-90% entdeckt (Abb. 1.1)

Tumorstadium

Frithstadien Spatstadien

[ = I = [ = IV =

90%
70%
40%

5-Jahres- 10%
Uberlebenszeit

Abb. 1.1 Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patientinnen mit MK in Abhéingigkeit vom
Tumorstadium zum Zeitpunkt der Erstdiagnose. Die 5-Jahres-Uberlebenszeit féllt von 70-90%
in Frithstadien auf 10-40% in Spétstadien.

Risikofaktoren fiir das Entstehen eines MK sind v.a. das Vorkommen von MK in der
nahen Verwandtschaft, das Vorkommen anderer Tumore, eine spite Schwangerschaft
bzw. Nulliparitdt, Adipositas und eine epitheliale Hyperplasie des Brustdriisengewebes
(Maass, 1994; Willett et al., 2000).

Nur etwa 15% aller MK sind assoziiert mit familidrer Haufung. Bei 0,3-0,4% aller
Frauen bestehen dominante, hoch-penetrante (30-70% Penetranz) Genmutationen, die

zur Entwicklung eines MK meist schon vor dem 30. Lebensjahr fiihrt. Zwei Gene sind
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bisher von Bedeutung, BRCA-1 (auf Chromosom 17) und BRCA-2 (auf Chromosom
13).

1.1.2 Prognosefaktoren des Mammakarzinoms

Definition: Prognosefaktoren lassen den Verlauf des Patienten unter gegebenen
Sandardtherapieverfahren mit einer definierten Wahrscheinlichkeit vorhersagen.
Gegenwirtig werden nodalnegative MK  iibertherapiert. Nur etwa 20-30% aller
nodalnegativen MK entwickeln liber 5 Jahre eine Progression, jedoch 60-80% der
nodalnegativen Patientinnen, selektiert nach NIH oder St. Gallen Kriterien, erhalten eine
Chemotherapie. Diese ist teuer, hat Nebenwirkungen und verursacht auch Spitschiden
(Zweitkarzinome durch Chemotherapie).

Klinische, klinisch-chemische, morphologische und molekulare Marker im Tumor, die
mit dem Patientenverlauf bei Patientinnen mit MK korrelieren, werden seit Jahrzehnten
gesucht und angewendet. Etablierte Faktoren sind der Prognosefaktor ,,Chirurg™ zur
Erzielung tumorfreier Resektionsrdnder und geringer perioperativer Streuung von
Tumorzellen, der TNM-Status, Tumorgrading und eine Reihe von Biomarkern:
Hormonrezeptoren ER/PR, Her2 Amplifikation, Urokinase-Typ Plasminogen-
Aktivator/-Inhibitor/-Rezeptor (uPA/PAI/uPAR), Parathyroid Hormone-related Protein
(PTHrP), Bone-Sialoprotein (BSP), Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), Zyklin D und
E, Kathepsin D, mutiertes p53, angiogene Faktoren (z.B. VEGF), um nur einige zu
nennen. Der Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark hat auch
prognostische Bedeutung erlangt und wird in einigen Zentren durchgefiihrt (Braun et al.,
2001).

Im folgenden werden solche prognostische Faktoren ndher erldutert, die auch in der

vorliegenden Promotion analysiert und ausgewertet wurde.

TNM-Klassifikation

Die Grosse eines Karzinoms (T) und das Ausmass der axilliren Lymphknoten-
beteiligung (N) und Fernmetastasierung (M) sind sehr wichtige, unabhingig und additiv
wirkende Prognosefaktoren (TNM-Klassifikation siche Anhang). Die Tumorausbreitung
(Stadium) ist fiir die Therapie und Prognose der meisten MK wichtiger als der Tumortyp

oder der Differenzierungsgrad.
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Tumordurchmesser (kritisches Tumorvolumen), Beginn und Ausmass der axilldren und
himatogenen Metastasierung korrelieren negativ mit den Uberlebensraten (Koscielny et
al., 1984).

Patientinnen mit axilliren Lymphknotenmetastasen haben ein hohes Risiko,
Fernmetastasen zu entwickeln, obwohl der Lokaltumor komplett entfernt wurde.
Lokalrezidive eines MK sind wiederum in 90% mit Fernmetastasen assoziiert.

Aus prospektiven Langzeitstudien ist bekannt, dass nur etwa 25% der Patientinnen ohne
Lymphknotenbeteiligung innerhalb von 5 Jahren Rezidive erfahren (Clark et al., 1989),
wihrend es in der nodalpositiven Gruppe 75% sind.

Idealerweise sollten nur diese Patientinnen eine adjuvante Chemotherapie erhalten und

mit Hilfe prognostischer Faktoren akkurater identifiziert werden.

Tumor histologie und —differenzierung
Die beiden hidufigsten histologischen Typen des MK, das invasive duktale und das
infiltrierende lobuldre Karzinom, weisen dhnliche Prognosen auf (Tab.1.2) und

unterscheiden sich von histologischen Sonderformen, die zusammen jedoch weniger als

10% der MK ausmachen.
Mammakarzinom 10-Jahres-Uberlebensrate

Histologischer Typ
Invasiv duktal 30%
Infiltrierend lobuldr 35%
Medullér 60%
Muzinds 60%
Papillér 65%
Tubular 65%

Tab. 1.2 10-Jahres-Uberlebensrate der histologischen Typen
des MK
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Tumordifferenzierungsgrad

Fiir die Bestimmung des Malignititsgrades (Differenzierungsgrad) wird eine von der
WHO empfohlene Einteilung nach Scarff, Bloom und Richardson empfohlen. Sie
umfasst den Grad der tubuldren Differenzierung, der Kernpolymorphie und die
Mitosezahl. Fiir jedes Kriterium gibt es eine Dreipunkteskala. Die Zahl der Punkte wird
in einem Score zusammengefasst und in drei Grade eingeteilt. Tumore mit dem
Malignititsgrad 1 haben eine deutlich hdhere 5-Jahres-Uberlebenszeit als die Grade 2
und 3. Der Wert der Grade-Einteilung fiir die Einschitzung der Prognose des einzelnen
Falles wird jedoch durch die subjektiven Bewertungsmapstébe eingeschrankt und bedarf
mehr objektiver standardisierter Messmethoden oder Biomarker, die mit dem
Tumordifferenzierungsgrad korrelieren.

Die Reproduzierbarkeit des histopathologischen Differenzierungsgrads soll 70 - 80%
betragen (Robbins et al., 1995; Theissig et al., 1990).

Aus den Faktoren Differenzierungsgrad (Score 1,2,3), Lymphknotenstatus (pNO=1, pN+
in Level 1=2, pN+ in Level 2=3) und Tumorgrdsse (maximaler invasiver Teil in cm)
wurde der prognostische Nottingham Index (NPI) gebildet, der besser als Einzelfaktoren
die Prognose beurteilen ldsst, wobei Alter und Hormonrezeptor (HR) -Status das

Resultat nicht beeinflussen (Galea et al., 1992).

Hormonrezeptor Status

Der HR-Status (Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren in den
Tumorzellkernen) ist sowohl fiir die Prognoseeinschitzung als auch fiir die
Therapieplanung von Bedeutung (prognostischer und pradiktiver Faktor) (Maass und
Jonat, 1983). Das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben werden durch den
HR-Status entscheidend definiert. HR-Positivitdt weist auf eine gute Prognose hin. Das
Gesamtiiberleben HR-positiver MK wurde insgesamt mit 90%, das HR-negativer MK
mit etwa 60% beschrieben (Reiner et al., 1988). Durch die Therapiemoglichkeit mit
Hormonantagonisten wurde die Uberlebenszeit HR-positiver Tumore zusitzlich
signifikant verbessert. HR-negative Tumore sind in der Mehrzahl Her2-positiv und
weisen eine schlechtere histologische Differenzierung auf.

Die Analyse des HR-Status erfolgt in der diagnostischen Routine vorwiegend mittels

Immunhistochemie (IHC) und semiquantitativer Bewertung. Nur in wenigen Laboren
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werden quantitative ELISAs oder Bioassays durchgefiihrt, da dafiir grossere Mengen an
frischem Gewebe bendtigt werden.

P53

Mehr als 50% aller Malignome weisen Mutationen im p53-Gen auf, das damit eine
wichtige Rolle in der Karzinogenese spielt (Lane, 1992, Levine et al., 1991). Seine
prognostische Bedeutung fiir das MK wurde sehr widerspriichlich beschrieben. In den
meisten Studien konnte gezeigt werden, dass mutiertes p53 kein unabhingiger
prognostischer Faktor ist (Pietilainen et al., 1995).

P53 ist ein Tumorsuppressorgen und die Funktion des Proteins (Tetramer) ist sehr
vielfaltig. Als Trankriptionsfaktor (Levine et al., 1994) aktiviert p53-Gene wie APAF-
1, Bax, p21V4!, Fas/CD95, Gadd45, IGF-BP-3, PIG3, 14-3-3c und Poly (ADP-ribose)
polymerase (Hermekin et al., 1997; Miyashita et al., 1994a; Owen-Scaub et al., 1995;
Zhan et al.,, 1998). P53 induziert die Transkription des GIl-zyklinabhidngigen
Kinaseinhibitors, der den Ubertritt in die S-Phase inhibiert (Dotto, 2000). Andere Gene,
wie z.B. bcl2, werden durch p53 reprimiert. Transkriptions-unabhidngige Funktionen
wurden ebenfalls charakterisiert (Canman et al., 1998; Miyashita et al., 1994b; Zhou
etal., 1999). Uber Signalkaskaden trigt p53 wesentlich zur Erhaltung der genomischen
Stabilitdt und zum Arrest des Zellzyklus in G1 und G2/M fiir DNA-Reparatur und/oder
zur Apoptose von Zellen mit fehlerhafter DNA-Replikation bei. Es dient in normalen
Zellen als ,,Gatekeeper* und wird aktiviert durch Zellstress, z.B. Bestrahlung, Mutagene
und Hypoxie (Lane, 1992). P53 wird inaktiviert durch Bindung an mdm?2 und Abbau im
Proteasom der Zellen. Normales p53 wird schnell eliminiert und ist daher
immunhistologisch in Gewebeschnitten normaler Zellen nicht nachweisbar. Mutiertes
p53-Protein akkumuliert in der Zelle, hat eine erhohte Halbwertszeit, ist jedoch meist
funktionslos. Daher sind Tumorzellen in der IHC oft positiv gefarbt, was zum Nachweis
einer p53-Mutation genutzt wird. Sequenzierungen des Gens sind zum Nachweis von
Mutationen jedoch zuverldssiger.

P53-Mutationen im Tumor wurden mit Therapieresistenz assoziiert (Lowe et al., 1993).
In kolorektalen Karzinomen waren p53-Mutationen pradiktiv fiir ein schlechtes
Ansprechen (,,response®) gegeniiber einer 5-FU basierten Chemotherapie (Ahnen et al.,
1998; Lenz et al., 1998a). Andere Studien hingegen konnten keinen Zusammenhang
zwischen p53-Expression und einem Ansprechen auf eine 5-FU-Therapie aufzeigen

(Cascinu et al., 2000; Yeh et al., 1999). Paradiso et al. (2000) konnte zeigen, dass p53
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alleine keine pradiktive Aussage zum Ansprechen auf eine Methotrexat/5-FU-
Behandlung kolorektaler Karzinome hat, jedoch in Kombination mit erhéhter TS-
Expression. P53-Mutation zusammen mit hoher TS-Expression ergab Ansprechraten
von 7%, ohne hohe TS-Expression hingegen von 46%. Longley et al. (2002) fanden,
dass eine induzierbare TS-Expression als Folge einer Antifolat-Therapie sowohl das

p53-Gen als auch dessen Zielgene in vitro moduliert.

Bcl2

Bcl2 spielt bei der Regulation der Apoptose eine Rolle. Gemeinsam mit bcl-x1 hemmt es
die Apoptose von Zellen und ist damit ein Gegenspieler von bax und bcl-xs. Bel2 hilt
die Membranen von Mitochondrien intakt und verhindert die Freisetzung von
Cytochrom C in das Zytoplasma, was mit beginnender Apoptose einhergeht.

Erhohte bel2-Expression in MK wurde mit guter Prognose assoziiert und korrelierte
positiv mit anderen Parametern guter Prognose wie positivem HR-Status, kleiner
Tumorgrosse und niedrigem Tumordifferenzierungsgrad (Kymionis et al., 2001).

Itaya et al. (1999) fanden keine signifikante Korrelation zwischen bcl2 und dem
Tumorwachstum unter Therapie. Haufig werden Ratios von Bcl2 und bax gebildet, die

die Regulation der Apoptose besser widerspiegeln als die Einzelmarker (Schiller et al.,

2002).

Her2

Her2 (C-Erb B-2) gehort zur Familie der EGF (,,Epidermal Growth Factor)-
Rezeptoren. Das Gen kodiert ein transmembranes Glykoprotein Her2, das aus einer
intrazelluldren Tyrosinkinase Doméne und einer extrazelluliren Komponente besteht.
Her2 ist ein Rezeptor fiir wachstumsfordernde Liganden, die zur Autophosphorylierung
von Her2 an der intrazelluliren Doméine und Heterodimerbildung mit dem EGF1-
Rezeptor (Herl), Her3 und/oder 4 mit Beschleunigung der Phosphorylierung fiihren.
Aktiviertes Her2 induziert eine proliferationsfordernde Signalkaskade in der Zelle unter
Einbeziehung von Ras und MAP-kinasen. Her2 fordert auch Angiogenese und Resistenz
der Zelle gegeniiber Apoptose.

Das Her2-Gen ist in MK hiufig amplifiziert (etwa 25% aller primédrer MK), was mit

einer entsprechenden Proteinerh6hung und Funktionsverstirkung einhergeht. Her2-
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positive und nodalpositive MK haben eine schlechtere Prognose als Her2-negative

(Pegram et al., 1998; Slamon et al., 1987, 1989).

Goldstandard fiir den Nachweis einer Her2-Genamplifikation ist die FISH-Technologie.
Die Analyse mit IHC ist preiswerter und weist den erhdhten Proteinspiegel in der Zelle
nach, die nicht immer mit einer Genamplifikation korreliert, bedingt durch Artefakte in
der IHC und/oder transkriptionelle Induktionen der Genexpression. IHC 3+ und FISH-
Positivitit korrelieren sehr gut, nur 20-30% der IHC 2+ positiven Tumore sind auch
FISH-positiv. Her2-positive MK (FISH + oder IHC 2+ und 3+) kénnen mit Herceptin®
behandelt werden, einem monoklonalen humanisierten therapeutischen Antikorper, der
gegen Her2 gerichtet ist (Slamon et al., 1998; Tan-Chiu und Piccart, 2002).

Die Her2-Bestimmung im Serum mittels ELISA  wird ebenfalls fiir

Prognoseabschitzungen und Verlaufskontrolle der Therapie angeboten (Vetter, 2002).

MiB1 (Ki-67)

Selektive Indikatoren der Zellproliferation sind p345 (Ki-67, MiBl1), pl70
(Topoisomerase Ila) und pl00 (S-Phase-Protein) (Ubersicht bei Parwaresch und
Rudolph, 1996). P345 und p170 sind in allen Phasen des Zellzyklus ausser in GO
hochreguliert, p100 mehr spezifisch nur in den S-/M-Phasen. P345 ist ein Nicht-Histon
Protein mit noch unklarer Funktion, das fiir die Zellproliferation essentiell zu sein
scheint und wird auch schlechthin das ,,Proliferationsantigen* genannt. Es kann mit dem
monoklonalen Antikdrper Ki-67 in Frischgewebe und mit MiB1 oder Ki-S5 in
Paraffingewebe nachgewiesen werden. Topoisomerase Ila kontrolliert G2 und kann mit
den Antikorpern Ki-S1,-4,-6,-7 und -8 detektiert werden. Nachteil von p345 und Topo
Ila ist, dass sie auch in der G1-Phase exprimiert werden. Zellen in der G1 Phase
schreiten nicht immer im Zellzyklus voran, bleiben dort oder gehen z.T. in Apoptose.
P100 wird durch Ki-S2 angezeigt und ist spezifischer fiir die S- und M-Phasen des
Zellzyklus. Der Nachweis der Zellproliferationsantigene erfolgt immunhistologisch oder
immunzytochemisch mittels Flowzytometrie. MiB1 wurde in zahlreichen Studien mit
hohem mitotischem Index, hohem Differenzierungsgrad und schlechter Prognose von

MK assoziiert (Weidner et al., 1994).
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1.1.3 Pradiktive Faktoren beim Mammakar zinom

Definition: Préadiktive Faktoren lassen das Ansprechen eines Patienten auf eine
spezifische Mono- oder Kombinationstherapie mit einer definierten Wahrscheinlichkeit
vor hersagen.

Man unterscheidet einerseits Faktoren fiir die Vorhersage der Effizienz und andererseits
fiir die Vorhersage der Nebenwirkungen. Mit Hilfe von pradiktiven
Faktoren/Biomarkern lisst sich eine mehr individuell zugeschnittene Therapie fiir den
jeweiligen Patienten aussuchen (Kim, 2003).

Molekulare Ursachen fiir Therapieresistenz und Nebenwirkungen werden zunehmend
verstanden und Biomarker werden identifiziert, mit denen Vorhersagen besser getroffen
und individuelle Therapieempfehlungen abgeleitet werden konnen. Bedeutung fiir
Therapieentscheidungen im Routinealltag haben bisher nur HR- und Her2-Expression
bei MK erreicht. Biomarker konnen schlechte prognostische Faktoren darstellen und
gute pradiktive Marker sein (Beispiel Her2) oder gute prognostische Faktoren und gute
pradiktive Marker sein (Beispiel ER/PR-Expression), da diese Biomarker gleichzeitig
auch das Ziel von zwei wichtigen Standardtherapien darstellen - Herceptin® und
Tamoxifen. Die Analyse des ,target“-Molekiils (Zielmolekiils) im Tumor und die
daraus resultierende Selektion der Patienten fiir die eine oder andere Therapie resultiert
in verbesserten Ansprechraten und Uberlebenszeiten. Dennoch ist der Anteil von
Therapieversagern (,,non-responder) bei Monotherapie noch sehr hoch, z.B. 40-60%
bei Tamoxifen, 70-80% bei Herceptin® (Freebairn et al., 2001; Haskell und Casciato,
2000).

Die Expression des ,targets“ eines Medikaments kann mit dem Ansprechen auf das
Medikament korrelieren, in vielen Féllen gibt es jedoch keine Korrelation.

Im Stadium der Forschung befinden sich zahlreiche weitere Einzelmarker sowie
Markerprofile, analysiert mit Microarray Technologien. Zur Verbesserung der
Selektionsschérfe von Patienten bedarf es der Analyse von Markerprofilen, die wichtige
Signalwege in Richtung Apoptose einbeziechen und die Resistenz von Tumoren
gegeniiber Therapie wesentlich breiter umfassen als die Bestimmung der ,target®-
Expression alleine.

Semiquantitative/quantitative diagnostische Methoden der Markerbestimmung im
Tumor erlauben mit hoher Wahrscheinlichkeit eine akkuratere Patientenselektion als

qualitative Methoden.
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1.1.3 Therapiedesfrihen Mammakarzinoms

MK wird heute als systemische Erkrankung mit lokaler Komponente angesehen und
auch als solche therapiert. Daher werden eine lokoregionale (chirurgische und
strahlentherapeutische) und eine systemische Therapie unterschieden.

Eine ausreichende Lokaltherapie mit tumorfreien Absetzungsrandern steht im Zentrum
der Behandlung. Sie kann bereits mehr als 50% aller Patientinnen Heilung bringen.
Segmentektomie (weite Exzision), Segmentektomie mit Bestrahlung und/oder
Tamoxifen-Behandlung und die Mastektomie (mit oder ohne Bestrahlung) stehen zur
Auswahl.

Zwei wesentliche Konferenzen haben, basierend auf Metaanalysen, zur
Konsensusbildung hinsichtlich adjuvanter systemischer Therapie des MK beigetragen:
-Konsensuskonferenz an den National Institutes of Health (2000)

-Konferenz in St.Gallen (2001).

Danach werden Patientinnen mit geringem Risiko und sonstige Patientinnen (mit
mittlerem und hohem Risiko) definiert. MK mit geringem Risiko werden nicht mit
systemischer adjuvanter Therapie behandelt oder maximal mit Tamoxifen und sind
definiert durch Tumorgrésse < 2cm, positivem Ostrogen- und Progesteron-
Rezeptorstatus (ER- und PR-Status), histologischem Grad 1, negativem Nodalstatus und
Alter > 35 Jahre.

Die Einbeziehung der Zahl der positiven Lymphknoten wird nicht mehr empfohlen.
Patientinnen mit mehr als einem dieser Risikofaktoren erhalten nach diesen neuen
Empfehlungen eine Therapie wie dargestellt in Tab. 1.3 und 1.4 (Eidtmann und Jonat,
2002).

Status ER und/oder PR positiv
Nodalnegativ | Nodalpositiv
Pramenopause LHRH-Analoga oder

LHRH-Analoga + Tamoxifen oder
Chemotherapie + Tamoxifen oder
BELIEBIGE KOMBINATION

Postmenopause Tamoxifen oder Chemotherapie + Tamoxifen
Chemotherapie + Tamoxifen

Tab. 1.3 Adjuvante Therapie von Patientinnen mit méssigem bis hohem Risiko und Hormon-
Rezeptor-positivem Tumor.
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Status ER und/oder PR negativ
Nodalnegativ | Nodalpositiv
Pramenopause Chemotherapie
Und
Postmenopause

Tab. 1.4 Adjuvante Therapie von Patientinnen mit méssigem bis hohem Risiko und Hormon-
Rezeptor-negativen Tumor.

1.1.3.1Endokrine Therapie

Tamoxifen, ein selektiver  Ostrogenrezeptor-Modulator ~(SERM) ist das
meistverschriebene Medikament bei MK. Seine Verwendung bei Brustkrebs wurde von
einer ,,first-line* Medikation bei fortgeschrittenem Stadium mit Metastasen (Bezwoda et
al., 1991) zur adjuvanten (EBCTCG, 1992, 2001) und sogar praventiven Applikation bei
Risikopatientinnen erweitert (Powles, 2002; Wickerham, 2002). Tamoxifen erzielt bei
HR-positiven MK nach 5 Jahren eine Reduktion der Brustkrebs-bezogenen Mortalitit
um 4% und nach 15 Jahren um 9% (Minckwitz und Kaufmann, 2002), eine
Kombination mit Chemotherapie erh6ht die Effektivitit. Die EBCTCG (2001) wies fiir
Frauen mit adjuvanter 5-jihriger Tamoxifen-Therapie einen Uberlebensvorteil von
10,9% fiir nodalpositive und von 5,6% fiir nodalnegative frithe MK nach, unabhéngig
von anderen Patientinnencharakteristika oder Therapieformen. GnRH-Analoga bei
pramenopausalen Frauen zur Ovarialsuppression (Goserelin, Zoladex®) wurden in der
ZEBRA-Studie getestet: zweijdhrige Goserelin-Therapie im Vergleich mit 6 Zyklen
CMF (Cyclophosphamid/ Methotrexat/ 5-Fluorouracil) bei prdmenopausalen MK.
Goserelin bei HR-positiven Tumoren war bezogen auf das rezidivfreie Uberleben im
Vergleich zu CMF gleichwertig. In anderen Studien war Goserelin sogar iiberlegen. Die
Kombination von Ovarialsuppression und Tamoxifen stellt eine Optimierung der
endokrinen Therapie dar und ist einer CMF-Therapie wahrscheinlich iiberlegen.
Anastrozol (Arimidex®) ist ein neuer Aromatasehemmstoff und hat sich in klinischen
Studien bewédhrt. Es wird Tamoxifen aus der adjuvanten Therapie verdringen (ATAC
Trialists Group, 2001).

Ferner stehen flir die Therapie des MK Aromatase-Inaktivatoren wie Formestan und

Progesterone wie Megestrolacetat zur Verfiigung (Mutschler, 1996; Sayer et. al., 2002).
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1.1.3.2 Chemotherapie

In der Regel werden mittels Chemotherapie nicht einzelne Substanzen verabreicht
sondern Kombinationen als Polychemotherapie, die entweder ein Anthrazyklin oder ein
Taxan enthalten. Folgende Studienergebnisse lassen sich zusammenfassen:
Polychemotherapie fiihrt nach 10 Jahren zu einem Uberlebensvorteil von 4,4% und nach
15 Jahren von 3,7%, zu einer Senkung des Rezidivrisikos nach 10 Jahren um 6,4% und
nach 15 Jahren um 7,3% mit grosster Reduktion bei Frauen unter 40 Jahren. Grosster
Uberlebensvorteil (11,3%) wird bei nodalpositiven Frauen unter 50 Jahren erreicht.

Eine adjuvante Polychemotherapie reduziert das Risiko eines Wiederauftretens des MK
in Form eines Lokalrezidivs, kontralateralen MK oder von Fernmetastasen in den ersten
5 Jahren um 35% bei Frauen unter 50 Jahren und um 20% bei Frauen iiber 50 Jahren
(EBCTCG, 1998a). Die Mortalitdt sinkt jeweils um 27% bzw. 11%. Die 10-Jahres-
Uberlebensraten verbessern sich fiir Frauen unter 50 Jahren auf 7-11% und auf 2-3%
bei Frauen iiber 50 Jahren, abhidngig vom Befall der regionalen Lymphknoten bei
Erstdiagnose (EBCTCG, 2002b).

Geringgradig hoherer aber signifikanter Effekt entsteht mit Anthrazyklin-haltigen
Schemata (Reduktion der Todesfille um 15,7%) im Vergleich zu CMF
(Cyclophosphamid/ Methotrexat/ 5-Fluorouracil). Langzeittoxizitdt ist noch nicht
ausreichend dokumentiert. Anthrazykline werden im FAC- (5-FU/ Doxorubicin/
Cyclophosphamid) oder FEC- (5-FU/ Epirubicin/ Cyclophosphamid) Kombinationen
eingesetzt.

CMF sollte nach heutigen Empfehlungen bei Patientinnen mit niedrigerem
Rezidivrisiko eingesetzt werden (z.B. bei Wahrscheinlichkeit eines krankheitsfreien
Uberlebens > 70% innerhalb von 10 Jahren) oder bei reduziertem Allgemeinzustand.
Cyclophosphamid ist eine Stickstoff-Lost-verbindung und zdhlt zu den Nukleinsdure-
alkylantien, welche als ,Radiomimetika®“ in jeder Phase des Zellzyklus
(phasenunspezifisch) interferrieren. Als ,,prodrug® wird es in der Leber durch
Zytochrom P450 oxidiert und aktiviert. Der zytotoxische Effekt macht sich nur wahrend
der DNA-Synthese, der Replikation, sowie der Transkription bemerkbar. Durch
Alkylierung von Nukleinsduren (DNA, RNA) kommt es zu verschiedenen
Verdnderungen wie abnormer Basenpaarung, Vernetzung von DNA- bzw. RNA-

Strangen, Strangbriichen und Imidazolringspaltung.
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5-Fluorouracil (5-FU), ein Fluoropyrimidin und Antimetabolit, wird seit mehr als 40
Jahren als Therapeutikum bei zahlreichen malignen Tumoren, u.a. beim MK, eingesetzt.
Obwohl 5-FU als Monotherapie nur eine Ansprechrate um 10-15% hat, bleibt es noch
Standardtherapie bei kolorektalen Karzinomen (Moertel, 1994), wird aber zunehmend
mit Oxaliplatin und Irinotecan kombiniert. Zur Wirkungsweise von 5-FU siehe Kapitel
1.2.1.

Versuche, die Wirksamkeit und Vertraglichkeit der Fluoropyrimidine zu verbessern,
haben zu der Entwicklung von Capecitabin (Xeloda®) gefiihrt. Capecitabin ist ein oral
verfiigbares ,,prodrug® von 5-FU, welches in der Leber metabolisiert und bevorzugt in
Tumorzellen zum eigentlichen Wirkstoff 5-FU umgewandelt wird. Damit steigt die
Vertraglichkeit und die Therapie ist etwas effizienter. Xeloda hat in einer Studie in
Kombination mit Taxol bei metastasierten MK einen Uberlebensvorteil von 3 Monaten
gezeigt und ist damit dem 5-FU in der Kombination {iberlegen.

Methotrexat (MTX) ist ein Folsdureantagonist und Antimetabolit, welches
Dihydrofolsdure vom Enzym Dihydrofolatreduktase kompetitiv verdrangt und zudem
das Enzym hemmt. Da Tetrahydrofolséure, ein Substrat der Purinnukleotidsynthese,
demzufolge fehlt, ist die DNA-/RNA-Synthese in der S-Phase vermindert. MTX besitzt
eine hohe Toxizitdt mit ausgeprigten Nebenwirkungen (in Knochenmark, Leber und
Mukosa). Zytostatische Wirkung und Nebenwirkungen konnen mit dem Antidot
Tetrahydrofolsdure (,,Leucovorin®-Rescue*) vollstindig aufgehoben werden.

Ferner eingesetzt werden mikrotubuldre Inhibitoren wie Vinblastin und Taxane.

Trotz adjuvanter Therapie gehen etwa noch ein Drittel aller nodalnegativen und mehr

als die Haélfte aller nodalpositiven MK in eine Progression (Valagussa et al., 1978).
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1.1.3.3 Neue therapeutische Anséitze bei MK

Mehr als 100 neue Substanzen sind zur Therapie des MK in klinischer Entwicklung. Es
sind vorwiegend Verbindungen, die einzelne dysregulierte Molekiile als Ziel attackieren
(,,tumor targeting®). Solche dysregulierten Molekiile spielen im Zellzyklus, der
Apoptoseregulation, der Adhisions- und Migrationsregulation von Zellen, der
Stromaregulation, der Angiogenese und in einer Reihe anderer Stoffwechselwege eine
Rolle. Neuere Substanzen sind spezifische humanisierte monoklonale Antikorper,
niedermolekulare Substanzen, in Liposomen verpackte Molekiile, Gentherapie und
Vakzine, die dysregulierte Molekiile im Tumor neutralisieren, wieder normalisieren
oder die korpereigene Immunabwehr induzieren. Haufige Ziele sind Her 1-4 (Familie
der EGF-Rezeptoren), Tumorsuppressorgene wie p53, Retinoblastomgen, Onkogene
wie Ras, Myc und Myb, Proliferationsgene wie PCNA, MiB, Topoisomerasen 1/2 und
Zykline, Stromaproteinasen wie Matrix-Metalloproteinasen und entsprechende
Inhibitoren, Apoptose beeinflussende Molekiile wie bcl2, bax, NFKB und NFKB-I und
eine Reihe angiogener Faktoren wie VEGF, Angiogenin und deren, u.a.

Erwartet wird ein Durchbruch in der Tumortherapie mit hoheren Effizienzen und
weniger Nebenwirkungen.

Iressa® und Tarceva®  (beide Inhibitoren des EGFI1-R), Zarnestra®
(Farnesyltransferaseinhibitor fiir das Ras Onkogen), Genasense® (bcl2 anti-sense
RNA), Advexin® (p53-Gentherapie), = RB94® (Retinoblastoma Gentherapie),
Avastin® (VEGF-Inhibitor), Angiozyme® (Angiogenin Katabolisation), Glivec® (bcl-
abl Inhibitor) und AG 3340® (Matrix-Metalloproteinaseinhibitor) sind einige Beispiele
solcher neuer Therapieansitze in der klinischen Entwicklung.

Da solche gewdhlten ,targets* fiir neue Substanzen immer nur in einem mehr oder
weniger kleinem Teil der Tumore dysreguliert sind und individuelle
Tumoreigenschaften darstellen, wird eine Patientenselektion nach molekularen Markern
mit pradiktiven Diagnostika (auch genannt ,,Theranostika®) Voraussetzung werden, um
ausreichende Effizienzen zu erreichen (Crafts-Lighty, 2000). Gegenwértige
Therapieentscheidungen in der Onkologie werden ,evidence based” getroffen.
»Evidence™ wird geliefert durch Ergebnisse randomisierter prospektiver Studien mit
Medikamenten, die an kaum selektierten Patienten durchgefiihrt werden. Patienten fiir

Medikamentenstudien werden gegenwiértig bestenfalls nur nach Tumorlokalisation und
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Stadium selektiert, nicht nach molekularen Tumorcharakteristika (Abb. 1.2).

Ausnahmen waren Studien mit Herceptin® und Tamoxifen.

4a

4b
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Therapieselektion nach molekularem Profil

Abb. 1.2 Molekulare Markerprofile: Unterscheidung von Patienten-Subgruppen mit
unterschiedlichem Verlauf.

Gegenwartige klinische Studien mit Medikamenten resultieren in durchschnittlichen
Uberlebenskurven (4a). Individuelle molekulare Markerprofile (4b) lassen in Zukunft die
Unterscheidung von Patientensubgruppen mit unterschiedlichen Prognosen (4c) und
unterschiedlichem Ansprechen auf Therapie sowie die Selektion der fiir den jeweiligen
Patienten passenden Therapieoption zu (4d).

Absehbarer Trend fiir die Tumortherapie wird eine engere Verbindung von Diagnostika
und Therapeutika, was zu individuell zugeschnittenen Selektionen und Kombinationen
von Medikamente flihren wird. Priadiktive diagnostische Teste mit relevanten
Biomarkern lassen ,,responder* selektieren und die Effizienz von Therapeutika erhdhen
(Abb. 1.3).

Gegenwartig liefern komplexe Profilanalysen von Markern auf Chips noch wenig
reproduzierbare Daten und die Analyse von Einzelmarkern und kleinen Markerprofilen
steht noch im Fokus. Technologien, die solche Analysen im Tumor reproduzierbar
moglich machen, sind im Aufbau (z.B. Laser-Capture Mikrodissektion von Zellen mit

quantitativer PCR-Analyse von Markern auf kommerziell verfiigbaren Gerétesystemen).
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Abb. 1.3 Zukunft: Individuelle Medizin
Von ,,Probiere und versuche® (,,trial and error) zu individuellem rationalem Verschreiben der
richtigen Medizin fiir den einzelnen Patienten.

1.2  Wirkmechanismusvon 5-FU und Bedeutung der Enzyme
Thymidinphosphorylase, Dihydropyrimidindehydr ogenase und
Thymidylatsynthase

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Priddiktion des Ansprechens von MK
auf 5-FU, eines der immer noch am hiufigsten verwendeten Chemotherapeutika in der
Onkologie. Als neue préadiktive Biomarker wurden drei Enzyme getestet, die im
Metabolismus und bei der Wirkung des 5-FU eine entscheidende Rolle spielen:
Thymidinphosphorylase ~ (TP), = Dihydropyrimidindehydrogenase =~ (DPD)  und
Thymidylatsynthase (TS). Sie sind in zahlreichen Publikationen mit der Resistenz
gegeniiber 5-FU in Zusammenhang gebracht worden. Tumore von MK Patientinnen
wurden nach chirurgischer Resektion vor adjuvanter Therapie mit zwei verschiedenen
Technologien der Enzymanalytik untersucht und die Ergebnisse wurden mit dem
Ansprechen auf Therapie und mit dem klinischen Verlauf der Patientinnen korreliert.

Klinisch prognostische Parameter (TNM Status) und bekannte prognostische Marker
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(HR Status, p53, bcl2, Her2 und MiB1) wurden ebenfalls bestimmt und mit dem

klinischen Patientenverlauf korreliert.

1.2.1 Wirkungvon 5-FU

5-FU ist ein Uracil-Analogon mit einem Fluoratom statt eines Wasserstoffatoms an der
C5-Position. 5-FU wird intrazelluldr u.a. von TP in mehrere aktive Metabolite
umgewandelt: Fluoro-Desoxyuridinmonophosphat (FAUMP), Fluoro-
Desoxyuridintriphophat (FAUTP) und Fluoro-Uridintriphosphat (FUTP). Diese aktiven
Metaboliten hemmen das Enzym TS und storen die DNA- und RNA-Synthese. 5-FU
wird {iber das Enzym DPD katabolisiert und inaktiviert.

Somit spielen drei wichtige Enzyme bei der Wirkung von 5-FU eine Rolle: TP, DPD
und TS. Diese haben eine potentielle prddiktive Bedeutung zur Vorhersage einer
Therapieeffizienz mit 5-FU und auch zur Vorhersage von Nebenwirkungen (Abb. 1.4a

und b).

Thymidylat- Depletion DNA Synthese
N e |IB
Inhzigliltjon Einzelstrangbriche Inhibition
proliferation @ % g)'/\lnﬁhese
m RNA Transkription
TPl % f RNA Prozessierung
o b0 —» 3
Inhibition
RNA
Katabolismus Prozessierung
Protein Translation

Hydrierte Abbauprodukte

Abb. 1.4a Wirkungsweise von 5-Fluorouracil
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Abb. 1.4b Enzymkaskaden der 5-Fluorouracil Wirkung (siche auch Abkiirzungsverzeichnis)

1.2.2 Thymidinphosphorylase

Das Gen der Thymidinphosphorylase (TP) liegt auf Chromosom 22q13. Die mRNA hat
1449 Basenpaare und das Protein hat ein Molekulargewicht von 45 KD.

TP ist ein Enzym, das fiir die Nukleinsduresynthese in proliferierenden Zellen
notwendig ist und die reversible phosphorolytische Spaltung von Thymidin, 2-
Desoxyuridin und Uridin in ihre Basen und 2-Desoxyribose-1-phosphat (dR-1-P) bzw.
Ribose-1-phosphat katalysiert (Abb. 1.5). TP spielt eine essentielle Rolle im ,,thymidin
salvage pathway“, indem es Thymidin abbaut. Dadurch kann TP die Effekte von
Fluoropyrimidinen und folathaltigen TS-Inhibitoren wie Methotrexat modulieren (Rots
et al., 1999; Schornagel et al., 1984).

Die Aktivitit ist in allen Phasen des Zellzyklus konstant (Piper et al., 1980). TP ist in
verschiedenen Geweben im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert (Fox et al., 1995).
TP wurde auch bei einer Reihe von Malignomen erhéht im Plasma gefunden (Pauly et

al., 1977, 1978).
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Thymidin + Pi Thymin + dR-1-P
2-Desoxyuridin +Pi Uracil + dR-1-P
5-FUrd + Pi " 5-FU + R-1-P

- =
5-FUdR + Pi 5-FU + dR-1-P
5-DFUR + Pi 5-FU + 5-dR-1P

Abb. 1.5 Katalysierte Reaktionen von Thymidinphosphorylase (TP); adaptiert nach
Ackland und Peters (1999). Sieche Abkiirzungsverzeichnis.

TP-Expression wird induziert durch Hypoxie, niedrige pH-Werte, Zytokine (IL-1, IL-2,
TNF-oo und Interferone), Rontgenstrahlen oder Chemotherapeutika wie Paclitaxel,
Docetaxel, Mitomycin C und Cyclophospamid (Endo et al., 1999; Sawada et al., 1999).
TP wird in Normal- und in Tumorgewebe exprimiert. In bestimmten Tumortypen ist die
TP um ein Vielfaches hoher verglichen mit umgebendem Normalgewebe (Miwa et al.,
1998; O’Brien et al., 1995; Peters et al., 1999; Takebayashi et al., 1995, 1996).
Ausserdem war in der IHC der Prozentsatz positiver TP-Zellen bei fortgeschrittenen
Karzinomen deutlich hoher als in friihen Karzinomen. Patterson et al. (1995) fanden
hohere TP-Werte in MK verglichen mit normalem Brustgewebe.

Struktur und Funktion von TP sind identisch mit der des tumorassoziierten
Angiogenesefaktor sowie des Platelet Derived Endothelial Cell Growth Factor (PD-
ECGF) (Maghaddam et al., 1995; Miyadera et al., 1995; Moghaddam und Bicknell,
1992).

Damit ist TP ein wichtiger angiogenetischer Faktor, der wahrscheinlich {iber
chemotaktische und mitogene Stimulierung von Endothelzellen wirkt (Toi et al., 1996)
und die Invasion und Metastasierung von Malignomen fordert (Carmeliet und Jain,
2000; Ribatti et al., 1999).

Toi et al. (1995a) zeigten in der IHC, dass TP mit der Gefassdichte (microvessel

density) in MK assoziiert ist.
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Nach Kojima et al. (2002) sind in 132 untersuchten Adenokarzinomen der
Lunge/Stadium I die TP-Expression in Stromazellen (und nicht die in Tumorzellen)
ebenso wie die VEGF-Expression in Tumorzellen schlechte prognostische Faktoren. In
Tumoren konnte durch Einsatz von TP-Inhibitoren die Angiogenese gehemmt und der
Apoptoseindex erhoht werden (Matsushita et al., 1999). TP verhindert die Apoptose
von Tumorzellen, was fir ein schnelles, invasives Tumorwachstum und damit fiir eine
schlechte Prognose spricht (Kitazono et al., 1998; Matsuura et al., 1999).

TP-Analysen in Zervix-, Lungen-, Nieren-, Pankreas-, Leber- und Magen-Darm-
Karzinomen bestitigten eine positive Korrelation von hoher TP-Expression mit einer
schlechten Prognose (Imazano et al., 1997; Koukourakis et al., 1997, 1998; Metzger et
al., 1998; Miwa et al., 1998; Takao et al., 1998).

Die TP-Expression korrelierte auch positiv mit Expressionen von TS und VEGF sowie
mit anderen Prognosefaktoren wie Tumorstadium und -differenzierungsgrad.

Inwiefern hier auch die den Tumor umgebenden und infiltrierenden mononukleéren und
Stromazellen eine Rolle spielen, die teilweise eine sehr starke TP-Expression zeigen,
wurde in zahlreichen Studien untersucht und ergab widerspriichliche Ergebnisse
(Koukourakis et al., 1998; Maeda et al., 1996; Miwa et al., 1987; Takahashi et al.,
1996; Takebayashi et al., 1996).

TP scheint allerdings kein prognostischer Marker bei unbehandeltem MK zu sein und
korrelierte in einigen Studien nicht mit anderen prognostischen Parametern (Fox et al.,
1997; Kanzaki et al., 2002; Toi et al., 1995a). Verschiedene Brustkrebsstudien haben
aber ergeben, dass eine hohe TP-Expression moglicherweise ein guter pradiktiver

Marker fiir eine CMF-Therapie darstellt (Fox et al., 1997; Gasparini et al., 1999).

1.2.3 Dihydropyrimidindehydrogenase

Das DPD-Gen liegt auf Chromosom 1p22. Die mRNA besteht aus 3078 Basenpaaren
(23 Exons), das Protein aus zwei Untereinheiten mit jeweils 110 kDa.

DPD ist das initiale und geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der Reduktion von
Thymin und Uracil mit NADPH, als Co-Faktor und Wasserstoffdonor zu
Dihydrothymin  und  Dihydrouracil ~ (Abb. 1.6). DPD ist auch das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym beim Abbau von Fluoropyrimidinen wie 5-FU

(Naguib et al., 1985). DPD ist in den meisten normalen und malignen Geweben
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nachweisbar. Die hochste Konzentration von DPD wird in Lebergewebe und peripheren
Monozyten gefunden (Ho et al., 1986). 5-FU wird zu 80% in der Leber zu inaktiven
Metaboliten abgebaut.

DPD
Thymin (oder Uradl) —pe— Dihydropyrimidinela/
a

NADPH2 NADP ,
Katabolische Abbaupr odukte

DPD

5-Fluorouradl — FUH2, FUPA, FBAL
' %

NADPH2 NADP

Abb. 1.6 Von DPD katalysierte Reaktionen

Eine verminderte DPD-Aktivitit in der Leber kann zu schweren Nebenwirkungen bis
hin zu Todesfillen bei einer Therapie mit 5-FU fiihren (Diasio et al., 1988; Wei et al.,
1996).

Etwa 3-5% der Bevolkerung sollen heterozygot fiir eine von sehr vielen beschriebenen
Mutationen im DPD-Gen sein. Mehr als 20 Polymorphismen im DPD-Gen wurden
bisher beschrieben, wobei mehr als 9 davon mit verminderter Enzymaktivitit
einhergehen (Collie-Duguid et al., 2000; Gonzalez und Fernandez-Salguero, 1995; van
Kuilenburg, 1999; Milano und McLeod, 2000). Die aufgefiihrten Mutationen fiihren zu
einem partiellen oder totalen Verlust der DPD-Aktivitit (Abb. 1.7).
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(stop)
delTCAT (stop)
(295-298) 7037 delC1897 G2657A

G1003C/T G2983T

/
ol 1500 \ /| 2000 TAA
G1156T delExon14
(stop) (1741-1905)
FAD/FMN . . -
Lagevon NADPH Uracil/Thymin are-4S
Bindungsdoménen

Abb. 1.7 Haufige Mutationen im DPD-Gen
Die Lokalisation von Mutationen im Gen und ihr Bezug zu Genregionen mit wichtiger
Funktion sind angezeigt.

Goldstandard der DPD-Analyse ist die Aktivitdtsbestimmung, welche aufgrund der
geringen spezifischen Aktivitit des Enzyms sehr aufwendig ist und radiochemische
Methoden erfordert. Zunehmend werden Mutationsanalysen des DPD-Gens empfohlen,
um Tréger einer klinisch relevanten Mutation von einer 5-FU-Therapie auszusparen. Die
héufigste Mutation, die mit einer DPD-Defizienz und resultierender 5-FU-Toxizitét
einhergeht, ist eine G—A Mutation im Intron 14 der Splice-Donor-Region, die zu einer
Deletion des benachbarten Exons (delExon14) (Raida et al., 2001; Wei et al., 1996). Die
priatherapeutische Analyse der DNA peripherer mononukledrer weisser Blutzellen
(PBMNC) mittels PCR oder Sequenzierung zur Suche nach definierten Mutationen in
der DPD hilt bereits Einzug in die klinische Diagnostik. Ob die DNA-Analytik durch
mRNA- oder Proteinbestimmung der DPD in PBMNC ersetzt werden kann, bedarf
weiterer grosser Studien (Chazal et al., 1996; Fleming et al., 1992). Diese wiirden alle
Mutationen erfassen lassen, sofern diese immer mit Abfall der Transkription oder
Translation einhergehen, was aber nicht immer der Fall zu sein scheint. Auch ist unklar,
ob die Genexpression der DPD in PBMNC konkordant ist mit der Expression der DPD
in der Leber (andere Splice-Varianten, Leberzirrhose und Erndhrung beeinflussen
spezifisch die DPD-Aktivitét in der Leber, nicht in PBMNC). Die DPD-Expression

scheint einem zirkadianen Rhythmus zu unterliegen mit Einfluss auf die
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Pharmakodynamik und -kinetik von 5-FU (McLeod et al., 1998; Milano und McLeod,
2000). Unklar ist noch, welchen Einfluss variable systemische Spiegel der DPD auf die
Effizienz der 5-FU-Therapie haben.

In der vorliegenden Arbeit wurden lediglich die DPD mRNA- oder Protein-Konzentra-
tionen im Tumorgewebe gemessen.

Milano et al. (1995) zeigten, dass mit 5-Ethynyluracil, einem Inhibitor von DPD (Porter
et al., 1992; Specter et al, 1993), die 5-FU-Zytotoxizitit in fiinf humanen
Krebszellinien mit urspriinglich hoher basaler DPD-Expression gesteigert werden
konnte.

Die Expression von DPD in verschiedenen Tumoren einschliesslich MK korrelierte in
mehreren Studien signifikant invers mit dem Ansprechen gegeniiber 5-FU (Beck et al.,
1994; Etienne et al., 1995; Ishikawa et al., 1999; Nita et al., 1998; Salonga et al., 2000;
Takabayashi et al., 2000).

Bei einer Therapie mit Vorstufen von 5-FU wie Furtulon oder Capecitabin scheinen die
TP/DPD Ratios einen hoheren pradiktiven Wert zu haben als die alleinigen DPD-Werte
(Ishikawa et al., 1998).

Die DPD-Konzentrationen wurden von Mori et al. (2000) in verschiedenen Tumoren
mittels  ELISA  quantifiziert, dessen  Ergebnisse exzellent mit DPD-
Aktivitdtsbestimmung korrelieren. Die Variationsbreite (Range) der DPD-Expression in
MK verschiedener Patientinnen ist sehr hoch. Sie variiert zwischen 32 und 402
Units/mg und damit 13-fach. In MK wurde eine hohere Aktivitit von DPD als im
Normalgewebe gefunden (Anan et al., 2003; Hamaji et al., 2000). Unklar bleibt, ob die
DPD-Aktivitdt im Tumor die lokale Konzentration von 5-FU beeinflusst.

Hakamada et al. (2000) fanden eine hohere Tumor/Normalgewebe Ratio fiir DPD in
MK von Patientinnen mit Rezidiven im Vergleich zu Patientinnen ohne Rezidiv.

Bei Tumoren der Kopf-Hals Region war DPD stadienunabhingig in gleicher Hohe
exprimiert (Etienne et al., 1995).

Immunhistochemische Analysen haben gezeigt, dass DPD relativ homogen in einem
Tumorgewebe exprimiert ist. In Kolonkarzinomen ist die Féarbeintensitit der
Tumorzellen nicht stirker verglichen mit korrespondierendem Normalgewebe
(Takenoue et al., 2000). Tumor-infiltrierende mononukledre Zellen, Fibroblasten und

Plasmazellen farben sich auch mit DPD-Antikorpern an.

23



EINLEITUNG

1.2.4 Thymidylatsynthase

Das TS-Gen liegt auf Chromosom 18pl1. Die mRNA besteht aus 942 Basenpaaren
und das Protein hat ein Molekulargewicht von 63 kDa.

Das Enzym TS spielt eine zentrale Rolle im Pyrimidinstoffwechsel, in der Biosynthese
und Replikation von DNA und ist das Zielmolekiil von Fluoropyrimidinen wie z.B. 5-
FU (Danenberg, 1977; Grem, 1988; Harrap et al., 1989; Pinedo und Peters, 1988).

Es katalysiert die Methylierung von Desoxyuridinmonophosphat (dUMP) und seine
Umwandlung zu Desoxythymidinmonophosphat (dTMP). Somit stellt TS die einzige
intrazellulare de novo Quelle fiir Thymidylat dar.

Die Expression von TS hingt vom Zellzyklus und vom Status der Zellproliferation ab:
TS ist am hochsten wéhrend der S-Phase und ist in schnell proliferierenden Zellen etwa
20-fach hoher exprimiert als in nicht proliferierenden Zellen (Johnston et al., 1991;
Parsels, 2000). Die TS-Expression wird auf transkriptionaler und auf translationaler
Ebene reguliert (Dolnick und Black, 1996; Dolnick, 1993) mit negativer Feedback-
Regulation der TS mRNA auf die TS-Proteintranslation (Chu et al., 1991, 1993a, 1996).
TS-Protein reguliert auch iiber Komplexbildung mit der mRNA von c-myc und p53
deren Translation (Chu et al., 1995, 1999).

Immunhistochemische Firbungen belegen, dass nur Tumorzellen und infiltrierende
Lymphozyten TS exprimieren, wobei die Féarbeintensitit an der invasiven Tumorfront
stirker ist als im Tumorzentrum. TS wird vor allem zytoplasmatisch angeférbt, selten
nukleér. Stromazellen sind TS-negativ (Haqqani et al., 1999; van Triest et al., 2000).
5-FU hemmt das Enzym TS iiber seinen Metaboliten Fluorodesoxyuridinmonophosphat
(FAUMP). Gemeinsam mit Metylentetrahydrofolat (MTHF) bindet es TS in einem
kovalenten terndren Komplex und blockiert so die Nukleotid-Bindungsstellen des

Enzyms (Peters et al., 1995) (Abb. 1.8).
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=

dUMP —)  (TMP + H20

Mg
MTHF  DHF

TS
5-FAUMP FAUMP-TS

MTHF  DHF

Abb. 1.8 Von TS katalysierte Reaktionen

Die Hemmung von TS fiihrt zur Bildung unbalancierter Desoxynukleotidtriphosphat-
Vorrite. Diese Vorldufer der DNA-Synthese verursachen vermehrt DNA-Strangbriiche
(Okabe et al., 2000). Weitere 5-FU-Metabolite, wie Fluoro-Uridintriphosphat (FUTP)
und Fluoro-Desoxyuridintriphosphat (FAUTP), werden als falsche Nukleotide in die
RNA bzw. DNA eingebaut (Ishikawa et al., 1999). TS wird auch eine Rolle bei der
induzierten sekunddren Therapieresistenz zugeschrieben. 5-FU induziert die TS-
Expression in Tumorzellen (Berger et al., 1985; Johnston et al., 1992; Washtein et al.,
1984). Die molekulare Basis scheint die damit verminderte Autoregulierbarkeit der TS
zu sein (Chu et al., 1993b). Die Genamplifikation der TS ist ein Mechanismus zur
Entwicklung einer 5-FU-Resistenz unter Therapie.

Die TS-Hemmung durch 5-FU basiert auf molekularer Basis stochiometrisch. Mit einer
kritischen Konzentration an nicht komplexierter aktiver TS wird die Proliferation der
Tumorzellen wieder ermoglicht (Berger et al. 1985; Danenberg et al., 1989; Spears et
al., 1988). TS wurde als pradiktiver Faktor fiir das Ansprechen gastrointestinaler
Tumoren, insbesondere des kolorektalen Karzinoms, auf eine 5-FU haltige Therapie
beschrieben (Aschele et al., 1999; Bathe et al., 1999; Davies et al., 1999; Leichman et
al., 1997; Lenz et al., 1996, 1998a, 1998b; Salonga et al., 2000; Shirota et al., 2001).
Lingere Uberlebenszeiten wurden bei Patienten mit niedrigen TS-Spiegeln im Tumor

festgestellt. Eine Uberexpression von TS korrelierte hingegen positiv mit
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Therapieversagen, mit der Héiufigkeit von p53-Mutationen und einer schlechten
Prognose, da ein hoher TS-Spiegel auch mit einer Kreuzresistenz zu Adriamycin,
Cisplatin, Vincristin und Doxorubicin assoziiert ist.

Mehrere Arbeitsgruppen fanden, dass eine hohe TS-Expression bei MK eine schlechte
Prognose anzeigt, dass aber mittlere und hohe TS-Spiegel im Tumor mit einem guten
Ansprechen auf eine fluoropyrimidinhaltige Chemotherapie korrelieren und somit TS
ein pradiktiver Marker fiir einen guten klinischen Verlauf nach 5-FU-Behandlung ist
(Foekens et al., 2001; Johnston et al., 1994, 1995; Nishimura et al., 1999; Pestalozzi et
al., 1997; Romain et al.,1997, 2000).

Edler et al. (2002) zeigten an ausschliesslich chirurgisch behandelten Patienten mit
kolorektalem Karzinom, dass die TS-Expression auch einen prognostischen Wert flir
das Uberleben von Patienten unabhingig vom Dukes’ Stadium hat, was von anderen
Autoren bestitigt wurde (Edler et al., 2000a,b, 2002; Takenoue et al., 2000; Yamachika
et al., 1998). Bei Plattenepithelkarzinomen im Hals-Kopf-Bereich wurden in zwei
voneinander unabhédngigen Studien widerspriichliche Ergebnisse beziiglich der TS-
Expression und des Ansprechens auf 5-FU mit jeweils grenzwertiger statistischer
Signifikanz gefunden (Johnston et al., 1997; Posner et al., 1998).

Araki et al. (2001) fanden, dass TS und DPD allein keine priadiktive Bedeutung bei 5-
FU behandelten kolorektalen Karzinomen hatten, dass die Effektivitdt aber sehr viel
grosser war, wenn beide Enzyme niedrig exprimiert waren. Collie-Duguid et al. (2001)
fanden erhohte TP/DPD Ratios in Tumoren und Metastasen verglichen mit
Normalgewebe und vermuteten eine koordinierte Regulation zwischen den beiden
Enzymen. Salonga et al. (2000) zeigten, dass niedrige Genexpressionen (mMRNA) aller
drei Enzyme, TS, TP und DPD, in Tumorlysaten von Patienten mit kolorektalem
Karzinom mit einem sehr guten Ansprechen auf eine 5-FU-Therapie und verbessertem
Uberleben hoch signifikant positiv korrelieren. Mori et al. (2000) empfiehlt die
Messung aller drei Enzyme TP, DPD und TS vor einer Therapie-Entscheidung mit einer
Vorstufe von 5-FU (5-FU ,,prodrug®, das erst zu 5-FU metabolisiert werden muss).
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1.3 Zidl der vorliegenden Promotionsar beit

Die vorliegende Arbeit beinhaltet eine Analyse der diagnostischen Bedeutung von
prognostischen und pridiktiven Biomarkern bei Patientinnen mit MK, die mit CMF
(Cyclophosphamid / Methotrexat/ 5-FU) behandelt wurden und deren Verlauf iiber 6
Jahre zuriickverfolgt werden konnte.

Die Ergebnisse sollen dazu dienen, Patientinnen vor Therapiebeginn zu identifizieren,
die von der Standardtherapie CMF nicht oder nicht ausreichend profitieren, um fiir
diese Patientinnen alternative Therapieoptionen mit besserer Wirkung auszuwéhlen.

Fir das Medikament 5-FU sind mit den Enzymen Thymidinphosphorylase (TP),
Dihydropyrimidindehydrogenase (DPD) und Thymidylatsynthase (TS) pradiktive
Biomarker zur Vorhersage einer Therapieresistenz im Tumorgewebe beschrieben
worden.

Die Enzyme wurden in Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten (FFPE) Schnitten
des Tumorgewebes (Primirtumor) von Patientinnen mit MK der Stadien I bis III vor
adjuvanter 5-FU haltiger Therapie analysiert.

Zwei  analytische  Methoden  wurden  durchgefiihrt:  Immunhistologie an
Gewebeschnitten, wobei nur die Farbung der Tumorzellen bewertet wurde und
quantitative ,,real time*“ RT-PCR von mRNA, die aus mikrodissezierten Tumorzellen als
Gesamt-RNA extrahiert wurde.

Die Ergebnisse der Enzymanalysen mit beiden Methoden wurden verglichen, mit dem
Verlauf der Patienten korreliert, statistisch ausgewertet und diskutiert.

Zusétzlich wurden verschiedene in der Literatur beschriebene und teilweise bereits
routinemdssig angewendete prognostische Biomarker (ER, PR, p53, MiBl1, bcl2)
immunbhistologisch im vorliegenden Tumormaterial analysiert und ebenfalls mit dem
Patientenverlauf sowie mit den ermittelten Enzymwerten korreliert und statistisch
ausgewertet.

Im Kontext der Arbeit werden verschiedene Therapieoptionen bei MK, wichtige
prognostische Faktoren und pradiktive Biomarker und ihre bisherige Anwendung fiir
Patientenselektion und Therapieauswahl bei MK diskutiert. Die vorliegende Arbeit soll
ein Beitrag dazu liefern, Therapien bei MK Patientinnen individueller zu gestalten und

damit Uberlebenszeiten und Heilungschancen schrittweise zu verbessern.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Fiir die Analyse selektierter Biomarker wurde eine erst kiirzlich erarbeitete neue PCR-
Technologie angewendet, die eine Quantifizierung von mRNA aus FFPE-Geweben
ermoglicht. Zusitzlich wurden diese und andere Biomarker in den Geweben
immunhistochemisch untersucht. Die Analysen der pradiktiven Biomarker geschah

verblindet in Bezug auf die klinischen Daten.

2.1 Charakterisierung des Patientengutes

Die Untersuchung bezieht sich auf 91 Patientinnen, die im Elisabeth-Krankenhaus,
Kassel im Zeitraum von 1992-1999 behandelt worden sind. Alle Patientinnen
(Altersmedian: 47 Jahre) hatten Brustkrebs im frithen Stadium und waren zum
Zeitpunkt der Operation frei von Fernmetastasen (MO). Alle Patientinnen erhielten
postoperativ eine adjuvante CMF-Chemotherapie. Die Daten hinsichtlich Wahl des
Operationsverfahrens, der postoperativen Therapie sowie des Behandlungsverlaufes
wurden aus den im Elisabeth-Krankenhaus archivierten Krankenakten entnommen.

Der Primirtumor wurde operativ jeweils durch Lumpektomie, bzw. Exzision (n= 14),
Probeexzision mit nachfolgender Nachresektion (n= 14), Quadrantenresektion (n= 5),
Teilablatio (n= 8) und Ablatio (n= 31) behandelt. 41 Patientinnen (ohne Ablatio)
erhielten zusitzlich eine postoperative Strahlenbehandlung. Die adjuvante CMF-
Therapie wurde wiefolgt verabreicht: Cyclophosphamid 600 mg/m* Kérperoberfliche
i.v., Methotrexat 40 mg/m* i.v., 5-Fluorouracil (5-FU) 600 mg/m® iv. mit einer
Zyklusfrequenz von 3 Wochen. 12 Patientinnen erhielten 6 Zyklen, 59 Patientinnen 3
Zyklen und 1 Patientin 2 Zyklen CMF. Bis 1993 wurden in der Regel 6 Zyklen CMF
verabreicht. Nachdem grosse Meta-Analysen jedoch keinen signifikanten Vorteil
gegeniiber drei Zyklen CMF aufweisen konnten, wurden ab 1993 in der Regel nur noch
3 Zyklen CMF verabreicht (EBCTCG 1992, 1998a). Eine Patientin aus dem
Gesamtkollektiv lehnte wegen Nebenwirkungen den dritten Zyklus CMF ab und erhielt
somit nur zwei Zyklen. Zusitzlich erhielten 13 Patientinnen Tamoxifen (30 mg/d tiber
durchschnittlich 5 Jahre) und 3 Patientinnen Goserelin (3,6 mg subkutan alle 28 Tage
fiir 2 Jahre).
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Alle Patientinnen wurden bis zum 01.01.2002 nachverfolgt (mittlere Beobachtungszeit
= 71,1 Monate; Spannweite der Beobachtungszeit: 36-112 Monate).

Die FFPE-Gewebeproben der MK wurden von allen Patientinnen nach diagnostischer
Routineuntersuchung im Institut fiir Pathologie des Klinikums Kassel archiviert. Das
Einverstindnis der Patientinnen fiir wissenschaftliche Untersuchungen an ihrem
Tumormaterial lag in allen Féllen vor.

Da verlidssliche mRNA-Werte nur fiir 72 Patientinnen erzielt werden konnten, sollen
auch nur diese hier charakterisiert und in die Auswertung einbezogen werden.

In Abb. 2.1 sind wesentliche Parameter in Sdulendiagrammen dargestellt.
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ADbb. 2.1 Haufigkeiten und Verteilungen klinisch-pathologischer Parameter (n=72
Patientinnen).

In den Séulen-Diagrammen sind zwei Subklassen durch gelbe und dunkelgelbe Farbe gekennzeichnet,
wenn im folgenden damit univariate Uberlebenskurven korreliert wurden. Im Kastendiagramm zeigt die
Spitze des Rhombus den Mittelwert an, der vertikale Strich im Rhombus den Median.
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Eine tabellarische Ubersicht iiber die Charakteristika der Patientinnen zeigt Tab. 2.1. Es

handelte sich iiberwiegend um invasiv duktale MK (89%), die zum Zeitpunkt der

Diagnose zu 61% noch nicht in die regionalen Lymphknoten metastasiert hatten.

Charakteristika der Patientinnen Zahl Prozent
(Gesamt:
n=72) (Gesamt:
100)
Alter
Maximum 72
Minimum 28
Median 47
Mittelwert 48
Histologischer Typ
Duktales invasives Karzinom 64 89
Lobuléres invasives Karzinom 2 3
Medullares Karzinom 6 8
Nukleédrer Differenzierungsgrad (, grading”)
Grad 1 2 3
Grad 2 40 55
Grad 3 30 42
Regionale Lymphknotenmetastasen
Positiv 28 39
Negativ 44 61
T-Stadium
T1 37 55
T2 32 40
T3 3 5
uiCC
Stadium I 14 19,5
Stadium A 36 50
Stadium IIB 19 26,5
Stadium IITA 3 4
Falle mit Krankheitsr tickfall 25 35
L okalrezidiv/Fer nmetastasen/kontr alateraler Brustkrebs 8/19/2
Davon L okalrezidiv und Fernmetastasen 3 3
Davon kontralateraler Brustkrebs und Fer nmetastasen 1 1
Mittlere krankheitsfreie Uber lebenszeit (DFS) in Monaten 55,5
Tumorbedingte Todesfalle 5 5
Mittlere Beobachtungszeit (follow-up) in Monaten 71,1
Spannweite der Beobachtungszeit in Monaten 36-112

Tab. 2.1 Charakteristika der Patientinnen in der Ubersicht.
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2.2 Gerateund Chemikalien fur lmmunhistochemie

Objekttrager-Halterungen (,,coverplates®)
Dampfkochtopf
Trockenschrank

Immunostainer (Farbeautomat)

Geréate und Verbrauchsmaterial Herkunft
Objekttrager Sigma (Steinheim)
Silanisierte Objekttriger Sigma (Steinheim)

ThermoShandon (Frankfurt/Main)
Handelsiibliches Produkt

Heraeus (Osterode)

TECAN-Deutschland (Crailsheim)

Chemikalien:

Destilliertes Wasser

Aceton, reinst

NaOH

,ZAnti-Dihydropyrimidine Dehydrogenase
(DPD) Antibody, Formalin-Grade*

(enthélt: anti-DPD-Antikorperlosung, 100x
und Antikorper-Verdiinnungspuffer 10x)
,LAnti-Thymidine Phosphorylase (TP)
Antibody, Formalin-Grade”

(enthilt: anti-TP Antikorperlsung, 100x und
Antikorper-Verdiinnungspuffer,10x)
,ZAnti-Thymidylate Synthase (TS) Antiserum,
Formalin-Grade”

(enthilt: anti-TS-Antiserumlésung, 100x und
Antikorper-Verdiinnungspuffer, 10x)

Xylol (CsHe)

Zitronensduremonohydrat (CsHgO7xH,0)
Ethylendiamintetraessigsdure, Disodiumsalz:
Dihydrat, 99%

(EDTA, C;0H14N,OgNa,x2H,0)
Kaliumdihydrogenphosphat, wasserfrei
(KH,POy4)

Braun (Melsungen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim),
Beipackzettel Version 1, April 2001
Cat.No. 3 183 645

Roche Diagnostics (Mannheim),
Beipackzettel Version 1, April 2001
Cat.No. 3 183 653

Roche Diagnostics (Mannheim),
Beipackzettel Version 1, April 2001
Cat.No. 3 186 008

Recycling-Anlage des Klinikum Kassel

Merck (Darmstadt)

Sigma (Steinheim)

Merck (Darmstadt)
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Dinatriumhydrogenphosphat x 2 Wasser
(Na,HPO4x2H,0)

Natriumchlorid (NaCl), p.a.
Natriumhydroxid (NaOH), p.a.
Wasserstoffperoxid (H,0;), 30%
Methanol, reinst

,,Normal Goat Serum**

,,Link Antibody Solution*

(enthélt Kaninchen-anti-Ratte-
Immunglobulin als Briicken-Antikdrper fiir
DPD-Farbung)

,,HRP, anti-mouse*
(Meerrettichperoxidase-anti-Maus-Konjugat
im DAKO EnVision™ 2-Schritt-
Detektionssystem)

,,HRP, anti-rabbit"
(Meerrettichperoxidase-anti-Kaninchen-
Konjugat im DAKO EnVision™ 2-Schritt-
Detektionssystem)

,DAKO Liquid DAB + Large Volume
Substrate Chromogen Solution*

(enthilt Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
(DAB) und Wasserstoffperoxid)
,»Substrate-Chromogen-Solution
Hématoxylin nach Harris

Ethanol (C,HsOH), absolut

Aquatex

,Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen
Receptor”, Clone 1D5, Code No. M7047
(Arbeitsverdiinnung: 1:50)

,,Monoclonal Mouse Anti-Human
Progesteron Receptor*, Clone PgR 636, Code
No. M3569 (Arbeitsverdiinnung: 1:20)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
DAKO (Glostrup, Ddnemark)
DAKO (Glostrup, Danemark)

DAKO (Glostrup, Danemark)

DAKO (Glostrup, Danemark)

DAKO (Glostrup, Danemark)

DAKO (Glostrup, Danemark)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
DAKO (Glostrup, Danemark)

DAKO (Glostrup, Ddnemark)
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“Epitope Retrieval Solution”

DAKO HercepTest™, Code No. K5204
(enthélt u.a. Kaninchen-anti-Human-HER2-
Antikorper)

,,bcl-2 Oncoprotein‘

(enthélt IgG1 monoklonalen Maus-
Antikorper, Arbeitsverdiinnung: 1:30)
,,p53 Protein (DO-7)”

(enthélt IgG2b monoklonalen Maus-
Antikorper, Arbeitsverdiinnung: 1:30)
,,Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67
Antigen”, Clone MIB-1, Code. M7240
(Arbeitsverdiinnung: 1:50)

,,Vim 3B4“, Cat. No.: 61013

(enthélt IgG2a monoklonalen Maus-
Antikorper, Arbeitsverdiinnung: 1:500)
,Mouse Monoclonal Antibody toHuman
CD34”, Code CBL 496

(enthélt IgG1 monoklonalen Maus-
Antikorper, Arbeitsverdiinnung: 1:200)
,,ChemMateTM Antibody Diluent®, Code
S2022

Trypsin (fiir ,,antigen retrieval*)

Tween 20 (Polyoxyethylen-Sorbitan-

Monolaurat)

DAKO (Glostrup, Danemark)
DAKO (Glostrup, Danemark)

Novocastra Laboratories Ltd (Newcastle

upon Tyne, England)

Novocastra Laboratories Ltd (Newcastle

upon Tyne, England)

DAKO (Glostrup, Ddnemark)

Progen Biotechnik (Heidelberg)

Cymbuy Biotechnology Ltd (Hants,

England)

DAKO (Glostrup, Ddnemark)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Tab. 2.2 Gerite und Verbrauchsmaterial fiir die Immunhistochemie.
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Puffer und Arbeitslésungen fir Immunhistochemie

10 mM Zitratpuffer pH 6,0 (,,antigen retrieval® fiir TS, DPD, p53, bcl2, MIB1):
21,01 g Zitronensdure x 2H,0 in 1 1 dest. Wasser l6sen (Losung A)

29,41 g Natriumzitrat x 2H,0 in 1 1 dest. Wasser 16sen (Losung B)

9 ml Losung A + 41 ml Lésung B, mit dest. Wasser auf 500 ml auffiillen
(Arbeitslosung)

EDTA-Pufter, I mM, pH 8,0:

0,37 g EDTA in 800 ml dest. Wasser 16sen, mit 1 N NaOH pH 8,0 einstellen, auf 1 1
auffiillen

PBS-Puffer (Phosphat Buffered Saline ) pH 7,4 (als Waschpuffer):
12,4 ¢ KH,PO4 + 43,1 g Na,HPO,4 x2H,0 + 42,5 g NaCl, in 5 | dest. Wasser 16sen, mit
1 N NaOH auf pH 7.4 einstellen + 2,5 ml Tween 20

Peroxidase-Blocking-Reagenz (fiir “antigen retrieval”):

0,3 % H,0; in absol. Methanol (kurz vor Gebrauch ansetzen)

20 %-iges Normal-Ziegenserum (fiir Firbung und Detektion):
200 ul Normal-Ziegenserum + 100 pl 10x Antikdrper-Verdiinnungspuffer + 700 pl dest.

Wasser (kurz vor Gebrauch ansetzen, ausreichend fiir 10 Objekttriger)

Ix Antikorper-Verdiinnungspuffer (fiir Herstellung der Antiserumlésung):
100 pl 10x Antikorper-Verdiinnungspuffer + 900 ul dest. Wasser (kurz vor Gebrauch

ansetzen, ausreichend fiir 10 Objekttrager)

I1x Anti-TP/DPD/TS-Antikorper(bzw.-serum)ldsung (fiir Farbung und Detektion):

10 pl 100 x Anti-TP/DPD/TS-Antikorper(bzw.-serum)1osung + 990 ul 1x Antikorper-
Verdiinnungspuffer

(Abzentrifugieren der 100x Anti-TP/DPD/TS-Antikorper(bzw.-serum)losung vor dem

Pipettieren, kurz vor Gebrauch ansetzen, ausreichend fiir 10 Objekttréger)

1x Briickenantikorper-Losung (fiir DPD Férbung und Detektion):
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10 pl Kaninchen-anti-Ratten-Immunglobuline + 990 ul 1x Antikorper-

Verdiinnungspuffer

Substrat-Chromogen-Losung (DAKO, Inc.; K3467; fiir Farbung und Detektion):

1 ml gepuffertes Substrat (fliissiges DAB+, Flasche A) + 20 ul (1Tropfen) fliissiges

DAB+Chromogen (fliissiges DAB+, Flasche B) (Arbeitslosung, ausreichend fiir 10

Objekttrager)

Tab. 2.3 Puffer und Arbeitslosungen fiir die Immunhistochemie.

2.3 Gerateund Chemikalien fr die molekularbiologische Analytik

Leica AS LMD — Laser Mikrodissektions
System

Tischzentrifuge

Trockenschrank

Vortexer

Reaktionsgefasse (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml)
Pipetten

Pipettenspitzen

Thermoschiittler fiir Reaktionsgefdsse
Thermoblock-Cycler

LightCycler Kapillaren

LightCycler

LightCycler Software Version 3.5
RelQuant Software Version 1.00

Geréteund Verbrauchsmaterial Herkunft
Objekttrager Sigma (Steinheim)
Folien fiir LMD Leica Microsystems (Wetzlar)

Leica Microsystems (Wetzlar)

Eppendorf (Hamburg)

Heraeus (Osterode)

IKA Labortechnik (Staufen)
Eppendorf (Hamburg)

Gilson/Abimed (Langenfeld)
Sorenson Bio Science (West Salt Lake
City, USA)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Chemikalien :

Xlel (C6H6)

Recycling-Anlage des Klinikum Kassel
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Ethanol (C;HsOH), absolut, p.a.

Wasser (reinst)

PBS (“Phosphat Buffered Saline”) 10x,

pH 7,4

HighPure RNA Isolation Kit
(Lyse-Binde-Puffer, Waschpuffer I und II,
DNase-Lyophilisat, Verdiinnungspuffer,
Filter mit Auffanggefdssen, Elutionspuffer)
Laurylsulfat (=Sodiumdodecysulfat, SDS)
HighPure RNA Paraffin Kit

LightCycler TPmRNA Quantifikations Kit
LightCycler DPDmRNA Quantifikations Kit
LightCycler TS mRNA Quantifikations Kit
enthalten jeweils fiir die Reverse
Transkription:
Desoxynucleotidtriphosphate 2 mM (dATP,
dCTP, dGTP), 6 mM (dUTP)

Spezifische Primer fiir TP, DPD, TS, G6PDH
Steriles Wasser

AMYV-reverse Transkriptase 20 U/ul sowie
Puffer

Kalibrator-RNA (Total-RNA aus Zelllinien,
die TP, DPD, TS exprimieren)

LightCycler TP Quantifikation

cDNA Synthese Module fiir FFPE-Gewebe
LightCycler DPD Quantifikation

cDNA Synthese Module fiir FFPE-Gewebe
LightCycler TS Quantifikation

cDNA Synthese Module fiir Formalin-

fixiertes und Paraffin-eingebettetes Gewebe

enthalten jeweils

spezifische DNA-Primer TP, DPD, TS

Merck (Darmstadt)
MilliPore-Anlage
Life Technology (Paisley, Scottland)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Sigma (Steinheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)
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spezifische DNA-Primer Referenz (G6PDH)
10x cDNA-Synthese Stabililationspuffer
“fast start” Taq DNA-Polymerase

dNTP Mix (dUTP anstatt dTTP)

Puffer

Magnesiumchlorid 25 mM

TP-, DPD- oder TS-Detektions-Mix
G6PDH-Detektions-Mix

Tab. 2.4 Gerite und Verbrauchsmaterial fiir die molekularbiologische Analytik.

Puffer und Arbeitslésungen fir molekular biologische M ethoden

Ethanol (C,HsOH), 70 %:
70 ml Ethanol + 30 ml dest. Wasser
10 % SDS (w/v):

10 g SDS auf 50 ml dest. Wasser, Endvolumen von 100 ml mit dest. Wasser einstellen

Tab. 2.5 Puffer und Arbeitslosungen fiir die molekularbiologische Analytik.

24 Methoden

24.1 Gewebebehandlung

Das native (frische) Brustkrebsgewebe war in ca. 4 mm dicken, ca. 1x1 cm grossen
Gewebeblocken zur Konservierung in 4 %iger gepufferter Formalinldsung fiir 18-24 h
fixiert worden. Der Fixierungsvorgang beruht auf einer Vernetzung der Proteine durch

die Bildung von Methylenbriicken zwischen den Seitenketten der Eiweisse:

+HR,

R, - H+HCHO -5 R, - CH,OH — X o R, - CH, - Ry + H,0
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Nukleinsduren und Proteine werden bei der Formalinfixierung durch Blockierung
wichtiger Seitengruppen vor dem Abbau durch Nukleasen bzw. Proteasen geschiitzt.

Das Gewebe wurde fiir die Untersuchungen durch eine aufsteigende Alkoholreihe und
Xylol entwéssert, gefolgt von einer Einbettung in geschmolzenes Paraffin (nicht heisser
als 60° C), um so Paraffinblocke herzustellen. Von diesen Blocken wurden jetzt mit
einem Handmikrotom ca. 4 um dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttrager gezogen,

die zur mikroskopischen Untersuchung mit Hidmatoxylin und Eosin gefdrbt bzw.

ungefarbt zur Laser-Mikrodissektion und  RNA-Extraktion verwendet wurden

(Abb. 2.2).

Abb. 2.2 Direkt aufein-
anderfolgende, sehr
dhnliche Gewebeschnitte
werden verschiedenen
Untersuchungen zugefiihrt.

Zur Entfernung des Paraffins wurden die Schnitte zunichst fiir etwa 20 min bei 80° C
im Wirmeschrank inkubiert. Durch eine absteigende Xylol/ Ethanolreihe wurde das
verfliissigte Paraffin aus dem Gewebe entfernt. Dazu wurden die Schnitte nach 10- und
5-miniitiger Inkubation in 100 %igem Xylol fiir jeweils 1 min in 96 %ige, 80 %ige und
zweimal in 70 %ige Ethanollosung {tberfithrt. Abschliessend wurden sie kurz in

destilliertem Wasser gespiilt.

2.4.2 Farbung mit Hamatoxylin und Eosin

Zur Herstellung von geféarbten Préparaten wurden Schnitte mit einer Dicke von ca. 4 pm
verwendet. Die Farbung mit Himatoxylin und Eosin (HE) wurde wahlweise von Hand
oder mit einem Férbeautomat durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial dienten
entparaffinierte Gewebeschnitte, die nach dem Spiilen mit destilliertem Wasser 5 min in
Hématoxylin inkubiert wurden. Der Farbstoff bindet an das negativ geladene Gertist

von Nukleinsduren. Die blaue Farbung des als (pH-) Indikator wirksamen Stoffes
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entsteht bei einem pH {iiber 3, der durch kurzes Spiilen und 5-miniitige Inkubation in
warmem Leitungswasser eingestellt wird.

Zur Kontrastierung erfolgte eine weitere Farbung mit Eosin. Dieser Farbstoff bindet an
interstitielle Strukturen und farbt das Gewebe in rétlichen Tonen. Zur Farbung wurden
die Schnitte 1 min in der Farbelosung inkubiert und dann kurz mit destilliertem Wasser
gewaschen. Zuletzt wurde die Farbung durch Eintauchen in 70 %iges und 96 %iges
Ethanol und Xylol fixiert.

HE-Routineschnitte wurden anschliessend mit Eukitt versiegelt und mit einem Deckglas

versehen.

2.4.3 Immunhistochemischer Nachweisvon TP, DPD, TS

Durchfthrung:

Mit Hilfe eines Handmikrotoms wurden von den Paraffingewebeblocken der zu
untersuchenden Tumore ca. 4 um dicke Schnitte auf Objekttrager gezogen. Die
Gewebeschnitte wurden anschliessend entparaffiniert: Ablaufen des Paraffins im
Wirmeschrank (30 min bei 60° C), Trocknen (iiber Nacht bei 37° C), chemisches
Entparaffinieren (zweimal je 5 min in Xylol, Aceton und Wasser).

Anschliessend wurden die Préparate einer Antigen-Wiedergewinnungsprozedur
(,,antigen retrieval®) unterzogen. Bei dieser Prozedur werden Aldehydvernetzungen, die
bei der Fixation mit quervernetzenden Fixativa wie Formalin entstehen und das Antigen
maskieren, beseitigt. Die Gewebeschnitte wurden im Dampfkochtopf in Puffer
bedampft: fiir DPD- und TS-Farbungen 20 bzw. 30 min in Zitratpuffer (10 mM,
pH 6,0), fiir TP-Farbungen 20 min in EDTA-Puffer (1 mM, pH 8,0). Danach kiihlten die
Schnitte 20 min bei Raumtemperatur ab und wurden in destilliertem Wasser gespiilt.

Es folgte ein 20-miniitiges Wasserstoffperoxid-Methanolbad (0,3 % H,0,) zur
Inaktivierung der endogenen Peroxidase in den Geweben.

Nach dem Spiilen mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte zweimal 5 min in 1x
PBS (pH 7,4) gewaschen. Nach dem Einsetzen der Objekttraiger in die
Objekttragerhalterungen (,,coverplates*) wurde wiederholt mit 1x PBS (pH 7,4) gespiilt.
Um die unspezifischen Bindungsstellen in den Priparaten (Kollagen- und
Bindegewebeelemente) zu blockieren, wurden die Schnitte mit 20 %igem Normal-

Ziegenserum (als Non-Immunserum) 20 min lang bei Raumtemperatur behandelt. Die
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Gewebeschnitte fiir die TP- und die TS-Farbungen wurden mit den verdiinnten
Primérantikorper-Losungen 4 h bei 20° C inkubiert. Es folgten zwei S5-miniitige
Waschschritte mit 1x PBS (pH 7.,4).

DPD-Férbungen erforderten zusétzlich die 30-miniitige Einwirkzeit einer Briicken-
Antikorper-Losung (Kaninchen-anti-Ratten-Immunglobuline) auf den Gewebeschnitten,
um den Ratten-Primérantikorper zu binden. Nach weiteren zwei S-miniitigen
Waschschritten mit 1x PBS (pH 7,4) war dann auch fiir die DPD-Fiarbungen die
Voraussetzung fiir die Anwendung des DAKO EnVision 2-Schritt-Detektionssystems
gegeben.

Es kamen zwei verschiedene Meerrettichperoxidase (HRP)-Sekundérantikorper-
Konjugate zur Anwendung: fiir TP HRP-anti-Maus IgG und fiir DPD sowie TS HRP-
anti-Kaninchen IgG. Die 30-miniitige Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur. Bei
diesem Detektionssystem tragen Dextran-Polymere die Sekundérantikorper und
Enzymmolekiile. Ein Antigenmolekiil wird so bei der Substratreaktion durch sehr viele
Enzymmolekiile detektiert; die Sensitivitdt ist entsprechend hoch.

Es folgten zwei 5-miniitige Waschschritte mit 1x PBS (pH 7,4).

Fiir die Substratreaktion wurde DAKO Liquid DAB + Large Volume Substrate-
Chromogen Solution eingesetzt. Bei diesem System ist Wasserstoffperoxid (in
Imidazol-Puffer, pH 7,5, mit einem antimikrobiellen Wirkstoff) das Substrat;
Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid dient als Chromogen (Elektronendonor).

Die Inkubation mit der Substrat-Chromogen-Losung dauerte 10 min.

Anschliessend wurde 5 min mit destilliertem Wasser gespiilt.

Um die Zellkerne sichtbar zu machen, wurde mit Hadmatoxylin nach Harris (10 s,
anschliessendes Blduen in warmen Wasser fiir 5 min) gegengefdrbt. So waren die
Zellstrukturen auch dann erkennbar, wenn die Immunfarbung negativ ausfiel.

Nach dem Blduen wurden die gefirbten Gewebeschnitte mit Aquatex eingedeckt und

das Farbeergebnis mikroskopisch kontrolliert.

Auswertung:

Die immunhistochemisch untersuchten Tumorzellen einer Gewebeprobe wurden sowohl
iiber die Anzahl gefarbter Tumorzellen als auch die Farbeintensitét charakterisiert.

Der Anteil gefarbter Tumorzellen an der Zahl der Gesamttumorzellen -eines

Gewebeschnittes wurde in Prozent angegeben. Gleichzeitig wurde an diesem
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Gewebeschnitt die Firbeintensitit eingeschdtzt und mit 0, 1+, 2+ und 3+ angegeben

(Tab.2.6).
TP, DPD, TS TP, DPD, TS
Prozentanteil der Bewertung des Férbeintensitét der Bewertung der
gefarbten Farbemusters Tumorzellen Férbeintensitait
Tumorzellen

0% Negativ Keine 0

1-10 % Niedrig Schwach 1+

11-25 % Mittel Stark 2+

26-50 % Hoch Sehr stark 3+

>50 % Sehr hoch

Tab. 2.6 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen fiir TP, DPD und TS.

Um sowohl die Firbeintensitét als auch die Anzahl geférbter Tumorzellen einer Probe
zu berticksichtigen, wurde ein Gesamtscore durch Multiplikation der beiden Werte
ermittelt (Prozentsatz positiv gefarbter Zellen (absolut) x geschétzte Farbeintensitit).

Die Variationsbreite dieses fiir die Auswertung entscheidenden Wertes lag fiir die

Gewebeproben der Patientinnen zwischen 0 und 300.

2.4.4 Immunhistochemische Dar stellung der tumor biologischen Parameter

Durchfthrung:

Die Entparaffinierung der aufgezogenen Schnitte erfolgte fiir die ER-, PR-, MiB1-, p53-
und bel2-Farbungen durch 2x 5 min Xylol, 2x 5 min Aceton und 2x 5 min Wasser. Die
Gewebeschnitte fiir die Vimentin-, CD34- und Her2-Fiarbung wurden etwas schonender
in 20 min Xylol und nachfolgender absteigender Ethanolreihe entparaffiniert (2x abs.,
2x 96 %ig, 1x 70 %ig). Um die Anfarbbarkeit des Gewebes zu verbessern, wurden die

Schnitte (mit Ausnahme der CD34-Farbung) einem ,,antigen retrieval“ unterzogen:

ER,PR: 20 min in 10 mM Zitratpuffer (Epitop Retrieval Solution DAKO) bei 98° C im
Damptkochtopf

MiB1: 30 min in 10 mM Zitratpuffer, pH 6,0 bei 98° C im Dampfkochtopf

Her2: 40 min in 10 mM Zitratpuffer (,.epitope retrieval® Losung aus Kit) im Olbad
(98 °C)

Bcel2: 30 min in 10 mM Zitratpuffer, pH 6,0 Mikrowelle 250 W
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P53: 30 min in 10 mM Zitratpuffer, pH 6,0 Mikrowelle 250 W
Vim: 20 min Wasserstoffperoxid-Methanol-Bad, Spiilen in 2xH,O, 20 min Trypsin
bei 38 °C

Danach wurden die Schnitte 20 min auf Raumtemperatur abgekiihlt, in destilliertem
Wasser gespiilt und 20 min im Methanol-Wasserstoffperoxid-Bad inkubiert, um die
Gewebeperoxidase zu blockieren. Die Schnitte wurden im Farbeautomaten noch einmal
mit Waschpuffer gespiilt, ehe sie fir 1 h mit dem spezifischen Primérantikdrper
inkubiert wurden. Die Visualisierung des Farbeergebnisses erfolgte mittels einer
Polymer-Prozedur (DAKO EnVision™ System) mit markierten Meerrettichperoxidase-
anti-Kaninchen-Konjugat fiir 30 min. Nach Spiillen mit Waschpuffer wurden die
Schnitte zur Visualisierung des Féarbeergebnisses fiir 10 min mit DAB inkubiert.

Nach Spiilen in Waschpuffer erfolgte die Gegenfarbung mit Himatoxylin. Bei jedem
Féarbevorgang liefen fiir die spezifischen Féarbungen jeweils Positiv- und Negativ-

Kontrollen mit.

Auswertung:

Vim: Vimentin ist ein Intermediédrfilament-Protein mesenchymaler Zellen und wurde
als prianalytische Kontrolle fiir zuverldssige Gewebeaufarbeitung eingesetzt. Die
Férbeintensitdt wurde mit negativ (=0), schwach (=1+), mittel (=2+) und stark (=3+)

bewertet.

ER: Mit den ER-Antikérpern werden Zellkerne der Brustkrebszellen ohne
zytoplasmatische Férbung gefarbt. Nur an Frischgewebe wurde auch eine
zytoplasmatische Farbung gefunden. Es werden sowohl der Prozentsatz positiver Zellen
als auch die Farbeintensitit der Tumorzellen bewertet (Tab2.7). Der
immunhistochemische ER-Befund, auch Immunreaktiver Score (IRS) genannt, nach
Vorschrift des Herstellers (DAKO) ergibt sich aus dem Produkt von Farbemuster und

Farbeintensitit und nimmt auf einer Skala die Werte 0-12 an.
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ER-Farbung ER-Farbung
Prozentanteil der Bewertung des Férbeintensitdt der | Bewertung der
Tumorzellen Farbemusters Tumorzellen Fiarbeintensitét
0 % 0 Negativ 0

<10 % 1 Schwach 1+

10-50 % 2 Maissig 2+

50-80 % 3 Stark positiv 3+

>80 % 4

Tab. 2.7 Auswertung der immunhistochemischen Farbung fiir ER.

PR, bcl2, p53, MiB1: Die Farbungen fiir PR, bcl2, p53 und MiB1 werden wie folgt
beurteilt: ~ Negativ (=0): weniger als 20 % der Tumorzellen sind angefarbt;
schwach/fokal positiv (=1): 20 % der Tumorzellen sind angefdrbt; positiv (=2): mehr
als 25 % der Tumorzellen sind angeférbt (Tab. 2.8).

PR-, p53- und MiB1-Positivitit resultieren aus immunhistochemisch nukledrer Farbung

der Tumorzellen, bcl2-Positivitdt aus Farbung der Zellmembranen.

PR, p53, MiBlI, bcl2
Bewertung des Prozentanteil der gefarbten Score
Farbemusters Tumorzellen
Negativ <20 % 0
Schwach, fokal 20 % 1+
Positiv >25 % 2+

Tab. 2.8 Auswertung der immunhistochemischen Féarbungen fiir PR, p53, MiB1 und bcl2.

Her2: Fiir die Bestimmung der Her2-Uberexpression sollte nur die Zellmembran-
Férbeintensitét beurteilt werden, da die zytoplasmatische Farbung als unspezifisch gilt.

Als Positiv-Kontrolle und zur Uberexpressions-Analyse wurden , multi-tissue*

Gewebeblocke bei jeder Farbung mitgefiihrt (Tab.2.9 und Abb. 2.3).
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Her2-Féarbung

Féarbemuster Score | Uberexpressions Auswertung nach
Vorschrift des Herstellers (DAKO)

Keine Zellmembranfarbung sichtbar 0 Negativ
oder nur in <10 % der Tumorzellen

Schwache, kaum wahrnehmbare 1+ Negativ
Zellmembranfarbung in mehr als 10 %
der Tumorzellen. Die Zellmembranen

sind nur teilweise gefarbt

Schwache bis moderate komplette 2+ Schwach positiv
Zellmembranfarbung in mehr als 10 %
der Tumorzellen

Starke komplette Zellmembranfarbung | 3+ Stark positiv
in mehr als 10 % der Tumorzellen

Tab. 2.9 Auswertung der immunhistochemischen Féarbung fiir Her2.

e

0 (negativ) 1+ (negativ) 2+ (schwach positiv)

3+ (stark positiv) |

Abb. 2.3 Her2 , multi-tissue*“-Gewebeblock, der als Positiv-Kontrolle und zur
Uberexpressions-Auswertung bei jeder Firbung mitgefiihrt wurde.

CD34: CD34 ist ein glykosyliertes transmembranes Protein (gp 105-120 kDa), welches
u.a. von Kkapilliren Endothelzellen exprimiert wird. Die Beurteilung der

Neovaskularisation (,,microvessel count*) eines Tumors wurde unter dem 40x

Mikroskop-Objektiv durchgefiihrt (anlehnend an Honkopp et al., 1997):

CD34-Farbung
Bewertung des Farbemusters Score ,,microvessel count*
Negativ 0 0-5/mm?
Schwach 1+ 5-10/mm?
Mittel 2+ 10-20/mm?
Stark 3+ >20/mm?

Tab. 2.10 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen fiir CD34.
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245 RNA-Isolierung aus FFPE-Geweben

Ziel unserer Untersuchungen war es, das Expressionsverhalten in Tumorzellen invasiver
Tumoranteile quantitativ zu charakterisieren. Dazu musste RNA spezifisch aus
Tumorzellen des invasiven Tumoranteils isolieren werden, um Expressionen der
pradiktiven Biomarker in Entziindungs- und anderen Stromazellen als auch
Expressionen in Tumorzellen nichtinvasiver Tumoranteile nicht mit zu erfassen.

Zunichst wurde daher von jedem Probenblock ein HE-Routineschnitt angefertigt, auf
dem das zu untersuchende Tumorareal markiert und anhand dessen im Vorfeld die
Entscheidung fiir eine Laser-Mikro- bzw. Makrodissektion der Tumorzellen gefallt
wurde. Kriterien fiir die methodisch aufwendigere, aber wesentlich prizisere Laser-
Mikrodissektion waren eine dichte Infiltration des Tumors mit Entziindungszellen,
wenige oder diffus im Bindegewebe verstreut liegende Tumorzellen oder schlecht

abgrenzbare ,,carcinoma in situ“-Anteile.

2.45.1Laser-Mikrodissektion

Drei serielle, ca. 4 um dicke Gewebeschnitte des Probenblocks wurden auf
Kunststofffolie-beschichtete Objekttriger aufgezogen, entparaffiniert und HE geférbt.
Der priparierte Objekttrager wurde in die abnehmbare Objekttragerhalterung des Leica
Mikroskops so eingespannt, dass die diinne Kunststoffolie mit dem montiertem
histologischen Schnitt nach unten zeigt.

Am automatisierten Labormikroskop des Leica Systems wurden die Tumorzellen des
Gewebeschnitts eingestellt, wobei ein Arbeiten in verschiedenen Vergrdsserungen, wie
an einem herkdmmlichen Mikroskop moglich war. Das mikroskopische Bild wurde
durch eine 3CCD-Kamera auf dem PC-Monitor dargestellt.

Mit dem dazugehorigen Software-Programm wurde die Laser-Schnittlinie
vorgezeichnet. Der Schneidevorgang liess sich sowohl am Bildschirm als auch am

Mikroskop verfolgen (Abb. 2.4).
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Abb. 2.4 Das Leica AS
LMD fiir die Laser-Mikro-
dissektion von kleinen
Probenarealen mit (von links
nach rechts) Elektronikbox,
LMD-Modul mit Beob-
achtungstubus und Kamera,
Bedienelement, Laser und
PC-Monitor.

Das Ausschneiden von kleinen Zellverbdanden, bzw. von Einzelzellen, erfolgte mittels
eines gepulsten UV-Lasers, dessen fokussierter Strahl entlang der Kontur des

interessierenden Areals gefiihrt wird (Abb. 2.5).

Abb. 2.5 Laser-Ablation an einem Beispiel: a) Auswahl von ca. 20 Tumorzellen eines invasiv
duktalen MK der Probe 37 unter dem Mikroskop und vorzeichnen der Laser-Schneidlinie am
Monitor. b) Momentaufnahme wéhrend des Schneidevorgangs mittels Laserstrahl. ¢) Loch im
Gewebeschnitt, nachdem das Areal abladiert und aufgefangen wurde.

Der Schwerkraft folgend fielen die ausgeschnittenen Tumorzellareale in den darunter
angebrachten Reaktionsgefass-Deckel, der vorher mit 20 ul Lysepuffer beschickt
worden war (Abb. 2.6).

Mit Hilfe eines Kontrollobjektives wurde die erfolgreiche Isolierung von Zellen
kontinuierlich liberpriift.

Insgesamt wurden je Gewebeprobe einer Patientin ca. 7000 Zellen isoliert.

Nach Abzentrifugation des Deckelinhalts in das Reaktionsgefdss wurden weitere 80 pl

Lysepuffer hinzugegeben.
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Abb. 2.6 Einspannen des Reaktionsgefasses in dafiir vorgesehene Halterung des Leica AS
LMD. Schematische Darstellung der Laser-Ablation. Auffangen des abladierten Gewebeareals
im direkt darunter befindlichen Reaktionsgefassdeckel.

2.4.5.2 Makrodissektion

Zwei serielle Schnitte (etwa 3 um) des Probenblocks wurden auf Objekttriger gezogen
und entparaffiniert. Der korrespondierende HE-Schnitt mit der Tumormarkierung wurde

deckungsgleich unter den vorbereiteten Objekttrager gelegt (Abb. 2.7).

Abb. 2.7 Gewebeschnitt (HE-Farbung) mit Deckglas
und Filzstiftmarkierung des Tumorareals fiir die
Makrodissektion.

Mit Hilfe einer sterilen Skalpellklinge wurde das entsprechende Tumorareal vom
Objekttrager gekratzt und in ein Reaktionsgefdss mit 100 ul Lysepuffer liberfiihrt. Die
Makrodissektion wurde unter einem Mikroskop durchgefiihrt. Etwa 40 % der Fille mit
soliden tumorzellreichen (Tumorzellen >80% der Gesamtzellen auf dem

Gewebeschnitt) Anteilen ohne DCIS oder LCIS wurden auf diese Weise prépariert.

2.4.5.3 RNA-Isolierung mit HighPure RNA Par affin Kit (Roche Diagnostics)

Dem Reaktionsgefiss mit dissezierten Tumorzellen und 100 pl Lysepuffer wurden
16 ul SDS sowie 40 ul Proteinase K zupipettiert. Der Ansatz wurde kurz gemischt, tiber
Nacht bei 55° C auf einem Thermomixer inkubiert und anschliessend mit 325 pl
Bindungspuffer und Ethanol abs. versetzt, um die RNA-Bindung an die Oberfldache des
Silica-Filters zu verbessern. Das Lysat wurde in ein Gefdss mit Filtervlies gegeben.
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Durch eine Reihe von Reinigungsschritten (Tab. 2.11) wurden Proteine und DNA aus

dem Lysat entfernt. Die gereinigte Gesamt-RNA wurde in 50 pl Nuklease-freiem,

sterilen bidest. Wasser aufgenommen und bei —80° C gelagert.

Schritt | Reinigungsschritte zur Praparation von Gesamt-RNA aus Par affingewebe

1 30 s Zentrifugation bei 8000 rpm. Das Filtrat wird verworfen. Erneute
Zentrifugation des Filtervlies-Getédsses bei 13000 rpm.

2 Zugabe von 500 pul Waschpufter I, Zentrifugation 15 s bei 8000 rpm und
Verwerfen des Filtrats.

3 Zugabe von 500 pul Waschpufter II, Zentrifugation 15 s bei 8000 rpm und
Verwerfen des Filtrats.

4 Zugabe von 300 pul Waschpufter II, Zentrifugation 15 s bei 8000 rpm und
Verwerfen des Filtrats.

5 2 min Zentrifugation bei 13000 rpm.

6 Uberfiihrung des Filtervlies-Gefisses in ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefiss
und Zugabe von 90 ul Elutionspuffer.

7 1 min Zentrifugation bei 8000 rpm, Zugabe von 10 pul DNase-
Inkubationspuffer und 1 ul DNase I.
Inkubation 45 min bei 37°C auf dem Thermomixer.
Zugabe von 20 pl Lysepuffer, 18 ml 10% SDS, 40 pul Proteinase K.

10 | Inkubation 1 h bei 55°C auf dem Thermomixer.

11 | Zugabe von je 325 ul Binding Buffer und Ethanol abs., Uberfiihrung in neues
Filtervlies-Gefiss.

12130 s Zentrifugation bei 8000 rpm. Das Filtrat wird verworfen. Erneute
Zentrifugation des Filtervlies-Gefédsses bei max. 13000 rpm.

13 | Zugabe von 500 ul Waschpuffer I, Zentrifugation 15 s bei 8000 rpm und
Verwerfen des Filtrats.

14| Zugabe von 500 ul Waschpuffer II, Zentrifugation 15 s bei 8000 rpm und
Verwerfen des Filtrats.

15 | Zugabe von 300 ul Waschpuffer II, Zentrifugation 15 s bei 8000 rpm und
Verwerfen des Filtrats.

16 | 2 min Zentrifugation bei 13000 rpm.

17 | Uberfiihrung des Filtervlies-Gefisses in ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefiss
und Zugabe von 90 ul Elutionspuffer.

18 | Nach 1 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur 1 min Zentrifugation bei
8000 rpm.

Tab. 2.11 Reinigungsschritte zur RNA-Isolierung aus Paraffingewebe mit dem HighPure-
RNA Paraffin-Kit (Roche Diagnostics).
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24.6 Real-TimeReverse Transcriptase PCR (RT-PCR)

2.4.6.1 Reverse Transkription der mRNA: erster Schritt der RT-PCR

Zur Gewinnung von cDNA als Template fiir die PCR wurde die mit dem HighPure
RNA Paraffin Kit extrahierte RNA revers transkribiert. Eingesetzte Komponenten
stammten aus dem AMV-RT-PCR-Kit der Firma Roche Diagnostics (Tab. 2.12). Die
verwendete reverse Transkriptase des ,,Avian Myoblastosis Virus®“ besitzt neben
Aktivititen als RNA-abhdngige DNA-Polymerase und DNA-abhingige DNA-
Polymerase eine RNase-H-Nebenaktivitit, die in einem RNA-cDNA-Hybrid zum
spezifischen Abbau der RNA fiihrt. Bei der folgenden PCR werden dadurch
Storfaktoren durch RNA-Verunreinigungen minimiert.

Durch Verwendung Sequenz-spezifischer Oligonucleotid-Primer wurden wihrend der
reversen Transkription nur die Zielsequenzen transkribiert, die Bildung unspezifischer

cDNA-Produkte, (wie es bei Verwendung von Hexamer-Primern der Fall ist) hingegen

reduziert.
Volumen Substanz
2 ulL 10x Reaktionspuffer
1 uL 10x MS2-RNA verd. Puffer
2 ulL Desoxynucleotide
2 ulL Spezifische Primer (jeweils TP, DPD, TS, G6PDH)
2 uL Wasser
10 uL Gesamt-RNA
1 uL AMV reverse Transkriptase

Tab. 2.12 Zusammensetzung eines Ansatzes zur Reversen Transkription.

Pro RNA-Extrakt einer Probe ergaben sich insgesamt vier RT-Ansdtze mit jeweils
spezifischen Primern fiir TP, DPD, TS und G6PDH. Zusitzlich wurde eine Kalibrator-
RNA revers transkribiert, die statt der diagnostischen Tumorprobe im RT-PCR-Ansatz
enthalten war.

Bei jeder reversen Transkription wurden zwei Negativ-Kontrollen mitgefiihrt, um die
Reinheit der verwendeten Kit-Komponenten, die DNA-freie RNA-Priparation sowie die

saubere Arbeitsweise beim Ansetzen des RT-PCR-Mixes (Kontaminationskontrolle) zu
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iiberpriifen: statt des Enzyms AMV-Reverse Transkriptase wurde steriles Wasser
pipettiert; statt RNA wurde steriles Wasser pipettiert.

Bei der anschliessenden PCR durfte in diesen Ansitzen kein Produkt nachweisbar sein.
Nach Mischen und Zentrifugieren wurde der Ansatz im Thermocycler inkubiert. Nach
10-miniitiger Inkubation bei 25° C (Primer-Annealing) fand die Elongation durch die
AMV-Reverse Transkriptase bei 42° C (60 min) statt. Anschliessend wurde das Enzym
durch einen 5-miniitigen Hitzeschock (95° C) inaktiviert. Die gewonnene cDNA wurde

bei —20° C gelagert.

2.4.6.2 Quantitative Real-Time Polymer ase-K ettenr eaktion mit dem LightCycler:
zweiter Schritt der RT-PCR

Zur Quantifizierung der mRNA-Expression der drei Enzyme wurde als zweiter Schritt
die Zahl der zuvor synthetisierten cDNA-Molekiile iiber Amplifikation im LightCycler
bestimmt (Abb. 2.8).

ADbb. 2.8 LightCycler der Firma Roche Diagnostics.
Darstellung des LightCycler Karussells mit den
Kapillaren, in denen die Reaktion stattfindet.

A

Reaktionsansatz

Ein PCR-Ansatz enthielt die in Tab. 2.13 aufgefiihrten Komponenten mit jeweils nur
einem Primer/Sonden-Paar entweder fiir TP, DPD, TS oder G6PDH. Alle Proben
wurden in Doppelbestimmung unter Mitfilhrung der Kalibrator-cDNA und der 2
Negativ-Kontrollen (Kapitel 2.4.6.1) untersucht.
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Volumen Kit-Komponente
6 ul TS, DPD, TS, G6PDH Detection Mix (Spezifische Primer
und Hybridisierungs-Sonden)

4 ul cDNA-Template

2 ul “fast start”-Tag-DNA-Polymerase-Desoxynucleotide (dUTP
anstatt dTTP)

1,6 ul 25 mM MgCl,

6,4 pl Aq. Bidest. (steril)

Tab. 2.13 Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes.

Im Gegensatz zu herkdmmlichen PCR-Maschinen arbeitet der LightCycler nicht mit
einem beheizten Metallblock, sondern erhitzt und kiihlt die in Glaskapillaren
befindlichen Proben durch heisse bzw. kalte Luft. Hierdurch kann mit dem System eine
PCR mit deutlich verringertem Zeitaufwand durchgefiihrt werden. 30 bis 40 Zyklen
konnen in 20 bis 30 min durchgefiihrt werden (Tab. 2.14). Die revers transkribierten
mRNAs wurden mit spezifischen Primern amplifiziert, wobei die Fragmentlingen der
Amplicons fiir TP 108, fiir DPD 148, fiir TS 111 und fiir G6PDH 123 Basenpaare

betrugen.

PCR-Schritt Dauer/ Temperatur Wiederholung

Denaturierung 5 min 95° C Ix

10 s 95° C Denaturierung
Amplifikation 10 s 62° C Primer-Annealing 40 x
10 s 72° C Elongation

Abkiihlen Zieltemperatur: 40° C (30 s) 1x

Tab. 2.14 Verlauf der PCR im LightCycler

Der LightCycler ermdoglicht durch Einsatz fluoreszenzmarkierter Sonden, den Verlauf
der PCR (Amplifikation und Detektion des PCR-Produkts) in Echtzeit (,,real-time*)

auf einem Bildschirm zu verfolgen. Die Hybridisierungs-Sonden binden
sequenzspezifisch an einen Abschnitt der DNA, der innerhalb des Amplikons liegt.
PCR-Artefakte, wie Primer-Dimere, werden somit nicht detektiert. Die Messung erfolgt
einmal pro Zyklus. Proportional zur Menge des entstehenden PCR-Produktes nimmt
auch die Intensitdt des Fluoreszenzsignals iiber Bindung der Sonden zu. Auf diese
Weise kann die Zunahme an PCR-Produkt iiber den gesamten Lauf verfolgt werden.
Das ,.fluorescence resonance energy transfer (FRET) dient zur Emissionserzeugung

(Abb. 2.9).
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Abb. 2.9 Funktionsprinzip des FRET. Das System besteht aus zwei fluoreszierenden
Sonden. Die erste (,,Anchor) ist am 3’- Ende Fluorescin- markiert und emittiert bei Anregung
griines Licht (a). Die zweite Sonde (,,Red) ist am 5’- Ende mit dem Marker LightCycler Red
640 gelabled. Binden beide in direkter Nachbarschaft (max. 4 bp) zueinander, wird die
Energie von der ersten auf die zweite Sonde iibertragen, die darauthin langwelliges rotes
Licht mit A= 640 nm emittiert (b). Die Intensitét des Lichtes wird von einem Photosensor
registriert. Die gebundenen Sonden werden wihrend der Elongationsphase von der DNA-
Polymerase verdrangt (c).

Fiir jede Probe entsteht ein charakteristischer Kurvenverlauf (Abb. 2.10).
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Abb. 2.10 Beispielhafte Kurvenverldufe fiir TS, TP, DPD von drei verschiedenen
Gewebeproben sowie Kurven der G6PDH der jeweiligen Probe. Mitfiihren der zwei Negativ-
Kontrollen (Linien am unteren Monitorbildrand).
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Als Qualitatskontrolle dienten Schmelzkurvenanalysen aller RT-PCR-Produkte mit dem
LightCycler, anhand derer eine Amplifikation unspezifischer Produkte erkannt werden
konnte. TP, DPD, TS und G6PDH haben spezifische, unterschiedliche Schmelzpunkte
(Abb. 2.11).

File: C:Light Cyelerd SiUsersilser2001-2002Romy200240st=102-04-22 Mamma_Romy1.ABT  Program: Schmelzkurve  Run By: Kurt
Run Oste: Apr 22, 2002 14:20 Prirt Date: December 13, 2004
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Abb. 2.11 Schmelzkurvenanalyse fir TP, DPD, TS und G6PDH

2.4.6.3Grundlage der Quantifizierung mit Refer enzen: Datenauswertung mit

Kalibrator und Haushaltsgen

Die Datenauswertung unbekannter Patientenproben erfolgte an einem Referenzsystem
mit einem Kalibrator. Uber Kalibratoren wird auch die PCR-Effizienz normiert.
Kalibratoren stammen nach Herstellerhinweisen aus einer immortalen Zellkultur,
welche unter anderem die drei ,,target““-Sequenzen TP, DPD und TS exprimiert. Die aus
dieser Kultur isolierten bekannten Mengen an mRNA dienen als Standard fiir die

Quantifizierung unbekannter Proben und werden parallel mitgefiihrt.
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Zur Normierung der unterschiedlichen Ausgangsmengen an Patientenprobe (abhidnging
von der Qualitdt und der Verarbeitung der Gewebeproben, der Schnittdicke der FFPE-
Gewebe, der dissezierten Zellzahl etc.) und zur Normierung unterschiedlicher
praanalytischer FEinfliisse auf die mRNA der Probe wird die Quantifizierung von
G6PDH-mRNA (Haushaltsgen) mitgefiihrt. Im Rechenprogramm der Software werden
daraus relative quantitative Werte fiir die mRNA-Mengen der drei Enzyme ermittelt, die
einen Vergleich zwischen den untersuchten Proben ermdglichen.

Die Menge der PCR-Produkte, mittels Fluoreszenz im LightCycler gemessen, ergibt
logarithmisch zu den Zyklenzahlen aufgetragen eine S-formige Kurve. Der theoretische
Schnittpunkt des linear verlaufenden Abschnitts der Reaktionskurve mit einer Abszisse,
die den Schwellenwert der Hintergrundsfluoreszenz darstellt, wird als ,,crossing point*
(cp) bezeichnet. Der cp-Wert gibt die notwendige PCR-Zyklenzahl fiir eine Probe an,
um eine vom Hintergrund differente Fluoreszenz zu generieren. Der cp-Wert korreliert
invers zu der in der Probe urspriinglich vorhandenen mRNA.

Das RelQuant Software Programm Version 1 des LightCyclers ermittelt aus den cp-

Werten (Mediane bei Mehrfachbestimmungen) normalisierte Ratios:

Cp Marker aus Patientenprobe / cp GOPDH aus Patientenprobe .
. x Faktor

Cp Marker aus Kalibrator / cp G6PDH aus Kalibrator x Korrekturfaktor

“Faktoren sind Chargen-spezifisch und werden vom Hersteller der Kits angegeben.

Proben- und Kalibratoren-RNA wurden in Doppelbestimmungen quantifiziert. Bei
Unterschieden von mehr als 1,0 ,.crossing point“ zwischen den Einzeldaten wurden

diese nicht gewertet.
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25  Statistik

Die qualitativen klinisch-prognostischen Parameter der 72 Patientinnen, wie Alter,
histologischer Tumortyp, TNM-Stadium, Differenzierungsgrad, Krankheitsverlauf und
Beobachtungszeit wurden mittels Frequenz-Tabellen ausgewertet. Andere, das
Patientengut charakterisierende Merkmale, wie Tumorlokalisation, Operationstechnik,
Therapieschemata wurden ebenfalls durch Angaben der Haufigkeiten beschrieben.

Die Verteilungen der IHC- und PCR-Ergebnisse wurden durch Minima, Maxima,
Mediane und Mittelwerte beschrieben. Die grafische Darstellung erfolgte in
Sdulendiagrammen. Kastendiagramme stellen 50% der Beobachtungen eines
kontinuierlichen Parameters (Nominalskala) zwischen erstem und dritten Quartil dar,
wobei der Median durch einen Rhombus, hingegen Maxima, Minima und Streuung der
restlichen 50% der Werte durch seitlich ansetzende Schnurrhaare (,,whiskers) markiert
werden. Die Einteilung der jeweiligen Parameter in Subgruppen (Tab.2.15) fiir
Berechnungen von krankheitsfreiem Uberleben (Kaplan-Meier-Kurven) wurde in diesen
Diagrammen farblich unterschieden und markiert. Bei der Bestimmung von
Schwellenwerten oder ,,cutoff-Werten wurde sich an Mittelwerten und Medianen der
Parameterverteilungen orientiert.

Die Interobserver-Variabilitit (IHC) sowie die methodischen Doppelbestimmungen von
Proben mit Laser-Mikrodissektion und Makrodissektion wurden mittels
Variationskoeffizienten (VK, Streuung der paarweisen Werte um den
Mittelwert/Mittelwert) beschrieben.

Zur Analyse von Korrelationen und Uberlebenszeiten wurden nichtparametrische
statistische Teste verwendet, die keine definierbare Verteilung der Werte voraussetzen.
Beim Vergleich von zwei Gruppen wurden p-Werte ermittelt, welche die
Wabhrscheinlichkeit angeben, mit der sich unter der Nullhypothese die gefundenen
Ergebnisse einstellen (Uberschreitungs-Wahrscheinlichkeit). Die Nullhypothese besagt,
dass in der Grundgesamtheit kein Effekt (z.B. kein Zusammenhang zwischen zwei
Parametern) besteht, dass also ein beobachteter Effekt in der Stichprobe nur
zufallsbedingt ist. Es wurde unterschieden zwischen Trend (p<0,1), signifikant (p<0,05),
hoch signifikant (p<0,01) und hochst signifikant (p<0,001).

55



MATERIAL UND METHODEN

Die Ergebnisse der mittels IHC und RT-PCR analysierten pradiktiven Biomarker TP,
DPD und TS und der TP/DPD sowie der TS/DPD Ratio wurden untereinander
(Methodenvergleich) als auch mit den immunhistochemischen Tumormarkern und den
klinisch prognostischen Faktoren korreliert. Das geschah durch den Spearmanschen
Rangkorrelationskoeffizienten in Bezug auf die Nullhypothese.

Der zur Interkorrelation der Gruppen errechnete Spearmanscher
Rangkorrelationskoeffizient r wurde in Abhédngigkeit von den dazugehorigen p-Werten
wie folgt bewertet: ,keine Korrelation® (r <0,25); ,hiedrige Korrelation*
(0,25<1r<0,45); ,,mittlere Korrelation* (0,45<r <0,60); ,,hohe Korrelation* (r>0,6).
Fiir die grafische Darstellung von krankheitsfreien Uberlebenszeitverteilungen wurden
Kaplan-Meier Kurven erstellt. Als , Krankheitsereignis® wurde das Auftreten von
Fernmetastasen (M1) gewertet, unabhingig vom Vorliegen eines Lokalrezidivs (n=3).
Félle, bei denen ausschliesslich ein Lokalrezidiv (n=5) oder kontralateraler Brustkrebs
(n=2) vorlag, wurden von der Analyse ausgeschlossen.

Die krankheitsfreien Uberlebenszeiten der Patientinnen, die den Beobachtungszeitraum
ohne Krankheitsereignis iiberlebt haben, wurden als ,,zensiert™ behandelt. Als zensierte
Daten bei der Analyse von Uberlebenszeiten werden Daten mit zunichst vorldufigem
Charakter verstanden, weil die betreffenden Patienten noch nicht verstorben sind / noch
kein Krankheitsrezidiv hatten oder nicht mehr beobachtet wurden. Ob beobachtete
Unterschiede in den Uberlebenszeitkurven statistisch signifikant waren, wurde mit dem
Log-Rank und dem Wilcoxon Chi Square Test iiberpriift. Der Log-Rank Test eignet sich
besser fiir lingere, der Wilcoxon Chi Square Test fiir kiirzere Uberlebenszeiten. In den
grafischen Darstellungen wird fiir beide Teste die Wahrscheinlichkeit angeben, durch
Zufall allein den errechneten Chi Square Wert zu erhalten, unter der Annahme, dass die
Uberlebenszeitfunktionen fiir beide Gruppen gleich sind (Interpretation der p-Werte
s.0.).

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der SAS® Software, Version 8.02 (SAS
Institute, Inc., Cary, North Carolina) und der JMP® Software, Version 4 (SAS Institute,
Heidelberg) durchgefiihrt.
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Parameter Subklasse A bzw. Subklasse B bzw.
» negativ® » Positiv®
Stadium I >1
T-Stadium 1 > 1
Nodalstatus 0 >0
Nukledres ,,grading* <2 >2
Alter bei Diagnose <50 > 50
Ostrogenrezeptorstatus <2 >2
Progesteronrezeptorstatus 0 >0 (1+,24)
Her2 <2(0,1+,2+4) >2 (3+)
MiBl1 0 >0 (1+,2+)
P53 0 >0 (1+,2+)
Bcl2 0 >0 (1+,2+)
Vimentin <2(0-1,5+) >2(2-3+)
CD34 <2(0-1,5+) >2 (2-3+4)
TP <120 > 120
DPD <150 > 150
HC TS <30 >30
TP/DPD <0,7 >0,7
TS/DPD <0,2 >0,2
TP <30 >30
DPD <5 >5
RT-PCR TS <09 >0,9
TP/DPD normiert <16 > 16
TS/DPD normiert <0,15 >0,15

Tab. 2.15 FEinteilung der Parameter in Subklassen fiir die Berechnung der univariaten

Uberlebenszeiten nach Kaplan-Meier

Da aus methodischen Griinden nur bei 72 der 91 Patientinnen RT-PCR-Ergebnisse

vorlagen, wurden in dieser Arbeit auch nur die klinischen-prognostischen und

immunhistologischen Ergebnisse dieser 72 Patientinnen ausgewertet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Haufigkeiten und Verteillungen

3.1.1 Haufigkeiten und Verteillungen der klinisch pathologischen Charakteristika

Urspriinglich gingen in die Studie n=91 Patientinnen ein. Nur an n=72 Tumorproben
waren auch zuverldssige RT-PCR-Ergebnisse flir mindestens zwei der Enzyme TP,
DPD oder TS zu erzielen. Daher wurde darauf verzichtet, das Gesamtkollektiv (n=91)
zu charakterisieren, die Auswertung der klinisch-pathologischen und tumorbiologischen
Charakteristika wurde auf die 72 Patientinnen beschrinkt, deren Gewebeproben auch

erfolgreich in der PCR untersucht werden konnten (siehe Kapitel 2.1).

3.1.2 Haufigkeiten und Verteilungen der tumor biologischen Parameter analysiert
mittels |mmunhistochemie

In den Tumorgewebeproben von 72 Patientinnen wurden mittels IHC die in Kapitel
2.4.4 aufgefiihrten prognostischen Parameter analysiert. In Abb. 3.1 sind exemplarisch
die Ergebnisse der immunhistochemischen Férbungen an Gewebeschnitten des Tumors
einer Patientin dargestellt (Auswertung der Féarbeergebnisse siehe auch Kapitel 2.4.3

und 2.4.4).

a) HE-Férbung, 40x. Invasiv duktales MK
mit zahlreichen Mitosen und prominenten positiv (Gesamtscore 3+): 50% der MK-
Nukleolen. Nukledres ,,grading™ 2,5. Zellen schwach positiv.
MK=Mammakarzinomzellen, SZ=Stromazellen

b) ER-Farbung, 40x. Ostrogenrezeptoren
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¢) PR-Farbung, 40x. Progesteronrezeptoren  d) Her 2-Férbung, 40x. Her2 negativ

negativ (Score 0): <20% der MK-Zellen (Score 1+): unspezifische zytoplasmatische

angeféarbt. Férbung und nur teilweise schwach angeférbte
Zellmembranen der MK-Zellen.

€) MiB1-Féarbung, 40x. MiB1 schwach fokal ) p53-Farbung, 40x. p53 positiv (Score 2+):
positiv (Score 1+): 20% der MK-Zellkerne mehr al's 25% der MK -Zellkerne angeférbt.
schwach fokal angeférbt.

g) bcl2-Farbung, 40x. bcl2 (Score 2+): mehr  h) CD34-Férbung, 40x. CD34 positiv
als 25% der MK-Zellmembranen angeférbt. (Score 2+): 10-20 Mikrogefésse pro mm?,
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i) Vimentin-Farbung, 40x. Vimentin positiv k) TP-Férbung, 40x. Gesamtscore 140: 70%
(Score 3+): starke Féarbeintensitit der der MK-Zellen stark angefarbt (vorwiegend
Intermedidrfilamente mesenchymaler und Zytoplasma), ebenfalls sehr starke Farbung der
myoepithelialer Zellen (MK-Zellen negativ).  Stromazellen.

1) DPD-Farbung, 40x. Gesamtscore 270: m) TS-Farbung, 40x. Gesamtscore 10: 5%
90% der MK Zellen sehr stark angefarbt der MK-Zellen stark angefarbt (Zytoplasma).
(Zytoplasma).

Abb. 3.1 Immunhistochemische Beurteilung von Parametern an Paraffingewebeschnitten
eines MK (Studienprobe Nr. 8).

Im folgenden ist die Verteilung der mittels IHC analysierten Parameter dargestellt
(Abb. 3.2). Die Subklassen ,,positiv vs. ,,negativ fiir die univariate ﬂberlebensanalyse
wurden farbig differenziert (hell- und dunkelgelb).

Die Verteilung der Parameter wird in jeweils 2 gekennzeichneten Subklassen ( z.B.
positiv oder negativ, siehe Kapitel 2.5) dargestellt. Die Subklassen werden in der

univariaten Uberlebensanalyse korreliert (Kapitel 3.3).
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Abb. 3.2 Haiufigkeiten und Verteilungen der mittels IHC analysierten Parameter bein = 72

Patientinnen.

In den S&ulen- sowie dazugehdrigen Mosaik-Diagrammen sind die Subklassen ,,positiv* und ,,negativ*
zur Durchfiihrung der univariaten Uberlebensanalysen gelb bzw. dunkelgelb markiert. Im
Kastendiagramm zeigt die Spitze des Rhombus den Mittelwert an, der vertikale Strich im Rhombus den

Median.

3.1.3 Haufigkeiten und Vertellungen der préadiktiven Biomarker TP, DPD und

TSanalysiert mittelsmmunhistochemie

Die immunhistochemischen semi-quantitativen Analysen von TP, DPD und TS wurden

nach dem Anteil positiv gefarbter MK-Zellen sowie der Féarbeintensitét beurteilt (siche

Kapitel 2.4.3).

Abb. 3.3 zeigt beispielhaft typische immunhistochemische Farbemuster fir TP, DPD

und TS.
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a) TP-Farbung Invasionsfront, 10x. Starkere
Féarbung der MK-Zellen an der Invasionsfront
im Vergleich zur Tumormitte (Studienprobe
39, Gesamtscore 50).

¢) Schwache TP-Farbung, 40x.

Gesamtscore 5: 5% der Zellen farben schwach
an. Einzelne Stromazellen farben positiv
(Studienprobe 36).

X "?‘ ]

-Far bun’gI Vdsiohsfrbnt, 10x. Starke

&

9
b) TP

Férbung der Stromazellen (Studienprobe 39,
andere Stelle).

d) Starke TP-Farbung, 40x.
Gesamtscore 270: 90% der Zellen mit
zytoplasmatischer und partiell nukleédrer
Farbung (Studienprobe 62).

€) Schwache DPD-Férbung, 40x.
Gesamtscore 2: 2% der Zellen farben schwach
an (Studienprobe 69).

f) Starke DPD-Farbung, 40x.
Gesamtscore 270: 90% der Zellen farben sehr

stark an (Studienprobe 42).
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g) TSFéarbung, 40x. Gesamtscore 0: h) Starke TS-Farbung, 40x. Gesamtscore 90:

Tumorzellen farben nicht an (Studienprobe 30% der MK-Zellen farben sehr stark an.

16). Stromazellen farben nicht an (Studienprobe
30).

Abb. 3.3 Immunhistochemische Beurteilung von TP, DPD und TS.

Die Gewebeproben zeigten einen hohen Prozentanteil (Mittelwert: 50%) von MK-
Zellen mit positiver TP-Farbung. Die Férbeintensitét fiir TP war im Mittel ,,stark® (2+).
Die Spannweite fiir den TP-Gesamtscore lag zwischen 0 und 270, der Mittelwert betrug
113 (liegt bei 42% der Spannweite), der Median 90 (liegt bei 33 % der Spannweite).

Die Gewebeproben zeigten fiir DPD einen sehr hohen Anteil positiver MK-Zellen
(Mittelwert: 80%). Die Firbeintensitit war hier im Mittel ,,stark™ (2+). Die Spannweite
fiir den DPD-Gesamtscore lag zwischen 3 und 285, der Mittelwert betrug 136 (liegt bei
48% der Spannweite ), der Median 155 (liegt bei 55% der Spannweite).

Die Gewebeproben zeigten in der TS-Farbung nur einen niedrigen Prozentanteil positiv
gefarbter MK-Zellen (Mittelwert 7,5). Die Férbeintensitét fiir TS war im Mittel ,,stark*
(2+). Die Spannweite fiir den Gesamtscore lag zwischen 0 und 120, der Mittelwert
betrug 26 (liegt bei 20% der Spannweite), der Median 15 (liegt bei 11% der
Spannweite).

Insgesamt waren die TP-Ergebnisse gleichmissig breit {iber die gesamte Spannweite
verteilt, wihrend die DPD-Ergebnisse dichter um den Mittelwert lagen. Die Mehrzahl
der TS-Ergebnisse lag in einem sehr niedrigen Bereich und die Scores reprisentieren
eine rechtsschiefe Verteilung (siche Abb. 3.4). Negative Ergebnisse gab es bei TP (n=2)
sowie bei TS (n=2).
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Fiir die immunhistochemisch ermittelte TP/DPD Ratio lag die Spannweite zwischen
0,01 und 20, der Mittelwert bei 1,55, der Median bei 0,69. Fiir die TS/DPD Ratio lag die
Spannweite zwischen 0 und 6, der Mittelwert bei 0,36, der Median bei 0,13.

Anteil TP-gefarbter TP-Féarbeintensitat TP-Gesamtscore
Tumorzellen (in %)
—_< < ] K> —
0158 0.35 < cutoff 120 0.10 <
< g 005 <
0053 oo 0,033
E: 0.0s £ z
o = |_| ’
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 5 1 15 2 25 3 as 0 50 100 150 200 250 300
Anteil DPD-gefér bter DPD-Féarbeintensitat DPD-Gesamtscor e
Tumorzellen (in %)
T e O
cutoff 150
0.25
025% 0503 0203
o = 0.15%
0.15% 030% 0.10:‘?
0058 I:l 0.10 8 0.053
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 o 5 1 15 2 25 3 35 0 50 100 150 200 250 300
Anteil TS-gefarbter TS-Farbeintensitat TS-Gesamtscore
Tumorzellen (in %)
O F——+—H 1 <> 1 {Io——
0258 040 S cutoff 30 035 ¢
0202 owel 1 oass
Hl‘l ” 0.05 % 0.10: 0.05
lIlIFIIIFlIl =
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 5 1 15 2 25 3 as 0 50 100 150 200 250 300

Abb. 3.4 Haufigkeiten und Verteilungen der mittels IHC analysierten Enzyme TP, DPD und
TS in den Tumoren von n=72 Patientinnen mit MK.

In den Séulen-Diagrammen fiir den Gesamtscore ist die Aufteilung in zwei Subklassen mittels eines
,cutoff “ — Wertes (fiir die univariate Uberlebensanalysen) farblich gekennzeichnet. Im Kastendiagramm
zeigt die Spitze des Rhombus den Mittelwert an, der vertikale Strich im Rhombus den Median.

Die immunhistochemisch gefarbten Préparate wurden von zwei Pathologen unabhéngig

voneinander begutachtet, um die Inter-Observer-Varianz zu beurteilen.
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Der VK (in % vom Mittelwert) betrug fiir die Beurteilung des Gesamtscores 29 (TP),
26 (DPD) und 46 (TS). Fiir den Anteil der gefarbten Tumorzellen als auch fiir die
Férbeintensitdt waren die Unterschiede geringer als fiir den Gesamtscore (Tab. 3.1). Die
grosste Ubereinstimmung wurde bei der Beurteilung der Firbeintensitit erzielt.

Absolut {ibereinstimmende Ergebnisse fiir alle drei Enzyme (VK=0) wurden in 15-22%
der Fille fiir den Gesamtscore ermittelt, in 24-30% fiir die Beurteilung des Anteils der
gefarbten Tumorzellen und in 55-67% fiir die Farbeintensitét.

In 52% (TP und DPD) und 22% (TS) der Doppelanalysen betrugen die VK 0 bis 20 %.
In 48% (TP und DPD) und 78% (TS) der Doppelanalysen iiberschritten die VK 20 %.

TP DPD TS

PT Fl Score | PT Fl Score | PT Fl Score

VK gesamt | 24 12 29 18 12 26 43 16 46

VK=0 [30% | 55% | 22% | 28% | 67% | 21% | 24% | 67% | 15%
(n=21) | (n=40) | (1=16) | (n=20) | (n=48) | @=15) | (n=17) | (n=48) | (n=11)

0< VK <20 30% 31% 7%
(n=21) (n=22) (n=5)

VK >20 48% 48% 78%
(n=35) (n=35) (n=56)

Tab. 3.1 Interobserver-Varianz der immunhistochemischen Analyse.
,»VK“=Variationskoeffizient, Angabe in %; ,,PT“=Prozent der angefdarbten Tumorzellen;
,F1“=Férbeintensitit der Tumorzellen; ,,Score“=Gesamtscore (PTx FI)

Ausgewertet wurden nur die IHC-Ergebnisse eines Beobachters (R.P.).

3.1.4 Haufigkeiten und Verteillungen der pradiktive Biomarker TP, DPD und TS
analysiert mittelsRT-PCR

Von 91 mit Lasermikrodissektion oder Makrodissektion untersuchten Gewebeproben
konnten in 80% (n=72) der Proben Messergebnisse in der RT-PCR fiir mindestens
zwei der drei untersuchten Enzyme erzielt werden (fiir TP n=69, fiir DPD n=62 und fiir
TS n=72).
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Die RT-PCR-Ergebnisse von 17 Laser-mikrodissezierten Patientenproben aus den
Jahren 1992 bis 1998 (unabhingig vom Jahrgang) mussten von der Auswertung
ausgeschlossen werden, da die Messwerte fiir alle Enzyme ausserhalb der linearen
Messbereiche lagen (zu wenig oder keine mRNA detektierbar). Auch eine
Makrodissektion oder die Analyse einer anderen Probe desselben Tumors blieben in
diesen Fillen erfolglos.

Bei 2 Proben war der Anteil an invasivem Karzinom zu gering (weniger als 200
Zellen/Gewebeschnitt). Trotz Bearbeitung mehrerer Gewebeschnitte desselben
Paraffinblocks war die Ausbeute an Zellen durch Laser-Mikrodissektion, die etwa
7000 Zellen betragen sollte, unzureichend und die extrahierte RNA war fiir eine
erfolgreiche Analyse in nachfolgender RT-PCR-Reaktion zu gering.

Von den 72 Gewebeproben wurden, abhingig vom Ausmass des invasiven
Tumorzellanteils in der Probe, 33 Laser-mikrodisseziert und 39 makrodisseziert.

Abb. 3.5 zeigt ein typisches Monitorbild der RT-PCR einer Probe mit dem LightCycler

System.
0.20- —— 01 Calibrator TP
02 Calibrator TP
01— —— 03 Calibrator DPD
’ —— 04 Calibrator DPD
—— 05 Calibrator TS
016 - —— 06 Calibrator TS
—— 07 Calibrator G6PDH
08 Calibrator G6PDH
N 0.14- 09 Probe TP
c —— 10 Probe TP
—— 11 Probe DPD
(] 0.12- —— 12 Probe DPD
N —— 13 Probe TS
(7] oA —— 14 Probe TS
(] : 15 Probe G6PDH
P —— 16 Probe G6PDH
(o] 0.02- —— 17RT() TP
= —— 18RT(-) DPD
o o
L 21H20 TP
—— 22H20 DPD
0.04- —— 23H20TS
— 24 H20 G6PDH
0.02-
0.00-
0.0z

1 1 1 [ 1 [ 1 [
u} 2 4 =} s 0o 1z 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 3G 3/ 40 42 44 45

Zyklenzahl

Abb. 3.5 Quantifikation von TP, DPD und TS mRNA aus FFPE-Gewebe mit dem
LightCycler.

Kurvenverlauf der RT-PCR aus Probe 7 mit Doppelbestimmungen der Enzyme und des
Kalibrators sowie Einfachbestimmungen der Kontrollen (RT(-), H,O).
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Héufigkeiten und Verteilungen der mittels RT-PCR analysierten Enzyme aus
Gewebeproben sind in Tab. 3.2 und Abb. 3.6 dargestellt.

TP DPD TS TP/DPD TS/DPD
normiert normiert
n (gesamt) 69 62 72 58 62
Median 31,56 5,38 1,09 15,54 0,25
Mittelwert 47,95 7,76 1,69 24,39 0,51
Minimum 0,61 0,30 0,14 0,22 0,004
Maximum 270,80 103,45 11,4 254,80 3,14

Tab. 3.2 RT-PCR Messwerte der Enzyme TP, DPD und TS im Verhiltnis zum Kalibrator
(normalisierte Ratios).

TP DPD TS
HICH — (K0, = | HICH q
cutoff 30 cutoff 5 cutoff 0,9
0.13 . 0.25 0.20 .
010 ‘L 020 i 0152
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figkeit

0.10
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0.05 3
I
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']
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Abb. 3.6 Haiufigkeiten und Verteilungen der mittels RT-PCR analysierten Enzyme TP, DPD
und TS im Verhiltnis zum Kalibrator (normalisierte Ratios).

In den Séulen-Diagrammen ist die Aufteilung in zwei Subklassen durch den ,,cutoff “~-Wert (fiir die
univariate Uberlebensanalysen) farblich gekennzeichnet. Die Spannweiten der Ergebnisse sind fiir die
Enzyme sehr unterschiedlich (verschiedene Einteilungen der X-Achse). Im Kastendiagramm zeigt die
Spitze des Rhombus den Mittelwert an, der vertikale Strich im Rhombus den Median.

Zur Analyse der biologischen Reproduzierbarkeit wurde von drei Gewebeproben aus
dem gleichen Tumorareal sowohl RNA aus Laser-mikrodissezierten (LM) als auch
makrodissezierten (MD) Zellen vergleichsweise untersucht (Tab. 3.3). Weiterhin
wurden von zwei Gewebeproben (A und B) von Patientinnen, die der Studie nicht
angehorten, Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Die Ergebnisse lassen erkennen, dass mit Ausnahme der TP-Bestimmung bei Probe A

die Abweichung maximal 10 Einheiten (Ratio von Zielgen zu Referenzgen) betrug (bei
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TP-Messung der Probe A: 19 Einheiten), der Median lag bei 2,6 Einheiten. Tendentiell
lagen also auch bei Wiederholung die Ergebnisse im vorher ermittelten Messbereich.
Beim Vergleich von Laser-Mikrodissektion und Makrodissektion betrugen die mittleren
VK 27% (TP), 63% (DPD) und 20% (TS).

Der Vergleich der doppelten Laser-Mikrodissektion der Proben A und B ergab mittlere
VK von 4 % (TP), 41% (DPD) und 16% (TS), der Vergleich der doppelten
Makrodissektion beider Proben VK von 16% (TP), 61% (DPD) und 47% (TS).

Die Reproduzierbarkeit war damit hoher, wenn gelaserte Tumorzellen statt nur Areale

mit angereicherten Tumorzellen (Makrodissektion) verwendet wurden.

Proben- TP DPD TS
nummer

52 (LM) 5,86 0,88 0,39

52 (MD) 11,48 1,88 0,43

68 (LM) 8,38 2,52 0,14

68 (MD) 7,68 12,07 0,10

87 (LM) 14,24 3,77 0,36

87 (MD) 20,99 6,63 0,30

A (LM) 20,84 1,96 0,49

A (LM 2) 21,12 2,32 0,53

A (MD) 31,37 4,24 0,68

A (MD 2) 49,06 8,47 1,65

B (LM) 3,40 1,93 0,36

B (LM 2) 3,06 0,66 0,25

B (MD) 3,87 0,41 0,22

B (MD 2) 3,78 1,31 0,36

LM vs.MD VK 27% 63% 20%
LM vs LM VK 4% 40% 16%
MD vs. MD VK 16% 61% 47%

Tab. 3.3 Varianzanalyse der RT-PCR-Ergebnisse (normalisierte Ratios) nach Zellgewinnung
durch Laser-Mikrodissektion im Vergleich zu Makrodissektion (n=5).

Einige Proben von invasivem MK wiesen zusétzlich ausgeprégte duktale Carcinoma in
situ (DCIS) Anteile auf, also Vorstufen eines invasiven MK.
Bei vier Tumorproben wurden die Enzyme TP, DPD und TS sowohl im invasiven als

auch im DCIS-Anteil untersucht (Tab. 3.4).
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Invasives Carcinom vs. TP DPD TS TP/DPD
DCIS normiert
Probe 54 (invasives MK) 32,48 9,87 0,27 10,14
Probe 54 (DCIS) 9,26 2,13 1,89 37,54
Probe 58 (invasives MK) 24,7 4,62 0,75 12,47
Probe 58 (DCIS) 25,66 3,70 0,62 16,18
Probe 80 (invasives MK) 22,89 103,5 0,35 0,52
Probe 80 (DCIS) 8,49 7,15 0,15 2,77
Probe 81 (invasives MK) 46,25 15,12 0,21 7,14
Probe 81 (DCIS) 46,73 319,04 0,39 0,34
Spannweite der
Abweichung (Faktor) 1-35 1,2-21 1,2-7 1,3-21

Tab. 3.4 Vergleichende Analyse der Enzyme TP, DPD und TS mittels RT-PCR im invasiven
sowie im DCIS-Anteil der gleichen Tumorprobe (n=4).

Bereits in diesen vier Studienproben ist eine deutliche Heterogenitit erkennbar.

Wihrend in der Studienprobe 58 nur kleine Differenzen der Werte aller drei Enzyme

zwischen invasivem und DCIS Anteil bestehen (maximal bei DPD mit 1,3-fachem

Unterschied), bestehen bei den anderen Studienproben mehr als 20-fache Unterschiede

bei einem der Enzyme oder der TP/DPD Ratio. Es ist auch kein Trend erkennbar, dass

entweder invasiver oder DCIS-Anteil hohere Expressionen eines oder mehrerer Enzyme

aufweisen.
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3.2 Korrelation der Ergebnisse von selektierten Parametern

Die  Korrelation  der  Ergebnisse  basiert auf dem = Spearmanschen
Rangkorrelationskoeffizienten r und wurde nur fiir diejenigen Gewebeproben (n=59)
durchgefiihrt, fiir welche Ergebnisse aller Parameter vorlagen (limitierender Faktor

waren fehlende RT-PCR-Ergebnisse fiir alle Enzyme bei insgesamt 32 Proben).

3.21 Korrelation der klinisch pathologischen und tumor biologischen Parameter

Je grosser der Primédrtumor war, desto eher war er ER- (r=-0,29; p=0,0251) und PR-
negativ (r=-0,36; p=0,0052) sowie MiB1 hochproliferativ (r=0,25; p=0,0558). Das
gleiche galt fiir den Tumordifferenzierungsgrad, je niedriger das MK differenziert war
desto eher war es ER- (1=-0,46; p=0,0002) und PR-negativ (r=-0,40; p=0,0019) sowie
MiB1 hochproliferativ (r=0,51; p<0,0001). Ferner waren niedrig differenzierte
Karzinome eher p53-positiv (r=0,28; p=0,0340). MiB1 hochproliferative MK waren
eher fortgeschrittene Karzinome und gering differenziert, sie waren eher PR- (r=-0,39;
p=0,0020) und vor allem ER-negativ (r=-0,61; p<0,0001) sowie p53-positiv (r=0,43;
p=0,0005) und bcl2-negativ (r=-0,30; p=0,0221). P53-positive MK waren haufiger
gering differenziert, hochproliferativ, ER- (r=-0,32; p=0,0129) und PR-negativ (r=-0,25;
p=0,0558) sowie Her2 positiv (r=0,40; p=0,0016). Bcl2-positive MK waren eher niedrig
proliferativ (r=-0,30; p=0,0221), Her2- (r=-0,35; p=0,0074) und p53-negativ (r=-0,41;
p=0,0011) sowie ER-positiv (r=0,38; p=0,0030).

Das Alter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sowie das UICC-
Stadium zeigten keinerlei Korrelation mit den anderen Parametern. Ebensowenig war
CD34 zu anderen Parametern korreliert.

Tab. 3.5 gibt den Spearmanschen Korrelationskoeffizienten und den p-Wert fiir die

Korrelation der klinisch pathologischen und tumorbiologischen Parameter wieder.
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uicc| T N G Alter | ER PR | MiB1| Her2 | p53 | bcl2 | CD34

UICC | 1,000

T 0,48 1,000
0,0001

N 0,61 -0,04 1,000
<,0001 |0,7512

G 0,04 0,15 -0,21 1,000
0,7547 10,2602 |0,1123

Alter | 022 [014 [019 [-0,03 |[1,000
0,0953 [0,2957 |0,1606 |0,8232

ER |-0.11 [-029 [030 |-046 [-0,04 1,000
0,4067 [0,0251 [0,0195 |0,0002 |0,7830

PR |[-0,19 -0,36 0,17 -0,40 0,01 0,66 1,000
0,1402 |0,0052 |0,2114 (0,0019 ]0,9412 |<,0001

MiB1 |-0.006 025 [-030 [051 |005 |-061 [-039 |1,000
0,9638 [0,0558 |0,0203 [<0001 |0,7226 |<0001 |0,0020

Her2 | 0,06 -0,03 0,09 0,08 0,23 -0,03 0,18 0,041 1,000
0,6781 10,7994 10,4958 (0,5280 |0,0866 |0,7994 |0,1821 |0,7562

p53 -0,08 0,04 -0,28 0,28 0,14 -0,32 -0,25 0,43 0,40 1,000
0,5324 |0,7840 |0,0307 |0,0340 |0,3019 |[0,0129 |0,0558 [0,0005 |0,0016

bcl2 | 0,05 0,005 0,16 -0,24 -0,14 0,38 0,08 -0,30 -0,35 -0,41 1,000
0,7045 10,9695 |0,2296 |0,0649 |0,2874 (0,0030 |0,5468 |[0,0221 |0,0074 | 0,0011

CD34 | -0,21 -0,11 -0,04 -0,13 -0,31 0,12 0,05 -0,12 -0,01 0,004 0,20 1,000
0,1044 |0,4181 |0,7667 |0,3324 |0,0156 |0,3587 |0,7334 |0,3554 (0,9282 |0,9759 |0,1265

Tab. 3.5 Spearmanscher Korrelationkoeffizient r (obere Zahl im Quadranten) sowie p-Wert
unter Annahme der Nullhypothese (untere Zahl im Quadranten) fiir die Korrelation der klinisch
pathologischen und tumorbiologischen Parameter. Bestehende Korrelationen gelb unterlegt.
Inverse Korrelationen sind mit (-) gekennzeichnet.

UICC=Stadium; T=Tumorgrosse; N=Nodalstatus; G=Tumor-Differenzierungsgrad (,,grading*)

3.2.2 Methodenvergleich RT-PCR und IHC fur TP, DPD und TS

TP

Die TP-Werte aus den RT-PCR-Analysen zeigen nur eine niedrige positive Korrelation
mit den IHC-Ergebnissen (1=0,37, p=0,0045). Abb. 3.7 veranschaulicht die bivariate
Regressionsanalyse. Weitere Korrelationsergebnisse zwischen TP und TS bzw. DPD

sowie den TP/DPD Ratios analysiert mittels IHC und RT-PCR finden sich in Tab. 3.6.
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250+

2004

PCR)

r 150+

TP (RT

100

50 -

Lineare Beziehung (rot):
TP (RT-PCR)=26,957946 + 0,1908799 TP (IHC)

r=0,37, p=0,0045

Abb. 3.7 Regression von TP (IHC vs. RT-PCR)

Die Dichte-Ellipse (griin) zeigt den Bereich an, in
den 95% der Werte fallen.

0 50 100 150 200 250 n=69
TP (IHC)
TP (RT-PCR) Korrelation
Niedrig Mittel Hoch

(0,25<r <0,45) (0,45< r <0,6) (r>0,6)

TP (IHC) DPD (RT-PCR) TS (RT-PCR)

(p=0,0045) (p<0.0001) (p<0.0001)
TP/DPD (IHC) TP/DPD (RT-PCR)

(p=0,0289) (p<0.0001)

Tab. 3.6 Korrelation von TP (RT-PCR-Werte) mit: TP (IHC-Werte), DPD und TS (RT-PCR-
Werte) und TP/DPD Ratio (IHC- und RT-PCR-Werte).

DPD

Die Ergebnisse der IHC- und RT-PCR-Analysen waren fiir DPD nicht untereinander
korreliert (r=0,05; p=0,6953), vgl. Abb. 3.8.
Die TP/DPD Ratios beider Methoden (1=0,02; p=0,8552) korrelieren ebenfalls nicht.

Weitere Ergebnisse zu Korrelationen der DPD (RT-PCR) mit den anderen Enzymen

finden sich in Tab. 3.7.
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100 : Abb. 3.8 Regressionsanalyse von DPD (IHC vs.

ol RT-PCR)
= -
8. 70+ Die Dichte-Ellipse (griin) zeigt den Bereich an, in
& o den 95% der Werte fallen.
£ 40 —
e A Lineare Beziehung (rot):

20 L DPD (RT-PCR)= 1,2884658 + 0,0443856 DPD (IHC)

N 1 I I r=0,05; p=0,6953
0 50 100 150 200 250 300 n=62
DPD (IHC)

DPD (RT-PCR) Korrelation

Niedrig Mittel
(0,25< r <0,45) (0,45<r <0,6)
TP (IHC) TP (RT-PCR)
(r=0,39; p=0,0024) (r=0,57; p<0,0001)
TS(RT-PCR) TS/DPD (RT-PCR)
(r=0,30; 0,0219) (r=-0,52; p<0,0001)
TP/DPD (IHC)
(r=0,29; p=0,0268)
TP/DPD (RT-PCR)
(r=-0,32; p=0,0126)

Tab. 3.7 Korrelation (niedrig und mittel) von DPD ( RT-PCR-Werte) mit: TP (IHC- und RT-
PCR-Werte), TS (RT-PCR-Werte), TS/DPD Ratios (RT-PCR-Werte) und TP/DPD Ratios
(IHC- und RT-PCR-Werte).

TS

Die TS-Ergebnisse aus IHC und RT-PCR zeigten nur eine niedrige positive Korrelation
(r=0,28; p=0,0343), vgl. Abb. 3.9. Die TS/DPD Ratios beider Methoden ergaben eine
mittlere positive Korrelation (r=0.48; p<0.0001). Weitere Ergebnisse zu Korrelationen

der TS (RT-PCR) mit den anderen Enzymen finden sich in Tab. 3.8.

73




ERGEBNISSE

12 ) : Abb. 3.9 Regressionsanalyse von TS (IHC vs.
104 RT-PCR)

Die Dichte-Ellipse (griin) zeigt den Bereich an,
in den 95% der Werte fallen.

TS (RT-PCR)
i

4 . ) I S Lineare Beziehung (rot):

2:}.-/‘. . TS (RT-PCR) = 1,2620778 + 0,0170994 TS (IHC)
0 Fe.i. - L =0,28; p=0,0343
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 n=72

TS (IHC)

TS(RT-PCR) Korrelation

Niedrig Hoch
(0,25< r <0,45) (r>0,6)
TS(IHC) TS/DPD (RT-PCR)
(r=0,30; 0,0191) (r=0,60; p<0,0001)
DPD (RT-PCR) TP (RT-PCR)
(r=0,30; 0,0219) (r=0,61; p<0.0001)

TP/DPD (RT-PCR)
(1=0,36; 0,0050)

TS/DPD (IHC)
(t=0,37; p=0,0041)

Tab. 3.8 Korrelation (niedrig und hoch) von TS (RT-PCR-Werte) mit: TS (IHC-Werte), DPD
(RT-PCR-Werte), TP/DPD Ratios (RT-PCR-Werte), TS/DPD Ratios (IHC- und RT-PCR-
Werte) und TP (RT-PCR-Werte).

3.2.3 Korrelation der klinisch pathologischen und tumor biologischen Parameter
mit den Enzymen TP, DPD und TS

TP (IHC)
MK mit hohen TP-Werten in der IHC waren eher nodalpositiv (r=0,29; p=0,0247) sowie
bel2-positiv (=0,29; p=0,0256).
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TP (RT-PCR)
Die durch RT-PCR ermittelten TP-Werte der MK-Proben zeigten eine niedrige positive
Korrelation mit dem Tumor-Differenzierungsgrad (r=0,38; p=0,0033). Das heisst, TP-

exprimierende Tumoren waren geringer differenziert.

DPD (IHC)
Je hoher die durch IHC ermittelten DPD-Werte der MK-Proben waren, desto eher waren
sie ER- (r=0,42; p=0,0009) und PR-positiv (r=0,34; p=0,0094).

DPD (RT-PCR)

Die durch RT-PCR ermittelten DPD-Werte der MK-Proben zeigten eine niedrige
positive Korrelation zum Nodalstatus (r=0,28; p=0,0313). Tumore mit hoherer DPD-
Expression waren eher MiB1 niedrig proliferativ (r=-0,33, p=0,0101) und p53-negativ
(r=-0,33; p=0,0107).

TP/DPD Ratio (IHC)

Patientinnen mit einer hoheren TP/DPD Ratio der MK waren eher nodalpositiv (r=0,33;
p=0,0114) und hatten ein fortgeschritteneres Krankheitsstadium (r=0,27; p=0,0353).

Je hoher die TP/DPD Ratio in der IHC desto grosser war die CD34-Mikrogefassdichte
(r=-0,27; p=0,0404).

TP/DPD Ratio (RT-PCR)
MK mit grosser TP/DPD Ratio in der RT-PCR waren niedrig differenziert (r=0,53;
p<0,0001) und hoher MiB1-proliferativ (r=0,39; p=0,0021).

TS(IHC)

MK mit hohen TS-Werte in der IHC waren niedrig differenziert (r=0,45; p=0,0003) und
MiB1 héher proliferativ (r=0,37; p=0,0035) sowie eher p53-positiv (1=0,31; p=0,0156).
TS-exprimierende MK waren eher bcl2-negativ (r=-0,31; 0,0173) und ER-negativ
(-0,34; p=0,0078).
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TS(RT-PCR)

MK mit hoher TS-Expression waren niedrig differenziert (r=0,38; p=0,0029) sowie
MiBI1 hoéher proliferativ (r=0,28; p=0,0306) und eher ER- (=-0,32; p=0,0132) und PR-
negativ (r=-0,34; p=0,0087).

TS/DPD (IHC)

MK mit héheren TS/DPD Ratios in der IHC waren eher niedrig differenziert (r=0,44;
p=0,0005), MiB1 hoher proliferativ (r=0,39; p=0,0021) und p53-positiv (r=0,31;
p=0,0184). Tumoren mit hoheren TS/DPD Ratios waren eher ER- (r=-0,44; p=0,0006)
und PR-negativ (r=-0,26; p=0,0492) sowie bcl2-negativ (r=-0,33; p=0,0105).

TS/DPD (RT-PCR)

Die durch RT-PCR ermittelte TS/DPD Ratios der MK waren MiB1 hoher proliferativ
(r=0,51; p<0,0001) und niedriger differenziert (r=0,41; p=0,0014) sowie eher p53-
positiv (r=0,29; p=0,0236). Diese MK waren eher ER- (r=-0,52; p<0,0001) und PR-
negativ (r=-0,36; p=0,0045), aber auch eher nodalnegativ (r=-0,32; p=0,0141).

Tab. 3.9 gibt einen Uberblick iiber alle Korrelationen der mittels IHC und RT-PCR

analysierten Enzyme TP, DPD, TS sowie der TP/DPD und TS/DPD Ratios mit den

klinisch pathologischen und tumorbiologischen Parametern.
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ulcC | T N G |Alter [ ER PR |MiBl| Her2 | p53 | bcl2 |CD34

TP 0,20 0,05 0,29 -0,02 -0,05 0,17 -0,01 -0,16 0,05 -0,09 0,29 -0,08
(IHC) 0,1300 |0,6906 |0,0247 |0,8804 |0,7238 |0,1961 |0,9521 |0,2197 |0,7280 | 0,5206 | 0,0256 | 0,5546

TP 0,13 0,06 0,04 0,38 0,02 -0,15 -0,13 0,02 -0,24 -0,15 0,12 -0,12
(PCR) |03134 |0,6746 | 0,7490 |0,0033 | 0,8652 |0,2617 |0,3243 |0,8931 |0,0707 |0,2524 |0,3797 |0,3707

DPD -0,11 -0,16 0,01 -0,05 -0,16 0,42 0,34 -0,24 -0,005 |-0,22 0,25 0,20
(IHC) 0,3897 |0,2154 |0,9323 |0,7261 |0,2158 |0,0009 | 0,0094 | 0,0699 |0,9719 |0,0947 |0,0590 |0,1249

DPD 0,17 -0,09 0,28 -0,07 -0,08 0,24 0,04 -0,33 -0,22 -0,33 0,16 0,04
(PCR) [0,2098 0,50 0,0313 | 0,6040 |0,5671 |0,0657 | 0,7644 |0,0101 |0,1012 |0,0107 |0,2216 |0,7812

TP/DPD | 0,27 0,08 0,33 0,04 -0,06 |-0,07 |-021 [-0,03 |-0,02 |-0,002 |0,13 0,27
(IHC) 0,0353 [0,5582 | 0,0114 |0,7868 | 0,6610 |0,5890 | 0,1047 |0,7941 |0,9079 |0,9874 |0,3234 | 0,0404

TP/DPD | -0,03 0,15 -0,23 0,53 0,09 -0,45 -0,19 0,39 0,03 0,21 -0,08 -0,16
(PCR) |0,8380 |0,2649 | 0,0811 |<,0001 |0,4985 |0,0004 |0,1466 |0,0021 |0,8350 |0,1136 |0,5404 |0,2292

TS 0,03 0,07 -0,11 0,45 0,09 -0,34 -0,17 0,37 0,13 0,31 -0,31 -0,05
(IHC) 0,8446 | 0,6086 | 0,3988 |0,0003 |0,4875 |0,0078 |0,1950 |0,0035 |0,3272 |0,0156 | 0,0173 | 0,7162

TS 0,11 0,15 -0,07 0,38 -0,09 -0,32 -0,34 0,28 -0,19 0,003 |-0,05 -0,04
(PCR) 04120 [0,2682 |0,5935 |0,0029 | 0,4830 |0,0132 | 0,0087 |0,0306 |0,1510 |0,9811 |0,70 0,7554

TS/IDPD | 0,07 0,10 -0,09 | 0,44 0,17 -0,44 |-0,26 0,39 0,09 0,31 -0,33 | -0,21
(IHC) 0,6022 | 0,4616 |0,5018 | 0,0005 |0,1924 |0,0006 |0,0492 |0,0021 |0,4939 |0,0184 |0,0105 |0,1038

TS/DPD | -0,06 0,11 -0,32 0,41 0,005 |-0,52 -0,36 0,51 0,02 0,29 -0,19 -0,03
(PCR) |0,6419 |0,4259 | 0,0141 |0,0014 |0,9697 |<,0001 |0,0045 |<,0001 |0,8531 |0,0236 |0,1566 |0,8399

Tab. 3.9 Spearmanscher Korrelationkoeffizient r (obere Zahl im Quadranten) sowie p-Wert
unter Annahme der Nullhypothese (untere Zahl im Quadranten) fiir die Korrelation der Enzyme
TP, DPD, TS sowieder TP/DPD und TS/DPD Ratios (IHC- und RT-PCR-Werte) mit den
klinisch pathologischen und tumorbiologischen Parameter. Bestehende Korrelationen gelb

unterlegt. Inverse Korrelationen sind mit (-) gekennzeichnet.
UICC=Stadium; T=Tumorgrosse; N=Nodalstatus; G=Tumor-Differenzierungsgrad
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3.3 Analyseder krankheitsfreien Uberlebenszeit

Als krankheitsfreie Uberlebenszeit galt die Zeit bis zum Auftreten von Fernmetastasen
(mit oder ohne Lokalrezidiv), bzw. die krankheitsfreie Zeit bis zum Ende der
Beobachtungszeit. Die Uberlebenszeitanalysen wurden, wie im Kapitel 2.5 ,,Statistik*

beschrieben, mit Hilfe von Kaplan-Meier Kurven dargestellt.

3.3.1 Uberlebenszeitanalysen in Abhangigkeit von den klinisch pathologischen
und tumor biologischen Parameter

Ein Trend in der krankheitsfreien Uberlebenszeit zeigte sich nur in Abhiingigkeit vom
Nodalstatus (Abb. 3.10; Log-Rank-p=0,0811; Wilcoxon-p=0,0902). Von den
nodalnegativen Patientinnen iiberlebten in dem gegebenen Beobachtungszeitraum 80%
ohne Krankheitsrezidiv, von den nodalpositiven jedoch nur 56% (Unterschied von
24%).

Unterschiede in den Therapieschemata (Radiotherapie, Tamoxifen-Therapie) fiihrten
nicht zu signifikanten Unterschieden im krankheitsfreien Uberleben. Wird die Goserelin
Therapie zusétzlich beriicksichtigt, ergeben sich auch hier keine signifikanten
Unterschiede zwischen Patientinnen mit (Tamoxifen oder Goserelin) oder ohne
antihormonelle Therapie (Log-Rank-p= 0,2282; Wilcoxon-p= 0,1771).

Es bestand ein Trend, dass Patientinnen mit 3 Zyklen CMF ein besseres krankheitsfreies

Uberleben hatten als mit 6 Zyklen (siehe Kapitel 4.2).
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Her2 (Her2 positiv: n=8; Her2 negativ: n=57)
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Abb. 3.10 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhiingigkeit von klinisch morphologischen
und tumorbiologischen Parametern (analysiert mittels IHC).
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3.3.2 Uberlebenszeitanalysen in Abhangigkeit von der Expression der Enzyme
TP, DPD und TS (analysiert mit IHC)

Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede im Uberleben der Patientinnen in
Abhingigkeit von den TP-, DPD- und TS-Werten im Tumor, analysiert mit IHC. Die
TP/DPD und TS/DPD Ratios beeinflussen das krankheitsfreie Uberleben ebenfalls nicht
(Abb. 3.11).
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Abb. 3.11 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit von den Werten der Enzyme TP,
DPD und TS und deren Ratios (analysiert mit IHC).
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3.3.3 Uberlebenszeitanalysen in Abhangigkeit von der Expression der Enzyme
TP, DPD und TS (analysiert mit RT-PCR)

Verkleinerung der Patientenkollektive durch methodisches Versagen der RT-PCR
und Einfluss auf die Uberlebenszeiten des Restkollektivs
Von insgesamt 91 MK-Proben konnten nur fiir 72 Proben verldssliche RT-PCR-

Ergebnisse erzielt werden (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12 Uberlebenskurven fiir das Gesamtkollektiv aller Patientinnen (n=91) und fiir das
Teilkollektiv, fiir welches verldssliche RT-PCR-Werte fiir mindestens 2 Enzyme vorlagen
(n=72). 7 Patientinnen mit kontralateralem Brustkrebs und mit Lokalrezidiven ohne
Fernmetastasen wurden von den Uberlebensanalysen ausgeschlossen. Im Vergleich dazu
Uberlebenskurven fiir die Kollektive, bei welchen eines der genannten Enzyme oder eine

berechnete Ratio vorlagen.
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Die Gesamtiiberlebensanalyse zeigt, dass sich das krankheitsfreie Uberleben nach 60
Monaten fiir die Gruppe von 91 Patientinnen mit 65% im Vergleich zur Gruppe von 72
Patientinnen mit 68% nicht signifikant unterscheidet. Die methodisch bedingte
Verkleinerung des Gesamtkollektivs von n= 91 auf n= 72 verursacht damit keine
systematische Verinderung der Uberlebensanalyse im kleineren Kollektiv.

Von den 72 Patientinnen mit RT-PCR-Ergebnissen wurden 7 Patientinnen, die
Lokalrezidive ohne Fernmetastasen oder ein kontralaterales MK entwickelten, von der
Uberlebensanalyse ausgeschlossen.

Die Uberlebenskurven der Patientengruppen, fiir die Enzymwerte experimentell
ermittelt werden konnten, unterscheiden sich ebenfalls nicht signifikant. Damit ist
gesichert, dass durch die methodisch bedingten fehlende Ergebnisse fiir alle oder
einzelne Enzyme in einigen Patientenproben keine Verschiebung der Uberlebenskurven

in den jeweilig verbleibenden Patientenkollektiven zu beobachten war.

Einfluss der Enzymwerte auf die Uberlebenszeit

Das krankheitsfreie Uberleben der Patientinnen ist signifikant abhingig von den
Enzymwerten, wenn sie mittels RT-PCR analysiert werden.

Patientinnen mit TP-Werten > 30 iiberlebten zu 78% rezidivfrei, wohingegen nur 50%
der Patientinnen mit TP-Werten < 30 rezidivfrei iiberlebten (Abb. 3.13, signifikanter
Unterschied von 28% nach 60 Monaten Beobachtungszeit; Log-Rank-p= 0,0403;
Wilcoxon-p= 0,0490).
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83% der Patientinnen mit DPD-Werten>5 hatten kein Rezidiv in der
Beobachtungszeit, wihrend von den Patientinnen mit DPD-Werten <5 nur 52%
krankheitsfrei liberlebten (Abb. 3.14, signifikanter Unterschied von 32% nach 60
Monaten Beobachtungszeit; Log-Rank-p= 0,0284; Wilcoxon-p= 0,0501).

£03- Abb. 314 DPD

& 0.2 analysiert mit RT-PCR.

< 0.1 Log-Rank: 0,0284 Kaplan-Meier-

Wilcoxon: 0,0501 Uberlebenskurven

0.0 \ ~ \ ~ \ T \ ! ‘ ‘ (DPD >5,0: n=29;
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 i sh o

Monate

Patientinnen mit einer TP/DPD Ratio > 16 iiberlebten zu 82% rezidivfrei, wohingegen
nur 52% der Patientinnen mit einer TP/DPD Ratio <16 rezidivfrei iiberlebten
(Abb. 3.13, signifikanter Unterschied von 30% nach 60 Monaten Beobachtungszeit;
Log-Rank-p= 0,0403; Wilcoxon-p= 0,0490).

Die TP/DPD Ratios lassen erkennen, dass Patientinnen mit einer Ratio > 16 einen
signifikanten 30% grosseren krankheitsfreien Uberlebensvorteil hatten als Patientinnen
mit Ratios <16 (Abb. 3.15, Log-Rank-p=0,0382; Wilcoxon-p=0,0358). In beiden
Subgruppen finden sich sowohl Tumore mit niedrigen als auch hohen Enzymwerten fiir
DPD und TP, die Ratio der Werte war hier nur entscheidend fiir den Unterschied im
Uberleben.

Die Trennung in krankheitsfreies Uberleben vs. Rezidiventstehung wurde nicht
signifikant grosser durch die Bestimmung der TP/DPD Ratio im Vergleich zur

Bestimmung der beiden Enzyme.
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Abb. 3.15 TP/DPD
normiert analysiert mit
RT-PCR. Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven

(Ratio >16: n=22; <16: n=30)

Patientinnen mit TS-Werten > 0,9 {iberlebten zu 80% die Beobachtungszeit ohne

Rezidiv, hingegen mit TS-Werten<0,9 nur zu 50% (Abb. 3.16,

signifikanter

Unterschied von 30%; Log-Rank-p= 0,0260; Wilcoxon-p= 0,0397).
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Abb. 3.16 TSanalysiert
mit RT-PCR. Kaplan-
Meier-Uberlebenskurven
(TS >0,9: n=39; TS <0,9: n=26)

Damit erreicht die prognostische/pradiktive Aussage jedes einzelnen Enzyms den Wert

des Nodalstatus und {ibersteigt diesen sogar.

Die TS/DPD Ratio liess keine signifikanten Unterscheidungen zu (Abb. 3.17).

85



ERGEBNISSE

S0t . .
< Bt o TS/DPD > 0,15
808_ ___-l_—J.E == == mm mmm e o= o=
5 0.7— LL
o)
5 0.6
(2] == == =
8057  TS/DPD <015
S <
@ 0.4 -
€034 Abb. 3.17 TS/DPD
8 0.20— normiert analysiert mit
X 0.1 Lo_g-Raan: 0,1467 RT-PCR. Kaplan-Meier-
0.0 Wilcoxon: 0,1588 Uberlebenskurven
. [ [ [ [ [ [ [ [ [ | : . .
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110  \aatio=0.15:n=19;<0.I5:

n=36)
Monate

Es gab keinen signifikanten Unterschied, wenn jeweils zwei der drei Enzyme TP, DPD
und TS iiber bzw. unter den jeweiligen ,cutoffs lagen (Abb. 3.18a; Log-Rank-
p=0,1457; Wilcoxon-p= 0,1829).

Abb. 3.18b =zeigt =zusdtzlich diejenigen Patientinnen (n=4), die durch diese
Klassifikation nicht erfasst wurden, da nur zwei der drei Enzyme messbar waren und
diese nicht beide jeweils iiber bzw. unter den ,cutoff‘-Werten lagen (Log-Rank-

p=0,2172; Wilcoxon-p= 0,2881).
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Abb. 3.18a Mindestens2 Enzyme>vs. <, cutoff*-Wert analysiert mit RT-PCR.

a) Kaplan-Meier-Uberlebenskurven (>"cutoff’: n=43; < “cutoff’: n=19)

b) zusitzlich Patientinnen dargestellt (blau), von welchen nur 2 Enzymwerte vorlagen, von
denen einer tiber und der andere unter dem ,,cutoff-Wert lagen (n=4 unselektierte Patientinnen,
davon erlitten 2 ein Rezidiv)
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Die Gruppe von Patientinnen, bei welcher alle drei Enzymwerte iiber dem jeweiligen

,cutoff*-Wert lagen (n=17), hatte ein signifikant besseres krankheitsfreies Uberleben
im Vergleich zur Gruppe mit Werten aller Enzyme unterhalb des gesetzten ,,cutoft**-
Wertes (Abb. 3.19a, Log-Rank-p=0,0019; Wilcoxon-p=0,0031). In der gesamten
Beobachtungszeit hatte keine der Patientinnen, deren drei Enzyme hoch exprimiert
waren, ein Rezidiv. In der Gruppe mit allen drei Enzymwerten unterhalb des gesetzten
»cutoff-Wertes (n=15 Patientinnen) {iberlebten nur n=8 (53%) krankheitsfrei tiber 70
Monate und n=7 erlitten ein Rezidiv.

In Abb. 3.19b werden zusidtzlich diejenigen Patientinnen dargestellt, die nicht
zugeordnet werden konnten (n=20), da nicht alle drei Enzyme ober- oder unterhalb des
»cutoff“-Wertes lagen sondern nur ein oder zwei Enzymwerte (unselektierte Patienten).
Von diesen 20 Patientinnen iiberlebten etwa 60% (n=12) ebenso krankheitsfrei iiber 70

Monate.

~1.0— === = == = = = = = =

c>\o T —_— = = = =
= 0.9- A—JL TP, DPD und TS > cutoff
(db)]

£ 0.8—

0 0.6- L
L

TP, DPD und TS < cutoff

S Log-Rank: 0,0019
X Wilcoxon: 0,0031

\ \ \ \ \ \ ! \ \ \
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Monate

87



ERGEBNISSE

1.0 === = e » = -

TP, DPD und TS > cutoff

unselektierte Patienten

TP, DPD und TS < cutoff

Log-Rank: 0,0100
Wilcoxon: 0,0154

I I I I I I I I I I
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Monate

Abb.3.19 TP,DPD und TS>vs. <, cutoff*-Wert analysiert mit RT-PCR

a) Kaplan-Meier-Uberlebenskurven (> “cutoff’: n=17; <* cutoff’: n=15)

b) Nicht selektierbare Patientengruppe blau markiert aufgenommen ( n=20, davon erlitten
n=8 ein Rezidiv)

Mit dieser Klassifikation (alle drei Enzyme tiber einem definierten ,,cutoff*-Wert)
werden somit insgesamt n=20 Patientinnen von n=37 mit krankheitsfreiem Uberleben >
70 Monate nicht erfasst.

Hohe Expression aller drei Enzyme in der RT-PCR ldsst damit eine Gruppe von
Patientinnen selektieren, die zu 100% ein krankheitsfreies Uberleben > 70 Monate hat
(n=17). Im Restkollektiv (selektiert nach ,,cutoff*“~-Wert oder nicht selektierbar) betrigt
das krankheitsfreie Uberleben nur etwa 55%. Im Untersuchungsgut kénnen mit der
beschriebenen Klassifikation somit etwa 46% der Patientinnen mit MK im frithen
Stadium, die adjuvant mit CMF behandelt wurden und ein krankheitsfreies Uberleben >
70 Monate haben, selektiert werden. Diese haben entweder eine gute Prognose oder
wurden richtig therapiert.

Patientinnen mit TP/DPD Ratio und TS Uber dem jewelligen , cutoff”-Wert haben

ebenso ein signifikant besseres krankheitsfreies Uberleben als Patientinnen, deren Werte
im Tumor unter den ,cutoff‘-Werten lagen (Abb. 3.20a; Log-Rank-p=0,0272;
Wilcoxon-p= 0,0300), die Trennschérfe erreicht jedoch nicht 100% wie bei der
Kombination der Einzelenzyme.

In der Gruppe TP/DPD und TS < ,cutoff-Wert (n=18) erlitten n=10 Patientinnen
(55%) ein Rezidiv (45% iiberlebten krankheitsfrei > 70 Monate). 5 Patientinnen mit
schlechtem Verlauf (33%), deren Expressionswerte fiir TP/DPD und TS oberhalb des
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jeweiligen ,,cutoff-Wertes lagen, werden bei dieser Klassifikation nicht erfasst. Damit

kann diese Kombination (TP/DPD und TS < ,,cutoff**-Wert) am besten Patientinnen mit

schlechtem Verlauf (66%) selektieren, die entweder eine schlechte Prognose haben oder

keine optimale Therapie erhielten.
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TP/DPD und TS>vs. <, cutoff* -Wert analysiert mit RT-PCR

a) Kaplan-Meier-Uberlebenskurven (>“cutoff*: n=16; <,cutoff*: n=18)
b) Nicht selektierbare Patientengruppe blau markiert aufgenommen (n=16, davon erlitten 3
ein Rezidiv)
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In Abb.3.20b werden zusidtzlich die mit diesen Kriterien nicht selektierbaren
Patientinnen gezeigt, bei denen entweder nur TS oder nur TP/DPD {iber- bzw. unterhalb
des ,cutoffs“ lagen. Diese hatten sogar signifikant weniger Rezidive in der

Beobachtungszeit als die in Abb.3.19a gezeigten Gruppen.

In der vorliegenden Arbeit erwiesen sich somit die Biomarker TP, DPD und TS als
geeignete Faktoren zur Vorhersage eines guten oder schlechteren klinischen Verlaufes.
Alle Patientinnen (100% !) mit hohen Werten aller drei Enzyme (n=17) hatten ein
medianes krankheitsfreies Uberleben von mehr als 70 Monaten, damit ist der
prognostische/ pridiktive Wert hoher Enzymwerte fiir krankheitsfreies Uberleben sehr
hoch (100%). Die Verwendung der Ratio TP/DPD plus TS (mit Werten unter
definierten ,,cutoff*-Werten) ist am besten geeignet, Patientinnen mit schlechterem
klinischen Verlauf zu identifizieren  (mit nur 30% Wahrscheinlichkeit, den
Beobachtungszeitraum krankheitsfrei zu iiberleben). Damit hat die Kombination der
Ratio mit TS den hochsten prognostischen/pradiktiven Wert fiir die Entwicklung von
Rezidiven.

Eine akkuratere Auftrennung der Patientengruppen gelingt wahrscheinlich nur unter
Einbeziehung weiterer Biomarker.

Die bisher in der Literatur beschriebenen und im Routinealltag verwendeten

prognostischen Faktoren wie Tumorstadium, Tumorgrosse, Tumor-

Differenzierungsgrad, Alter, HR-Status, p53, bcl-2, MIB1 und Her2 zeigten in unserem
Patientenkollektiv keine signifikante Korrelation mit dem krankheitsfreien Uberleben

unter CMF-Therapie.

90



DISKUSSION

4. DISKUSSION

4.1 Methoden der Enzymanalytik, praanalytische, analytische und
biologische Faktoren

Die quantitative Analyse der Enzyme TP, DPD und TS ist mit verschiedenen Methoden
moglich. Jede Technologie hat Vor- und Nachteile. Goldstandard unter allen Methoden
ist die Enzym-Aktivitdtsbestimmung. Diese bendtigt jedoch grossere Mengen an
Gewebe (3-5 g Gewebe fiir alle drei Enzyme erforderlich) und dazu Frischgewebe, das
sofort nach Resektion in fliissigem Stickstoff schockgefroren werden muss. Da die
spezifische Aktivitit der Enzyme (Substratverbrauch pro mg Enzymeiweiss) sehr
niedrig ist, sind extrem aufwendige und zeitintensive Methoden mit radioaktiven
Substraten und Produkten notwendig, die z.B. fiir TS nur in 30-50% aller Tumorgewebe
iiberhaupt ein Resultat bringen, da die Aktivitit sehr niedrig ist. Zuverldssige Analysen
aus mikrodisseziertem Gewebe sind somit ausgeschlossen. Ahnliche Nachteile treffen
auch fliir Enzymimmunoassays (ELISA) zu, obwohl diese Technologie schon relativ
einfach ist und das Ergebnis bereits nach wenigen Stunden vorliegt.

Die Notwendigkeit der Korrelation von Langzeitdaten des Patientenverlaufes mit
tumoranalytischen Ergebnissen schrinkt die anwendbaren Testmethoden erheblich ein,
da meist nur FFPE-Gewebe archiviert wird.

Zu den anwendbaren Methoden in FFPE-Geweben gehort in erster Linie die IHC. Sie
ermoglicht die qualitative/semiquantitative visuelle Einschitzung der Proteinexpression
von Biomarkern und deren zellulire und subzelluldre Lokalisation. Komplexe
Expressionsmuster wie bei den vorliegenden Enzymen (variable Expression in Stroma-
und Tumorzellen) reduziert jedoch erheblich die Reproduzierbarkeit visueller Analysen.
Zudem ist die IHC in der gesamten Prédanalytik noch nicht standardisiert, was die
Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse stark beeintréchtigt.

Die Analyse von mRNA war bisher auch nur auf Frischgewebe beschriankt. Roche
Diagnostics entwickelte kiirzlich Kits fiir die mRNA-Extraktion aus FFPE-Gewebe
sowie flir die quantitative Bestimmung verschiedener spezifischer mRNAs aus FFPE-
Gewebe. Dazu gehoren die Testkits zur Quantifizierung der mRNA von TP, DPD und
TS, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Die Korrelation von

Enzymaktivitit, ELISA und quantitativer RT-PCR aus Frischgewebe und IHC an FFPE-
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Gewebe wurde in zahlreichen Arbeiten beschrieben. Die Ergebnisse aus ELISA und
Aktivititsbestimmungen der genannten Enzyme korrelieren sehr gut (Ishikawa et al.,
1999; Mimori et al., 1999; Mori et al., 2000; Takebayashi et al., 1996).

Es gibt bislang keine Literaturangaben zu Korrelationen von RT-PCR aus Frisch- und
FFPE-Geweben in systematischen Untersuchungen. Im Institut fiir Pathologie, Kassel
war eine gute Korrelation zwischen Frisch- und FFPE-Geweben gezeigt worden
(Schmidtgen, 2002, Promotionsarbeit).

Beim Vergleich der mRNA-Daten verschiedener Arbeitsgruppen muss beriicksichtigt
werden, dass jeweils verschiedene Referenzgene und Protokolle zur reversen
Transkription sowie PCR verwendet wurden. Die RT-PCR-Methode ist relativ neu und
es bedarf mehr Daten aus standardisierten Analyseverfahren, um zu belegen, dass
mRNA- und Proteinexpression eines spezifischen Markers korrelieren oder nicht
korrelieren.

Alle fiir Tumoranalysen relevante Methoden konnen nur einen Einblick in das zur
Untersuchung gelangte Areal des Tumors ermdglichen. Bisher ist auch weitestgehend
unklar, wie die akkurate Vorhersage des Charakters eines Tumors mittels

Biomarkeranalyse durch die Tumorheterogenitit beeinflusst wird.

Praanalytische Faktoren, die das Tester gebnis beeinflussen

Die hier verwendeten Paraffinblocke von Geweben wurden vor Jahren (1992-1998)
unter Routinebedingungen hergestellt. Zahlreiche systematische und zufillige Fehler
(Varianzen) bei der Herstellung der Blocke sowie Aufarbeitung von Schnitten fiir [HC
oder RT-PCR sind fiir die Richtigkeit und Prézision der vorliegenden Ergebnisse mit

verantwortlich:

Formalinfixierung

Grosse, Soliditdit und Fettgehalt eines Gewebepriparates beeinflussen die
Penetrationsgeschwindigkeit des Fixativs und damit die Qualitdt der Fixierung und
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen an dusseren und inneren Teilen eines
Geweberesektates. Art und Eigenschaften des Fixativs wie Konzentration, pH-Wert und
Fixierungsdauer unterliegen Schwankungen im klinischen Alltag und beeinflussen die
Verdnderung von Biomolekiilen und die Reproduzierbarkeit ihrer Analyse ebenso wie

Hitze und Alkohole, die beim Entparaffinieren der Gewebe eingesetzt werden. Damit
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unterliegen Ergebnisse aller Analysemethoden aus FFPE-Gewebe enormen
Schwankungen, deren Ausmass im Einzelfall noch unbekannt ist.

Macabeo-Ong et al. (2002) zeigten, dass RNA mit guter Zuverldssigkeit aus FFPE-
Geweben isoliert und analysiert werden kann und auch reproduzierbare Ergebnisse in
der quantitativen RT-PCR liefert. Allerdings waren die Ergebnisse verschiedener
Marker wie VEGF und MMP-1 unterschiedlich stark von der Formalin-Fixierungszeit

abhéngig.

L agerung und Schneiden der Gewebe

Lagerungsdauer und -bedingungen (sehr warme Temperatur, Lichteinfluss) konnen die
Stabilitdt von Proteinen und Nukleinsduren verdndern (Masuda et al., 1999; Mizuno et
al., 1998).

Beim Schneiden des Paraffinblockes mit dem Handmikrotom werden keine identischen
Schnittdicken erreicht. Damit variiert die Menge an Zellen bzw. extrahierter RNA, die
aus den Schnitten gewonnen und der molekularbiologischen Untersuchung zugefiihrt
werden. Specht et al. (2002) erzielten jedoch vergleichbare Ergebnisse in der RT-PCR

bei Ausgangszellzahlen zwischen 100 und 10°.

Laser Mikrodissektion und RT-PCR

Die Laser-Ablation ist ein sehr eleganter Prédparationsschritt, um saubere molekulare
Analysen aus Lysaten von spezifischen homogenen Zellpopulationen zu erhalten, die
aus heterogenem Gewebe isoliert werden (Simone et al., 1998).

Wihrend Houze et al. (1997) noch etwa 250 mg FFPE-Gewebe bendtigen, geniigte bei
Verwendung des HighPure Kits der Firma Roche die Aufarbeitung von zwei bis drei 2-
3 um dicken Schnitten, um ein valides Ergebnis mit RT-PCR zu erzielen.

Fir die mRNA-Quantifizierung der Enzyme TP, DPD, und TS mit den dafiir
verfiigbaren Kits erwies sich eine Mindestzellzahl von ca. 7000 als erforderlich. Die
Isolation dieser Zellen bendtigt etwa 2 Stunden Arbeitszeit eines geiibten Pathologen.
Einige der in der vorliegenden Studie verwendeten histologischen Prédparate enthielten
nur sehr geringe invasive Tumorzellanteile, so dass in 2 von 92 Proben aus diesem
Grund eine molekulare Enzymanalyse nicht moglich war. Andere Autoren berichten
iber deutlich kleinere Zellmengen bis hin zur Isolierung von Einzelzellen aus FFPE-

Geweben, die zur Analyse von verschiedenen Parametern ausreichten (Becker et al.,
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1996; Schiitze und Lahr, 1998; Specht et al., 2001). Allerdings verwendeten sie z.T.
eine nested-PCR oder untersuchten kleinere Amplicons.

Specht et al. (2001) fanden bei der Expressionsanalyse verschiedener krebsrelevanter
Gene, u.a. Her2, eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse aus lasermikrodisseziertem
und mittels RT-PCR analysiertem FFPE-Gewebe einerseits sowie FISH- und IHC-
Analysen andererseits.

Die RT-PCR ist eine quantitative Methode fiir mRNA (,,message*) von Biomarkern.
Posttranskriptionelle und posttranslationale Regulationen, die einen Einfluss auf die
Proteinaktivitdt haben konnen, werden damit jedoch nicht erfasst.

So wurden beispielsweise im Promotor des TS-Gens Polymorphismen zu repetitiven
Elementen beschrieben, die sehr hdufig sind und fiir eine individuelle TS-Basisaktivitit
in allen Organen verantwortlich sind. Die Aktivititsunterschiede zwischen Individuen
sind bis zu 3-fach und wurden mit einer Resistenz gegeniiber 5-FU in Zusammenhang
gebracht (Dolnick und Black, 1996).

Mit der Verwendbarkeit von Paraffinblocken fiir RT-PCR wurde es moglich,
sequenzielle Gewebeschnitte einer Probe mit IHC und RT-PCR zu analysieren, damit
den Einfluss der Tumorheterogenitit zu reduzieren und eine Basis der Vergleichbarkeit
der Ergebnisse beider Methoden zu schaffen.

Unter Verwendung des LightCycler-Instrumentes war eine automatisierte quantitative

Analytik der mRNA aus extrahierter Gesamt-RNA moglich.

Variabilitdt des Haushalts- bzw. Referenzgens

Die mRNA-Konzentrationen der Enzyme wurden durch Normalisierung auf das
Referenzgen G6PDH, einem sogenannten ,,Haushaltsgen®, erhalten, um den Einfluss der
variablen RNA-Menge, die in der PCR zum Einsatz kommt, zu eliminieren.

Bisher wurde kein Haushaltsgen im Tumorgewebe beschrieben, das keiner Regulation
unterliegt (z.B. gleiche Expression wie im Normalgewebe bei schnell oder langsam
wachsenden, weniger oder stark invasiven Tumoren). Individuell schwankende
Expressionen solcher Gene im Tumor sind die Ursache fiir unterschiedliche Werte der
zu quantifizierenden Biomarker, die aus der Normalisierung resultieren (Harrison et al.,
2000; Kanzaki et al., 2002; Metzger et al., 1998; Suzuki et al., 2000; Thellin et al.,
1999; Yuan et al., 1999; Zhong und Simons, 1999). Blanquicett et al. (2002) fanden
metabolische Enzyme wie GAPDH und G6PDH in malignen Tumoren iiberexprimiert,
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wéhrend strukturelle Enzyme wie -Aktin geringere Variation aufwiesen. G6PDH war
in Lebermetastasen bis zu 8-fach und in Kolonkarzinomen bis zu 1,5-fach héher
exprimiert als in Normalgewebe. Geringe Variationen wiesen ribosomale Haushaltsgene
wie 18S und S9 auf. Die Erforschung zuverldssiger Haushaltsgene ist erst am Anfang.
Der weltweite Anstieg von Expressionsanalysen in Tumoren mit DNA-Chips wird dazu
beitragen, zuverldssigere Haushaltsgene zu finden und anzuwenden als es heute moglich
ist.

Das in den Kits fiir TP, DPD und TS der Firma Roche verwendete Haushaltsgen ist
G6PDH. Eine Verfélschung der Werte fiir TP, DPD und TS durch variable Expression
von G6PDH ist nicht auszuschliessen. Die meistgenutzten Haushaltsgene anderer
Arbeitsgruppen sind GAPDH und [B-Aktin, was eine studieniibergreifende

Vergleichbarkeit von Ergebnissen bereits einschrankt.

RNA-Extraktion

Von 92 Proben konnte bei 17 Proben aufgrund zu geringer RNA-Extraktion kein PCR-
Ergebnis generiert werden. In 2 Proben war die Zahl an Tumorzellen zu gering, in 15
Proben konnte nicht geniigend RNA extrahiert werden.

Weiterhin war in 11 Proben DPD und in 3 Proben TP nicht messbar (die ermittelten
Werte lagen unterhalb des angegebenen Messbereichs). Damit war in 14 Proben keine
TP/DPD Ratio bestimmbar. In 11 Fillen war TS in wiederholten Ansédtzen nicht
messbar, wihrend die dazugehorigen TP- und DPD-Werte aus dem gleichen RNA-
Extrakt im linearen Messbereich lagen. Tumore mit nicht messbaren Enzymwerten

wurden in der vorliegenden Arbeit nicht in die Auswertung einbezogen.

Praanalytische und analytische Fehler der IHC

Nachteile der IHC sind nicht standardisierte Reagenzien und Verfahren fiir Fixierung,
Lagerung, Antigen-Wiedergewinnung, Fiarbung sowie subjektive Interpretation der
Féarbung. Die genannten Faktoren beeinflussen in unterschiedlichem Ausmass die IHC-
Ergebnisse und sind verantwortlich fiir hohe Varianz und schlechte Reproduzierbarkeit.
Durch Anwendung standardisierter Fiarbe-Reagenzien und -Protokolle sowie Mitfiihrung
diverser Kontrollen wurde versucht, die methodische Variabilitit der IHC zu reduzieren.

Negativ-Kontrollen der Fiarbung wurden mitgefiihrt. Innerhalb eines Schnitts konnte
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anhand von positiv gefarbten Entziindungszellen (Positiv-Kontrolle) ein negatives
Férbeergebnis der Tumorzellen validiert werden.

Die Bewertung der Fiarbung eines Schnitts unter Einsatz von Antikérpern gegen TP,
DPD und TS kann extrem unterschiedlich erfolgen. Einige Arbeitsgruppen ermittelten
wdcores® durch Multiplikation von Intensitdt der Farbung und Prozent der positiven
Zellen (Fox et al.,1996; Kojima et al., 2002). Andere Autoren legten Schwellenwerte
basierend auf dem Anteil der gefarbten Zellen fest (Toi et al., 1995a; Yamamoto et al.,
1996). Takebayashi et al. (1996) bewerteten einen Tumor als ,,TP-positiv, wenn mehr
als 5% der Zellen angeféarbt waren, da Normalgewebe mit Ausnahme der Leber weniger
als 5% positive Zellen aufwies. Andere Autoren unterschieden Kategorien der
Férbeintensitdt von 0 bis 4 vs. 5, die dann zu den Bewertungen “niedrig” und “hoch”
zusammengefasst wurden (Aschele et al.,, 2000; Edler et al., 2000b). Der Anteil
gefiarbter Zellen im Gewebe wurde dabei nicht beriicksichtigt. Wieder andere Gruppen
entschieden sich fiir den Anteil TP positiver Zellen als Bewertungsgrundlage ohne
Beriicksichtigung der Farbeintensitit (Findlay et al., 1997; Ohi und Miki, 2000).
Entscheidend scheint auch zu sein, welcher Zelltyp (Karzinom-, Bindegewebe- oder
Entziindungszellen) die  jeweilige = Tumoreigenschaft  (Aggressivitit  oder
Therapieresistenz) determiniert.

Saito et al. (2000) fanden eine inverse Korrelation zwischen der TP-Expression eines
Tumors (vorwiegend in Stromazellen) und der Hé&ufigkeit hématogener und
lymphatischer Metastasen. Man schlussfolgerte, dass infiltrierende Makrophagen TP
produzieren und eher eine Immunantwort auf den Tumor verbessern als eine erhohte
Tumor-Angiogenese zu fordern. Die Ergebnisse hierzu sind sehr widerspriichlich.

Dem Problem der Gewebeheterogenitit und der damit verbundenen fokal
unterschiedlichen Farbung wurde auf verschiedene Weise Rechnung getragen. Wahrend
in der vorliegenden Arbeit Durchschnittswerte des jeweils gesamten Gewebeschnitts
ermittelt wurden, sind bei Aschele et al. (2000) und Edler et al. (2000b) in stark
heterogenen Tumoren nur jene Areale mit der stirksten Farbung beriicksichtigt worden.
Toi et al. (1999) haben die TP-Expression in tumorassoziierten Monozyten (,, TAM®) an
fiinf verschiedenen Stellen der Invasionsfront untersucht und den Mittelwert der
exprimierenden Monozytenzahlen (,,TAM count®) der drei starksten Felder (,,hotspots®)
ermittelt. Es bleibt offen, ob die Bewertung der Farbung {iber den ganzen Gewebeschnitt

oder nur fokal (in invasiven oder nicht invasiven Bereichen, im Zentrum oder in der
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Peripherie des Tumors) erfolgen sollte und ob Firbemuster wie zytoplasmatisch vs.
nukledr, diffus vs. fokal mit in die Beurteilung eingehen sollten, um einen Tumor
optimal zu charakterisieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Enzym-Expressionen nur in Tumorzellen
analysiert und sowohl als Protein visuell mittels IHC bewertet sowie als mRNA aus
dem Lysat mikrodissezierter Tumorzellen quantifiziert.

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Proben wurden von zwei Beobachtern
anhand derselben IHC-Préiparate analysiert, die Variationen waren z.T. erheblich. Nur in
15-22% der Fille stimmten die ermittelten Gesamtscore-Ergebnisse der einzelnen
Enzyme iiberein. Die Variation war bei DPD am kleinsten, bei TS am grdssten (Kapitel
3.1.3). Die Ubereinstimmungen waren fiir die Firbeintensitit am grossten, in 55-67%
der Félle stimmten diese Ergebnisse vollstindig liberein. Eingang in die Statistik haben
nur die Ergebnisse von einem Beobachter (R.P.) gefunden.

Entscheidend fiir eine gute Interobserver-Konkordanz scheinen einfache und gut
reproduzierbare Beurteilungskriterien zu sein. So erreichten Aschele et al. (2000) und
Pestalozzi et al. (1997) mit einer Beurteilung der TS-Farbeintensitit (0 bis 3+ vs. 4+)
und mit einer nachfolgenden Zusammenfassung in zwei Gruppen mit niedriger und
hoher Expression eine 90%ige Ubereinstimmung zwischen zwei Beobachtern. Bei der
Beurteilung der gefarbten Tumorzellanteile entstehen hingegen grossere Abweichungen,
die durch Multiplikationen mit der Farbeintensitit die Varabilitdt des Gesamtscores

wesentlich bestimmen.

Korrelation von Immunhistochemie und RT-PCR

Die TP-Gesamtscore-Werte der IHC waren gleichméssig iiber die gesamte Spannweite
verteilt. Die DPD-Farbung wies einen Gipfel bei der Verteilung der Gesamtscores auf,
da die Tumorzellen meist zu einem hohen Prozentsatz und dann auch homogen geférbt
waren. In der TS-Farbung hingegen waren nur wenige Zellen positiv, so dass der
Gesamtscore kumuliert im niedrigen Bereich lag.

Auch in der RT-PCR lagen die TS-Werte im niedrigen Bereich (die Mittelwerte waren
fiir DPD etwa 10-fach und fiir TS etwa 50-fach hoher). Eine dhnliche Verteilung der

RT-Werte wie in der IHC liess sich nicht nachweisen.
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Die IHC- und RT-PCR-Ergebnisse fiir TP und TS zeigten nur eine geringe positive
Korrelation und wiesen nur angedeutet eine lineare Beziehung auf. Die DPD-Ergebnisse
beider Methoden korrelierten nicht.

Andere Autoren fanden z.T. deutliche Diskrepanzen zwischen TS-Proteinmenge und TS
mRNA. Die TS-Expression wird auf transkriptionaler und auf translationaler Ebene
autoreguliert mit negativer ,feedback“-Regulation der TS mRNA auf die TS-
Proteintranslation (Chu et al., 1991, 1993a, 1996).

In der Literatur wurden kontroverse Ergebnisse zur Korrelation beider Methoden
publiziert. Metzger et al. (1998) fanden eine gute positive Korrelation fiir TP, DPD und
TS, hingegen Miyamoto et al. (2001) fiir TS und DPD und Takenoue et al. (2000) fiir
DPD keine Korrelation. Insgesamt ist einzuschétzen, dass auch in der Literatur beide
Methoden eher unterschiedliche als gleiche Ergebnisse liefern. Ursachen koénnen
biologischer Natur sein (mMRNA und Proteinexpression korrelieren nicht) oder sind
Folge technisch bedingter Artefakte und folglich hoher Varianzen der Ergebnisse.

TP und DPD wurden in verschiedenen Tumoren mittels ELISA quantifiziert. Die

Proteinwerte korrelieren sehr gut mit der TP-Enzymaktivitit (Mori et al., 2000).

4.2 Klinisch prognostische Marker und tumorbiologische M ar ker

In unserem Kollektiv gab es keine Korrelation von bekannten klinisch prognostischen
und tumorbiologischen Markern mit dem krankheitsfreiem Uberleben. Allerdings
konnten wir Korrelationen der Parameter untereinander aufzeigen, damit sind diese

keine voneinander unabhéingige Faktoren.

Tumorgrosse, Nodalstatus, Stadium, Differenzierungsgrad

In unserer Studie korrelierten diese etablierten prognostischen Parameter nicht mit dem
krankheitsfreiem Uberleben unter Therapie. Nur fiir den Nodalstatus war ein Trend zu
finden: nodalpositive Patientinnen erlitten etwas frither und héaufiger Rezidive als
nodalnegative.

Tumorgrosse, Nodalstatus, UICC-Stadium und  Differenzierungsgrad  sind
Prognosefaktoren und keine pridiktiven Faktoren fiir ein Ansprechen auf eine CMF-

Therapie. Die Unterscheidung zwischen prognostischen und priadiktiven Faktoren
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einerseits, aber auch die vergleichsweise kleine Patientinnenanzahl andererseits erklaren
diese Ergebnisse.

Die Tumorgrdsse und der Tumordifferenzierungsgrad korrelierten allerdings mit MiB1
und p53 (nur ,,grading®) sowie invers mit dem HR-Status. Diese Ergebnisse passen in
das Konzept des aggressiveren Tumorwachstums bei Entdifferenzierung.

Hingegen korrelierte ein positiver Nodalstatus niedrig mit positivem ER-Status und
niedrig invers mit MiB1 und p53. Der Nodalstatus in unserem Kollektiv korrelierte
nicht mit der Tumorgrdsse. Diese fehlenden Zusammenhédnge sind vermutlich wieder

durch die relativ kleine Patientinnenanzahl zu erkléaren.

Alter

Die jdhrliche Inzidenz von MK steigt mit dem Alter der Frauen an: in den USA von
5/100.000 im Alter von 25 auf 150/100.000 im Alter von 50 und mehr als 200/100.000
im Alter von 75 Jahren. Wir wollten u.a. untersuchen, ob Altern nicht nur die
Brustkrebsinzidens sondern auch die Biologie des Brustkrebses verdndert. In unserer
Studie korrelierte das Alter der Patientinnen bei Diagnose nicht mit anderen
prognostischen und tumorbiologischen Parametern. Eppenberger-Castori et al. (2002)
fanden jedoch in einer grossen Brustkrebskohorte (n=3800), dass die Tumorbiologie
signifikant vom Alter der Patientinnen bei Diagnose abhing: mit steigendem Alter bei
Diagnose niedrigere Wachstumsraten, eher ER-positiv, weniger oft p53- oder Her2-

positiv.

Therapie

Das krankheitsfreie Uberleben in unserem Patientinnenkollektiv war nicht abhiingig von
einer zusitzlichen Radiotherapie zur liblichen CMF-Chemotherapie. Patientinnen mit
Brustamputation ohne Radiatio hatten kein unterschiedliches krankheitsfreies Uberleben
im Vergleich zu Teilexzision mit Radiatio. Die Ergebnisse einer Meta-Analyse haben
einen Uberlebensvorteil von 2-4% und eine signifikante Reduktion der
Brustkrebsmortalitdt in den folgenden 20 Jahren fiir die Frauen mit frithem Brustkrebs
gefunden, die zusdtzlich eine postoperative Radiotherapie erhielten (EBCTCG, 2000,
2002a).

Eine zusitzliche Hormontherapie brachte in unserem Kollektiv ebenfalls keinen

signifikanten Unterschied fiir das krankheitsfreie Uberleben. In Meta-Analysen wurde
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ein signifikanter, wenn auch geringer Vorteil einer Tamoxifen-Therapie in Kombination
mit CMF vs. CMF allein gezeigt (EBCTCG, 1992, 1998b).

Diese in Meta-Analysen ermittelten Therapievorteile liessen sich an unserem
vergleichsweise kleinen Kollektiv mit relativ kurzer Beobachtungszeit nicht
nachweisen.

Patientinnen unserer Studie mit 6 Zyklen CMF hatten tendentiell mehr Rezidive als
Patientinnen mit 3 Zyklen. Allerdings waren es insgesamt nur 11 Patientinnen in
unserem Kollektiv mit 6 Zyklen CMF, von denen dann bei 6 Patientinnen
Fernmetastasen auftraten. Diese 6 Patientinnen waren alle im Stadium IIA bzw. IIB mit
Lymphknotenmetastasen diagnostiziert worden und deren Mammaexzidate zeigten z.T.
DCIS-Anteile bzw. Lymphangiosis carcinomatosa. Das fortgeschrittenere Stadium bei
Diagnose konnte haufigere Rezidive in dieser Gruppe erkldaren. Die EBCTCG (1998a,
2002b) konnte an grossen Kollektiven keinen Unterschied zwischen 3 oder 6 Zyklen
adjuvanter CMF-Therapie nachweisen, so dass in der Praxis im Regelfall nur noch 3

Zyklen CMF verabreicht werden.

Bcl2

Die bcl2-Proteinfamilie spielt eine Rolle in der Regulation der Apoptose. Wéhrend bcl2
und bcel-x1 die Apoptose inhibieren, fordern andere wie bel-xs und bax den Zelltod.

Bcl2 war in unserer Studie niedrig korreliert mit dem ER-Status und niedrig invers
korreliert mit dem PR-Status, MiB1 und Her2.

Kymionis et al. (2001) fanden an MK im frithen Stadium (n=130), dass bcl2 mit
Faktoren fiir eine gute Prognose assoziiert war: niedrigem Tumor-Differenzierungsgrad,
ER- und PR-Positivitit sowie krankheitsfreies Uberleben. Bax hingegen war mit dem
Ansprechen der nodalnegativen Patientinnen auf die Chemotherapie assoziiert.

Wir fanden keine signifikante Korrelation zwischen der Expression von bcl2 und dem
krankheitsfreiem Uberleben. Auch Itaya et al. (1999) konnten keine Korrelation zur
Chemosensitivitdt in Abhdngigkeit zur bcl2-Expression finden. Schiller et. al. (2002)
fanden, dass eine positive bcl2-Expression signifikant mit einem besseren
Gesamtiiberleben und krankheitsfreiem Uberleben und dass die bcl2/belxs mit dem
krankheitsfreiem Uberleben assoziiert war.

Moglicherweise kommt bax eher als prognostischer Marker bei MK in Frage und sollte

im Zusammenhang mit bcl2 unter Bildung einer bcl2/bax Ratio untersucht werden. Die
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Ratios spiegeln moglicherweise die Regulation der Apoptose und die Chemosensitivitit
gegeniiber 5-FU besser wieder als die Bestimmung von Einzelmarkern (Mirjolet et al.,

2000).

MiB1

Der Antikorper MiB1 (Ki-67) weist das Protein p345 nach, ein wichtiges
Proliferationsprotein.

Wir konnten eine mittlere positive Korrelation mit dem Differenzierungsgrad und der
Tumorgrosse, eine niedrige bis mittlere inverse Korrelation mit dem HR-Status sowie
dem Nodalstatus zeigen. MiB1 wurde auch in zahlreichen anderen Studien an MK mit
einem hohen mitotischen Index, hohem Differenzierungsgrad und schlechter Prognose
assoziiert (Weidner et al., 1994). Wir konnten keine Assoziation mit dem

krankheitsfreiem Uberleben zeigen.

Hor monr ezeptor -Status

Nach Maass et al. (1983) ist der HR-Status sowohl ein prognostischer als auch ein
pradiktiver Faktor fiir die Therapie. Das Uberleben von HR-positiven vs. HR-negativen
MK in einem bestimmten Zeitraum wurde insgesamt mit 90% vs. 60% beschrieben
(Reiner et al., 1988). Eine adjuvante hormonantagonistische Tamoxifen-Therapie bei
HR-positiven MK reduzierte das Auftreten von Rezidiven eines MK um 21-47% in den
10 folgenden Jahren (EBCTCG, 1998a) und senkte signifikant die Mortalitét. In unserer
Studie erhielten nur 13 Patientinnen Tamoxifen und 3 Patientinnen Goserelin, welches
als Gonadoliberin-Analogon den Sexualhormonspiegel auf Kastrationsniveau senkt. Wir
konnten an dieser kleinen Gruppe keine Assoziation von HR-Status und

krankheitsfreiem Uberleben unter der zusitzlichen Therapie zeigen.

Her2

Her2 gehort zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren. Das Gen ist in etwa 25%
aller MK amplifiziert. Wir konnten keine Assoziation zwischen Her2 und dem
krankheitsfreiem Uberleben zeigen. Her2 war mit keinen anderen prognostischen oder
tumorbiologischen Markern in unserem Kollektiv korreliert. Auch Kolar et al. (2002)
konnte  keine  Korrelation zwischen  Her2, @ HR-Status oder anderen

immunhistochemischen Markern und Patientencharakteristika feststellen.
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Andere Autoren zeigten an grosseren Kollektiven, dass Her2-positive und nodalpositive
MK eine schlechtere Prognose hatten als Her2-negative (Pegram et al., 1998; Slamon et

al., 1987, 1989).

P53

P53 spielt eine wichtige Rolle in der Karzinogenese des MK (Levine et al., 1991).
Immunhistochemisch nachgewiesene p53-Mutationen korrelierten in unserer Studie
niedrig mit MiB1, Her2 und dem Differenzierungsgrad, invers jedoch mit dem HR-
Status.

In unserem Kollektiv (n=72) konnte keine Assoziation von p53 mit dem
Patientenverlauf nachgewiesen werden. Diesbeziigliche Ergebnisse in der Literatur sind
sehr widerspriichlich. In den meisten Studien konnte gezeigt werden, dass mutiertes p53
kein unabhéngiger prognostischer Faktor ist (Pietilainen et al., 1995). Beenken et al.
(2001) zeigten an Brustkrebspatientinnen, die mit CMF behandelt wurden, dass p53
signifikant mit der Prognose korrelierte.

In kolorektalen Karzinomen waren p53-Mutationen pradiktiv flir ein schlechtes
Ansprechen gegeniiber einer 5-FU basierten Chemotherapie (Ahnen et al., 1998; Lenz et
al., 1998a). Andere Studien hingegen konnten keinen Zusammenhang zwischen p53-
Expression und einem Ansprechen auf eine 5-FU-Therapie aufzeigen (Yeh et al., 1999;
Cascinu et al., 2000). Paradiso et al. (2000) konnten zeigen, dass p53 allein keine
pradiktive Aussage bzgl. Ansprechens auf eine Methotrexat/5-FU-Behandlung bei
kolorektalen Karzinomen hat. Longley et al. (2002) fanden, dass in vitro eine
induzierbare TS-Expression p53 und dessen Zielgene moduliert (z.B. als Folge einer
Antifolat-Therapie). Wir haben nur die Primédrtumoren vor Therapie untersucht und

somit solche Modulationen nicht erfasst.

Statistik

Wir haben Teste gewihlt, die auf eine nichtparametrische nicht lineare Verteilung
angewendet werden konnen, da im einzelnen die Beziehungen zwischen den
untersuchten Parametern nicht bekannt sind. So wurde fiir die Korrelation der Daten der
Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient verwendet. Log-Rank und Wilcoxon Test

zur Analyse der krankheitsfreien Uberlebenszeit beriicksichtigen ferner Daten von
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Patienten, die zum Zeitpunkt des Beobachtungsendes noch kein Rezidiv entwickelt
hatten (,,zensierte Daten®).

Andere Arbeitsgruppen haben verschiedene statistische Methoden angewendet, wie z.B.
den Stutent-t-Test, der eine lineare Verteilung voraussetzt. Bestehen tatséchlich lineare
Beziehungen, lassen sich mit diesem Test eher Signifikanzen ermitteln. Ausserdem
wurde in der Literatur oft mit noch kleineren Fallzahlen gearbeitet, in denen schnell
zufillige Fehler auftreten konnen (Salonga et al., 2000). Selten wurde das Kollektiv
dargestellt, welches durch gegebene Schwellenwerte nicht charakterisiert werden konnte

(,,unselektierte Patienten®).

4.3 TP, DPD und TS Analyse—Wertung der Testergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollten die Enzyme TP, DPD und TS mittels [HC und RT-
PCR aus FFPE-Gewebe analysiert werden. Es sollte untersucht werden, ob die
Ergebnisse beider Methoden miteinander korrelieren. Ferner sollten die Ergebnisse
beider Methoden mit anderen prognostischen und tumorbiologischen Parametern bei
CMF behandelten Patienten mit frilhem MK sowie mit dem klinischen Langzeitverlauf
korreliert werden, um zu zeigen, dass TP, DPD und TS zusétzliche wertvolle pradiktive
oder prognostische Marker darstellen und welcher Analysenmethode der Vorzug zu

geben ist.

Bestimmung von TP, DPD und TSim peripheren Blut

Fiir die klinische Routinediagnostik wire eine Analyse prognostischer/ pradiktiver
Marker im peripheren Blut bequemer als die Messung im Tumor.

Shimada et al. (2002) zeigten eine positive Korrelation zwischen Serum TP-
Konzentration  und  Tumorinvasionstiefe = sowie  Therapieansprechen  bei
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus.

Zunehmend werden Mutationsanalysen des DPD-Gens empfohlen, um Tréager einer
klinisch relevanten Mutation von einer 5-FU-Therapie auszusparen. Die Auswirkung
von vererbten Mutationen im DPD-Gen auf die Therapieeffizienz von 5-FU wurde noch

nicht untersucht.
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Die pritherapeutische Analyse der PBMNC-DNA mittels PCR oder Sequenzierung zur
Suche nach definierten Mutationen in der DPD hélt bereits Einzug in die
Routinediagnostik, um die Toxizitdt von 5-FU durch Aussparen von Patienten mit
relevanten Mutationen zu reduzieren. Ob die DNA-Analytik durch mRNA- oder
Proteinbestimmung der DPD in PBMNC ersetzt werden kann, bedarf weiterer grosser
Studien (Chazal et al., 1996; Fleming et al., 1992).

Fiir TS-Bestimmungen im Serum gibt es keine Literaturangaben.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Enzyme und prognostischen Biomarker im

Primartumor untersucht.

Analytik von Primartumor vs. M etastasen

Primértumor und Metastasen konnen sehr heterogen bzgl. ihres Genexpressionsmusters
sein. Sie konnen verschieden auf eine Therapie ansprechen. Ausgedehnte
Untersuchungen dazu fehlen noch, da Metastasen schwer fiir Untersuchungen zugéngig
sind. Nukatsuka et al. (2002) fanden eine hdhere DPD- und eine niedrigere TS-
Aktivitat in MK-Metastasen verglichen mit dem Priméartumor.

Aschele et al. (2000) fanden eine niedrigere TS-Expression in Metastasen kolorektaler
Tumore im Vergleich zum Primirtumor. Sie fanden, dass niedrige TS-Spiegel in den
Metastasen mit einem Ansprechen auf 5-FU und hohe TS-Spiegel mit einem
Therapieversagen einhergehen. Die TS-Spiegel im Primartumor schienen jedoch keinen
Einfluss auf den Therapieerfolg zu haben. Marsh et al. (2002) fanden keine signifikante
Korrelation zwischen der TS-Expression (IHC) in kolorektalen Karzinomen und in
Lymphknotenmetastasen, sie fanden aber einen Trend zu hoheren TS-Werten in den
Metastasen.

Untersuchungen an gastrointestinalen Karzinomen und deren Metastasen kamen zu
unterschiedlichen Ergebnissen bzgl. der pradiktiven Bedeutung der drei Enzyme,
gemessen entweder im Primartumor oder in den Metastasen (Aschele et al., 1999, 2000;
Davies et al., 1999; Findlay et al., 1997; Johnston et al., 1994; Salonga et al., 2000;
Paradiso et al., 2000).

Komaki et al. (1995) fanden eine hohere TS-Expression in den axilldren Lymphknoten
im Vergleich zum Priméirtumor bei Brustkrebspatientinnen, dusserten sich aber nicht zur

Prognose unter Therapie.
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Braun et al. (2001) haben anhand immunhistochemischer Analysen mit monoklonalen
Anti-Cytokeratin (CK) Antikorpern an gezeigt, dass ca. 29% aller nodalnegativen MK
(n=150) bereits Mikrometastasen im Knochenmark und 9% in den axilldren
Lymphknoten haben, wobei nur die Disseminierung in das Knochenmark mit einer
schlechteren Prognose assoziiert war.

Es wire interessant, in einer zukiinftigen Studie zu iiberpriifen, ob der Therapieerfolg
bei Brustkrebspatientinnen im Friihstadium ebenso von der Expression der Enzyme TP,

DPD und TS in den spéteren Metastasen abhéngt.

TP

Wir fanden fiir TP eine niedrige positive Korrelation zwischen RT-PCR und IHC.

Mit Hilfe der RT-PCR konnten wir eine niedrige positive Korrelation der TP-
Expression mit dem Nodalstatus, mit bcl2 (IHC) und der Tumorgrosse nachweisen.
Diese Ergebnisse werden durch publizierte Studien an Tumoren anderer Lokalisation
bestétigt, die eine Assoziation zwischen hoher TP-Expression und schlechter Prognose
der Patienten zeigten (Imazano et al., 1997; Koukourakis et al., 1997, 1998; Metzger et
al., 1998; Miwa et al., 1998; Takao et al., 1998).

Yang et al. (2000) demonstrierten bei Patientinnen mit invasivem MK eine Korrelation
von TP zu bcl2 und Tumor-Differenzierungsgrad. Eine Korrelation zum Nodalstatus
und zur Tumorgrdsse hingegen war in einer grosseren Kohorte nicht nachzuweisen
(Yang et al., 2002). Andere Studien konnten bei MK keine Assoziation zwischen TP-
Expression in den Tumorzellen einerseits und Menopausenstatus, Alter, Tumorgrosse,
Nodalstatus, Fernmetastasen, HR-Status, Her2, oder p53-Expression andererseits finden
(Fox et al., 1997; Kanzaki et al., 2002; Toi et al., 1995a). Ebensowenig fand sich in
diesen Studien eine Korrelation von TP-Expression mit dem krankheitsfreiem
Uberleben, dem Auftreten eines Rezidivs oder dem Gesamtiiberleben der Patientinnen,
die keine adjuvante Therapie erhielten. Die TP-Proteinexpression in Tumorzellen (IHC)
konnte damit nicht als prognostischer Marker bei frithem MK ohne adjuvante Therapie
bestdtigt werden.

Wir fanden eine positive Korrelation zwischen hoher mRNA-Expression von TP in
Tumorzellen (,,cutoff“=30) und dem krankheitsfreiem Uberleben von Patientinnen mit
MK unter CMF-Therapie (s.u.). Diese Ergebnisse stimmen mit denen anderer Autoren

tiberein, die grosse Kohorten von CMF behandelten Brustkrebspatientinnen in frithem
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Stadium untersucht hatten und ein signifikant ldngeres krankheitsfreies und gesamtes
Uberleben bei TP-positiven Tumoren fanden (Fox et al., 1997; Gasparini et al., 1999;
Yang et al., 2002).

Eine hohe TP-Expression in MK-Zellen konnte danach ein Faktor fiir Vorhersage einer
schlechten Prognose ohne Therapie und ein Faktor zur Vorhersage eines guten
Ansprechens auf CMF-Therapie sein. Gute Vergleichskollektive fehlen jedoch. TP
kann unter Kulturbedingungen 5-FU in Anwesenheit von dR-1-P in FdUMP
umwandeln, welches die Inhibition von TS bewirkt (siche Kapitel 2.2.2). TP steigert
damit die 5-FU-Wirkung. Morita et al. (1999) haben fiir Nierenzellkarzinom-Zelllinien
gezeigt, dass IFN-a die TP-Expression in den Karzinomzellen erhoht und damit die 5-
FU-Sensitivitdt steigt. Eine Transfektion von TP DNA in Krebszellen erhohte deren 5-
FU-Sensitivitat (Evrard et al., 1999; Schwartz et al., 1992). Zusétzlich fordernd konnte
eine verbesserte Methotrexat-Wirkung durch den vermehrten Abbau des Hemmstoffes
Thymidin durch TP in Thymin sein. Thymidin ist als Antidot bei Methotrexat-Toxizitét
bekannt (Rots et al., 1999; Schornagel et al., 1984).

Eine prognostische Rolle wird auch der TP-Expression in den Stromazellen
zugeschrieben. Nagaoka et al. (1998) konnten eine Korrelation zwischen der TP-
Expression in den Stromazellen und anderen prognostischen Faktoren zeigen sowie
einen Zusammenhang mit dem krankheitsfreiem Uberleben und dem Gesamtiiberleben
bei Patientinnen mit MK.

Moglicherweise sind diese Ergebnisse spezifisch fiir das MK und nicht iibertragbar auf
andere Tumore. Bei kolorektalen Karzinomen (n=38) zeigten Metzger et al. (1998) eine
Assoziation zwischen hoher TP-Expression in Tumoren (RT-PCR in nicht-
mikrodissezierten Gewebelysaten von Tumoren) und schlechtem Patientenverlauf nach
einer Therapie mit 5-FU. Ob TP, DPD und TS in dieser Arbeit auf eine schlechte
Prognose oder ein schlechtes Ansprechen auf 5-FU hinweisen, kann nicht
geschlussfolgert werden, da auch hier der Vergleich zu einer nicht behandelten

Vergleichsgruppe fehlt.

Ist TP assoziiert mit angiogenen Tumor eigenschaften?
Einige Autoren konnten zwischen der TP-Expression in MK-Zellen und der
Gefassdichte des umgebenden Stromas keine Korrelation finden (Fox et al., 1996; Yang

et al., 2002). Diese Ergebnisse stimmen mit unseren iiberein. Auch wir fanden keine

106



DISKUSSION

Korrelation zwischen der TP-Expression in MK-Zellen gemessen mit IHC bzw. RT-
PCR und der Gefdssdichte im Stroma, welche immunhistochemisch mit CD34
analysiert wurde.

Diese Ergebnisse stimmen jedoch nicht mit denen von Toi et al. (1995a, 1999) {iberein,
die in der IHC bei MK-Zellen eine positive Korrelation zwischen TP-Expression
(positive TP-Farbung definiert durch ,,Farbeintensitit“) und der Gefdssdichte fanden,
die mit Faktor-VIII Antigen Farbung (IHC) bestimmt wurde. Andere Autoren zeigten
eine positive Korrelation zwischen TP-Expression in Tumorgeweben, z.B. Kolon- und
Zervixkarzinomen, und der Gefdssdichte, bestimmt mittels IHC-Farbung von CD34
oder Faktor-VIII (Fujimoto et al., 1999; Matsuura et al., 1999). Diskrepanzen dieser Art
sind schwer zu erkldren. Nagaoka et al. (1998) zeigten, dass die TP-Expression in MK-
Zellen nicht, in den Stromazellen hingegen signifikant mit der Angiogenese korreliert
war. Auch Lee et al. (1999) demonstrierten, dass die TP-Expression in den
perivaskuldren Entziindungszellen von DCIS bzw. invasiven MK mit der Gefdssdichte
des Stromas korrelierte.

Es ist wahrscheinlich, dass zum einen die Stroma TP-Expression eine wesentliche Rolle
in der Angiogenese beim MK spielt, zum anderen aber auch noch andere
angiogenetische Faktoren ausser TP eine Rolle spielen, wie z.B. VEGF, bFGF,
Angiogenin und andere Faktoren (Toi et al., 1995b). Andererseits untersuchten
Kitazono et al. (1998) die Beziehung zwischen TP-Expression und Apoptose an
humanen Zellkulturen und konnten zeigen, dass TP eine hypoxieinduzierte Apoptose
verhindert. TP ist moglicherweise direkt in die intrazelluldre Signaltransduktion der
Apoptose involviert. Dies konnte auch erkldren, warum Brustkrebszellen, die TP
iiberexpremieren, ein gesteigertes Wachstum ohne hohere Gefédssdichte aufweisen
(Moghaddam et al., 1995). Auch wir konnten eine positive Korrelation von TP-

Expression mit der Tumorgrosse zeigen und keine Korrelation mit der Gefédssdichte.

DPD

DPD ist das katabolisierende Enzym von 5-FU, ist am hochsten in der Leber exprimiert
und katabolisiert hier den liberwiegenden Teil (80-90%) von 5-FU.

In der IHC konnten wir eine niedrige positive Korrelation von DPD in MK-Zellen mit

dem ER- und PR-Status zeigen. Die RT-PCR hingegen ergab eine niedrige positive
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Korrelation mit dem Nodalstatus sowie eine niedrige inverse Korrelation zu MiB1 und
p53. Diese Ergebnisse erscheinen widerspriichlich, denn zum einen war DPD tendentiell
hoher exprimiert in nodalpositiven MK, zum anderen korrelierte DPD aber auch mit
prognostisch giinstigen Parametern bzw. invers mit prognostisch schlechten Faktoren.

In anderen Studien konnte keine Assoziation von DPD im Tumor mit anderen
prognostischen oder tumorbiologischen Parametern gezeigt werden. Bei Tumoren der
Kopt-Hals Region war DPD stadienunabhingig exprimiert (Etienne et al., 1995).

Ob DPD bei MK mit anderen prognostischen Markern assoziiert ist, sollte in Studien
mit grosseren Kohorten iiberpriift werden.

Die Expression von DPD in verschiedenen Tumoren korrelierte in mehreren Studien
signifikant invers mit dem Ansprechen gegeniiber 5-FU (Beck et al., 1994; Etienne et
al., 1995; Ishikawa et al., 1999; Salonga et al., 2000). Niedrige DPD mRNA-
Konzentrationen in Magenkarzinomen korrelierten mit einem besseren Ansprechen auf
5-FU (Takabayashi et al., 2000). Milano et al. (1995) zeigten, dass mit 5-Ethynyluracil,
einem Inhibitor von DPD (Specter et al., 1993; Porter et al., 1992), die 5-FU-
Zytotoxizitdt in fiinf humanen Krebszelllinien mit urspriinglich hoher basaler DPD-
Expression gesteigert werden konnte.

In unserer Studie korrelierte hohe DPD-Expression in Tumorzellen, bestimmt mittels
RT-PCR, mit langem krankheitsfreien Uberleben, wohingegen niedrige DPD-
Expressionen (< ,,cutoff“-Wert 5) signifikant mit einem friihen Krankheitsrezidiv
korrelierten. Die in unserer Studie gefundene positive Korrelation von hohen DPD-
Werten mit giinstigem Patientenverlauf kann eine Folge der Kombinationstherapie und
der dadurch noch nicht verstandenen iiberlagerten Regulationsmechanismen der 3
Medikamente im Tumor sein. Eine profunde Erklarung fehlt zur Zeit.

Hohe TP- und niedrige DPD-Expressionen, bestimmt als TP/DPD Ratio in Karzinomen
des Ovars, waren mit einer schlechten Prognose unter Cisplatin-haltiger und
Fluoropyrimidin-freier Therapie assoziiert (Fujiwaki et al., 2000).

Die TP/DPD Ratios in unserem Patientengut zeigen, dass Patientinnen mit hohen
Ratios (> ,.cutoff-Werte 16) ein signifikant besseres krankheitsfreies Uberleben
aufwiesen als die < 16 und zwar unabhingig von den jeweiligen Einzelenzymwerten.
Dies ergibt sich aus der TP-katalysierten Umsetzung von 5-FU in TS-Inhibitoren und
dem Abbau von 5-FU dur
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ch DPD. Die TP/DPD Ratio verbessert jedoch nicht die Trennschérfe zwischen den
Patientinnen mit und ohne Rezidiv im weiteren Verlauf im Vergleich zu den

Einzelwerten der Enzyme ohne Ratiobildung.

Bedeutung der TP/DPD Ratio fur Capecitabin

Capecitabin  (N*-pentoxycarbonyl-5-5-Fluorocytidin)  ist ein neues orales
Fluoropyrimidin-Analogon mit klinischer Anwendung bei Kolorektalkarzinomen und
MK. Capecitabin ist ein orales 5-FU ,,prodrug®, es wird im Verdauungstrakt zu 5-
Desoxy-5-Fluorouridin (5-DFUR) metabolisiert und in Tumorzellen aufgenommen, wo
der letzte Aktivierungsschritt zu 5-FU durch TP erfolgt (Miwa et al., 1998). Tumore, die
hohe Spiegel an TP und niedrige and DPD haben, sprechen besonders gut auf
Capecitabin an. Yamamoto et al. (1996) zeigten eine pradiktive Bedeutung der TP bei
adjuvanter Therapie des MK mit 5-DFUR (Handelsname des Medikamentes:
Furtulon®), eine Substanz, die auch die letzte metabolische Vorstufe vor der
Aktivierung von Capecitabin zu 5-FU durch TP ist.

Einige experimentelle Studien an Kolonkarzinomen und MK =zeigten eine positive
Korrelation zelluldrer TP-Aktivitit und -Sensitivitit gegeniiber Capecitabine, bzw.
dessen Metaboliten, jedoch nicht gegeniiber 5-FU (Kato et al., 1997; Marchetti et al.,
1999; Patterson et al., 1995).

Moglicherweise ist ein Ansprechen gegeniiber Capecitabin nicht nur von der TP-
Expression der Tumorzellen, sondern auch der begleitenden Entziindungs- und
Stromazellen abhingig (Kono et al., 2001). Bei einer Therapie mit Capecitabin
scheinen die TP/DPD Ratios einen hoheren pradiktiven Wert zu haben als die alleinigen
DPD- oder TP-Werte (Ishikawa et al., 1998) und mit einer besseren Trennschirfe

Ansprechen oder Nichtansprechen vorhersagen zu lassen als fiir 5-FU.

In Xenograftmodellen erhohen Paclitaxel, Docetaxel und Mitomycin die TP-Spiegel in
Tumorzellen iiber Induktion von TNF-o. Taxane potenzieren die Wirkung von
Capecitabin auch bei der Behandlung von metastatischem MK und fiihren in der
Kombination zu einem Uberlebensvorteil gegeniiber der Verwendung der
Einzelsubstanzen. Eine Kombination von Taxanen mit 5-FU zeigt solche Effekte nicht

(Sawada et al., 1998).
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TS

TS spielt eine zentrale Rolle im Pyrimidinstoffwechsel sowie in der Biosynthese und
Replikation der DNA. Es ist das Zielmolekiil von 5-FU.

Wir fanden fiir TS eine niedrige positive Korrelation zwischen RT-PCR und IHC.

Wir konnten eine niedrige Korrelation von TS mRNA- und Proteinexpression
(gemessen jeweils mit RT-PCR und IHC), MiB1 und dem Differenzierungsgrad zeigen
sowie eine inverse Korrelation mit dem ER-Status. Es zeigte sich auch eine niedrige
inverse Korrelation mit dem PR-Status (RT-PCR) und mit bcl2 (IHC) sowie eine
niedrige positive Korrelation mit p53 (IHC). Zusammenfassend korrelierten die TS-
Werte mit prognostisch schlechten und invers mit prognostisch giinstigen Parametern.
Pestalozzi et al. (1997) hingegen fanden an einem grosserem Kollektiv (n=488) keine
Assoziation von TS-Expression mit anderen Parametern wie Tumorgrosse,
Differenzierungsgrad, HR-Status, Her2 und MiB1. Wir konnten eine signifikante
positive Korrelation zwischen hoher TS-Expression (,,cutoff-Wert = 0,9) und
krankheitsfreiem Uberleben zeigen.

Nishimura et al. (1999) zeigten, dass MK mit extrem hoher TS-Expression eine
schlechte Prognose unter Therapie hatten, wihrend Tumore mit moderat hohen TS-
Spiegeln mit einem Ansprechen auf eine 5-FU haltige Therapie und einer besseren
Prognose assoziiert waren. Ahnliche Ergebnisse fanden Pestalozzi et al. (1997), sie
zeigten ferner, dass bei MK mit hoher TS-Expression 6 statt 1 Zyklus CMF effektiver
waren und die Prognose verbesserten.

Adjuvante 5-FU haltige Therapie war effektiver bet MK mit hohen TS-Expressionen
(Foekens et al., 2001; Johnston et al., 1994, 1995; Romain et al., 1997, 2000), bei
kolorektalen Karzinomen und Magenkarzinomen (Johnston et al., 1995). Kontroverse
Resultate diesbeziiglich stammen von Studien an Magenkarzinomen (Lenz et al., 1996)
und an Plattenepithelkarzinomen des Hals-Kopf Bereichs (Johnston et al., 1997), die
niedrige TS-Spiegel mit Therapieansprechen assoziierten. Findlay et al. (1997) konnten
hingegen in primiren kolorektalen Karzinomen keinen Zusammenhang zwischen TS-
Expression und Ansprechen auf Chemotherapie finden.

Wir konnten also alle bisherigen Studien an MK bestitigen, die ein gutes Ansprechen
auf eine Chemotherapie bei hoher TS-Expression im Tumor fanden.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass mit den Enzymen TP, DPD und TS die beste

Stratifizierung der Patienten hinsichtlich krankheitsfreiem Uberleben mdglich ist.
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Uberschreiten alle Enzyme gesetzte Schwellenwerte (TP: 30; DPD: 5; TS: 0,9),
tiberleben 100% der Patienten rezidivfrei eine mittlere Beobachtungszeit von 6 Jahren.
Die Ratio TP/DPD plus TS selektiert am besten Patienten mit schlechter Prognose (30%
Uberlebenswahrscheinlichkeit im mittleren Beobachtungszeitraum), wenn die Werte
unterhalb der gesetzten Schwellenwerte liegen.

Die Enzyme sind damit in der Préddiktion allen pathologischen Kriterien sowie
bekannten Biomarkern aus der Literatur, die hier mit getestet und verglichen wurden,
iiberlegen.

TP, DPD und TS, gemessen mit RT-PCR, waren zudem untereinander niedrig bis hoch
korreliert. Moglicherweise sind die drei Enzyme in MK co-reguliert. Da die
Korrelationen aber nicht generell hoch sind und die Beziehungen nicht
notwendigerweise linear, empfiehlt es sich, fiir die Vorhersage des Patientenverlaufes
alle drei Enzyme zu bestimmen.

Salonga et al. (2000) fanden in kolorektalen Karzinomen umgekehrte Verhéltnisse:
Patienten mit niedrigen mRNA-Werten aller drei Enzyme im Tumor zeigten einen guten

Verlauf nach 5-FU-Therapie.
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ADbb 4.1 Ergebnisse der RT-PCR-Analyse von TP, DPD und TS in kolorektalen Karzinomen
(Kopie aus Salonga et al., 2000): Niedrige Werte aller drei Enzyme lassen Patienten mit gutem
Verlauf selektieren.

Die Autoren untersuchten in kleinen Fallzahlen (n=33) Tumorblocke mit hohem
Tumorzellanteil und fiihrten keine Mikrodissektion durch. Sie verwendeten als
Haushaltsgen [(-Aktin. Als Therapie wurde nur 5-FU verwendet, bei unseren
Patientinnen CMF. Das klinische Korrelat in der Studie von Salonga war die
Ansprechrate (weiteres Wachstum der Metastase), in unserer Studie der Langzeitverlauf

der Patientinnen. Mdglicherweise unterscheiden sich Kolonkarzinome und MK auch in
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Biologie und Therapieverhalten. Sehr viele Faktoren sind damit unterschiedlich und

konnen die gegensitzlichen Befunde mit beeinflussen.

In weiterfithrenden Untersuchungen ist zu klaren, ob hohe Werte des Enzymprofils in
Tumorzellen von MK giinstige prognostische Faktoren darstellen und auch unabhéngig
von einer CMF-Therapie auf einen gutartigen klinischen Verlauf hinweisen oder ob die
Enzyme pradiktive Marker fiir das Ansprechen auf CMF darstellen. Dazu bedarf es der
Untersuchung eines unbehandelten Kontrollkollektives, das hier nicht vorlag. Nach den
dargelegten Ergebnissen profitieren Patientinnen mit niedrigen mRNA Spiegeln aller
drei Enzyme in Tumorzellen von MK optimal von CMEF. Patientinnen mit
Enzymprofilwerten unterhalb des gesetzten Schwellenwertes sollten eine alternative
Therapie erhalten.

Diese Ergebnisse sind in einem grosseren Patientenkollektiv und vor klinischer

Einfiihrung in einer randomisierten prospektiven Studie zu bestétigen.

Ausblick

Einzelmarker oder kleine Markerprofile sind nur begrenzt in der Lage, Tumore
hinreichend zu charakterisieren.

Auch andere Enzyme und Gene spielen im Metabolismus von 5-FU eine wichtige Rolle
und wurden in der Literatur als prognostische oder pradiktive Marker bei
Fluopyrimidintherapien beschrieben.

Thymidinkinase (TK) katalysiert die Phosphorylation von Desoxythymidin im DNA-
Katabolismus und spielt eine wichtige Rolle im alternativen ,,salvage pathway* der
Pyrimidinsynthese. Erhohte TK-Spiegel wurden mit schnell proliferierenden MK
assoziiert und mit hiufigeren Rezidiven sowie mit einer schlechten Prognose in
nodalnegativen Brustkrebspatientinnen ohne adjuvante Therapie (Spyratos et al., 1992;
Romain et al., 2000). In rezidivierten MK war eine hohe TK-Aktivitét ein signifikanter
Marker fiir ein schlechtes Ansprechen auf Tamoxifen (Foekens et al., 2001). Chan et al.
(2002) zeigten, dass eine Inhibition der EGFR-Tyrosinkinase in DCIS der Brust mittels
ZD1839 (Iressa) unabhingig vom ER-Status eine Reduktion der epithelialen

Proliferationen bewirkte.
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Uridinphosphorylase (UP) katalysiert die Phosphorolyse von Uridin und Thymidin in
ihre korrespondierenden Basen und ist damit wie TP in die Degradierung der
Pyrimidinnukleotide involviert. UP spielt ebenso eine Rolle bei der 5-FU-Aktivierung.
UP-Aktivitét ist in Tumoren 2-3-fach hoher als im Normalgewebe. Kanzaki et al. (2002)
fanden, das Patientinnen mit hoherer UP-Expression in MK eine schlechtere Prognose
hatten als die mit niedrigerer. Dagegen war die TP-Expression nicht mit Rezidiven oder
Uberleben der Patientinnen korreliert.

ERCCL1 (excision repair cross-complementing gene) verhindert DNA-Schidden durch
Ausschneiden von Nukleotiden und Reparatur. Hohe ERCCI1-Expression (RT-PCR) in

kolorektalen Karzinomen war assoziiert mit 5S-FU-Resistenz (Shirota et al., 2001).

Mit DNA-Mikroarray-Technologien wird es moglich werden, Markerprofile fiir
Therapiepradiktionen nicht nur fiir 5-FU und CMF zu identifizieren, die eine akkuratere
Voraussage des Therapieerfolges voraussagen lassen, als es mit Einzelmarkern der Fall

ist (Scherf et al., 2000; Zembutsu et al., 2002).
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5.  ZUSAMMENFASSUNG

Der klinische Verlauf von Tumorerkrankungen ist durch eine starke individuelle
Komponente geprigt. Als molekulare Ursachen werden unterschiedliche genomische
Verdanderungen im Tumor und individuelle genetische Konstitution der Patienten
diskutiert. Maligne Tumore entstehen durch Akkumulation von zufilligen somatischen
Mutationen, Genmethylierungen und genomischer Instabilitit in Korperzellen. Die
unterschiedliche ~ Genkonstellation  bedingt individuelle  Unterschiede in
Tumorwachstum, Bildung von Metastasen und Therapieresistenz.

Individuelle Tumoreigenschaften erfordern eine individuell zugeschnittene Behandlung,
um dem einzelnen Patienten eine optimale Therapieeffizienz zukommen zu lassen.

In der vorliegenden Arbeit wird eine Literaturiibersicht zu bekannten prognostischen
und préadiktiven Faktoren und Biomarkern des Mammakarzinoms gegeben.

Pridiktive = Biomarker fliir das  Ansprechen auf eine  Therapie mit
Cyclophosphamid/Methotrexat/5-FU (CMF) bei Patientinnen mit Mammakarzinom
wurden experimentell untersucht. Es war zu priifen, ob Subgruppen, basierend auf
klinischen, pathologischen Parametern oder Biomarkern im Tumor, besser oder
schlechter von CMF profitieren. Dazu wurden routinemissig in Paraffin eingebettete
Proben von Mammakarzinomen untersucht, die von 91 Patientinnen der UICC Stadien I
bis III (nodalnegativ oder nodalpositiv ohne Fernmetastasen) operativ chirurgisch
entfernt und archiviert worden waren. Alle Patientinnen wurden adjuvant mit CMF
behandelt, klinische Verlaufsdaten lagen {iber eine mittlere Beobachtungszeit von 6
Jahren vor.

Untersucht wurden mittels Immunhistochemie die in der Literatur beschriebenen
prognostischen und pradiktiven Marker wie Hormonrezeptoren ER/PR, p53, Her2, bcl2,
MiB1 sowie die Enzyme Thymidinphosphorylase (TP), Dihydropyrimidindehydro-
genase (DPD) und Thymidylatsynthase (TS). Mittels ,real time* RT-PCR wurde die
mRNA der Enzyme TP, DPD und TS in Laser-mikrodissezierten und makrodissezierten
Tumorzellen quantifiziert und die Ergebnisse wurden mit der immunhistochemischen
Analyse verglichen. Die drei Enzyme (TP, DPD und TS) spielen eine wichtige Rolle bei
der Wirkung von 5-FU im Tumor und wurden in der Literatur als pradiktive Biomarker
fiir das Ansprechen auf 5-FU beschrieben. Traditionelle pathologische Kriterien wie

Lymphknotenstatus, Tumorgrosse, Tumor-Differenzierungsgrad und Tumor-
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vaskularisierung sowie die Ergebnisse der Biomarkeranalyse in archivierten Tumoren
wurden mit dem krankheitsfreien Uberleben iiber einen mittleren Zeitraum von 6 Jahren
korreliert und statistischen Signifikanzanalysen unterzogen.

Die Ergebnisse zeigen, dass von allen genannten Parametern ausser den Enzymen
lediglich der Nodalstatus trendméssig mit dem Patientenverlauf korreliert (Log-Rank-
p=0,0811; Wilcoxon-p= 0,0902).

Signifikante Korrelationen mit dem Patientenverlauf zeigen die Expressionen der
Enzyme TP, DPD und TS bestimmt mittels RT-PCR aus Lysaten mikro- und
makrodissezierter Tumorzellen.

Wenn lediglich eines der drei Enzyme TP, DPD oder TS Extremwerte aufweist
(iber/unter einem definierten Schwellenwert), ist die Korrelation mit dem
Patientenverlauf signifikant (Log-Rank-p= 0,026-0,0403; Wilcoxon-p= 0,0397-0,0501).
Wenn alle drei Enzyme gleichzeitig (Enzymprofil TP, DPD und TS) in Tumorzellen
hoch exprimiert sind, iiberleben 100% aller Patienten krankheitsfrei iiber 6 Jahre.
Unterhalb des Schwellenwertes des Enzymprofils ist das krankheitsfreie Uberleben der
Patientinnen hoch signifikant schlechter (Log-Rank-p=0,0019; Wilcoxon-p=0,0031).
Liegt die Ratio von TP/DPD in Kombination mit TS unterhalb eines definierten
Schwellenwertes, leben nach 6-7 Jahren nur noch 15% der Patienten krankheitsfrei. Die
Kombination der Enzyme definiert am besten die Patientengruppe, die einer alternativen
Therapie zugefiihrt werden sollte (Log-Rank=0,0035; Wilcoxon= 0,0104). Nach den
dargelegten Ergebnissen profitieren Patientinnen mit hohen mRNA-Spiegeln aller drei
Enzyme in Tumorzellen von Mammakarzinomen optimal von CMF. Patientinnen mit
Enzymwerten unterhalb des gesetzten Schwellenwertes sollten eine alternative Therapie
erhalten.

In weiterfilhrenden Untersuchungen ist zu kliaren, ob hohe Werte des Enzymprofils in
Tumorzellen von Mammakarzinomen giinstige prognostische Faktoren darstellen und
auch unabhingig von einer CMF-Therapie auf einen gutartigen klinischen Verlauf
hinweisen oder ob die Enzyme pradiktive Marker fiir das Ansprechen auf CMF
darstellen. Dazu bedarf es der Untersuchung eines unbehandelten Kontrollkollektives,
das hier nicht vorlag. Die Ergebnisse sind in einem grdsseren Patientenkollektiv und vor

klinischer Einflihrung in einer randomisierten prospektiven Studie zu bestétigen.
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TNM-Klassifikation

Stadieneinteilung des MK, angelehnt an: American Joint Commission on Cancer
Staging Manual, 5th ed. Philadelphia: Lippinocott-Raven; 1997. Seit 2002 gibt es eine
neue, geringfiigig verdnderte TNM-Klassifikation fiir MK, auf die hier nicht ndher
eingegangen werden soll (Wittekind et al., 2002)

Primartumor (T)

T1 <2cm (T1mic <0,1cm, Tla<0,5cm ; Tlb <1cm, Tlc < 2cm)
T2 >2cm, < 5cm
T3 >5cm
T4 mit Infiltration von Haut oder Brustwand
T4a Infiltration der Brustwand
T4b  mit Odem/Orangenhaut/Ulceration oder Haut-Satelliten-
Metastasen ipsilateral
T4c  Kriterien von T4a + T4b
T4d Inflammatorisches Mamma-Ca

Lymphknoten (N)

N1 Metastasen in beweglichen ipsilateralen axillaren Lymphknoten;
(mind. 10 Lk.untersucht)
pNla Mikrometastasen <0,2cm
pN1bi 1-3 Lk.-Metastasen > 0,2 - < 2cm
pN1bii > 4 Lk.-Metastasen > 0,2 - < 2cm
pN21biii < 2cm mit Lk.-Kapseldurchbruch
pN1bivLk.-Metastasen > 2cm
N2 fixierte Lk.-Metastasen (untereinander oder an axillaren Strukturen)
N3 Lk.-Metastasen entlang der A.mammaria interna

Fernmetastasen (M)

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen (dazu z&hlen auch die supraklavikularen Lk.)

Stadium

I T1 NO MO

A  TO N1 MO T1 N1 MO T2 NO MO
IIB T2 N1 MO T3 NO MO

IMA T0-2 N2 MO T3 N1-2 MO

mB T4 NO-3 MO T1-4 N3 MO

v T1-4 NO-3 Ml
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