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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Jahrlich erkranken Uber 57.000 Frauen in Deutschland an Brustkrebs. Das Mammakarzinom

ist mit 17,9% aller Krebssterbefélle die haufigste maligne Tumorerkrankung bei Frauen.

Frauen
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Abb. 1.1: Prozentualer Anteil an der Zahl der M. Melanom d. Haut
Krebssterbefélle in Deutschland 2004 [ Mundhohle u. Rachen
(Frauen n= 98.079) [ schilddrose
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Mehr als ein Viertel (27,8%) aller Krebsneuerkrankungen bei Frauen betrifft die Brust.
Anders ausgedrickt besteht fur jede Frau ein 10%iges Risiko im Laufe ihres Lebens an
Brustkrebs zu erkranken. Brustkrebs ist zunehmend mit jingerem Alter assoziiert. So ist er
bei ca. 40% der Neuerkrankungen bei Frauen unter 60 Jahren die Diagnose und mit einem
mittleren Erkrankungsalter von 63 Jahren — 6 Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter bei
Krebs gesamt [GEKID2008].

Das Brustkrebsrisiko steigt bereits ab dem 40. Lebensjahr mit zunehmendem Alter
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1 Einleitung

betrachtlich an.

Abbildung 1.3 zeigt deutlich, dass die Inzidenz des Mammakarzinoms in den Industrielandern

weitaus hoher ist als in den Schwellenldndern, sowie den Landern der Dritten Welt.

Inzidenz des Mammakarzinom pro
100.000 Einwohner

MW - 195 < 2E5.9 < 342 M <« szz M < 101.1
GLOBOCAN 2002, IARC

Abb. 1.3: Weltweite Inzidenz des Mammakarzinoms, (http:/Iwww-
dep.iarc.frIGLOBOCAN/map.asp?cancer=132&rate=1&sex=2&type=1&submit=Execute&size=2&colour=1&0
utput=1&scale=1, 01.09.08)

Die Disparitaten bzgl. der regionalen Haufung die Neuerkrankungsrate geben einen Anhalt

fir die Risikofaktoren, die zur Entstehung des Mammakarzinoms beitragen.

Tab. 1.1: Risikofaktoren des Mammakarzinoms [aus von Minckwitz, 2004]

Risikofaktor Risikoerhéhung Relatives Risiko

Alter 70% > 50 Jahre 2,0

Geschlecht 99,4 % Frauen, 0,6% Manner

Soziodkonomische Faktoren Hoherer soziodkonomischer Status 1,5-2,0

Genetik BRCA 1-Mutationen (0,5 % der weibl. Bevélkerung) 7,0
Mutter mit Mammakarzinom < 40 Jahre 2,1
Mutter mit Mammakarzinom 40-70 Jahre 15
Schwester mit Mammakarzinom 2,3
Schwester und Mutter mit Mammakarzinom 2,5
Manner mit weibl. Verwandten 1. Grades mit 1,8
Mammakarzinom

Erndhrung Fettreiche Nahrung 1,12
Alkoholkonsum > 24 g/d 1,4-1,7

Anthropometrie Deutliches Ubergewicht 2,0
Hoheres Korpergewicht/Stammfett ?

Reproduktive Faktoren Frilhe Menarche (< 12 Jahren) 2,0
Spéate Menopause (> 50 verglichen mit < 45 Jahren) 2,0
Friihe ausgetragene Schwangerschaft (< 20 Jahren) 0,3
Spéte erste Schwangerschaft (> 35 Jahren) 1,5

Endogene Hormone Prolaktin im Serum erhéht (?
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Exogene Faktoren

Bestrahlung
Benigne Brusterkrankungen

Malignom in der
Eigenanamnese
Mammakarzinom in der
Eigenanamnese

Progesteron im Serum erhéht

Ostrogen im Serum/Urin erhoht

Orale Kontrazeptiva
Hormonsubstitution

Radiotherapie in Kindheit und Pubertét
Proliferierende Mastopathie mit Atypien
Lobuléres Karzinom in situ

()
)
1,1
1,7-2,2
4,0
4,0-8,0
6.9

Ovarialkarzinom
Endometriumkarzinom

Duktales Karzinom in situ
Kontralateral bekanntes Mammakarzinom

2,0-3,0
1,3-2,0
4,0-5,0
5,0-10,0

1.2 Normale Anatomie der Brust und Pathomorphologie des Mammakarzinoms

Bei der erwachsenen Frau besteht die normale Brust aus einem epithelialen Anteil, den

Driisenlappen (Lobuli), und einem Stroma-Anteil, dem Fettgewebe. Die epithelialen Elemente

bestehen aus tubuloalveolaren Driisen. Uber Milchgange (Ductus) werden die Lobuli in

Richtung auf die Brustwarze miteinander verbunden. Den anatomischen Aufbau zeigt

Abbildung 1.4:

NORMALE ANATOMIE
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Abb 1.4: Anatomie der Brust sowie Stellen patholog. Verédnderungen (nach Hayes, 1991)[aus Eberlein et al. 1995]
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1.2.1 Histologische Klassifikation

Die malignen Brustverdnderungen betreffen zu ber 95% die epithelialen Anteile der Brust
und werden daher als Adenokarzinome bezeichnet. Mammakarzinome konnen in zwei
Hauptgruppen eingeteilt werden: das nicht invasive Carcinoma in situ (CIS) — Tumorzellen
auf Gange oder Lobuli beschrénkt ohne Invasion des umgebenden Stromas — und das invasive
(infiltrierende) Karzinom — mit Invasion des Stromas. Das CIS wird weiterhin in das
duktale Karzinom (oder auch intraduktales Karzinom) und das lobuldre Karzinom
unterschieden. Eine Einteilung der Karzinomformen der Brustdriise wurde durch die WHO

erstellt.
Tab. 1.2: WHO-Klassifikation der nicht-invasiven und invasiven Mammakarzinome (2005)

Nicht-invasive Karzinome
Duktales Carcinoma in situ (DCIS)
Carcinoma lobulare in situ (CLIS)
Invasive Karzinome

Invasives duktales Mamma-CA
Invasives duktales Mamma-CA mit intraduktaler Komponente
Invasives lobuldres Mamma-CA
Muzingses Mamma-CA
Medullédres Mamma-CA
Papillares Mamma-CA

Tubuldres Mamma-CA
Adenoid-zystisches Mamma-CA
Sekretorisches Mamma-CA
Apokrines Mamma-CA
Mamma-CA mit Metaplasie
Anderes Mamma-CA

M. Paget der Mamille

Der hdufigste Typ der invasiven Mammakarzinome stellt das duktale Karzinom (auch
,unspezifisches infiltrierendes Karzinom*) dar. Es handelt sich um harte, graue, grobkérnige
Raumforderungen. Mikroskopisch werden diese anhand von Struktur und Zytologie in drei
Grade unterteilt: gut differenziert (Grad 1), maRig differenziert (Grad IlI) und schlecht
differenziert (Grad I11).

Als zweith&ufigste Art treten die eher beidseitigen und multizentrisch infiltrierenden
lobuldren Karzinome auf. Die invasiven Tumore der Brust metastasieren haufig lymphogen
und hamatogen in Lunge, Leber und Knochen. An weiteren Karzinomformen waren u.a. das
medulldre, das tubulére oder das muzindse Karzinom zu nennen, deren Prognose meist

gunstiger ist.
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Infiltrierend duktal (rein in-
filtrierend duktal oder ge-
mischt mit anderen Typen) ‘
0 | |
Infiltrierend lobular g 1 \
10% \ }
6%
Medullar
. 9%
2
Muzinés [ %
2% | Modifiziert nach Fisher et al.
E (1975); ausgehend von 1000 Fallen
0,
Tubular | ta Modifiziert nach Rosen (1979);
2% ausgehend von 857 Fillen
5% I
Andere ‘
: 2% |
0 20 40 60 80 100

% der Falle

Abb. 1.5: Haufigkeiten der verschiedenen Mammakarzinome anhand zweier groRer Studien

1.2.2 Histologisches Grading

Die Differenzierungseinstufung (Grading) zur Einteilung des Malignitatsgrades der
verschiedenen invasiven Mammakarzinome wird nach Bloom und Richardson anhand

tubuldrer Strukturen, der Kernpolymorphie und der Mitoserate vorgenommen.

Tab. 1.3: Kriterien des Gradings fur das Mammakarzinom [Bloom and Richardson, modifiziert nach Béssler et
al., 1992]

Merkmale Kriterien Scorewert
> 75% 1
Tubulusausbildung 10-75% 2
<10% 3
Gering 1
Kernpolymorphie Mittelgradig 2
Stark 3
0-5/10 HPF 1
Mitoserate™ 6-11/10 HPF 2
>12/10 HPF 3
Summenscore Malignitatgrad = G-Gruppe Definition
3,4,5 Gering Gl Gut differenziert
6,7 MaRig G2 MaRig differenziert
8,9 Hoch G3 Schlecht differenziert

“HPF = high power field (400fache VergréRerung)
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1 Einleitung

1.2.3 Pathologisches Staging: pTNM-Klassifikation
Postoperativ wird hinsichtlich des pathologisch-anatomischen bzw. histopathologischen

Befundes die TNM-KIassifikation der Karzinome vorgenommen. In dieser Klassifikation sind
die pathologische (p) Grolie des Tumors (T), der Lymphknotenbefall (N) sowie die mogliche
Fernmetastasierung (M) enthalten. Tabelle 1.4 stellt die aktuelle pTNM-KIassifikation fir das
Mammakarzinom dar. Neu ist vor allem die weitere Aufteilung des T1-Stadiums wegen

vermehrt kleineren Tumoren durch das Mammaographiescreening:

Tab. 1.4a: Klinische pTNM-KIassifikation des Mammakarzinoms

Tumorgrole N M
TO kein Tumor nachweisbar Befallene Lymphknoten (Fern-) Metastasen
. Carcinoma in situ, nicht NO keine MO keine nachweisbar
Tis invasiv N1 1-3inder Achsel nachweisbar
T1mic Mikroinvasion bis 0,1 cm N2 4-9in der Achsel M1 E(meisa Lunge, Leber,
T1 bis 2 cm 10 oder mehr in der Achsel oder nochen)
T2 >2cmbis5cm unter/uber dem Schliisselbein

T3  >als5cm |

jede Grofze mit Ausdehnung

T4 auf die Brustwand oder Haut

Tab. 1.4b: Stadiengruppierung nach UICC bzw. AJCC (TNM 6. Aufl., 2003) aus der pTNM-Klassifikation:
| UICC bzw. AJCC

Stadium0  Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium A T0,T1 N1 MO
| T2 NO MO
Stadium 1B T2 N1 MO
| T3 NO MO
Stadium HIA T0,T1,T2 N2 MO
| T3 N1,N2 MO
Stadium HIB T4 NO,NL,N2 MO
Stadium HIC Jedes T N3 MO

Stadium IV Jedes T Jedes N M1

11




1 Einleitung

Besonderheiten sind das Suffix ,,(m)“ bei Vorliegen mehrerer Knoten, wobei der grofte
Tumor die pT-Klassifikation bestimmt, und das Suffix ,,(sn)*, sofern die Sentinel-
Lymphknoten-Technik ohne axillare Lymphknotendissektion erfolgt ist. Die pN-
Klassifikation beruht auf der Entnahme von mindestens 6 Lymphknoten aus dem Level I und
10 Lymphknoten aus dem Level | und Il, intramammé&re Lymphknoten gelten als axillare
Lymphknoten und parasternale Lymphknoten entlang der endothorakalen Faszie als regionale
Lymphknoten.

B Levell
Level Il

B Leveln
Abb. 1.6: Lymphknotenbereiche Level I-111 [aus Regierer et al., 2005]
Level I:  Lymphknoten lateral des lateralen Randes des M. pectoralis minor
Level I1:  Lymphknoten zwischen dem medialen und lateralen Rand des M. pectoralis minor sowie die interpektoralen

Lymphknoten

Level 111: Lymphknoten medial des medialen Randes des M. pectoralis minor [nach Hayes 2000]

1.2.4 Prognostischer Effekt des axillaren Lymphknotenbefalls

Der axillare Lymphknoten (LK)-status ist der wichtigste prognostische Faktor beim priméren
Brustkrebs [Schaapveld et al., 2006]. Mit zunehmend neuen adjuvanten Behandlungschemata
steigt die Suche nach Risikofaktoren, wie der Lymphknotenstatus, als Auswahlkriterien einer
Behandlungsstrategie [Link et al., 2001]. Schaapveld et al. zeigte in seiner Studie das relative
Uberleben von Brustkrebspatientinnen in Abhéangingkeit von der Anzahl der befallenen,

sowie der untersuchten axillaren LK. Aus Abbildung 1.7 geht deutlich ein unginstiger
12



1 Einleitung

prognostischer Effekt in Abhéngigkeit des axillaren Lymphknotenstatus hervor.

Relatives Uberleben (%)

100% e g

., B
‘.., B
e, TE 0 pos. LK, > 10 untersucht
90% - e, T 0 pos. LK, < 10 untersucht
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Abb. 1.7: Relatives Uberleben beim primaren Mammakarzinom in Abhédngigkeit vom axillaren
Lymphknotenstatus

Dies bestatigt die Ergebnisse vorangegangener Studien. Jatoi et al. (1999) beispielsweise
fanden ein signifikant schlechteres Outcome nach Rezidiv fir Patientinnen mit > 4 befallenen
LK bei Erstdiagnose und wertete den Lymphknotenstatus als Prognosefaktor eines
aggressiven Phianotypen. Aus Tabelle 1.5 geht die Uberlebensrate in Abhéngigkeit vom
axillaren Lymphknotenbefall hervor.

Tab. 1.5: Lymphknotenbefall und Uberlebensrate (TZ Miinchen) [Schmoll 1999, Bd. 2, S. 1269]

- Absolute u. (rel.) 5- Absolute u. (rel.) 10-
Befallene Lymphknoten | Patientinnenzahl . .
Jahres-Uberlebensraten | Jahres-Uberlebensraten
0 2.245 89% (96%) 77% (71%)
1 488 79% (85%) 59% (71%)
2 326 77% (83%) 55% (65%)
3 208 72% (78%) 51% (62%)

4-6 328 63% (68%) 46% (56%)
7-10 277 50% (54%) 33% (39%)
11-15 163 46% (51%) 16% (20%)
> 16 178 33% (37%) 18% (23%)

Es wird gezeigt, dass Patientinnen mit > 10 befallenen LK eine 5-Jahres-Uberlebensrate von

unter 50% aufweisen und eine 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von einem Drittel,

jeweils abnehmend mit Anzahl der befallenen LK. Patienten mit > 10 befallenen LK k&énnen
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als Hochrisikogruppe fir einen schlechten Verlauf angesehen werden und sollten deshalb als
Zielgruppe fur wirkungsvollere neue adjuvante Behandlungsstrategien gelten. Schon 1993
bezeichneten Peters et al. Patientinnen mit > 10 befallenen LK als sog. Hochrisikogruppe und
konnte fir diese ein signifikant besseres Outcome zeigen, wenn sie mit einer sog. Hochdosis-
Chemotherapie behandelt wurden. Als Vergleichsgruppe dienten gleichwertige Patientinnen
aus anderen Studien, die eine Kkonventionelle Therapie erhielten. Gemal} der
Konsensusempfehlungen von St. Gallen, 2005, gelten Patientinnen mit > 4 befallenen LK
oder mit 1-3 befallenen LK bei gleichzeitiger HER2/neu-Uberexpression oder

Genamplifikation als Hochrisikoguppe.

1.3 Molekulare Pathogenese

1.3.1 Uberblick iber die molekulare und zellulédre Biologie beim Mammakarzinom

Genetische Veranderungen konnen, wie man heute weil3, Uber Eingriffe in den Zellzyklus
eine Tumorgenese hervorrufen bzw. beguinstigen. Haufig werden Verénderungen im Genom
beobachtet, welche durch zellulédre Deregulation zu neoplastischem Wachstum fiihren. Ein
bisher weit erforschtes Beispiel ist die multifaktorielle Theorie in der Entwicklung des
kolorektalen Karzinoms aus seiner Vorstufe, dem Adenom. So werden auch bei der
Entstehung des Mammakarzinoms genetische Faktoren angenommen. Weitreichende
Erkenntnisse zur genetischen Tumorgenese gibt es zudem bei der hereditdren Form des
Mammakarzinoms (siehe Abschnitt 1.3). Im Gegensatz dazu steht der nicht familidr bedingte
sog. sporadische Brustkrebs. Hier sind die genetischen Veréanderungen in den Tumorzellen zu
finden und man vermutet eine durch Karzinogene und im Zuge des Alterungsprozesses
erworbene Mutationen hervorgerufene Neoplasie [Vogelstein et al., 1988]. Nur
Veranderungen in Genen, die fir die Zellfunktion verantwortlich sind, kénnen eine maligne
Entartung hervorrufen. Man unterscheidet Tumorsuppressorgene (TSG) und (Proto-)
Onkogene (Onc). TSG wirken bei ihrer Inaktivierung, Onc bei ihrer Aktivierung
tumorinduzierend.

Man unterscheidet zwei Formen genetischer Instabilitat in den Tumorzellen [Lengauer et al.,
1998]: die chromosomale Instabilitdt (CIN), die zur Aneuploidie fiihrt, und eine durch
Replikationsfehler enstandene Instabilitat kurzer Nukleotid-Repeats in kodierenden und nicht-
kodierenden Regionen (Mikrosatelliteninstabilitat). Die Replikationsfehler resultieren aus der
Inaktivierung von TSG, deren Funktion u.a. im Erkennen und Reparieren von DNA-Schéden
besteht. Ein Verlust dieser Gene bewirkt daher oft entweder chromosomale Instabilitat oder
eben Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) [Cahill et al., 1998]. Genetische Schaden kénnen durch
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die fehlende Reparation in den Zellen akkumulieren und damit die Progression der

Tumorerkrankung beeinflussen.

1.3.2 Onkogen HER-2/neu

Ein in der Entstehung von Brustkrebs wichtiges Onkogen ist das HER-2 Protein, auch

bekannt als c-erbB-2 oder -neu. Es gehdrt in die Unterklasse 1 der Familie der Tyrosinkinase-
Rezeptoren [Duffy, 2005]. Diese Gruppe von Proteinen besitzt eine extrazellulare Ligand-
bindende Domane, eine Transmembran-Region, und eine zytoplasmatische Doméne mit
Tyrosinkinase-Aktivitat. Es handelt sich also um transmembrandse Rezeptoren, welche durch
Heterodimerisierung als Bindestrukturen fiir Wachstumsfaktoren dienen.

Bei Tumoren wurde HER-2-Geniiberexpression mit erhohter Mitoserate, maligner
Transformation, erhéhter Zellmotilitat, Invasivitat und Metastasierung assoziiert [Olayioye et
al., 2000]. Beim Brustkrebs wurde eine Amplifizierung des HER-2-Gens in 15-30% bei
primdren invasiven Tumoren gefunden. Das bedeutet, dass anstatt zweier Kopien des Gens
pro Zelle bis zu 100 Kopien vorliegen kénnen. Dies wiederum kann zu einer Erhéhung der
Rezeptorzahl pro Zelle von 20 000-50 000 auf bis zu 2 Mio. fuhren. Sowohl Genamplifikation
als auch erhohte HER-2-Expression korrelierten erwiesenermaflen mit unginstiger Prognose,
besonders bei Lymphknoten-positiven Brustkrebspatientinnen [Winston et al., 2004]. Als
Beispiel dient eine Studie von Hartmann et al. (1994), in der das mittlere Uberleben von
Lymphknoten-positiven Brustkrebspatientinnen mit HER-2-Uberexpression (20%) 5 Jahre
betrug, im Vergleich zu 12 Jahren bei Patientinnen ohne eine solche Uberexpression. Da
HER-2 in der Pathogenese und Progression bestimmter Brustkrebsarten involviert ist, als
Rezeptor extrazelluldre Zugéanglichkeit aufweist und in einigen Tumoren Uberexprimiert ist,
dient das Protein als Ziel fir tumorspezifische Therapien. Entwickelt wurde ein spezieller
Antikorper, der gegen die HER-2-Ektodoméane gerichtet ist und so das Wachstum von
Zelllinien mit HER-2- Uberexpression unterdriickt. Dieser Antikorper wurde Trastuzumab
(Herceptin™: Genentech Inc.) genannt [Carter et al., 1992]. In einer klinischen Phase II-
Studie wurden 15 % der Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs und Rezidiv nach
Chemotherapie erfolgreich mit Trastuzumab als Einzeltherapie behandelt [Cobleigh et al.,
1999]. Weitere Studien bestatigten dies. Bei gleichzeitig positivem Ostrogenrezeptor-Status
allerdings scheinen Hormonentzugsbehandlungen mit Aromatasehemmern oder GnRH-
Analoga einer Therapie mit Tamoxifen berlegen zu sein [Shou et al. 2004]. Die HER-2-
Uberexpression wird immunhistochemisch nachgewiesen. Der Nachweis mittels FISH wiirde

auch die intrazellulare Genamplifikation berticksichtigen, wird aber wegen seiner hohen
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Kosten fur Therapieentscheidungen selten angewandt. SchlieBlich wurde die HER-2-
Uberexpression beim primiren Mammakarzinom mit Resistenz gegen adjuvante CMF-
Therapie (Cyclophosphamid, Methotrexat, Fluorouracil) assoziert [Pegram et al., 1999] und
mit verbessertem Ansprechen auf Doxorubicin-enthaltende Therapien [Cancer and Leukemia
Group (CALG) B 8541 study]. Zun&chst wurde die Verwendung von HER-2 als
Prognosefaktor kontrovers diskutiert und geméal der letzten ASCO Richtlinien (,,American
Society for Clinical Oncology*) fiir Brustkrebs nicht fiir Therapieentscheidung sowohl im
adjuvanten als auch im metastasierten Setting herangezogen [Bast et al., 2001]. Erst 2005
wurde in der Konsensus-Konferenz von St. Gallen der HER2/neu-Status als negativer

Prognosefaktor fur die Therapieentscheidung anerkannt.

1.3.3 Tumorsuppressorgen (TSG) p53

Das p53-TSG ist auf Chromosom 1713 lokalisiert und kodiert ein nukleéres Phosphoprotein
bestehend aus 393 Aminosduren. p53 agiert als Transkriptionsfaktor und ist aus mehreren
unterschiedlichen ~ Domanen  aufgebaut. Das aminoterminale Ende dient als
Transkriptionsaktivator, die zentrale Doméne bindet die sequenzspezifische DNA und das
carboxyterminale Ende ist fur die Oligomerisation, sprich die Lokalisation des Proteins im
Kern, verantwortlich. Das Protein ist als Tetramer aktiv [Velculescu et al., 1996].

p53 ist das am weitesten verbreitete mutierte Gen in humanen Tumoren [ebd.]. Meistens
handelt es sich um Missense-Mutationen in dem DNA-bindenden Abschnitt, der mit dem
Verlust seiner sequenzspezifischen Funktion einhergeht [Duffy, 2005]. Das Protein
kontrolliert die Exprimierung verschiedener Gene, die sich wiederum in vier Kategorien
einteilen lassen: Zellzyklus-Inhibition, Apoptose, Kontrolle der genomischen Stabilitat und
Angiogenese-Inhibition [Vogelstein et al., 2000]. Dies erklart die Beteiligung des

Funktionsverlustes von p53 an der Tumorgenese.
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Abb. 1.8: Beseitigung von DNA-Schéden durch p53 und Effekte der p53-Inaktivierung durch Mutationen

Die biochemischen Mechanismen der Aktivierung bzw. Inaktivierung von p53 sind bereits
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umfassend erforscht worden. In normalen Zellen wird das Protein durch MDM2 inaktiviert.
p53 selbst wird tber unterschiedliche Mechanismen durch Stressoren, wie DNA-Schaden,
Onkogen-Aktivierung, Hypoxie, Depletion des zellularen Nukleotid-Pools oder Defekten in
der DNA-Methylierung aktiviert. In seiner Funktion als ,,Wéchter des Genoms* [Lane, 1992]
ist es zustandig fur die Signaltransduktion zur Ausldsung einer zellularen Antwort. Ein DNA-
Schaden beispielsweise fihrt zur Inaktivierung von MDM2 (iber Phosphorylierung von p53
und MDMZ2, was zur Dissoziation des p53-MDM2-Komplexes und so zur Aktivierung von
p53 fihrt. p53 kann durch Bindung an das WAF1-Gen (Wildtype-Activated-Factorl-Gene)
das Protein p21 transkribieren, welches den Stillstand des Zellzyklus in der G1-Phase auslost,
bevor die Synthesephase eingeleitet werden kann. Schléagt dies fehl, so induziert p53 den
programmierten Zelltod (Apoptosis), um die Weitergabe von mutiertem, potentiell
onkogenem Genmaterial auf Tochterzellen zu verhindern. Kommt es nun zum
mutationsbedingten Ausfall von Mediatoren der Signaltransduktion und damit zum
Funktionsverlust von p53, so ist eine Tumorpradisposition gegeben. Beispielsweise wird beim
Li-Fraumeni-Syndrom eine p53-Keimbahnmutation beobachtet, die zur Inaktivierung des

TSG fuhrt. Li-Fraumeni ist mit einer erhdhten Inzidenz fiir Brustkrebs assoziiert.
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Mutationen des p53-TSG selbst werden in 18-45% der Mammakarzinome gefunden. [Hensel
et al., 2002] Es kommt zu einer Anreicherung des mutierten p5S3 im Vergleich zum p53-
Wildtyp, was immunhistochemisch nachweisbar ist [Finlay et al., 1988]. Eine weitere

Methode zum Nachweis von Mutationen ist die Sequenzierung.

1.3.4 Karyopherin oy

Zudem haben wir die molekulare Untersuchung unserer Gewebepaare auf einen weiteren
prognostischen und pradiktiven Faktor, das Karyopherin o, (KPNAZ2), in der Literatur auch
oft als Importin a bezeichnet, ausgeweitet. Dieses molekulare Markerprotein aus der Gruppe
der Karyopherine wurde von Chook et al. 1999 als Adapterprotein dem
nukleozytoplasmatischen  Transport zugewiesen. Wahrend Kkleine Molekule ber
Porenkomplexe in den Zellkern gelangen, benétigen Molekiile ab einer Gréf3e von 40 kDa ein
spezielles Importsystem. Die Karyopherine o und f dienen hierbei als Importproteine.
KPNAZ2 ist als 16slicher Rezeptor mit den Nukleoporinen, welche die Porenkomplexe bilden,
verbunden und dient als Andockstelle fur solche Makromolekile. Diese erkennt es Uber ein
klassisches Kernlokalisationssignal (NLS) und schleust sie dann lber den Transfer an
Karyopherin B in den Zellkern ein [Chook and Blobel, 2001]. Dieser Transport ist abhangig
von der Konzentration an GTPase Ran gebundenem GTP im Zellkern. KPNA2 bindet nur in
Abwesenheit von RanGTP. In dessen Anwesenheit setzt es das gebunden Molekiil wieder frei
[Gorlich et al., 1996b]. Ein tber dem nukledren Porenkomplex (NPC) bestehender RanGTP-
Gradient bestimmt so den Import und Export von Makromolekilen in den Zellkern [Bischoff
und Ponstingl, 1991]. Die Funktionsweise dieses Transportsystems soll in Abb. 1.10

veranschaulicht werden.
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Eine der Aufgaben des Importproteins KPNA2 ist die Internalisierung von NBS1 in den
Zellkern. NBS1 fungiert als Tumorsuppressor, indem es die genomische Integritat im Zellkern
schiitzt, besitzt aber wohl auch eine mit dem PI3-Kinase/AKT-Aktivierungspfades assoziierte
onkogene Rolle im Zytoplasma [Teng et al., 2006]. Es ist ein Regulator des
MRE11/RAD50/NBS1-(MRN)-Komplex [Carney et al., 1998; Trujillo et al., 1998; Paull und
Gellert, 1999]. Der MRN-Komplex detektiert dsDNA-Briche und aktiviert die DNA-
Reparatur [Stracker et al., 2004]. KPNAZ2 interagiert nun mit NBS1 und fuhrt somit zur
Internalisierung des MRN-Komplexes in den Zellkern [Tseng et al., 2005]. Der MRN-
Komplex ist somit ein wichtiger Baustein im DNA-Reparatur-Mechanismus. Er arbeitet als
Sensor fur DNA-Brtiche und fungiert als Aktivator von sog. Checkpoints fir DNA-Schaden
im Zellzyklus. Zusatzlich beeinflusst er die DNA-Reparatur mittel Rekombination zwischen
Schwesterchromatiden [Stracker et al., 2004]. Eine hohe KPNA2-Aktivitdt kénnte als ein
Hinweis auf den Bedarf vermehrter DNA-Reparatur bzw. auf eine nicht ausreichend
funktionierende DNA-Reparatur gewertet werden, also als Zeichen erhohter DNA-
Schédigung.

Die immunhistochemischen Untersuchungen von Dahl et al., 2006 ergaben eine deutliche
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KPNAZ2-Expression in Brustkrebszellen gegentiber einer schwachen bis fehlenden Expression
von KPNA2 im Normalgewebe. Weiterhin konnten sie eine unabh&ngig negative Korrelation
zwischen KPNA2-Expression im Primartumor und dem Gesamtiberleben bei LK-positiven

Brustkrebspatientinnen aufzeigen.

1.3.5 Genetische Instabilitét

Einen wichtigen Aufgabenkomplex in der Brustkrebsforschung stellt die Suche nach

molekularen Veranderungen dar, die an der Tumorgenese beteiligt sind, um diese als
molekulare Marker fur Screening, Diagnostik und Prognose oder als Zielstrukturen zur
Krebstherapie zu verwenden [Duffy, 1993].

Eine Methode zum Nachweis genetischer Veranderungen ist die sog. Mikrosatellitenanalyse
(MA). Mit ihrer Hilfe lassen sich schnell und relativ einfach zwei wesentliche molekulare
Mechanismen der genomischen Instabilitadt erfassen: Mikrosatelliteninstabilitdat (MSI) und
Loss of Heterozygosity (LOH). Als LOH bezeichnet man das Verschwinden einer Allel-
Bande im Tumor (Deletion), MSI bedeutet das Auftreten zusatzlicher Banden im Tumor bzw.
die Verschiebung von Allel-Banden (band shift).

Voraussetzung fir die Auswertung ist, dass mehrere (mindestens zwei) Mikrosatelliten-
Marker eine Instabilitat zeigen [Jass et al., 1998; Ruschoff et al., 1997; Lothe et al., 1993].

1.3.5.1 Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

Genetische Instabilitdt in Form von Mutationen in repetitiven Sequenzen und eine erhohte
Rate von Punktmutationen werden hdufig bei soliden Tumoren gefunden. Diese Form der
genetischen Instabilitdt wird durch die sog. Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) charakterisiert,
welche durch Mutationen in den hMLH1-und hMSH2-Genen verursacht werden kann. [Adem
et al., 2003] Diese Mutationen bedingen die Inaktivierung von Mismatch-Repair-(MMR)-
Mechanismen, d.h. die Reparatur in der Keimbahn auftretender Nukleotid-Fehlpaarungen in
kurzen repetitiven DNA-Sequenzen, sog. Mikrosatelliten, unterbleibt. Dies fiihrt durch
Akkumulation von Deletionen bzw. Insertionen zu Verénderungen in der Lange dieser
repetitiven DNA-Sequenzen. [Kuligina et al., 2006] Mikrosatelliten kommen als repetitive
DNA-Sequenzen von bis zu sechs Basen 100.000-fach im Genom verteilt vor. Meistens
handelt es sich um (A),-Repeats gefolgt von (CA),-Repeats mit ca. 50.000-100.000 Loci,
wobei die Anzahl der Wiederholungen (n) normalerweise zwischen 10 und 60 schwankt
[Weber et al., 1989]. Mikrosatelliten-DNA findet sich am h&ufigsten in nicht-kodierender
DNA, kommt aber auch in bestimmten kodierenden Abschnitten vor. Die durch den

Funktionsverlust der MMR-Proteine auftretenden Mismatches lassen sich mittels PCR als
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MSI nachweisen.

MSI wurde zuerst 1993 beim kolorektalen Karzinom (CRC) als ,,replication-error-phenotype*
(RER+) beschrieben [Boland et al, 1998, lonov et al., 1993, Thibodeau et al., 1993, Aaltonen
et al., 1994]. Die beschriebenen Keimbahnmutationen in Genen des DNA-Mismatch-Repairs
(MLH1, MSH2, MSHC wurden als Ursache fur das hereditare nicht-polypdse kolorektale
Karzinom (HNPCC) gefunden [Fishel et al., 1993, Aaltonen et al., 1994]. Studien zum
Kolonkarzinom haben eine hohe Korrelation zwischen dem Vorkommen von MSI und dem
Verlust der h(MLH1- und hMSH2-Expression gefunden [Thibodeau et al., 1996, Marcus et al.,
1999, Halling et al., 2001]. Wé&hrend 90% aller HNPCC-assoziierten Kolonkarzinom MSI-
positiv sind, gilt dies beim sporadischen CRC nur flr 15%. So bietet sich die Mikrosatelliten-
Analyse (MA) als Screening auf HNPCC an. Verwendet werden mindestens finf definierte
Mikrosatelliten-Marker zur Untersuchung der DNA von Normal- und Tumorgewebe eines
Patienten. Werden im Vergleich zum Normalgewebe im Tumor MSI bei >2 der 5 Marker
entdeckt, folgt zum molekularen Beweis einer vererbten Keimbahnmutation die
Sequenzierung der MMR-Gene im EDTA-Blut oder Normalgewebe. Fiur die Wahl des zu
sequenzierenden Gens kann immunhistochemisch nach Expressionsverlust von hMSH2 oder
hMLH1 gesucht werden [Ruschoff et al.,, 1998]. Bei negativem Testergebnis der
Sequenzierung ist ein HNPCC-Syndrom nicht zu beweisen, aber auch nicht auszuschliefen,
da in 40% keine Mutation gefunden wird.

Beim Brustkrebs wurden MSI in 0-30% der Félle nachgewiesen [Vaurs-Barriere et al., 2000,
Paulson et al., 1996, Yee et al., 1994, Sourvinos et al., 1997, Toyama et al., 1996, Schmitt et
al., 1999]. Demgegeniiber sind Veranderungen in der der hMLH1- und hMSH2-Expression
beim familiaren BRCAL/2, sowie beim sporadischen Brustkrebs, einschlieRlich den
medull&ren Karzinomen sehr selten [Adem et al., 2003]. 1997 wurde in einem internationalem
Workshop (ber MSI- und RER-Phanotypen in der Krebsdiagnostik und familidren
Préadisposition das sog. Bethesda-Panel fir die MSI-Analyse von ,,Kolon-assoziierten
Tumoren® entwickelt. Dabei wurden spezielle Marker (BAT25, BAT26 (Mononukleotide),
Mfd15, APC und D2S123 (Dinukleotide)) sowie Kriterien zur Mikrosatelliten-Analyse (MA)
festgesetzt [Kuligina et al., 2006, Boland et al., 1998]. Muller et al. schloss mit seiner Studie
von 2002 den Brustkrebs als integralen Tumor von den HNPCC-Tumoren aus. Beim
Mammakarzinom bedarf es wegen verschiedener Lange der Mikrosatelliten eines angepassten
Panels an Markern, welche auch die haufiger betroffenen Tri- bzw. Tetranukleotid-Repeats
auf MSI untersuchen [Wooster et al., 1994, Boland et al, 1998, Peltomaki, 2003]. Da es bis

dato kein an das Mammakarzinom angepasstes Panel an Markern zur MA gab, verwendete
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Wild et al. in seiner Studie das oben genannte Panel und fligte drei Dinukleotid-Marker mit
hoher Sensitivitat fir MSI-Nachweis beim CRC (BAT 40, TP53 Als) hinzu. Weiterhin wahlte
er 8 Tri- und Tetranukleotid-Marker mit hoher Sensitivitdt fir MSI-Detektion beim
Mammakarzinom entsprechend der Literatur aus [Wild et al., 2000]. Anhand des neu
generierten Panels konnten in 33% der Tumore MSI bei jeweils mindestens 3 von 15
untersuchten Markern und in 51% bei jeweils 1-2 Mikrosatelliten-Markern nachgewiesen
werden. Vier Jahre spater publizierten Wild et al. die erste vergleichende Studie zur
Untersuchung der Pradiktivitdt von MSI beim priméren Mammakarzinom beziglich des
progressionsfreien Uberlebens (PFS), sowie des Gesamtiiberlebens (OS) nach HDCT/ASZT.
Verwendet wurde das oben genannte Panel an MS-Markern. Bei 13 von 39 untersuchten
Patientinnen (33%) konnten MSI nachgewiesen werden, vor allem fir die Tetranukleotid-
Marker. Alle MSI-positiven Tumore zeigten eine normale Expression von hMLH1 und
hMSH2. Aus der folgenden Abbildung geht hervor, dass MSI signifikant mit geringerem PFS

und OS assoziiert war.
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Abb. 1.11: Verteilung von PFS/OS beim fortgeschrittenen Mammakarzinom nach HDCT/ASZT beziiglich den
Variablen MSS (Mikrosatelliten stabil), MSI (Mikrosatelliten instabil) und MSI low nach Wild et al., 2000
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1.3.5.2 Loss of heterozygosity (LOH)

LOH bezeichnet den Verlust eines Allels fir welches der Organismus heterozygot ist, sprich
Allele mit unterschiedlichen DNA-Sequenzen, infolge vorausgegangener Mutation eines
Allels. Die molekularen Ursachen, die zum Verlust eines Allels fuhren kénnen, sind generell
komplex und beinhalten multifokale Deletionen, mitotische Rekombination oder
nondisjunktionalen Chromosomenverlust, ebenso wie Genkonversion und Punktmutation
[Meuth, 1990]. Eingefiihrt wurde der Begriff durch Knudson und dessen ,,Two-Hit-
Hypothese* (1985) zur Erklarung des Funktionsverlust eines Gens. Initial besteht demnach
eine Keimbahnmutation im ersten Allel, als ,.first hit“ bezeichnet, auf die der Verlust des
zweiten Allels tber oben genannte Mechanismen und somit der Verlust der Heterozygositat
(LOH), sog. ,second hit“, folgt. Knudson erklarte so den Funktionsverlust wvon
Suppressorgenen und deren Beitrag zur Tumorentstehung.

LOH ist die hdufigste genetische Abnormitat bei Brustkrebs [Tseng et al. 1997] und weist
nach Ubereinstimmender Meinung auf die chromosomalen Loci hin, die TSG enthalten
[Powierska-Czarny et al., 2003, Ando et al., 2000]. Andererseits konnen LOH als Hinweis auf
chromosomale Instabilitat gewertet werden, ohne dass sie spezifisch auf Gendefekte deuten.
Dies erschwert die Identifizierung chromosomaler Regionen, die wirklich mit Tumorgenese
assoziiert sind [Wang et al., 2004]. Exemplarisch fur den Zusammenhang von LOH und
Funktionsverlust eines Gens mit daraus resultierender Tumorgenizitat, ist das p53- Gen. In
vielen Tumoren werden LOH im Chromosom 17p nachgewiesen, wo u.a. das p53-Gen
lokalisiert ist [Querzoli et al., 2001]. Beim Mammakarzinom wurden LOH in 85% an
verschiedenen Stellen im Chr. 17p gefunden [Futreal et al., 1992]. Bis dato wurden eine grof3e
Anzahl an Chromosomen beim invasiven Brustkrebs auf LOH untersucht. In den
Chromosomen 1q, 3p, 6q, 11p, 13g, 16q, 17p, 17q und 18qg konnten zahlreiche LOH
nachgewiesen werden [Devilee et al., 1989, Iwase et al., 1995, Takita et al., 1992].
Abnormitaten, wie LOH und MSI sind von grol3er Signifikanz fur die klinische Diagnostik.
Ziel ist es, deren leicht durchzufuhrende Analyse als molekulares Screening sowohl flr
hereditére, als auch sporadische Neoplasien zu verwenden [Jass et al., 1995, Aaltonen et
al.,1998].

1.3.5.3 Hereditdres Mammakarzinom

Wahrend der tberwiegende Anteil der Mammakarzinome sporadisch auftritt, sprich durch

erworbene genetische Verénderungen und einwirkende Karzinogene verursacht wird, sind 5

bis 10% der j&hrlich  auftretenden  Brustkrebsfalle  hereditdren  Ursprungs.

Keimbahnmutationen wurden in den Brustkrebsgenen BRCA1 und BRCA2, sowie in den
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Genen, die p53, ATM und PTEN kodieren, entdeckt. Letztere sind selten und mit bestimmten

Syndromen vergesellschaftet:

Tab. 1.6: Genmutation-assoziierte Syndrome mit erhéhter Inzidenz flir Brustkrebs

Gen Syndrom
BRCAL, BRCA2 hereditdres Mammakarzinom
p53 Li- Fraumeni- Syndrom
ATM Ataxia-Teleangieektasia
PTEN Cowden- Syndrom

Das BRCA1-Gen — 1990 auf Chromosom 17q lokalisiert — besteht aus 22 Exons und kodiert
ein Protein mit 1863 Aminosauren [Miki et al., 1994]. Das BRCA2-Gen — 1995 auf
Chromosom 13q lokalisiert — besitzt 26 Exons und kodiert ein aus 3418 Aminosauren
bestehendes Protein [Wooster et al., 1995]. Funktionell scheinen die beiden
Tumorsuppressorgene an der DNA-Reparatur beteiligt zu sein, BRCA1 ferner noch in die
Apoptose involviert [Scully et al., 2000, Xu et al., 2001, Thangaraju et al., 2000].

Mutationen in BRCAL scheinen 50%, in BRCA2 ca. 30% der genetisch bedingten
Mammakarzinome auszumachen [Ford et al., 1998]. Ein mutiertes BRCA1-Gen flihrt dazu,
dass bis zu 80% der betroffenen Frauen an Brustkrebs erkranken [Foulkes, 2006]. Von diesen
entwickeln 60% zudem einen zweiten Tumor. Mehr als 50% erkranken vor dem 50.
Lebensjahr, was eine sehr unginstige Prognose mit sich bringt. Es fuhrt also zu einer
deutlichen Erhéhung des Brustkrebsrisikos. Das Risiko fur Ovarialkarzinome ist mit 40-60%
bis zum 70. Lebensjahr erhoht, fur Kolonkarzinome besteht ein 3-fach, fur Prostatakarzinome
ein 4-fach erhéhtes Risiko. Weiterhin wurden in Familien mit BRCAL1-Mutationen gehauft
Haut-, Magen- und Rektumkarzinome beobachtet. BRCAZLl-assozierte Mammakarzinome
weisen zwar haufiger ein hoheres Grading und vermehrte zelluldre Verdnderungen im
Vergleich zu sporadischen Karzinomen auf [Strathon, 1996], die Uberlebensprognosen gleich
eingestufter Karzinome sind aber nicht verschieden [Verhoog et al., 1998, Johannson et al.,
1998, Wagner et al., 1998]. Die Haufigkeit von BRCA1-Mutationen wird auf 1:500-800
bezogen auf die Gesamtbevilkerung geschétzt.

Mutationen in BRCA2 fiilhren zu etwa gleich erhdhtem Brustkrebsrisikos bei Frauen,
zusatzlich steigt das der Manner auf ca. 6% an [Haraldsson et al., 1998].

Fir die Entstehung des sporadischen Mammakarzinoms sind BRCA1 und BRCA2 jedoch
ohne Bedeutung [Beckmann et al., 1996]. So konnten beim sporadischen Mammakarzinom
keine BRCA1-Mutationen gefunden werden [Hosking et al., 1995].
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1.4 Hochdosis-Chemotherapie (HDCT) mit autologer Stammzelltransplantation (ASZT)
Mit dem Anstieg der Inzidenz des Mammakarzinoms stellt sich die Aufgabe der Entwicklung
neuerer und potenterer Therapiekonzepte zur Verbesserung der Rezidivrate und des
Gesamtuberlebens. Die Chemotherapie, adjuvant nach oder neo-adjuvant vor chirurgischer
Therapie, gilt heute als wichtigstes Therapeutikum in der Onkologie. Beim Mammakarzinom
ist zwar der primare Tumor meist gut operativ behandelbar, problematisch sind jedoch der
Lymph-knotenbefall, die Ha&ufigkeit von Fernmetastasen, sowie die unentdeckte
Mikrometastasierung zum Zeitpunkt der Diagnose. Je nach Anzahl der befallenen
Lymphknoten betragt die 10-Jahres-Uberlebensrate zwischen 18% und 77% [Schmoll, 1999].
Bei Metastasierung betragt das mittlere Gesamtiiberleben lediglich 2 Jahre und das 5-Jahres-
rezidivfreie Uberleben nach anthracyclin-haltiger Chemotherapie maximal 3 % [Clark et al.,
1987, Greenberg et al., 1996, Tomiak et al., 1996]. So wurden bei der adjuvanten
Therapiewahl beim Mammakarzinom zwei Gruppen an Patientinnen ausgewahlt, die von
einer HDCT mit anschlieender ASZT profitieren kénnten: Hochrisikopatientinnen mit > 10
befallenen axillaren Lymphknoten und Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom.
Das bereits bei hdmatologischen Erkrankungen, wie Lymphomen und Keimzelltumoren
eingesetzte Verfahren der hochdosierten Chemotherapie mit und ohne Bestrahlung und
nachfolgender Gabe autologer Knochenmarkstammzellen [Gulati et al., 1993, Broun et al.,
1992] erbrachte ein verlangertes rezidivfreies Uberleben. Bei den meisten Chemotherapeutika
stellte die Myelotoxizitdt den begrenzenden Faktor einer Dosiseskalation dar. Um dieses
Problem zu beheben, wurde zundchst vor der HDCT operativ Knochenmark (KM)
entnommen und nach erfolgter Chemotherapie i.v. retransfundiert. Somit konnte die
Regeneration der Hamatopoese beschleunigt und die Hamatotoxizitadt der Dosiseskalation
reduziert werden. Die Gefahr schwerer Infektionen in der Aplasiephase konnte so gesenkt
werden. Die KMT wird heute durch ASZT ersetzt. Stammzellen werden durch
hamatopoetische Wachstumsfaktoren (G-CSF = Granulocyte-Colony-Stimulating-Factor) aus
dem KM ins Blut mobilisiert und dann per Leukapherese abgesammelt, um post-CT wieder
retransfundiert zu werden.

Fur das Mammakarzinom konnte in vitro und in vivo eine Dosis-Wirk-Beziehung
nachgewiesen werden, vor allem flr die Alkylanzien [Frei et al., 1989; ebd. et al., 1988;
Teicher et al., 1988]. Als chemosensibler Tumor ist das Mammakarzinom fur eine solche
Therapieintensivierung besonders geeignet, v.a. da es auf viele verschiedene Zytostatika gut

anspricht.
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1.4.1 Adjuvante Therapie bei Hochrisikopatientinnen
1993 veroffentlichte Peters et al. seine Phase-11-Studie zur HDCT mit ASZT bzw. AKMT bei

Mammakarzinom-Patientinnen mit > 10 befallenen axillaren LK. Nach radikaler Mastektomie

und konventioneller Therapie folgte eine HDCT mit Cyclophosphamid, Cisplatin und BCNU
mit ASZT bzw. AKMT, sowie einer Nachbestrahlung der Thoraxwand und regionarer
Lymphknoten. Rezeptor-positive Patientinnen erhielten Tamoxifen Uber 5 Jahre. Somit
konnte ein rezidivfreies Uberleben von 71% und ein Gesamtiberleben von 78% nach 5 Jahren
erzielt werden. Im Vergleich dazu wurde bei 257 Patientinnen aus drei Studien (CALGB
8541: Hoogstratten et al., 1976, CALGB 8082: Lichtman et al., 1991, und CALGB 7581
Tormey et al., 1983) mit konventioneller Therapie nach 5 Jahren nur ein rezidivfreies
Uberleben zwischen 28% und 34% und ein Gesamtiberleben zwischen 37% und 48%
erreicht. In einer &hnlichen Studie von Gianni et al. wurden die Patientinnen einer HDCT mit
Cyclophosphamid, Cisplatin, Methotrexat und Mephalan unterzogen. Dabei ergab sich nach 4
Jahren ein geschitztes rezidivfreies Uberleben von 57% und ein Gesamtiiberleben von 70%.
Als Vergleich diente hier die Studie von Bonadonna et al., deren 58 Patientinnen nach
effektiver Standardtherapie ein rezidivfreies Uberleben von 41% und ein Gesamtiiberleben
von 60% nach 5 Jahren aufwiesen. Kritisiert wurde, dass in den jeweiligen Vergleichsgruppen
nicht alle Patientinnen nachbestrahlt wurden. Wéhrend bei Peters et al. die therapie-assoziierte
Mortalitat noch 12% betrug, konnte diese bei Gianni et al. auf 2% gesenkt werden. Bei der
Bearman-Studie war die Nachbeobachtungszeit zu kurz, um signifikante Aussagen beziiglich
rezidivfreiem Uberleben und Gesamtiiberleben zu treffen. Bis dato konnen aus retrospektiven
Studien in der adjuvanten Situation bei Hochrisikopatientinnen mit Mammakarzinom ein 20-
40%iger Vorteil bezuiglich des rezidivfreien Uberlebens und ein 10-35%iger Vorteil beziiglich
des Gesamtuberlebens zugunsten der HDCT/ASZT bei einer therapie-assoziierten Mortalitét
von 2-3% angenommen werden [Quelle: Onkologie heute: Mammacarcinom, 1999].

Tab. 1.7: Phase I/11-Studien zur adjuvante HDCT mit ASZT bei Patientinnen mit Brustkrebs und mehr als vier

axillaren Lymphknotenmetastasen mit aussagekraftigen Nachbeoachtungszeiten

Autor n Lk-Befall HDCT-Strategie PES Mortalitdt OS |
Petersetal., 1993/95 85 >10 »late-intensification  71% (5J) 12% 78% (5J)
Gianni et al., 1997 63 >10 ,late-intensification”  57% (4J) 2% 70% (4J)
Bearmanetal., 1997 52 4-9 ,late-intensification“  88% (2,9J) 2% 82% (2,9J)

Lk: Lymphknoten; PFS: ProgreRfreies Uberleben; OS: Gesamtiiberleben; J: Jahre;
Llate-intensification“: mehrere Zyklen einer konventionellen Therapie, im Anschlu HDCT

2003 wurden die Ergebnisse der WSG-AMO1-Studie der ASCO préasentiert. Die WSG
(Westdeutsche Studiengemeinschaft) wurde 1994 an der Universitatsklinik Dusseldorf

gegrindet und beschéftigt sich mit der adjuvanten Therapie beim Hochrisiko-
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Mammakarzinom. In der Studie wurden 403 Patientinnen mit mehr als neun befallenen
Lymphknoten behandelt und deren Verlauf Gber eine mittlere Nachbeobachtungszeit von 48,6
Monaten verfolgt. Die Teilnehmer erhielten randomisiert entweder eine dosisdichte
Chemotherapie mit vier Zyklen EC (Epirubicin/ Cyclophosphamid) gefolgt von drei Zyklen
CMF (Cyclophosphamid, Methotrexat, 5-Fluorouracil) oder eine HDCT mit den Substanzen
Cyclophosphamid und Thiotepa, die sich aus anderen Studien beim Mammakarzinom als
hoch effektiv erwiesen. In der HDCT-Gruppe wurde ein durchschnittliches ereignisfreies
Uberleben (EFS) von 76,1 Monaten erreicht, in der Standard-Gruppe bei dosisdichter
Therapie betrug das EFS 40,6 Monate. Auch im medianen Gesamtiberleben (OS) war die
HDCT signifikant Gberlegen. Therapie-assoziierte Sterbefélle gab es in beiden Gruppen nicht.

Die folgenden Graphen geben die Auswertung der Studie wieder:

1.0 =
EFS (W'keit) Log rank-Test (1-seitig)
p=0,02
0.8
0-6
0-4
e HDCT
0-29 =—pDDCT
0 | | T | | | | | |
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Zeit ab Randomisierung (Monate)
1.0
0S (Wkeit)
087 Log rank-Test (1-seitig)
p = 0,00069
0-6
0-4
— HDCT
29 — ppct
0 T T T | T T | | |
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108

Zeit ab Randomisierung (Monate)
Abb. 1.12: Ereignisfreies Uberleben und Gesamtiiberleben der WSG-AMO1-Studie [Nitz et al., 2005]
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Die Studie der WSG war international die viertgrofite ihrer Art und bislang die erste, die eine
Uberlegenheit der HDCT nachweisen konnte. Weitere Studien auf diesem Gebiet sollten

folgen.

1.4.2 Metastasiertes Mammakarzinom

Erstmals wurde die HDCT beim metastasierten Mammakarzinom Mitte der 80er Jahre
angewandt. Die zundchst hohe HDCT-assoziierte Mortalitdt von 23% [Peters et al., 1988]
konnte sukzessiv gesenkt werden und betragt bis heute noch ca. 2% [Schmid et al., 2005].
Erste vergleichende Studien konnten eine Verbesserung des rezidivfreien Uberlebens bei
gleichbleibendem Gesamtiberleben durch HDCT im Gegensatz zu Standard-Dosis-
Chemotherapie (SDCT) nachweisen. Diese ersten Ergebnisse fuhrten bei den Onkologen zu
einer positiven Resonanz und so wurden weltweit viele Patientengruppen mit

Mammakarzinom mittels HDCT therapiert.

Tab 1.8: Phase-II-Studien zu HDCT beim metast. Mammakarzinom von Ende der 80er bis Mitte der 90er Jahre
aus Tartarone et al., 2003

Autor Jahr Pat.- HDCT-Strategie = CR (%) OR (%) Mortalitdt ~ Beobachtungs-
Zahl therapie-assoz. zeit (Monate)

Peters et al. 1988 22 CBP 54 73 23 10
Kennedy et al. 1991 30 CT 46 100 0 22
Williams et al. 1992 27 CT 55 86 14 15
Antman et al. 1992 29 CTCb 45 100 3 >20
Dunphy et al. 1994 80 CVP2x 55 79 9 15
Perry et al. 1994 14 CTCb 36 86 0 NA
Ayash et al. 1995 62 CTCb 29 88 5 24
Silvermanetal. 1995 17 CTCb 29 88 0 NA
Cameron et al. 1996 32 L-Pam/VP16/TSPA 53 100 0 15
Gisselbrechtet 1996 60 CMA 60 86 11 26

al.

Weaver et al. 1996 118 CTCb 43 66 0 NA
Bitran et al. 1996 27 CT/L-PAM 56 67 0 >30
Ayash et al. 1996 67 L-PAM/CTCb 33 62 1 20
Lelli et al. 1997 18 ICE 78 100 0 36

CBP: Cyclophosphamid+BCNU+Cisplatin; CT: Cyclophosphamid+Thiotepa; CTCh: Cyclophosphamid+Thiotepa+Carboplatin; CVP:
Cyclophosphamid+Etoposid+Cisplatin; ICE: Iphosphamid+Carboplatin+Etoposid; CMA: Cyclophosphamid+Mitoxantron+Mephalan;
CR: komplette Ansprechrate; OR: Gesamt-Ansprechrate; NA: nicht verfiigbar

Es kam zu einer vermehrten Anwendung der HDCT bei Hochrisikopatientinnen mit
ausgedehnter axillarer Lymphknotenmetastasierung bzw. Fernmetastasen.

1995 veroffentlichten Bezwoda et al. die Ergebnisse ihrer randomisierten Phase-111-Studie, in
der 90 Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom entweder mit Cyclophosphamid,
Mitoxantron und Vincristin als konventionelle Chemotherapie (6-8 Zyklen) oder initial mit
hochdosiertem  Cyclophosphamid, Mitoxantron und Etoposid mit nachfolgender
Stammzelltransplantation (2 Zyklen) behandelt wurden. Er konnte bei HDCT eine

signifikante Verbesserung in der Gesamtansprechrate, im Gesamtuberleben, sowie im
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rezidivfreien Uberleben verglichen mit SDCT nachweisen. Eine zur gleichen Zeit erschienene
weit grofiere Studie von Stadtmauer et al. mit 553 Patientinnen fand keine Vorteile der HDCT
gegenliber konventionellen Chemotherapien. Die Ergebnisse der Bezwoda-Studie wurden
1999 bei einem Treffen der ,,American Society for Clinical Oncology“ (ASCO) in Atlanta
vorgestellt. Nach einer Uberpriifung der Studie sollte eine groRe randomisierte Studie zur
Bestatigung der Ergebnisse Bezwodas folgen. Im Januar 2000 wurde die Studie Bezwodas
wegen Unstimmigkeiten im Setting und verfalschten Daten als ungultig erklart. Dies flhrte zu
einem grofRen Ruckschritt in der Erforschung der HDCT beim Mammakarzinom. In
Anbetracht der gefalschten Studie, sowie negativen Studien, wie die Stadtmauers, wurden
mehrere Hochdosisstudien vorzeitig abgebrochen, die Behandlungen mit HDCT gingen stark
zurick.

Beim Treffen der ASCO 2001 stellten Crump et al. die Ergebnisse seiner Phase-I11-Studie
vor. In dieser Studie erhielten randomisiert 219 Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom nach vier Zyklen einer SDCT 2-4 weitere Zyklen dieser SCDT oder 1-2
Zyklen gefolgt von einer HDCT (Cyclophosphamid 6g/m2, Mitoxantron 70 mg/m?,
Carboplatin 1800 mg/m?). Wahrend die Patientinnen mit HDCT ein signifikant verbessertes
rezidivfreies Uberleben aufwiesen, stellten sich keine Unterschiede im 3-Jahres-Uberleben
heraus. Ein Jahr spéater zeigten Schmitt et al in einer vergleichenden Studie, in der 92
Patientinnen entweder 6-9 Zyklen einer SDCT mit Doxorubicin und Paclitaxel oder 2 Zyklen
einer HDCT (Cyclophosphamid 4,4g/m2, Mitoxantron 45 mg/m?2, Etoposid 2,5 g/m?)
erhielten, ein signifikant langeres progressionsfreies Uberleben in der HDCT-Gruppe
[Tartarone et al., 2003].

Tartarone et al. hat in seinem Uberblick zur HDCT ein Fiir und Wider der Anwendung der

HDCT beim metastasierten Brustkrebs vorgestellt:

Far Wider

DFS verbessert bei HDCT in 6/7 randomi-sierten Kein erwiesener Uberlebensvorteil ggii. SDCT
Studien (DFS: Rezidivfreies Uberleben) (Bezwoda- Studie unberticksichtigt)
Akzeptable HDCT-assoziierte Morbiditat und Verfahren nur sicher in qualifizierten Zentren
Mortalitét anwendbar

Kurze intensive Behandlung anstatt vieler CT- Hdéhere Kosten, Morbiditéat, Mortalitat

Zyklen

HDCT als Basis fiir neue Behandlungsschemata _Prioritat neuer Therapieansétze

Eine der neuesten Studien von 2005 zum Vergleich von HDCT und SDCT beim
metastasierten Mammakarzinom ist die von Schmid et al. Erfasst wurden 93 Patientinnen in
den Jahren 1998 bis 2002. Die SDCT bestand aus maximal 6 Zyklen Doxirubicin (60 mg/m?)
und Paclitaxel (200 mg/m?). Patientinnen mit partiellem Ansprechen erhielten weitere 3

Zyklen Paclitaxel (200 mg/m?). In der HDCT-Gruppe wurden Mitoxantron (45 mg/m?),
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Cyclophosphamid (2,4 g/m?, doppelte Dosis im 2. Zyklus), Etoposid (2,5 g/m?) verabreicht.
Leider ergaben die verschiedenen Therapieformen keine signifikanten Unterschiede, was das

progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben angeht, wie Abb. 1.12 und 1.13
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Abb. 1.13: Ereignisfreies Uberleben (EFS) und Gesamtiiberleben (OS) [Schmid et al., 2005]
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Die Frage, ob wund in welchen Féllen dosisintensivierte oder HDCT die
Behandlungsergebnisse beim Mammakarzinom verbessern konnten, ist also noch immer nicht
abschlieRend geklart. Insgesamt gilt zum gegenwartigen Zeitpunkt, dass die HDCT sowohl in
der adjuvanten als auch der metastasierten Situation ein vielversprechendes Konzept darstellt,
aber bisher nicht als Standardtherapie etabliert werden konnte. Es ist also weiterhin Aufgabe
der Medizin, Kriterien fir ein Patientengut zu finden, das eindeutig von der HDCT profitiert.
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2.1 Laborgerate

DNA-Isolierung MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Il (Tissue) (Roche, Mannheim)
MagNA Pure LC Instrument (Roche, Mannheim)

Lichtmikroskop HM-Lux 3 (Leitz, Wetzlar)

Schlittenmikrotom Microm HM 400 (Heidelberg)

Magnetrihrer mit Heizplatte MR 2002 (Heidolph, Nurnberg)

Mikrowelle Whirlpool Jet 900 W M600 (Philipps, Niederlande)

Nexes Immunostainer (Ventana, Tucson, USA)

Pipetten Pipetman (Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich)

Pipettenspitzen mit Sterilfilter (BIOZYM, Oldenburg)

Pipettenspitzen Typ B, D, E (Sarstedt, Numbrecht)

Reaktionsgefale Genetic Analyzer 0,5 ml (PE Applied Biosystem GmbH, USA)
ReaktionsgefaRe Safe Lock 0,5 ml (Eppendorf, Hamburg)

ReaktionsgeféaRe Safe Lock 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg)

Schnellkochtopf (SKT)

Schittler VF 2 (Janke & Kunkel, Staufen i. Br.)

Sequencer ABI PRISM™ 310 (Perkin Elmer Applied Biosystem GmbH, USA)
Spannungsgerat Microcomputer Electrophoresis Consort E 455 (BIORAD, Minchen)
Spannungsgerét Power Pac 3000 Power Supply (BIORAD, Minchen)

Speed Vac® SC 100 (Savant)

Sterile Nadeln Microlance 3 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY)

Thermocycler Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg)

Thermocycler Peltier Thermal Cycler PTC-100 MJ Research (Watertown, MS, USA)
Thermocycler Peltier Thermal Cycler PTC-200 MJ Research (Watertown, MS, USA)
UV-Leuchttisch (Bachofer, Reutlingen)

Waage Analytic A 200 S (Sartorius, Gottingen)

Waage Laboratory L 310 (Sartorius, Gottingen)

Wasserfilteranlage MILLIPORE (Millipore, Eschborn)

Zentrifuge Biofuge A Sepatech (Heraeus, Osterode)

Zentrifuge Biofuge Pico (Heraeus, Osterode)
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2.2 Chemikalien, Enzyme und AntikOrper

Samtliche verwendeten Chemikalien wiesen Analysequalitat auf.

ABI PRISM 310 10x Buffer mit EDTA (PE Applied Biosystem GmbH, USA)

ABI PRISM™ Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE, USA)
Acrylamid/Bisacrylamid 19:1 (40 %) (BIORAD, Miinchen)

Agarose Typ 1-A low EEO (Serva, Heidelberg)

Anti-Goat 1gG A4174 (SIGMA, Miinchen)

Anti-KPNA2 C-20 (Goat Polyclonal SC6917, Santa Cruz Biotechnology, USA)
Bromphenolblau (SIGMA, Miinchen)

Buffer 10x Rx PCR (GIBCO BRL, Eggenstein)

DAB (3,3 -Diaminobenzidin) (ChemMate Detection Kit, DAKO, Glostrup, Denmark)
Desoxyribonukleotidtriphosphate (Boehringer, Mannheim)

DMSO (Dimethylsulfoxid) (MERCK, Darmstadt)
DNA-Molekulargewichtsstandard A-DNA/Hind-111-Fragmente (Life Technologies)
DNA-Molekulargewichtsstandard 1 kb DNA-Ladder (GIBCO BRL, Eggenstein)
EDTA (Serva, Heidelberg)

Ethanol Rotipuran 99,8 % p.a. (Roth, Karlsruhe)

Ethidiumbromid (MERCK, Darmstadt)

Ficoll Typ 400 (PHARMACIA, Freiburg)

Formamid (SIGMA, Minchen)

HRP (SIGMA, Munchen)

MgCl, (GIBCO BRL, Eggenstein)

Avidin-Biotin-Peroxidase (ChemMate Detection Kit, DAKO, Glostrup, Denmark)
Polyethylenglykol 8000 (Aldrich, Steinheim)

Template Suppressor Reagent TSR (PE Applied Biosystem GmbH, USA)
Tris-Puffer (BIORAD, Minchen)

2.3 Puffer und Lésungen

Zur Herstellung der aufgefiihrten Puffer und Lésungen wurde stets ultrafiltriertes Wasser aus

einer Wasserfiltrationsanlage verwendet.

2.3.1 Allgemeine Ldsungen

0,5 M EDTA (pH 8,0):

Ethylendiamintetraacetat 73,1 g
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Wasser 800 ml
—> Riihren, mit NaOH pH 8,0 einstellen, mit Wasser auf 1000 ml auffllen

2.3.2 Losungen fir die HE- Farbung von Paraffinschnitten

Hamatoxylin (0,5%) von Merck (Darmstadt):
Monohydratpulver 0,5 g
Ethanol 10,0 ml

— Ldsen
Wasser 90,0 mi

— Verdunnen, Reifezeit 5 Wochen
Eosin (0,5%): gebrauchsfertig von Merck (Darmstadt)

2.3.3 LoOsung zur Methylenblau- Farbung von Paraffinschnitten

Stammldsung Methylenblau-L6sung (1%) von Sigma (Miinchen):
Trihydratpulver 1 g
H,O 100 ml

—> Arbeitslésung 0,1%

2.3.4 Losungen fiir die DNA-Isolation aus Paraffinmaterial
MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Il (Tissue)

Waschpuffer |

Waschpuffer Il

Waschpuffer 111

Lyse-/Binde- Puffer

Magnetische Glaspartikel (MGPs): Suspension
Elutionspuffer

Gewebe-Lyse-Puffer

Proteinase K

2.3.5 Losungen fir die Amplifikation genomischer DNA mittels Polymerase- Kettenreaktion

Tag-Polymerase: gebrauchsfertig von GIBCO BRL (Eggenstein)
dNTP-Mischung (10 mM):

Stammlosung Desoxynukleotidtriphosphate (AATP, dCTP, dTTP, dGTP)
(100 mM je dNTP)

—> je 10 pul dATP, dTTP, dGTP, dCTP zu 60 pl Wasser geben
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Primer (15 xM):
Forward-Primer (100 mM) 30 pl
Reverse-Primer (100 mM) 30 pl
Wasser 140 pl

—> steril auf Eis pipettieren, aliquotieren, Lagerung bei -20°C
PEP-Primer (15 n): MWG Biotech
2.3.6 LoOsungen fir die Agarose-Gelelektrophorese

TAE (50x):

Tris 242,0 g

Eisessig 57,1 ml

0,5M EDTA (pH 8,0) 100,0 ml
Wasser ad 1000 ml

— aliquotieren, autoklavieren, Lagerung bei Raumtemperatur

Hind-I11:

Marker 20 pl
Stoppuffer 16,7 ul
Wasser 63,3 ul

Agarosegel (2,5%):
Agarose 2,5 g
TAE (1x) ad 100 ml

Stoppuffer:

0,5 M EDTA (pH 8,0) 60 pl
Bromphenolblau 0,0125 g
Ficoll (Typ 400) 0,75 ¢

— in 5 ml Wasser l6sen
Ethidiumbromid-L6sung (0,04%):

Ethidiumbromid 125 pl
Wasser ad 500 ml

2.3.7 LoOsungen fir die Fallung und Reinigung von DNA zur Sequenzierung

PEG-Mix:
PEG 8000 26,2 g
Natriumacetat (3 M, pH 5,2) 20 ml
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Magnesiumchlorid (1 M) 660 pl
Wasser ad 1000 ml

Ethanol (70%):
Ethanol abs. 70 ml
Wasser 30 ml

— immer frisch herstellen

2.3.8 Ansatze fir die Sequenzreaktion

ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit:
A-Dye Terminator mit Dichloro [ R6G ]

C-Dye Terminator mit Dichloro [ ROX ]

G-Dye Terminator mit Dichloro [ R110 ]

T-Dye Terminator mit Dichloro | TAMRA ]
Desoxynukleosid-Triphosphate (dATP, dCTP, dITP, dVTP)

AmpliTaq DNA Polymerase mit thermostabiler Pyrophosphatase
Magnesiumchlorid

Tris-HCI Puffer pH 9,0

Oligonukleotid-Mischung:
Outer und Inner Primer 15 pM
Sequenzprimer (f und r getrennt) 3,2 uM

2.3.9 Losungen fiir das Sequenzieren am Gerét 310

Performance Optimized Polymer 6 mit TSR: gebrauchsfertig von PE Applied Biosys.

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer Buffer mit EDTA (1x):
Buffer 10x 2 ml
Wasser 18 ml

2.3.10 Losungen fir die Anti-Goat Detektion

TRIS- EDTA- Puffer (pH 9,0):
Ethylendiamintetraacetat 73,1 g
Tris1,21g

Wasser 800 ml

—> Rihren, mit HCL pH 9,0 einstellen, mit Wasser ad 1000 ml auffullen
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2.4 Verwendete Primer

2.4.1 Primer: Mikrosatellitenanalyse

Name(n) chrom. Lok.* PCR- Amplifika
Repeat-Typ (Markerlokus) (benachbartes Repeat-Motiv® Primersequenz(5° to 3') e t(bp)
Gen)
Reines 1019/1020, MFD257 11p15.5 [OFS(OZ2y e CAG AAAATAGTTCAG ACCACCA  58C  ~124¢
Dinukleotid (D115988) GGG ACAAGAGAAAGTTGAACA
Trinukleotid ~ TBP 6027 (CAG),(CAA),(CAG),CAACAGCAA(CAG),, cCC ACA GCC TAT TCA GAA CAC 63°C  185-206
(TBP) GTTGAC TGC TGAACG GCTGC
Tetranukleotide UT574 18q21.3 ();;(GAAA),GAAN(GAAA),..GAAAAA.... GAG CCATGTTCATGC CAC TG 58°C  ~293¢
(D18S51) (GAAA),.GAAA(),,, CAAACC CGACTACCAGCAAC
GATA4H09 1932-q42 CAAAGAGGACATGTG TTTGTG 58°C  ~162¢
(D15549) TAC CAG CAATGG GTAGTATGG
GGAA2E02 21pter-21qgter (AAGG), GNG(),, AGG AAA GAG AAA GAAAGG AAG G 58°C  172-219
(D2151436) TATATG ATG AAAGTATATTGG GGG

Tab. 2.1: Charakteristika der Mikrosatelliten-Primer [Wild et al., 2000]
#Chrom. Lok, chromosomale Lokalisation
b Nichtrepetetive NuKeotide werden als Punkte dargestellt
¢PCR-Tm, PCR-Annealing-Temperatur
© | ange des Amplifikats laut Gendatenbanken:

(http://iwww.ncbi.nim.nih.gov), (http://imvww.gdb.org), (http:/Awww.resgen.com)
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2.4.2 Primer: p53-Sequenzierung

Exon Reaktion Name Tm®  Primersequenz (5'- 3") [pKrrtl)gliLll] Amplifikat
Nested PCR Outer p53 5s0 54 °C  CAGGAGGT GCTTACACATG 15
s p53 5a0 54 °C  TGAGGAATCAGAGGCCTG 15
;, Inner p53 5s 58°C TCACTTGTGCCCTGACTTTC 15
“E’ p53 5a 58 °C  GGAAACCAGCCCTGTCGTC 15 270 bp
S Sequenzreaktion p53 5qs 48°C CCTGACTTTCAACTCTG 3,2
p53 5qa 48 °C AGCCCTGTCGTCTCTC 3,2
E Nested PCR Outer p53 5s0 54 °C  CAGGAGGTGCTTACACATG 15
l_-lj p53 5a0 kurz 54°C CATGTGCTGTGACTGCTTG 15
5 f Inner p53 5s 58°C TCACTTGTGCCCTGACTTTC 15
:5 p53 5a kurz 58 °C  CTTGT AGAT GGCCAT GGCG 15 164 bp
% Sequenzreaktion p53 50s 48 °C  CCTGACTTTCAACTCTG 3,2
: p53 5q2a 62 °C AT GGCCAT GGCGCGGACG 3,2
§ Nested PCR Outer p53 5s0 kurz 54 °C CAACTGGCCAAGACCTGC 15
l_ﬁ p53 5a0 54 °C  TGAGGAATCAGAGGCCTG 15
E’ Inner p53 5s kurz 58 °C  AAGACCT GCCCT GT GCAGC 15
= p53 5a 58 °C  GGAAACCAGCCCTGTCGTC 15 185 bp
E Sequenzreaktion p53 5g2s 58 °C  CTGTGCAGCTGTGGGTTG 3,2
o p53 50a 48°C AGCCCTGTCGTCTCTC 3,2
Nested PCR Outer p53 6s0 56 °C  AGACGACAGGGCTGGTTTC 15
p53 6ao 56 °C CACATCTCATGGGGTTATAG 15
Inner p53 6s 54 °C TCCCCAGGCCTCTGATTC 15
6 p53 6a 54 °C  TAGGGAGT TCAAATAAGCAG 15 260 bp
Sequenzreaktion p53 6qs 50°C CCTCTGATTCCTCACTG 3,2
p53 60a 50 °C CACTGACAACCACCCTT 3,2
Nested PCR Outer p53 7s0 56 °C AAAGGCCTCCCCTGCTTG 15
p53 7ao0 56 °C  AGT ATGGAAGAAAT CGGT AAG 15
Inner p537s 60 °C GCCTCCCCTGCTTGCCAC 15
! p53 7a 60 °C  GT CAGAGGCAAGCAGAGGC 15 245 bp
Sequenzreaktion p53 7¢s 48 °C TGCTTGCCACAGGTCT 3,2
P53 70a 48 °C  CAGCAGGCCAGTGTGC 3,2
Nested PCR Outer P53 8s0 54 °C AAATGGACAGGTAGACCTG 15
P53 8ao 54 °C  GAATCTGAGGCATAACTGC 15
Inner P53 8s 58 °C TAGACCTGATTTCCTTACTGC 15
8 P53 8a 58 °C  GCATAACTGCACCCTTGGTC 15 200 bp
Sequenzreaktion P53 8qs 50°C TCCTTACTGCCTCTTGC 3,2
P53 8ga 50°C CCCTTGGTCTCCTCCA 3,2
Nested PCR Outer P53 9s0 54 °C  GAGGAGACCAAGGGT GC 15
P53 9ao 54 °C TTGAGTGTTAGACT GGAAAC 15
Inner P53 9s 58 °C  GGGT GCAGT TAT GCCT CAG 15
9 P53 9a 58 °C AGACTGGAAACTTTCCACTTG 15 175 bp
Sequenzreaktion P53 9gs 48 °C TTATGCCTCAGATTCACT 3,2
P53 9qa 48 °C  CTTTCCACTTGATAAGAG 3,2

aTm: Annealing-Temperatur

Tab. 2.2: Primer zur Sequenzierung des p53-Gens
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Exon | Name | Ann. | Sequenz (5'— 3)) bp | Amplifikat (bp)
5 p53 5s0 | 58°C | CAGGAGGTGCTTACACATG 19
5 p53 5a0 | 58°C | TGAGGAATCAGAGGCCTG 18
5 p535s | 58°C | TCACTTGTGCCCTGACTTTC 20 270
5 p535a | 58°C | GGAAACCAGCCCTGTCGTC 19
5 p53 5gs | 48°C | CCTGACTTTCAACTCTG 17
5 | p535qa | 48°C | AGCCCTGTCGTCTCTC 16
6 p53 6s0 | 56°C | AGACGACAGGGCTGGTTTC 19
6 p53 6ao | 56°C | CACATCTCATGGGGTTATAG 20
6 p53 6s | 54°C | TCCCCAGGCCTCTGATTC 18 260
6 p53 6a | 54°C | TAGGGAGGTCAAATAAGCAG 20
6 | p5360s | 50°C | CCTCTGATTCCTCACTG 17
6 | p536qa | 50°C | CACTGACAACCACCCTT 17
7 p53 7s0 | 56°C | AAAGGCCTCCCCTGCTTG 18
7 p53 7a0 | 56°C | AGTATGGAAGAAATCGGTAAG 21
7 p537s | 60°C | GCCTCCCCTGCTTGCCAC 18 245
7 p537a | 60°C | GTCAGAGGCAAGCAGAGGC 19
7 p53 7gs | 48°C | TGCTTGCCACAGGTCT 16
7 p53 7qa | 48°C | CAGCAGGCCAGTGTGC 16
8 p53 8s0 | 54°C | AAATGGACAGGTAGACCTG 19
8 p53 8ao | 54°C | GAATCTGAGGCATAACTGC 19
8 p538s | 58°C | TAGACCTGATTTCCTTACTGC 21 200
8 p538a | 58°C | GCATAACTGCACCCTTGGTC 20
8 p53 8gs | 50°C | TCCTTACTGCCTCTTGC 17
8 p53 8qga | 50°C | CCCTTGGTCTCCTCCA 16
9 p53 9s0 | 54°C | GAGGAGACCAAGGGTGC 17
9 p53 9a0 | 54°C | TTGAGTGTTAGACTGGAAAC 20
9 p539s | 58°C | GGGTGCAGTTATGCCTCAG 19 175
9 p539a | 58°C | AGACTGGAAACTTTCCACTTG 21
9 p53 9gs | 48°C | TTATGCCTCAGATTCACT 18
9 | p539qa | 48°C | CTTTCCACTTGATAAGAG 18

Tab. 2.3: Primer fur die p53-Sequenzierung (Ann. = Annealing-Temperatur)
so = outer Primer, sense

ao = outer Primer, antisense
s = inner Primer, sense
a = inner Primer, antisense

gs = Sequenz-Primer, sense

ga = Sequenz-Primer, antisense
bp =Basenpaare)
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3.1 DNA-Isolierung aus Paraffinmaterial

Die gewonnenen Gewebe wurden in Formalin fixiert und im Paraffinblock eingebettet zur
Verfligung gestellt. Fur die molekulargenetischen Untersuchungen musste die DNA aus dem
entparaffinierten Gewebe gewonnenen werden, indem umgebende Zellelemente und struktur-
gebende Proteine entfernt wurden. Die DNA-Isolierung wird nun anhand der einzelnen
Schritte vorgestellt.

3.1.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Aus einem Paraffinblock wurden mittels Schlittenmikrotom jeweils funf 3-5 um dicke Paraf-
finschnitte hergestellt. Die Schnitte wurden dann nach einem 45°C warmen Wasserbad auf
beschriftete und nicht vorbehandelte Objekttrager aufgezogen (bei Vorbehandlung wirde das
Gewebe zu stark haften). Im letzten Schritt wurden die Schritte dann bei 42-45°C im Brut-

schrank getrocknet.

3.1.2 Entparaffinieren der Gewebeschnitte

Die getrockneten Schnitte wurden zunéchst aufrecht fur 20 min. bei 72°C inkubiert, damit das
Paraffin schmelzen und ablaufen konnte. Danach wurden sie nach folgendem Muster durch
eine absteigende Alkoholreihe gezogen:

1. 10 min. Xylol

2. 10 min. Xylol
3. Dehydrierung in absteigender Alkoholreihe (100%, 100%, 96%, 96%, 70%) je 5 min.

Wahrend die zur Mikrodissektion bestimmten Schnitte in 70%igem Alkohol aufbewahrt wur-

den, wurde pro Gewebeblock ein HE-Schnitt angefertigt:

3.1.3 Anfertigung eines HE-Schnittpraparates

Die HE-Farbung diente zur histologischen Beurteilung des Schnittes und wurde als Referenz
bei der Mikrodissektion verwendet. Das Praparat wurde zur Abgrenzung von Tumor- und
Normalgewebe angezeichnet. Zellkerne erschienen bei dieser Féarbung blau (Hamatoxylin),
das Zytoplasma trat dabei rot hervor (Eosin).

Gefarbt wurde nach folgendem Schema:
1. 1 min. in dest. Wasser
2. 5 min. in Hdmatoxylin
3. 15 min. Blduen in Leitungswasser (warm)
4. einige Sekunden in Eosin
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Spulen in Leitungswasser (kalt, 2x)
Aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 96%, 100%, 100%) je 5 min.
Xylol, 2x 10 min.

© N o O

Eindeckeln mit Entellan und Deckglas

3.1.4 Mikrodissektion
Die manuelle Mikrodissektionstechnik diente dazu, im histologischen Schnitt Normalgewebe

und Tumorgewebe zu trennen. Als Muster zur Abgrenzung der Gewebeareale diente der zu-
vor mit Folienstift angezeichnete HE-Schnitt. Die Anzeichnung erfolgte unter einem Licht-
mikroskop. Die in 70%igem Alkohol aufbewahrten Schnitte wurden zundchst 1 min. in dest.
Wasser getaucht, dann fir eine weitere Minute in 0,2%ige Methylenldsung gebracht und
schliellich wieder in dest. Wasser gegeben. Im nun blau gefarbten Gewebe wurde unter ei-
nem Lichtmikroskop bei 40-facher VergroRerung zunachst das Normalgewebe mittels steriler
Kanule durch vorsichtiges Abkratzen separiert und dann in ein beschriftetes 1,5 ml-
Eppendorf-Cup mit 180 ul Puffer 1 (Gewebe-Lysepuffer) gebracht. Ebenso wurde mit dem
Tumorgewebe verfahren. Zur weiteren Verarbeitung sollten hier jeweils mindestens 500 Zel-

len gewonnen werden.

Abb. 3.1: Mikrodissektion eines duktalen Carcinoma in situ

3.1.5 Proteinase-K-Verdau und Isolierung der DNA
Bevor nun die zu analysierende DNA isoliert werden konnte, musste ein Verdau des gesam-

melten Zellmaterials erfolgen. Der Proteinase-K-Verdau ist Teil des zur DNA-Isolierung ver-
wendeten MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Il (Tissue). Zu dem im Gewebe-Lysepuffer
befindlichen Zellmaterial wurden 20 pl gebrauchsfertige Proteinase K gegeben. Die erhaltene

Suspension wurde gut durchmischt, abzentrifugiert und iber Nacht bei 55°C unter leichtem
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Schiitteln im Thermoblock inkubiert. Ergebnis des Verdaus war eine homogene, transparente
Losung.
Die DNA-Isolierung erfolgte nun mit Hilfe des MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Il
(Tissue).
Isoliert wurde nach Auftrag auf die Probenplatte vollautomatisch, wobei sieben Schritte

durchlaufen wurden:

1. Denaturierung der Proteine unter Zugabe von Lyse-/ Bindepuffer und somit Freiset-
zung der DNA

Zugabe von Proteinase K — Beginn des Verdaus der zelluldren Proteine

Bindung der DNA an die Silikonoberflache magnetischer Glaspartikel (MGP)
Trennung der MGPs mit gebundener DNA magnetisch vom lysierten Probenmaterial
Aufreinigung der DNA durch mehrmaliges Waschen der MGPs mit Waschpuffer
Trennung der MGPs mit gebundener DANN vom Waschpuffer

N o a s~ e

Elution der gereinigten DNA bei 70°C in die Vertiefungen der Platte
Die gereinigte DNA wurde dann in 100 pl H,O geldst im beschrifteten Cup bei 4°C aufbe-

wahrt.

Abb. 3.2: MagNa Pure LC Instrument
(Roche Applied Science)
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3.2 Techniken fur die Mikrosatelliten-Analyse (MA) und die LOH-Analyse

3.2.1 In-vitro-DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Diese Methode diente zur Vervielféltigung spezifischer DNA-Sequenzen. Hierzu wurden de-

finierte Primer verwendet, die jeweils an der 3'-Seite des Matrixstranges der gewinschten
Zielsequenz ~ binden,  eine  Polymerase,  sowie die  vier  verschiedenen
Desoxyribonukleosidtriphosphate. Die PCR st seit ihrer Einfuhrung durch Mullis [Mullis et
al., 1990] eines der wichtigsten Verfahren in der Molekularbiologie. Eine PCR besteht aus n
Zyklen. Im Folgenden werden die drei Schritte eines Zyklus kurz vorgestellt:
1. Denaturierung: Strangtrennung der Ausgangs-DNA durch kurzes Erhitzen (1 min.)
auf 94°C
2. Annealing: Hybridisierung der Primer bei der sog. Annealing-Temperatur
(primerspezifisch zwischen 50°C und 70°C)
3. Elongation: Verlangerung der Primer bei 72°C durch Anheften der komplementéren

Nukleotide an das freie 3'-OH- Ende und damit in Richtung der Zielsequenz.

Zielsequenz

Strangtrennung durch
Erwéarmung auf 95 °C

5 I | T ] 3

3 I I I 15

Hybridisierung mit den Primern
durch Abkuhlung auf 54 °C

d
5[ I I jaa
s
d’
b
S | S ] 3
34 I I | I ]’
b
DNA-Synthese durch Verlangerung
der Primer bei 72 °C
54| | | 1 I ] 3
3 I = I " 5
a b' c d'
o b Fo f-J — d we FT 3 Abb. 3.3: Prinzip der
o T : T I T 15 PCR-Reaktion (Stryer,
1996)
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Polymerase war die sog. Tag-Polymerase, die aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus isoliert wird. Diese ist hitzestabil, so dass sie den Denaturierungsschritt tbersteht
und nicht nach jedem Zyklus neu hinzugefligt werden muss. Ihr Aktivitdtsoptimum liegt bei
72°C.

Ein Wiederanlagern von zwei komplementéren Strangen der Ausgangs-DNA wahrend der
Hybridisierung wurde durch die hohe Primerkonzentration verhindert. Die gewlnschte DNA-
Sequenz wurde somit exponentiell vermehrt, im Idealfall nach n Runden auf das 2"-fache, in
der Praxis betragt die Vermehrung nach 20-30 Runden 10° bzw. 10" [Stryer, 1996].

3.2.2 Anwendung der PCR fiir die LOH-und MSI-Analyse
Die oben beschriebene PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit dazu verwendet, Mikrosatelli-

ten-DNA zu amplifizieren und auf Allelverluste (LOH) sowie auf Mikrosatelliteninstabilitaten
(MSI) zu untersuchen.

Fur die Mikrosatellitenanalyse (MA) wurden Primer ausgewahlt, wie sie in der Studie von
Wild et al., 2000, zur MA beim Mammakarzinom verwendet wurden. Die Primer flankierten
dabei Mikrosatelliten-DNA (nicht-codierende DNA-Sequenzen, welche bestimmte Mono-,
Di-, Tri- oder Tetranukleotid-Motive in vielfacher Wiederholung enthalten). Der Vorteil der
Mikrosatelliten-DNA liegt darin, dass sie interindividuell ausgesprochen polymorph ist, so
dass viele unterschiedlich lange Allele in einer Population existieren und die Wahrscheinlich-
keit, dass eine Person zwei verschiedene Allele flr diesen Chromosomenlocus besitzt (hetero-
zygot ist), hoch ist. Dies aber ist wiederum Voraussetzung fiir die LOH-Analyse, da nur
heterozygote Patienten auf den Verlust eines Allels hin beurteilt werden kdnnen. Meist ist das
Mikrosatelliten-Amplifikat selbst nichtcodierend, so dass der Verlust eines Allels (Deletion)
primér keine Auswirkungen hat. In manchen Fallen allerdings handelt es sich um codierende
Abschnitte, deren Verlust zu Folgen fiihren kann (Codierung einer anderen Aminosaure, Ver-
anderung des Proteins). Durch Wahl der Mikrosatelliten-Loci in der N&he bekannter oder
mutmaBlicher Tumor-Suppressorgene ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass im Falle einer
Deletion auch das benachbarte Tumor-Suppressorgen verloren ging. Zudem konnten durch
die kombinierte Anwendung von mehreren Primern fur unterschiedliche Loci Riickschlusse
auf dazwischenliegende Tumor-Suppressorgen-Loci bzw. auf den Verlust ganzer Chromoso-
men(arme) gezogen werden. Die verwendeten Primer sowie die jeweils erforderlichen
Annealing-Temperaturen kdnnen der Tab. 2.4.1 entnommen werden.

Séamtliche Reagenzien fir die PCR wurden auf Eis pipettiert, um die Haltbarkeit der Substan-
zen zu erhéhen und unspezifische Reaktionen zu minimieren. Die Zusammensetzung des

Standard-PCR-Ansatzes lautet wie folgt:
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Tab. 3.1: Master-Mix fiir Standard-PCR-Reaktion (Endkonz. = Endkonzentration im Master-Mix)

RK.-Mix (Master-Mix) fur 1

V [w] Endkonzentration Stammldsung
Aqua dest. 19,6
10 x Reaktions- Puffer 3,0 1x 10 x
DMSO 1,5 5% 100%
MgCl, (Gibco) 1,8 1,5 mM 25 mM
DNTPs 0,6 0,2 mM 10 mM
Primer 0,4 0,3 uM 25 uM
Taq (Gibco) 0,1 0,02 U/ul 5 U/ul
Total 27

27 ul PCR-Mix + 3 ul DNA

Nachdem sédmtliche Zutaten fiir den Master-Plex pipettiert waren, wurden sie auf dem Schitt-
ler gut durchmischt und auf die ReaktionsgefaRe verteilt. AnschlieBend wurde die aus der
DNA-Isolierung erhaltene Template-DNA (3 pl) zum Master-Mix pipettiert. Im Einzelfall
wurde auch mehr DNA verwendet, wobei dann dementsprechend weniger H,O eingesetzt
wurde. Nachdem das Gemisch noch einmal kurz geschittelt und abzentrifugiert wurde, kamen
die Proben in den auf 94°C vorgeheizten Thermocycler (mit geheiztem Deckel), um eine un-
spezifische Reaktion wahrend des Aufheizens zu verhindern. Das entsprechende PCR-

Programm wurde gestartet (Tab 3.2).

Tab 3.2: Amplifikationsbedingungen (AT = Annealing-Temperatur des Primers)

Schritt Operation

1 94 °C 3 min

2 1 °C/sec Ramp to 94 °C
3 94 °C 1 min

4 1 °C/sec Ramp to AT

S Tm 1 min

6 1 °C/sec Ramp to 72 °C
7 72°C 1 min

8 Goto2 34 times

9 72°C 8-10 min

10 4°C Forever

11 End

Da der Versuch, vier Primer als Multi-Mix in einer PCR laufen zu lassen, nicht die gewiinsch-
ten Ergebnisse erbrachte, wurde die DNA in vier Ansdtzen mit jeweils einem Primer amplifi-
ziert. Jeweils 5 pl der PCR-Produkte eines Templates, aber unterschiedlicher Primer wurden
in ein Cup pipettiert, dann geschittelt und abzentrifugiert (sog. ,,Poolen*). Die erhaltenen
gepoolten PCR-Produkte wurden im Anschluss an die Reaktion bis zur Fragmentanalyse im

Kihlschrank aufbewahrt.
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3.2.3 Fragmentanalyse (FA)

Zur Darstellung der LOH bzw. MSI wurde das PCR-Produkt zur Fragmentanalyse nach einem
Belegungsplan auf eine 96-well-Probenplatte pipettiert. Die Analyse erfolgte dann automa-
tisch mit dem ABI PRISM™ 310. Nach der Beendigung der FA erfolgte die Auswertung der
Rohdaten auf einem Macintosh-Rechner mit der Software von ABI-PRISM (Version 3.0).
AnschlieBend wurde ein farbiges Chromatogramm erstellt, auf dem der Name der Probe, die
Allelauspragungen als Bandenmuster (Fluoreszenzpeaks) sowie weitere Daten zum Analyse-

vorgang erschienen.

Zur Durchfiihrung der FA diente folgender Ansatz:

Tab. 3.3: Ansatz fir die Sequenzreaktion

Substanz Volumen
Hidi 12 pl
Standard 0,5 ul
DNA bei gepooltem PCR- Produkt: 1l

1 !/ Primer
Gesamt ad 20 pl

(Einzelheiten zur Funktionsweise des Gerates s. Abschnitt 3.3)

3.2.4 Interpretation der Bandenmuster

Nach der FA konnte der MSI- bzw. LOH-Status der jeweiligen Tumorprobe erhoben werden.
Um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden, wurden samtliche Befunde in einem zweiten
Versuchsansatz verifiziert. Die Auswertungen wurden von vier Untersuchern (Prof. Dr. med.
A. Hartmann, PD Dr. rer. nat. W. Dietmaier, Dr. med. P. Wild, R. Meiler) unabhéngig vonei-
nander ausgewertet:

Durch die PCR-Reaktion wurden primerspezifische Sequenzen eines bestimmten Chromoso-
menabschnitts amplifiziert und erschienen in der ABI-PRISM-Auswertung als Peaks. Diese
Peaks stellten die Allele des untersuchten Chromosomenabschnitts dar. Zeigten die Allele in
Tumor-und Normalgewebe das identische Peak-Muster, so wurde die Probe als mikrosatelli-
tenstabil (MSS) gewertet.
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Abb. 3.4: Auswertung mikrosatellitenstabiler (MSS) Tumor

Eine im Verhéltnis zum Normalgewebe um mindestens 50% verminderte Signalintensitat
eines Allels im Tumorgewebe wurde als Heterozygotenverlust bzw. Loss of Heterozygosity
(LOH) definiert.
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Dye/Sample Size Peak Height Peak Area
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21Y, 115 284.69 6562 99427
21Y, 116 285.60 1606 26209
21Y, 120 292.40 5964 93360
21Y, 121 293.35 1473 23731
22Y, 104 284.74 4602 75326
22Y, 105 285.66 1136 20363
22Y, 108 292.52 1443 23312
22Y, 109 293.39 371 6175

Abb. 3.5: Auswertung LOH

Als LOH (Loss of Heterozygosity) bezeichnet man den Verlust eines Allels. Gemal der
,» Two-Hit-Hypothese* von Knudson (1985) geht ein Allel verloren (zB. durch LOH) und der
zweite Hit (zB. eine Mutation) fiihrt dann zum Ausfall der Funktion des Gens. LOH bedeutet
jedoch eigentlich eine allelische Imbalance im weitesten Sinne, da das alterierte erste Allel
durch das zweite Allel nicht mehr ausgeglichen werden kann. Der Begriff LOH umfasst daher

alle Mechanismen, die zu einem Funktionsverlust des zweiten Allels fiihren: Deletion, fehler-
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hafte mitotische Rekombination, nichtdisjunktionaler Chromosomenverlust, Genkonversion,
Punktmutation oder epigenetische Inaktivierung von Allelen [Tischfield, 1997].
Trat im Tumor ein zusétzlicher Peak auf, wurde dies als mikrosatelliteninstabil (MSI) inter-

pretiert.
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Abb. 3.6: Auswertung mikrosatelliteninstabiler (MSI) Tumor
Aufgrund des Fehlens von Mismatch-Repair-Proteinen konnen Replikationsfehler in hoch-

repetitiven DNA-Abschnitten nicht korrigiert werden. Dadurch andert sich die Lange der

Mikrosatelliten-DNA (meist Verkiirzung) in den betroffenen Zellen.

3.3 Sequenzierung des p53-Gens
Der zweite Teil dieser Arbeit bestand in der Sequenzierung des Tumor-Suppressor-Gens p53.
Die Untersuchungen beschrankten sich auf die Exons 5-9 des aus 11 Exons bestehenden

Gens, weil 85% aller Mutationen in diesen Exons gefunden werden [Hartmann et al., 1995].

3.3.1 Sequenzreaktion nach Sanger

Das Prinzip der Reaktion geht auf die von Sanger entwickelte Didesoxymethode zuriick
[Stryer, 1996] wund beruht darauf, dass ein Gemisch aus den vier
Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) und vier speziellen Didesoxynukleosidtriphosphaten
(ddNTPs) verwendet wird. Die Reaktionen in Sense- und Antisense-Richtung erfolgen in ge-
trennten Ansatzen. Der Primer bindet an die komplementére Sequenz des DNA-Fragmentes.
Wie bei der PCR werden durch eine Tag-Polymerase Nukleotide an das freie 3" -OH-Ende
geheftet. Somit wird ein zum Template-Strang komplementérer Strang synthetisiert. In zufél-
liger Weise werden auch die Didesoxyformen von A, T, G und C an den entsprechenden Stel-

len eingebaut. Dies flhrt jedoch zum Abbruch der Kettenverlangerung, weil die ddNTPs kein
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freies 3°-OH-Ende besitzen. Resultat der Sequenzreaktion, die im Ubrigen die DNA aufgrund
des fehlenden gegenléufigen Primers linear und nicht exponentiell amplifiziert, sind DNA-
Strange unterschiedlichster Lange, welche alle am 3°-Ende ein ddNTP aufweisen. Diese
ddNTPs sind von ABI PRISM als Big Dye Terminatoren konzipiert.

Die DNA-Fragmente wurden nach ihrer Lange im Elektrophorese-Gel des Sequencers aufge-
trennt. Mit einem Argon-lonen-Laser werden die Fragmente nun abgetastet. Dabei absorbiert
der Donor die Laser-Energie und gibt sie ber das Linker-Molekil fast vollstandig an den
Akzeptor weiter. Dieser emittiert die Energie wieder, wobei sich die Emissionsspektren der
vier Basen A, T, G und C durch Verwendung unterschiedlicher Dichloro-Rhodamine unter-
scheiden. Somit kann bei jeder Oligonukleotid-Fraktion einer definierten Lange durch Aus-
wertung der emittierten Signale die Base am 3‘-Ende identifiziert werden. Durch Zusammen-
flgen der Informationen aller Oligonukleotid-Fragmente erhélt man die komplette Sequenz
des untersuchten DNA-Abschnitts. Im Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte erldu-

tert:

3.3.2 Amplifikation der DNA durch Nested-PCR
Zunéchst mussten die Exons in ausreichender Menge fir die folgende Sequenzreaktion ampli-

fiziert werden. Als Technik hierfiir wurde die Nested-PCR gewdhlt. Das Prinzip dieser Me-
thode besteht darin, einer herkdmmlichen PCR eine zweite PCR nachzuschalten, wobei in
dieser als Template DNA die PCR-Produkte der ersten Reaktion eingesetzt werden. Die Pri-
mer der zweiten Reaktion werden dabei so gewahlt, dass sie innerhalb der Zielsequenz der
ersten Reaktion binden. Auf diese Weise werden die Ausbeute an Amplifikat-DNA und die
Spezifitat der Reaktion wesentlich erhoht. PCR-Ansatz und -Programm entsprachen der in
Kapitel 3.2.1.2 aufgefiihrten Standard-PCR mit einigen Modifikationen. So wurden in der
ersten Runde 2 ul Template-DNA und in der zweiten PCR 5 ul des PCR-Produkts der ersten
Reaktion als Template-DNA eingesetzt. An Tag-Polymerase wurde die doppelte Menge ein-
gesetzt (0,2 ul), an Primer jeweils 1 pl einer 15 uM Stammldsung. Die erhaltenen PCR-
Produkte konnten bis zur Durchfiihrung der PEG- Fallung im Kihlschrank bei 4°C aufbe-

wahrt werden, fiir eine langere Lagerung wurden sie bei -20°C eingefroren.

3.3.3 PEG-Féllung der PCR-Produkte
Um in der nachfolgenden Sequenzreaktion optimale Ergebnisse zu erzielen, mussten die

PCR-Produkte zunachst von freien dNTPs und Primern gereinigt werden. Hierzu diente die
Fallung mit Polyethylenglykol (PEG). In dieser Arbeit wurde dabei nach folgendem Protokoll

verfahren:
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30 pl PCR-Produkt mit 30 ul PEG-Mix vermischen, gut schiitteln

20 min. bei Raumtemperatur inkubieren

25 min. bei 13000 rpm zentrifugieren

Uberstand abziehen, dabei auf Pellet achten

100 pl Ethanol absolut zugeben, nicht mehr schitteln (2x vorsichtig schwenken)
15 min. bei 13000 rpm zentrifugieren

sofort Uberstand abziehen, dabei auf Pellet achten

Proben fiir ca. 5 min. (Temperatur: Medium) in der Speedvac trocknen

© ®© N o g b~ w P

Pellet in 20 ul dest. Wasser losen
10. 10 min. bei 37°C im Thermomixer inkubieren
Die Proben wurden bei —20°C im Gefrierschrank gelagert.

3.3.4 Abschatzung der DNA-Konzentration durch Agarosegel-Elektrophorese (1,25%)
In einem Erlenmeyerkolben wurden 1,25 g Agarose mit 1XTAE auf 100 ml aufgefullt und in

der Mikrowelle bei 1000 W erhitzt, bis eine durchsichtige Ldsung ohne gréRere Schlieren
entstand. Das verdampfte Volumen wurde durch destilliertes Wasser wieder aufgeftllt. Nach-
dem die Losung etwas abgekiihlt war, wurde sie in die vorbereitete Gelform gegossen. Zwei
Kamme mit jeweils 24 Slots wurden eingesetzt.

Bis zum Aushérten des Gels (ca. 30 min.) wurden die Proben vorbereitet. Jeweils 3 ul PCR-
Produkt und 3 pul Stoppuffer wurden zusammenpipettiert, geschattelt und kurz abzentrifugiert.
Nun wurden die K&mme herausgezogen und das Gel horizontal in die Gelkammer gelegt,
welche mit 1XTAE als Laufpuffer geftllt war. Jeweils 6 pl Probenldsung wurden in die Slots
pipettiert, als Langenstandard dienten 1,6 ul Hind-111-Marker.

Die Laufzeit betrug 30 min. bei 110 V. AnschlieBend wurden die Gele 10 min. lang in einer
0,04% Ethidiumbromidlésung, einem Fluoreszenzfarbstoff, der mit der DNA interkaliert, ge-
farbt. Nach einem kurzen Wasserbad wurde das Gel unverziglich auf einen UV-Leuchtschirm
gelegt und mit Belichtungszeiten von 1-2 Sekunden fotografiert, wodurch die DNA in Form
weiler Banden sichtbar wurde (Abb. 19).

Abb. 3.7: Agarose-Gel-Foto mit Marker (links) und
den amplifizierten Proben, welche unter UV-Licht als
weille Banden sichtbar werden.
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3.3.5 Sequenzreaktion

Tab. 3.4: Ansatz fir die Sequenz- Reaktion

Substanz Volumen
Primer (3,2 pmol/ul) 2 ul
Premix 5ul

[ddNTPs fluoreszenzmarkiert, INTPs, AmpliTag®DNA
Polymerase FS, Inkubationspuffer (PE Applied Biosys-

tems)]
DNA (Volumen abh. vom Agarosegel, siehe Abb. 3.18) 1-5 pl
H,0O dest. ad 20 pl

Tab. 3.5: Programm fiir die Sequenz- Reaktion (AT=Annealing- Temperatur des Primers)

Schritt | Operation
96°C, 155
1°C/s auf AT
AT, 15s

1°C/s auf 60°C
60°C, 4 min
gehe zu 1, 24x
4°C fur immer

~N|jojob|lwiNd] -

3.3.6 Ethanolfillung der Reaktionsprodukte

Die Produkte mussten nun von freien Primern, dNTPs, ddNTPs und verschiedenen Salzen

gereinigt werden. Diese Verunreinigungen wirden die Erfassung der Fluoreszenzsignale am

Sequenziergerat storen. Die Ethanolfallung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

1.

© ©® N o U bk~ DN

e S N
w N B O

80 pl dest. Wasser

10 ul Natriumacetat 3 M, pH 4,6

250 pl Ethanol 100 %

20 pl PCR- Produkt

10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren
gut mischen

20 min bei 13000 rpm zentrifugieren

Uberstand abkippen

250 pl Ethanol 70%, nicht mehr schitteln

. 10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

. Uberstand mit doppelter Spitze abziehen, auf Pellet achten

. 2-5 min in Speedvac trocknen (Temperatur: Medium)

. Pellet in 12 ul Hidi 16sen (vortexen und abzentrifugieren), falls keine Weiterverarbei-

tung erfolgt, DNA bei -20°C einfrieren
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3.3.7 Elektrophorese und Detektion der Fluoreszenzsignale

Beim ABI PRISM 310 Genetic Analyzer kommt das Prinzip der Kapillarelektrophorese zur
Anwendung. Das Gerét saugt fur jede Probe separat ein gebrauchsfertiges Polymer tber eine
Kapillare an. Neben dem Polymer wurden noch Analyzer Buffer (1x) und destilliertes Wasser
bendtigt.

Die Proben wurden nach einem Belegungsplan auf eine 96-well-Platte pipettiert. Der VVorgang
wurde gestartet. Nach der Beendigung des Sequenziervorgangs erfolgte die Auswertung der
Rohdaten auf einem Macintosh-Rechner mit der Software von ABI-PRISM (Version 3.0).
AnschlieRend erfolgte der Ausdruck des farbigen Chromatogramms. Jedes Chromatogramm
enthielt den Namen der Probe, die Basensequenz als Buchstabenfolge und als Folge von Fluo-

reszenzpeaks sowie weitere Daten zum Sequenziervorgang.

3.3.8 Auswertung der Daten

Zur Auswertung wurden die Chromatogramme zunéchst auf Fehler tberprift (Vergleich der
Peaks mit den dartiberstehenden Basen) und im Bedarfsfall korrigiert. Hilfreich war in zwei-
felhaften Féallen auch ein Vergleich mit der komplementaren Sequenz. AnschlieRend wurde
durch Vergleich der Exonsequenz mit der Wildtyp-Sequenz nach Mutationen gesucht. Dabei
entsprach die Hohe der Peaks der mutierten Base in etwa derjenigen der Wildtyp-Base
(heterozygote Mutation, d.h. ein Allel ist mutiert, das andere unverandert; Abb. 3.8). Im Falle
einer hemizygoten Mutation (d.h. ein Allel ist mutiert, das andere deletiert) war nur der Peak
der mutierten Base sichtbar (Abb. 3.9).

C>A G>A
CCTGNATGG GGGCAGCAT
100 121

AN .00 AN T

Abb. 3.8: Heterozygote Mutation Abb. 3.9: Hemizygote Mutation

Aufgrund der Fehlerrate der Tag-Polymerase von 10™*/bp [Dietmaier et al., 1999] mussten alle

gefundenen Mutationen durch einen zweiten Sequenziervorgang verifiziert werden, um Arte-
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fakte sicher auszuschlieRen. Mit der Gleichung F=1-e®™ lasst sich die zu erwartende Fehler-
quote berechnen (F = Mutationsfraktion, b = L&nge der Zielsequenz, f = Fehlerrate der Tag-
Polymerase, d = Anzahl der PCR-Zyklen [Keohavong et al., 1989]). Geht man nun davon aus,
dass pro Tumor unter Einbeziehung aller Exons eine Zielsequenz von 700 bp amplifiziert
wird, die Zyklenzahl ferner 80 betragt (2x40 bei der Nested-PCR), so erhdlt man durch Ein-
setzen F=1-g 7000000180 — 99 604 Das heidt, dass praktisch in fast allen Proben ein Fehler zu
erwarten gewesen ware. Rechnet man dies auf die Fehlerrate pro Base um, so kommt man auf
1 Fehler pro 703 Basen. Diese Berechnungen zeigen die Notwendigkeit von Wiederholungs-

reaktionen zur Bestétigung der erhaltenen Ergebnisse.

3.4 Immunhistochemische Farbung zur KPNA2-Analyse: Anti-Goat Detektion (Sigma)

3.4.1 Entparaffinieren der Gewebeschnitte

Die Gewebeschnitte wurden nach dem unter 3.1.2 beschriebenen Verfahren entparaffiniert.

3.4.2 Schnellkochtopf (SKT)-Vorbehandlung

Die entparaffinierten Gewebeschnitte wurden 5 min. bei 120°C mit Tris-EDTA-Puffer im

Schnellkochtopf vorbehandelt und dann in destilliertem Wasser aufbewahrt.

3.4.3 Inkubation der Antikdrper
Gewebeschnitte:

1. 5 min. in Peroxidase-L6sung geben

5 min. in Waschpuffer (Tris-EDTA-Puffer 1:10) waschen
30 min. mit Primary Antibody (KPNA2 / 1:20) inkubieren
5 min. in Waschpuffer waschen

30 min. mit Antigoat-Antikorper + HRP inkubieren

© 0k~ wD

5 min. in Waschpuffer waschen
7. 10 min. in DAB geben und dann in destilliertem Wasser aufbewahren.
Fur die beschriebene Farbung mit dem Antikdrper wurde der automatisierte Nexes

Immunostainer entsprechend den Instruktionen des Herstellers verwendet.

3.4.4 Hamatoxylin-Farbung der Gewebeschnitte

1 min. Spulen in dest. Wasser
1 min. Féarben in Hamatoxylin
15 min. Blduen in Leitungswasser (warm)

Spulen in Leitungswasser (kalt, 2x)

o B~ w0 D

Eindeckeln mit Entellan und Deckglas
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3.4.5. Auswertung
Normales testikulares Parenchym wurde als interne Positivkontrolle fiir KPNA2 gewahlt. Fir

die Negativkontrolle wurde auf den Antikdrper verzichtet. Die gefarbten Schnitte wurden von
einem erfahrenen Pathologen (Peter J. Wild) ohne Kenntnis der klinischen Daten ausgewertet.
Als positive KPNA2-Immunreaktivitdt wurde eine starke Kernanfarbbarkeit in mindestens
10% der Tumorzellen definiert.

3.5 Statistische Auswertung der Daten

Fur die statistischen Analysen verwendeten wir SPSS Version 14.0 (SPSS, Chicago, IL). Un-
terschiede von p < 0.05 wurden als statistisch signifikant erachtet. Kontingenztabellenanaly-
sen und 2-seitige Fisher Exakt-Tests wurden zur Untersuchung der Assoziation zwischen kli-
nisch-pathologischen und immunhistochemischen Parametern herangezogen.

EFS- und OS-Kurven, in denen Patientinnen mit und ohne entsprechende Faktoren miteinan-
der verglichen wurden, berechneten wir mittels der Kaplan-Meier-Methode, wobei die Signi-
fikanz durch 2-seititge log rank-Statistiken bewertet wurde. OS und EFS gingen aus der
Randomisierung in der WSG-AM-01-Studie hervor. Fur die Analyse des EFS dienten die Da-
ten entsprechend den nach Protokoll gelaufenen klinischen Nachuntersuchungen zum jeweili-
gen Zeitpunkt, fur die des OS die letzte tumorfreie klinische Nachuntersuchung bzw. das To-
desdatum.

Um die unabhéngige prognostische Relevanz der KPNA2-Immunreaktivitat zu testen, haben
wir ein stufenweises multivariables Cox-Regressionsmodel benutzt. Das Limit fur die Rick-
wartseliminierung lag bei p = 0,01. Die Proportionalitat fur alle Variablen wurde mittels log-
negativ-log-Uberlebens-Verteilungsfunktionen erhoben.
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4 Ergebnisse

4.1 Methodische Erfahrungen

Fur die Analyse der genetischen Instabilitat wurde zunéchst aus Normal- und Tumorgewebe
jeder Probe genomische DNA mittels Mikrodissektion isoliert und aufgereinigt. Die
gewonnene DNA wurde dann mittels PCR amplifiziert, wobei das Ergebnis der Amplifikation
mit dem TBP-Primer als Mal} flr die Qualitat der DNA gewahlt wurde. Dieser Primer hatte
sich in vorangehenden Experimenten als besonders gut amplifizierbar erwiesen. Die PCR-
Produkte wurden dann mittels Fragmentanalyse auf Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) und
Allelverluste (LOH) untersucht. Bei dieser Methode wurden fluoreszenzmarkierte Primer
eingesetzt, die PCR-Produkte dann elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem Laser
guantitativ vermessen, so dass man ein probenspezifisches Muster von Allel-Peaks erhielt. Im
Folgenden wurden vier weitere ausgewéhlte Primer amplifiziert. Im Sinne einer Ersparnis an
Arbeitszeit und Aufwand wurde primér eine Multiplex-PCR mit den Primern D11S988,
D18S51, D1S549 und 2151436 versucht. Als diese keine befriedigenden Resultate erbrachte
und auch eine Primerkombination in Triplex-PCRs fehlschlug, wurden die Primer einzeln
amplifiziert. Die Instabilitdt der amplifizierten Mikrosatelliten war durch die Anwesenheit
zusatzlicher Allel-Peaks im Tumorgewebe charakterisiert, deren Lange durch Expansion oder
Kontraktion der repetitiven Sequenz verandert war. Ein LOH zeichnete sich durch den im
Vergleich relativen Verlust eines Peaks aus, sprich bei einer errechneten Ratio beider Peaks >
2 bzw. <0,5.

Die Amplifizierbarkeit der verschiedenen Marker war abhangig vom Alter der Probe, der Gi-
te der Einbettung sowie der durch die Mikrodissektion gewonnenen Zellzahl. Wichtigster
limitierender Faktor bei der Amplifikation war die Anzahl mikrodissezierter Zellen. Zu nied-
rige Zellzahlen fihrten zu falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnissen, v.a. bei der
LOH-Analyse. Dietmaier et al. hatten bereits darauf hingewiesen, dass zur verlasslichen MA
aus Paraffinmaterial mindestens 30 Zellen notwendig sind [Dietmaier et al., 1999]. Ein Prob-
lem, das sich hieraus ergab, stellte die sog. inhomogene praferentielle Amplifikation dar, wel-
che zu LOH-dhnlichen Bandenmustern flhrt. Die gefundenen genetischen Veranderungen
wurden jeweils durch eine zweite PCR mit nachfolgender Fragmentanalyse bestétigt.
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4.2 Charakteristik des Patientenkollektivs

Tab 4.1: Klinisch-pathologische Patientendaten und Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen:

Klinisch-pathologische Daten n (analysierbar) %

Alter bei Diagnose

<50 Jahre 123 47,9

> 50 Jahre 113 52,1

Tumorgréle

<5 cmg nl 67,1
77 :

>5cm 32,9

Grad 15

Gl 6,4
127 !

G2 o1 54,5

G3 39,1

Anzahl pos. LK

<15 108 45,8
>15 128 54,2

Immunhistochemie

Ostrogenrezeptor (ER)

;ﬁgiﬁ'\;’ 126 55,8
100 442

Progesteronrezeptor (PR)

negativ 136 61,3

positiv 86 38,7

Her-2/neu

negativ (0/1) 185 iéé

positiv (2+/FISH+ or 3+) 43 ’

p53

negativ (<10%) 159 70,4

positiv (>10%) 67 29,6

MIB1

negativ 95 42,0

positiv 131 58,0

EGFR

negativ (0-2+) 197 85,7

positiv (3+) 33 14,3

KPNA2

negativ (<10%) 117 61,3

positiv (>10%) 74 38,7

Molekulare Klassifikation®

luminal A 61 26,2

luminal B 29 12,4

MMN 65 27,9

Her-2/neu 49 21,0

basal-like 29 12,4

Insgesamt wurde in dieser Arbeit die Tumor-DNA von 236 metastasierten Mammakar-
zinomen auf genetische Veranderungen hin untersucht. Samtliche Proben stammten von Pro-

bandinnen einer zwischen Juni 1995 bis Juni 2002 durchgefiihrten, prospektiven Phase Il
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Studie, in der eine Hochdosis-Chemotherapie (HDCT) mit autologer Blutstammzelltransplan-
tation (ASZT) versus Standard getestet wurde (WSG-AM-01 Studie). Es fand eine randomi-
sierte Verteilung auf die beiden Gruppen statt, wobei 116 Patientinnen auf den HD-Arm und
120 Patientinnen auf den DD (dosisintensiviert)-Arm entfielen. Im Standardarm wurden vier
Zyklen EgyCs0o (Epirubicin/Cyclophosphamid), gefolgt von drei Zyklen CaooMaoFsoo
(Cyclophosphamid/Methotrexat/5-Fluorouracil) im 2-wochigen Abstand verabreicht. Die
HDCT bestand aus zwei Zyklen EgoCsoo (Epirubicin/Cyclophosphamid) im 2-wochigen Ab-
stand, gefolgt von zwei Zyklen EgoCanooTa00 (Epirubicin/Cyclophosphamid/ Thiotepa) im 3-
wochigen Abstand. Die HDCT wurde sowohl im Rahmen einer adjuvanten Chemotherapie
bei Patientinnen mit ausgedehnter Lymphknotenmetastasierung (Level 111) als auch bei Pati-
entinnen mit metastasiertem Mammakarzinom durchgefiihrt. Das Patientenkollektiv war
durch einen hohen Anteil weit fortgeschrittener metastasierter Mammakarzinome charakteri-
siert. So lag bei fast einem Drittel (32,9%) der Patientinnen die GroRe des Primértumors bei
mindestens 5 cm. 93,6% aller Patientinnen hatten G2- und G3-Tumoren, wobei der Anteil der
G3-Tumoren allein bei 39,1% lag. Alle Patientinnen hatten mindestens 10 pos. LK-
Metastasen und bei 54,2% waren mindestens 15 LK positiv. 66 Patientinnen (28%) hatten
sogenannte dreifach negative Tumoren, d.h. immunhistochemisch negativ fir ER, PR und
Her-2. Patientinnen mit dreifach negativen Tumoren waren signifikant jinger (Median 45,2
Jahre £ 9,0 vs. 51,2 £ 8,1; p < 0,001). Die dreifach negativen Tumoren waren weniger diffe-
renziert (57% vs. 31%, p = 0,001) und wiesen eine EGFR-Uberexpression (34% vs. 7%, p <
0,001) auf. Darlber hinaus waren Hormonrezeptor-negative Tumoren signifikant mit geringe-
rem Differenzierungsgrad (60% vs. 23,2%, p = 0,001) und einer gesteigerten Expression von
MIB-1 (67% vs. 52%, p = 0,028), Her-2/neu (31% vs.9,6%; p < 0,001), und EGFR (28% vs.
4%, p < 0,001) assoziiert. Die mittlere Nachbeobachtungszeit der 236 Patientinnen betrug
48,5 Monate. In beiden Gruppen musste jeweils eine Patientin aus der Wertung genommen
werden. In der HD-Gruppe traten 76 gegenlber 59 Ereignissen in der DD-Gruppe auf (Abb.
4.1a). Das mittlere EFS betrug 77,3 Monate in der HD-Gruppe und 73,5 Monate in der DD-
Gruppe. Das mittlere OS lag bei 77,9 Monaten in der HD-Gruppe gegenlber 77 Monaten in
der DD-Gruppe.
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Abb. 4.1 (a und b): (a) Ereignisfreies Uberleben (EFS) und (b) Gesamtiiberleben (OS) der 236 Patientinnen
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Tab. 4.2 a,b: Uberlebenszeiten (Monate) mit 95%- Konfidenzintervall getrennt fir HDCT und DDCT
a) Ereignisfreies Uberleben: n=234, 132 Zensierungen (56,4%)

Mittelwert | 95%-KI Median | 95%-KI
HDCT (n = 115, 59 Ereignisse) 77,3 [72,1:825] 79 [70,8: 87,2]
DDCT (n = 119, 43 Ereignisse) 73,5 [67,6:79,5] 75 [66,5; 83,5]

b) Gesamtiiberleben: n=234, 135 Zensierungen (42,3%)

Mittelwert | 95%-KIl Median  95%-KI
HDCT (n = 115, 76 Ereignisse) 77,9 [72,9:830] 80 [72,7; 87,3]
DDCT (n =119, 59 Ereignisse) 77 [71,4; 82,5] 81 [69,8; 93,2]

4.3 Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) und Chromosomale Instabilitat (CIN) beim
Mammakarzinom

Bei den 191 ausgewdhlten Patientinnen stand jeweils ein in Paraffin eingebetteter Gewebe-
block mit Tumor- und Normalgewebe zur Verfligung, welche dann jeweils auf MSI, LOH,
p53-Mutation und KPNA2-Expression untersucht werden sollten. Fir die MA konnten 156
Tumoren verwendet werden. Bezogen auf die Anzahl interpretierbarer Loci in Primdrtumoren
(n=156) zeigten 11 Loci eine sichere MSI (7,1%) und 32 Loci einen LOH (20,5%). Die Pro-
ben mit héaufigen chromosomalen Deletionen wurden als Tumoren mit instabilem

chromosomalen Genotyp klassifiziert (CIN- positiv)

Tab. 4.3 gibt den LOH- bzw. MSI-Status an den untersuchten Genorten wieder.

Tab. 4.3: Ergebnisse der MSI- bzw. LOH-Analyse bzgl. der untersuchten Primer

Primer MSI LOH n NA
Dinukleotide D115988 0 0 156 95
Trinukleotide TBP 5 15 156 56
Tetranukleotide |D18S51 5 7 156 106
D1S549 1 10 156 125
2151436 0 4 156 95
Summe 11 36 780 477
% 1,4 4,6 61,2

NA = Daten nicht verfligbar

Fur eine grofle Anzahl von Tumoren war es nicht moglich, ein interpretierbares Ergebnis zu
erzielen (61,2%). Ursache dafiir war entweder ein Ausbleiben der Amplifikation oder ein
nicht auswertbares Bandenmusters. Die gesamte Ausfallrate aller getesteten Loci betrug 61%

(477/780). Einzelne Primer zeigten h&ufiger Ausfallerscheinungen. So war der Primer TBP in
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56 von 156 Loci (36%) nicht auswertbar. Bei den anderen 4 Primern ergaben sich die folgen-
den Ausfallraten: D11S988 (61%), D18S51 (68%), D1S549 (61%) und 2151436 (80%). Der
Erfolg einzelner Primer bei der MSI- Detektion variierte erheblich. Die Ausfallraten waren
also in beiden Fallen (MSI und LOH) sehr hoch und die Ergebnisse korrelierten jeweils nur in
18 % der MSI-positiven Tumoren und in etwa 28% der LOH-positiven Tumoren mit den Er-
gebnissen aus der p53-Analyse. Eine signifikante Aussage konnte in beiden Fallen nicht ge-

troffen werden.

4.4 p53: Immunhistochemie und Sequenzierung

4.4.1 Sequenzierung
Bei der Sequenzierung des p53-Gens (Exon 5-9) wurden sowohl missense-Mutationen —

Punktmutationen, die flr eine andere Aminosaure kodieren als der Wildtyp — als auch sog.
stumme Mutationen entdeckt, deren mutiertes Codon flr die gleiche Aminosdure wie die der
zugehorigen Wildtyp-Sequenz stand und somit nicht zu funktionell wirksamen Veranderun-
gen flhrten. Von insgesamt 236 Tumoren konnten wir fir 56 eine missense-Mutation nach-
weisen. Da bei 68 Tumoren keine Auswertung moglich war, ergibt dies 33,3% (56/168). Da-
neben fanden wir 37 stumme Mutationen. Bei einem Ausfall von 91/236 Proben ergeben sich
25,5% (37/145). Samtliche Mutationen sollten in einer zweiten Nested-PCR mit nachfolgen-
der Sequenzreaktion verifiziert werden, um Polymerasefehler auszuschlieRen. Die Validie-
rung der p53-Sequenzierung erwies sich als problematisch, da sich in einigen Fallen die Mu-
tationen nicht bestatigen lieBen. Mehrmaliges Wiederholen und zuletzt der Wechsel zu einer
spezifischeren Tag-Polymerase konnten die Ausbeute an Mutationen nicht merklich steigern.
Letztlich konnte nur in 10,7% (18/168) eine missense-Mutation und in 13,1% (19/145) eine
stumme Mutation validiert werden. Der aus Tab. 4.5 zu entnehmende enge Zusammenhang (p
= 0,001) zwischen der p53-Mutations-Analyse und der Expression in der p53-
Immunhistochemie aber lasst auf eine Verwertbarkeit unserer Ergebnisse im ersten Durch-
gang schlielen und die Ausfalle im zweiten Durchgang auf methodische oder materialbeding-
te Ursachen zurlckfihren. Der statistische Zusammenhang zwischen der p53-Mutations-
Analyse und der Expression in der p53-Immunhistochemie ergibt sich aus der verlangerten
Halbwertszeit infolge der Missense-Mutation, so dass diese Tumoren eine Expression des
p53-Proteins zeigten, die stummen Mutationen jedoch immunhistochemisch negativ waren
[Finlay et al., 1988].
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Die p53-Mutationen waren assoziiert mit positivem Her-2/neu-Status (p < 0,001) sowie mit

erhohter Proliferation (p = 0,005). AuRerdem ergab sich eine signifikante Korrelation mit er-

héhtem histologischen Grad (p < 0,001) und ER- (p = 0,05) (Tab. 4.4).

Tab. 4.4: Klinisch-pathologische und immunhistochemische Parameter in Beziehung zu den p53-Mutationen.

P53 mutiert
0 1 p*
n (analysierbar) 117 74

Klinisch- pathologische Daten
Alter bei Erstdiagnose

<50 Jahre 75 53 22

>50 Jahre 74 56 18 0,580
Tumorgrole

<5cm 118 85 33

>5cm 31 24 7 0,652
Grad

Gl 6 6 0

G2 74 64 10

G3 62 38 24 <0,001
Immunhistoche mie
ER

negativ 77 52 25

positiv 64 53 11 0,05
PR

negativ 87 62 25

positiv 45 44 11 0,322
Her-2/neu

negativ (0/1) 81 70 11

positiv (2+/FISH+/3+) 64 38 26 <0,001
P53

negativ 98 92 6

positiv 45 14 31 <0,001
ki-67/MIB1

negativ (<10%) 56 49 7

positiv (>10%) 86 57 29 0,005
EGFR

negativ (0-2) 121 94 27

positiv (3+) 22 13 9 0,106

*Fisher's Exakt Test, 2-seitig

4.4.2 Immunhistochemie

n (missense mt) = 37

§ 0.06 (1-seitige Test)

Die immunhistochemischen Ergebnisse wurden in Kooperation mit Fr. Dr. R. Diallo-

Danebrock, Universitat Duisseldorf erhoben. Aus Tabelle 4.5 ist ersichtlich, dass die in der
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Sequenzierung nachgewiesenen Mutationen signifikant mit der Immunhistochemie fir p53
korrelierten (p < 0,001).

Tab. 4.5: Kreuztabelle p53-Mutation * Immunhistochemie p53

Immunhistochemie p53
negativ positiv
. negativ | 92 14 106
53-Mutation "
P positiv | 6 31 37 Exakter Test nach Fisher (2-
98 47 143 seitig): p < 0,001

Zwischen Patientinnen mit oder ohne p53-Mutation bestand kein Unterschied fir EFS (p =
0,77) und OS (p = 0,49) (Tab. 4.6).

Tab 4. 6: Ereignisfreies und Gesamtiberleben in Bezug zum p53- Status

Ereignisfreies Uberleben (EFS) Gesamtiiberleben (OS)
Falle  Ereignisse p* Ereignisse p*
1 39 23 18
p53- Mutation 0 108 60 0,77 41 0,49

*log rank
Die Ausfélle in der Auswertung ergaben sich daraus, dass Tumoren, die bei zweimaliger Tes-
tung mit dem TBP-Primer, keine auswertbaren Ergebnisse lieferten, nicht sequenziert und
somit die entsprechende DNA als nicht verwendbar klassifiziert wurde. Versuche, in diesen
Féllen neue DNA durch erneute Mikrodissektion zu erlangen, scheiterten meist an mangeln-
dem Tumormaterial. SchlieSlich wurden die Mutationen mit Hilfe der ,,JARC TP53 Mutation
Database” der ,International Agency for Research on Cancer”  (http://www-
p53.iarc.fr/Somatic.html) naher klassifiziert. Abbildung 4.2 stellt exemplarisch drei Sequenzgele

mit Punktmutationen dar.
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Abb. 4.2: Sequenzgel-Beispiele fir Mutationen im p53-Gen

Exon 5: Probe 115

Codon 179: hemizygote Mutation
CCAC[TIATG A| 0 bt
(His) (Tyr)

Exon 7: Probe 25

Codon 234: heterozygote Mutation
CCAC[TIACA A
TAC d\AC
9 |y ()

Exon 8: Probe 75

G GG A IEIG GA A Codon 267: heterozygote Mutation

CGG GG
(Arg) (Trp)

4.5 KPNA2-Immunhistochemie

Wir stellten in 73 (39,3%) von 191 Fallen eine nukledre immunhistochemische Anfarbbarkeit
fir KPNA2 von mindestens 10% fest. Dabei zeigten sich durchschnittlich 15% der Zellkerne
und in einem Fall sogar 70% positiv. Nachfolgend wurde die KPNA2-Immunhistochemie mit

klinisch-pathologischen und immunhistochemischen Daten in Beziehung gesetzt (Tab. 4.7).
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Tab.4.7: Klinisch-pathologische und immunhistochemische Parameter in Beziehung zur KPNA2-
Immunreaktivitat im Zellkern.

KPNA2

Immunreaktivitat p

<10% =>10%

n (analysier- 117 74
bar)
Klinisch-pathologische Daten
Alter bei Diagnose
< 50 Jahre 99 59 40 0,659
50 Jahre 92 58 34

Tumorgrolie
<3cm 86 49 37 0,31
>3 cm 104 67 37
Grad
Gl 10 10 0 < 0,001
G2 100 79 21
G3 79 27 52
Immunhistochemie
ER
negativ 109 56 53 0,001
positiv 76 57 19
PR
negativ 111 54 57 0,004
positiv 75 60 15
Her-2/neu
negativ (0/1) 154 103 51 <0,001
positiv (2+/FISH+ or 3+) 34 11 23
p53
negativ (< 10%) 132 91 41 0,004
positiv (> 10%) 55 24 31
Ki-67
negativ (< 10%) 75 69 6 < 0,001
positiv (> 10%) 112 47 65
EGFR
negativ (0-2+) 157 104 53 0,004
positiv (3+) 30 11 19
Molekulare Klassifikation®
luminal A 49 38 11 < 0,001
luminal B 21 13 8
MMN 53 46 7
Her-2/neu 42 15 27
basal-like 26 5 21

*Fisher's Exakt-Test (2-seitig)
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Eine positive Kernanfarbbarkeit fur KPNA2 in mindestens 10% der Tumorzellkerne war sig-
nifikant assoziiert mit héherem Tumorgrad (p < 0,001), ER-Negativitat (p = 0,001), PR-
Negativitdt (p = 0,004), p53-Expression in > 10% der Zellen (p = 0,002), Her-2/neu-
Positivitat (p < 0,001), erhéhtem Proliferationsindex (MIB-1/ki-67, p < 0,001) und EGFR-
Expression (p = 0,004). Eine Assoziation der KPNA2-Expression mit dem Alter bei Erstdiag-
nose oder der TumorgroRe konnte nicht gefunden werden. Die Immunhistochemie war zudem
signifikant (p < 0,001) assoziiert mit sogenannten basal-like (81%) und Her-2/neu Subtypen
(64%) (entsprechend der Tumoreinteilung mittels k-clustering, Einzelheiten siehe Diallo-
Danebrock et al., 2007). Zudem konnte fur die KPNA2-Expression ein signifikant kirzeres
EFS mit einem geschatzten mittleren EFS von 34,4 Monaten (95% KI: 13,7-55,1 Monate)
verglichen mit 79,9 Monaten (95% KI: 66,1-93,7 Monaten) bei Tumoren mit negativer
KPNAZ2-Anfarbbarkeit nachgewiesen werden (p = 0,04; Abb. 3a). Patientinnen mit KPNA2-
positiven Tumoren (> 10%) hatten ein geschétztes durchschnittliches OS von 62,5 Monaten
(95% KI: 32,3-89,7 Monaten) im Vergleich zu 103,6 Monaten (95% KI: 87,7-119,4 Monaten)
bei KPNA2-Negativitat (p < 0,001 Abb. 3b).

Abb. 4.3 (a und b): Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fir EFS (a) und OS (b) der 191 HRBC-Patientinnen mit
negativer (<10%) und positiver (>10%) Immunreakivitét fiir KPNA2.

Kumulatives 44
Uberleben

KPNAZ2 negativ (n =116, 50 Ereignisse)

KPNA2 positiv (n = 73, 44 Ereignisse)

p =0.04 a
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Kumulatives , . |
Uberleben

KPNAZ2 negativ (n = 116, 38 Ereignisse)

e

KPNA2 positiv (n = 73, 39 Ereignisse)

049

p < 0,001 b

OS [Monate]
In einer explorativen Subgruppenanalyse (G1 — G3) wurde eine signifikante Assoziation der
KPNAZ2-Expression mit dem EFS und dem OS nur bei histologisch méaRig differenzierten
Tumoren (G2) gefunden. Bei den G2-Tumoren ergab sich ein mittleres EFS von 80 Monaten
(95% KI: 71-89 Monate) bei Patienten mit KPNA2-negativen Tumoren verglichen mit 47
Monaten (95% KI: 15-79 Monaten) bei KPNA2-positiven Patientinnen (p = 0,0048; Abb.
4a,c). Weiterhin lag das geschatzte mittlere OS bei den Hochrisiko-Brustkrebs-Patientinnen
mit G2-Tumoren und geringer KPNA2-Immunreaktivitat bei 113 Monaten (95% KI: 91-134
Monate) gegentiber 65 Monaten (95% KI: 46-84 Monate) bei KPNA2-positiven Patientinnen
(p = 0,0003; Abb. 4b/d). Fur G3- Tumore ergab die KPNA2-Expression keinen signifikanten
Unterschied im EFS oder OS. Bei den G1-Tumoren lag die nukledare KPNA2-

Immunreaktivitat konstant unter 10%.

Abb. 4.4 (a,b und c,d): Prognostischer Effekt der KPNA2-Expression in den Untergruppen der HRBC mit G2-
(a,b) und G3-Tumoren (c,d).
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Eine multivariate Cox-Regressionsanalyse wurde verwendet um den prognostischen Einfluss
der KPNA2-Expression auf EFS und OS in Bezug auf andere klinisch-pathologische und tu-
mor-biologische Faktoren darzustellen. Als Variablen wurden Behandlungsschema, nukleére
KPNAZ2-IHC, Alter bei Erstdiagnose, TumorgroRe, histologischer Grad, ER- und PR-Status,
p53-1HC, Ki-67-IHC, EGFR-IHC, HER-2/neu-Status und die molekulare Klassifikation, defi-
niert nach Diallo et al., 2007, herangezogen (Tab. 4.4).

Tab. 4.8: Multivariate Cox-Regressionsanalyse der Faktoren mit méglichem Einfluss auf EFS (a) und OS (b):

Therapie, Alter, Tumorgrésse, ER, PR, histologischer Grad, Her-2/neu IHC, Ki-67 IHC, p53 IHC, KPNA2 IHC,

und molekulare Klassifikation definiert nach Diallo et al.

a (EFS):
. Hazard ratio
Vergleich p [95% K]
Therapie HD vs. DD < 0,001 0,44 10,26 — 0,62]
TumorgroBe (cm) >5 vs.>2-5 vs. <2 0,04 1.70[1,18 — 2,45]
Molekulare Klassifikation | kontinuierlich < 0,001 2,63 [1,72-4,02]
* Luminal A vs. luminal B vs. MMN vs. Her-2/neu vs. basal-like.
b (0S):
. Hazard ratio
Vergleich p [95% KI]
Therapie HD vs. DD < 0,001 0,37 0,22 - 0,61]
TumorgroRe (cm) >5 vs.>2-5 vs. <2 0,047 1,52 [1,00 — 2,32]
Molekulare Klassifikation | kontinuierlich* <0,001 2,52 [1,44-4,43]
KPNAZ2 pos. Vvs. neg. 0,03 1,86 [1,07-3,23]

* Luminal A vs. luminal B vs. MMN vs. Her-2/neu vs. basal-like.

Die HDCT war unabhdngig mit einem langeren EFS (HR = 0,44; 95% KI: 0,26-0,62; p <
0,001) assoziiert. Die Faktoren Tumorgrofle > 5 cm vs. > 2-5 cm vs. < 2cm (HR = 1,7; 95%
Kl: 1,18-2,45; p = 0,004) und IHC-basierte molekulare Klassifikation (nach Diallo et al. ba-
sal-like oder Her-2/neu vs. MMN/luminal A /B) (HR = 2,63; 95% KI: 1,72-4,02; p < 0,001)
waren signifikant mit einem kirzerem EFS korreliert [Diallo et al., 2007]. AuBerdem stellte
sich die HDCT (HR = 0,37; 95% KI: 0,22-0,61; p < 0,001) als unabhangiger prognostischer
Faktor fur ein langeres OS heraus. Im Gegensatz dazu zeigten sich die Tumorgrofie > 5 cm vs.
>2-5cmvs. <2cm (HR =1,52; 95% KI: 1,00-2,32; p = 0,047), basal-like oder Her-2/neu vs.
MMN/luminal A /B (HR = 2,52; 95% KI: 1,44-4,43; p < 0,001) und die positive KPNA2-
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Anférbbarkeit (HR = 1,86; 95% KI: 1,07-3,23; p = 0,03) als unabhéngig negative Risikofakto-
ren fur das OS.

In einer Subgruppen-Analyse wiesen die Patientinnen in der HD-Gruppe ein langeres EFS im
Vergleich zu den Patientinnen in der DD-Gruppe auf, sowohl in den KPNA2-negativen (HR =
0,476; 95%KI: 0,276-0,823; p = 0,008) als auch in den KPNA2-positiven Féllen (HR = 0,524;
95% KI 0,288-0,952 ; p = 0,034). Fur das OS war die HDCT nur bei Patientinnen mit einer
KPNAZ2-Expression von < 10% (HR = 0,322; 95% KI: 0,151-0,686; p = 0,003) Gberlegen. Bei
den KPNA2-positiven Féllen zeigte sich nur der Trend einer besseren Wirksamkeit (p = 0,06)
(HR = 0,541; 95% KI: 0,287-1,023).
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es die DNA von 191 Mammakarzinomen mit > 10 pos. Lymphknoten
zu isolieren und so einer genetischen Analyse zuganglich zu machen. Die Proben stammen
von Patientinnen aus einer zwischen Juni 1995 und Juni 2002 durchgefiihrten prospektiven
Phase-I11-Studie, in der eine Hochdosis-Chemotherapie mit autologer Blutstammzelltrans-
plantation versus dosisintensiviertem Standard getestet wurde (WSG-AM-01-Studie) Die Pa-
tientinnen mit Mammakarzinomen mit > 10 pos. Lymphknoten werden als sog. Hochrisiko-
Brustkrebs-Patientinnen bezeichnet. Untersucht wurden alle Proben auf Mikrosatelliteninsta-
bilitat, Allelverluste, p53 sowie Karyopherin a,—EXxpression bei vorliegenden Ergebnissen zur
Immunhistochemie der Universitat Dusseldorf. Wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist, dass
eine positve KPNA2-Kernanfarbbarkeit in mehr als 10% der Tumorzellkerne als unabhangiger
negativ pradiktiver Prognosefaktor fiir das Uberleben beim Mammakarzinom anzusehen ist.
Wir konnten die Uberexpression von KPNA2 (n = 74, 39%) in einer univariaten Analyse sig-
nifikant mit kiirzerem EFS und OS in beiden Therapiegruppen korrelieren. Die multivariate
Analyse ergab, dass die KPNA2-Uberexpression ein unabhangiger Prognosefaktor fiir ein
vermindertes OS darstellte (HR = 1,86 95% KI: 1,07-3,23) (p = 0,03). Die nukledre KPNA2-
Expression ist ein moglicher neuer Prognosefaktor bei nodal-positiven Patienten und kénnte
ferner auch als Marker fur Chemotherapieresistenz dienen fur Patientinnen, bei denen die
konventionelle Dosismodifikation einer Chemotherapie auf das Mammakarzinom im fortge-
schrittenen Stadium wirkungslos bleibt. Im Folgenden sollen die verschiedenen Punkte dieser

Arbeit im Einzelnen diskutiert werden.

5.1 Spezifische genetische Analyse durch Mikrodissektion

Fur unsere Studie untersuchten wir 191 Mammakarzinome auf verschiedene genetische Ver-
anderungen. Die Methoden zur Probenaufarbeitung, DNA-Isolierung und die anschlieende
molekulargenetische Untersuchung der Tumoren wurden schon in der Arbeit von Wild et al.
etabliert. Besonderen Stellenwert hat hier die Mikrodissektionstechnik, die es ermdglichte,
den histologischen Phénotyp mit dem Genotypen in direkte Beziehung zu stellen, indem fur
eine exakte genetische Analyse nur die relevanten Zellverbénde unter mikroskopischer Kon-
trolle isoliert und bildlich dokumentiert wurden. Dieses Verfahren hat es ermoglicht, PCR-
Artefakte infolge Kontamination mit Normalgewebe weitgehend zu eliminieren. Die mittels
Mikrodissektion gewonnene DNA ausTumor- und Normalgewebe wurde dann fur die MA

zum Nachweis von MSI und LOH, zur Sequenzierung des p53-Gens und fiir die KPNA2-IHC
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verwendet und somit einer genetischen Analyse zugénglich gemacht. Um falsch-positive Er-
gebnisse durch PCR-Artefakte [Diaz-Cano, 2001] oder Kontamination zu vermeiden, wurden
die entdeckten Verénderung jeweils in einer zweiten Untersuchung ausgehend vom Primar-
tumor verifiziert.

Fur die MA ist es wichtig, eine Mindestzahl an Tumorzellen zu gewinnen. Bei der LOH-
Analyse kénnen zu niedrige Zellzahlen zu falsch-positiven, sowie zu falsch-negativen Ergeb-
nissen fihren. Entsprechend Dietmaier et al. sollten zur Vermeidung einer inhomogenen
biallelischen Amplifikation mindestens 200 Zellen mikrodisseziert werden [Dietmaier et al.,
1999]. Dennoch war der Amplifikationserfolg verschiedener Tumoren sehr unterschiedlich.
Die hohen Ausfallraten unserer Studie von durchschnittlich 60% in der MA, sowie die
Schwierigkeiten bei der Verifizierung der p53-Mutationen erkléren sich am ehesten durch die
Art des verwendeten Materials. Qualitat und Menge der extrahierten DNA von alten Paraffin-
blocken war selbst nach Aufreinigung und Praamplifizierung [Dietmaier et al., 1999] nicht
mit der DNA-Gewinnung aus Frischmaterial vergleichbar [Greer et al., 1991]. Die Mindest-
zellzahl zur MA sowie die erforderliche Menge an Gewebe fir die IHC und die Sequenzie-
rung konnten nicht in allen Féllen erzielt werden (nach Wild et al. mindestens 80% [Wild et
al., 2005]). Wichtig war es auch, die optimal einzusetzende DNA-Menge herauszufinden, um
PCR-Artefakte zu verhindern. Dies war mitunter schwierig, da die isolierte DNA-Menge na-
tirlich entsprechend des in der Mikrodissektion gewonnenen Materials je nach Probe variier-
te. Die erschwerte Verifizierung unserer Ergebnisse deutet auf eine zunehmende Degradie-
rung gewonnener DNA (ber die Zeit hin. Hierbei ist anzumerken, dass es bei Paraffinblécken
von zahlreichen Einbettungen unterschiedlicher Fixierung bei der Isolierung eventuell zu ei-
ner ungentigenden Pufferung des Formalins kommt, was eine Schadigung der DNA nach sich
zieht. Probleme bei der KPNA2-IHC waren unzureichendes Tumormaterial, Nekrosen im
Zellverband und Artefakte durch die Aufbereitung. Diese traten aber nur in limitiertem Aus-

maf auf.

5.2 Prognosefaktoren beim Mammakarzinom

Die in der Onkologie mitunter wichtigste klinische Fragestellung beschaftigt sich mit der
posttherapeutischen  Uberlebenszeit  krebskranker — Patienten. Beim  metastasierten
Mammakarzinom findet man hier eine sehr grofle Variabilitat. Die Behandlung bestimmter
Patientensubgruppen kann unter dahnlichen Behandlungsschemata zu einem recht unterschied-

lichen Therapieansprechen fihren.
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Ein besonders kontrovers diskutierter Gesichtspunkt ist die Anwendung einer Hochdosis-
Chemotherapie mit nachfolgender autologer Stammzelltransplantation (HDCT/ASZT). Es
gibt derzeit etwa 10 verschiedene in Studien angewendete HDCT, was deren Vergleichbarkeit
erschwert. Mehrere aktuelle Arbeiten sehen keinen Vorteil in der Anwendung beim Brust-
krebs [Tokuda et al., 2008; Coombes et al., 2005; Schmid et al., 2005], andere kdénnen einen
gewissen Benefit fur spezifische Patientenkollektive verzeichnen [Zander et al., 2008;
Rodenhuis et al., 2006]. Eine Ubersicht tiber verschiedene Studien liefern Hanrahan et al.
[Hanrahan et al., 2006]. In einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 12 Jahren konnte fur die
HDCT/ASZT nach bereits erfolgter Chemotherapie im Vergleich zur alleinigen Standard-
Dosis-CT kein Vorteil im EFS oder OS gezeigt werden. Die Patientinnen hatten jeweils ein
Mammakarzinom Stadium Il mit > 10 pos. LK bzw. Stad. III mit > 4 pos. LK. Das Chemothe-
rapie-Schema war von dem unserer Probanden verschieden, da hier alle zunachst eine SDCT
(Fluorouracil, Doxorubicin, Cyclophosphamid) erhielten, und die Weiterbehandlung dann in
der einen Gruppe in einer zusétzlichen HDCT/ASZT (Cyclophosphamid, Etoposid, Cisplatin)
bestand. Diese Zusammenfassung soll daher nicht als Vergleich zu unserer Studie gelten,
sondern den derzeitigen Stand der Forschung aufzeigen. VVon insgesamt 13 Studien, die im
Zeitraum zwischen 1998 und 2005 veroffentlicht wurden, konnte lediglich in der WSG-AM
01-Studie, aus der unsere Patientinnen stammen, und in der Studie von Roche et al. ein Vor-
teil einer HDCT im EFS gezeigt werden. Signifikante Unterschiede im OS konnte keine der
Studien verzeichnen [Tabelle 5: Hanrahan et al, 2006]. Es zeigt sich also, dass die HDCT bis-
her noch zu keinem signifikanten Uberlebensvorteil beim Brustkrebs gefiihrt hat.

Derzeitiges Bestreben der Forschung ist es daher, prédiktive und prognostische Marker zu
entwickeln, die Subgruppen beim Mammakarzinom identifizieren, die durch eine
HDCT/ASZT einen Vorteil erlangen. Um diese Subgruppen zu finden, mussen etablierte und
neuere Prognosparameter zu diesem Thema diskutiert und deren Stellenwert erdrtert werden.
Mit diesem Problem beschéftigen sich verschiedene Forschungsgruppen in den letzten Jahren.
Wild et al. untersuchte die MSI-high als einen negativen unabhéngigen Identifikationsmarker
einer schlechten Prognose bei Patientinnen nach HDCT. Grof3es Interesse findet das TSG p53.
Hensel et al. bezeichneten p53 als starksten pradiktiven Faktor im Uberleben nach HDCT mit
ASZT beim metastasierten Mammakarzinom [Hensel et al., 2002]. Krdger et al. erweiterten
die Ausagekraft von p53 um die Prognostizitat [Kroger et al., 2006 Jan]. Das seit kurzem
beim Mammakarzinom diskutierte Importprotein KPNA2 konnte diesbeziiglich ebenso einen
prognostischen Stellenwert besitzen. Dahl et al. haben eine nukledre KPNA2-Uberexpression

in den Tumorzellen verglichen mit schwacher oder fehlender Expression in normalen Zellen
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beim Mammakarzinom gefunden. KPNA2 (> 10%) war zudem mit einem kiirzeren EFS asso-
ziiert (p = 0,0013) und eine unabhdngige negative Korrelation mit dem OS der nodal-
positiven Patientinnen konnte dargestellt werden. Dahl folgerte daraus, dass KPNAZ2 ein po-
tentieller diagnostischer Faktor sein kdnnte, das Therapieansprechen sowie den Krankheits-
verlauf vorhersagen zu kénnen [Dahl et al., 2006].

Zur Anerkennung als neuer Prognosefaktor muss die Relevanz des Markers statistisch in un-
abhéangigen Studien reproduzierbar und einwandfrei belegbar sein. Somit muss die Relevanz
des entsprechenden Prognosefaktors in einer multivarianten Analyse dargestellt werden. Er
muss also eine héhere prognostische Aussagekraft besitzen als die bisher verwendeten Fakto-
ren. McGuire hat die Kriterien zur Evaluierung prognostischer Faktoren systematisch erdrtert
[McGuire, 1991].

5.2.1 Etablierte Prognosefaktoren

Beim Mammakarzinom liefert die histopathologische Probenaufarbeitung bis heute die wich-
tigsten prognostisch relevanten Informationen zur Therapiestratifizierung [Galea et al., 1992].
Vor allem das lokale Ausmaf der Tumorausbreitung (T), der histologische Typ, das histologi-
sche Grading (G), die GefaBinvasion sowie der Lymphknotenbefall (N) sind als signifikante
Prognosefaktoren anerkannt. Fir die basal-like und die BRCA1-assoziierten Tumoren scheint
die Tumorgroésse allerdings nicht als Prognosefaktor zu gelten [Foulkes et al., 2008]. Beson-
ders der histologische Differenzierungsgrad ist ein wesentlicher Prognosefaktor [Pereira et al.,
1995]. Diese starke Korrelation zwischen dem G-Stadium und dem Langzeitiiberleben wurde
mehrmals bestatigt [Ubersicht in Siah et al., 1999]. Die semiquantitativ beurteilten histo-und
zytologischen Merkmale sind dabei Tubulusbildung, Kernpleomorphie und Mitoserate [Elston
und Ellis, 1991]. Die Merkmale werden mit Kriterien versehen, denen ein bestimmter Punkt-
wert zugeordnet ist. Die Summe der Punktwerte ergibt die Zuordnung zu einem 3-stufigen
Grading, welches die Malignitatsrate widerspiegelt. Somit ist die Tumorauspragung aufgrund
der histo- und zytologischen Merkmale genau definiert und folglich standardisiert miteinander
vergleichbar. Der Lymphknoten-Status ist der wichtigste Faktor in der Voraussage des Uber-
lebens beim Brustkrebs. Patientinnen mit > 10 pos. LK haben erwiesenermal3en eine schlechte
Prognose [Hoehne et al., 2008]. Es handelt sich hier um eine durchschnittliche Reduktion der
10-Jahres-Uberlebensrate von 75% ohne auf 25-30% mit Lymphknotenbefall. Es wurde eine
proportionale Verschlechterung der Prognose zur Anzahl der betroffenen Lymphknoten beo-
bachtet [Fisher 1984; Veronesi et al, 1993].
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GroRe Bedeutung beim Mammakarzinom besitzt der Hormonrezeptor-Status. Neuere Medi-
kamente beeinflussen den Hormonspiegel und inhibieren so den hormonellen Effekt auf den
Tumor. Beispiele hierfiir sind Tamoxifen®, ein Ostrogen-Antagonist, und Goserelin
(Zoladex®), ein potenter Gonadotropin-Releasing-Antagonist.

Auch der prognostische Wert des Hormonrezeptor-Status (Ostrogen, Progesteron) konnte
mehrfach bewiesen werden, was schliel3lich dazu fuhrte, dass ER-/PR-positive Tumoren mit
einem niedrigen und ER-/PR-Rezeptor negative Tumoren mit einem hohen Risiko assoziiert
wurden [Konsensuskonferenz St. Gallen, 2005].

Zusammenfassend gelten als anerkannte Prognosefaktoren beim  metastasierten
Mammakarzinom Hormonrezeptorstatus (ER, PR), Alter bzw. Menopausenstatus,
Metastasenlokalisation bzw. Befallsmuster, Zeitintervall zwischen Primardiagnose und Meta-
stasierung, sowie Ansprechen auf Chemotherapie [Allgéauer et al., 2001]. Neu hinzugekom-
men ist der Her-2-Status. Das National Cancer Institute [Clark GM, 2001] und die St. Galle-
ner Konsensuskonferenz [Thurlimann et al., 2004] liefern adjuvante Therapie- Guidelines auf
der Basis der anerkannten prognostischen Faktoren zur Verfligung. Aktuell bieten die TNM-
Klassifizierung [Sobin LH, 2003], der Nottingham Prognoseindex [Galea et al., 1992] und
Adjuvant Online [https://www.adjuvantonline.com/] die meist verwendeten integrierten
Prognosemodelle dar.

Die molekularen Prognosefaktoren gewinnen stdndig mehr an Bedeutung. Weltweit beschaf-
tigen sich verschiedene Forschungsgruppen damit, prognostische und pradiktive Faktoren flr

das Mammakarzinom auf molekularer Ebene zu entwickeln.

5.2.2 Molekulare Prognosefaktoren

5.2.2.1 Her-2/neu

Der Anteil der Her-2/neu-positiven Tumore aller Mammakarzinome liegt bei etwa 20%. Die-
se sind mit einer schlechten Prognose, v.a. bei nodal-positiven Patientinnen, assoziiert [Azim
et al., 2008]. Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Uberexpression des HER-2/neu-
Onkoproteins mit kiirzerem EFS und OS, sowie mit Resistenz gegentber einer Hormonthera-
pie und hoéherer Rezidivrate nach Chemotherapie in Standarddosierung korreliert ist [Kim et
al., 2001]. Vor diesem Hintergrund untersuchten verschiedene Studien den Effekt einer
HDCT bei Her-2/neu-positiven Patientinnen. Guarneri et al. zogen aus ihrer sowie aus voran-
gegangenen Studien die Schlussfolgerung gezogen, dass Her-2/neu-positive Patientinnen
nicht von einer HDCT profitieren; im Gegensatz zu Her-2/neu-negativen Patientinnen konnte

hier kein Vorteil gegeniiber konventionellen Chemotherapien demonstriert werden [Guarneri
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et al., 2004; Rodenhuis et al., 2006]. Die mittlerweile etablierte klinisch-therapeutische An-
wendung von Trastuzumab (Herceptin®), einem monoklonalen HER-2/neu Rezeptor-
Antikorper, gilt als Meilenstein in der Verwendung molekularer Veranderungen als Target fur
neue Therapien [Pegram et al., 1998; ebd. et al., 1999]. Die Monotherapie mit Trastuzumab
weist eine Ansprechrate von 30% auf, die sich durch Kombination mit einer Chemotherapie
verdoppeln lasst [Baumann et al., 2007]. HER-2/neu ist nach dem Ostrogenrezeptor aktuell
als spezifischer Faktor anerkannt, das Ansprechen auf eine bestimmte Therapie voraussagen.
Mit der Einfuhrung von Trastuzumab hat sich der Stellenwert der Her-2/neu- Expression ge-
steigert. Metastasierte Mammakarzinome mit Her-2/neu- Uberexpression profitieren klinisch
von einer Chemotherapie plus Trastuzumab. Somit wird aus dem negativen Prognosefaktor
ein zusatzlicher prédiktiver Faktor in Hinsicht auf die antineoplastische Therapie bei Brust-
krebs [Ferretti et al., 2007].

5.2.2.2 Mikrosatelliteninstabilitaten

Mikrosatelliten sind kurze repetitive Nukleotidsequenzen im menschlichen Genom [Aaltonen
et al., 1993]. In repetitiven Sequenzen neigt die DNA-Synthese zu Fehlern [Liu et al., 1995].
Ein Versagen von sog. DNA-Mismatch-Repair-Genen (MMR) fiihrt zu Veranderungen, die
wir als Mikrosatelliteninstabilitdten (MSI) bezeichnen. In Genen der Wachstumsregulation
tragt die daraus folgende Akkumulation an DNA-Defekten infolge inadaquater Reparaturme-
chanismen zur Tumorentwicklung und Progression bei [Rhyu, 1996; Parsons et al., 1995].
Schon 1993 demonstrierten lonov et al. die genetische Instabilitat in Form von Langenpoly-
morphismen der Mikrosatelliten bei kolorektalen Karzinomen als neuen Mechanismus der
Entstehung maligner Tumoren.

Fur die Mikrosatellitenanalyse (MA) stehen hauptsachlich zwei Methoden zur Verfugung:
zum einen gibt es den direkten Nachweis der Mutationen in den kurzen Oligonukleotid-
Repeats. Mittels spezieller PCR werden die zu untersuchenden Areale vervielfaltigt, in einer
anschlieRenden Elektrophorese wird dann die durch Insertion oder Deletion veradnderte MS-
Lange sichtbar gemacht. In der zweiten Methode wird die Expression von Produkten der
MMR-Gene (v.a. h(MLH1 und hMSH2) mittels IHC dargestellt, wobei verminderte oder feh-
lende Kernanfarbbarkeit in den Tumorzellen auf eine MSI hinweisen. Die Ergebnisse des
Verfahrens, das sich ebenfalls der PCR bedient, hdngen hauptsachlich von der Art des Primers
(Mono-, Di-, Tri-, Tetranukleotid-), der Lokalisation (in kodierenden oder nicht-kodierenden
Regionen), der Anzahl der verwendeten Primer und natirlich von den Kriterien flr positive
MSI ab. Diese Kriterien variieren z. T. erheblich und beinhalten die Anzahl der verwendeten

Primer, sowie die geforderte Anzahl der Primer, deren Positivitit eine MSI bestatigen. Emp-
75



5 Diskussion

fehlungen fir die Kriterien, wie sie es beim HNPCC gibt, existieren fir das Mammakarzinom
nicht. Die immunhistochemische Analyse der MMR-Genexpression hat sich mehrfach als ein
sehr spezifisches und sensitives Verfahren fir die MSI herausgestellt und korreliert gut mit
dem PCR-basierten Verfahren [Hatch et al., 2005; Lindor et al., 2002; Chaves et al., 2000]
Eine Reihe weiterer Tumoren anderer Herkunft ist auf MSI untersucht worden. Dabei fanden
sich fur einige sporadische Karzinome, wie z. B. in Magen, Endometrium oder Ovar, MSI-
Raten von bis zu 15% [Hamelin et al., 2008; Woerner et al., 2006]. Die Angaben zur Prava-
lenz der genetischen Instabilitat repetitiver DNA-Sequenzen variieren fir einige Tumorentité-
ten mitunter erheblich. Beim Mammakarzinom liegen diese zwischen 0% und 100%.

Die Meinungen Uber die Rolle der MSI in der Karzinogenese beim Mammakarzinom gehen
weit auseinander. Studien, welche die These der MSI als Zeichen genetischer Instabilitat beim
Mammakarzinom unterstiitzen [Wild et al., 2004; Murata et al., 2003; Méndez et al., 2001;
Richard et al., 2000; Shen et al., 2000; Zekri et al., 1999], stehen anderen gegentber, welche
die MSI beim Brustkrebs als selten bzw. nicht existent erachten [Kim et al., 2007; Khilko et
al., 2007; Adem et al., 2003; Lee et al., 2001; Siah et al., 2000; Anbazhagan et al., 1999]. Bis
dato wurde die MSI beim Mammakarzinom unter vielen Gesichtspunkten betrachtet. Manche
sehen die MSI mit einem friihen Stadium der Karzinogenese assoziiert [Ellsworth et al., 2005;
Rosenberg et al., 1997], andere verbinden die MSI mit fortgeschrittenen invasiven
Mammakarzinomen [Wild et al., 2004; Shen et al., 2000; Ben Yehuda et al., 2000]. Bei
Caldes et al. korrelierten die MSI mit ER- und PR-Negativitat beim sporadischen Brustkrebs
[Caldes et al., 2000]. Dies steht den Ergebnissen von Chagpar et al. gegeniiber [Chagpar et al.,
2004]. Die MSI konnte aulRerdem eine Rolle in der Tumorprogression spielen [Toyama et al.,
1996; Contegiacomo et al., 1995]; dies wurde in einer Studie n&her untersucht, in der die MSI
in einfachen duktalen Hyperplasien, DCIS, invasiven und metastasierten Mammakarzinomen
analysiert wurden. Es konnte aber nicht bestatigt werden. Hingegen konnte hier eine Assozia-
tion zwischen LOH und Tumorprogression hergestellt werden [Dillon et al., 1997]. Pizzi et al.
fanden eine Korrelation der MSI mit steigender TumorgroRe, positivem LK-Status und fort-
geschrittenem klinischen Stadium, sowie eine inverse Korrelation mit der Expression von p53
[Pizzi et al., 2002]. Die Tumorgrosse und den LK-Status betreffend wurden spater gegensatz-
liche Meinungen publiziert [Chagpar et al., 2004; Lugmani et al., 2003; Demokan et al.,
2002]. Studien zur Beziehung der MSI zu BRCA1/2 ergaben, dass es hier, anders als vermu-
tet, keine signifikante Assoziation gibt [Adem et al., 2003; van der Looij et al., 2001; Huiping
etal., 1999].
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Wild et al. haben die MSI an 39 Patientinnen mit fortgeschrittenem nodal-positivem
Mammakarzinom nach HDCT/ASZT untersucht. Sie fanden eine MSI fir mindestens drei
Marker bei 13 Patientinnen (33%) und befand die MSI als prognostisch ungunstig und mit
Resistenz gegentiber Chemotherapie assoziiert [Wild et al., 2004]. Murata et al. konnten zu-
vor in ihrer 32 Patientinnen umfassenden Studie in 47% eine MSI zeigen, die zusétzlich gene-
tische und epigenetische Veranderungen der Mismastch-Repair-Gene hMLH1 und hMSH2
aufwiesen, und sah in der MSI einen Beitrag zur genetischen Instabilitat und Tumorigenese
beim sporadischen Mammakarzinom [Murata et al., 2002].

Im Gegensatz dazu steht die Studie von Adem et al. Sie untersuchte 34 Tumoren von 30 Pati-
entinnen mit sporadischem sowie erblichem Brustkrebs auf ihre genetische Instabilitat. Die
MA konnte in keiner der Proben eine MSI nachweisen, auch das DCIS mit Verlust der
hMLH1-Expression war mikrosatellitenstabil, was schlieBlich zur Annahme fiihrte, dass
DNA-Mismatch-Repair-Defekte mit Unterexpression von hMLH1 und hMSH2 beim sporadi-
schen und familidren Brustkrebs extrem selten sind [Adem et al., 2003]. Auch Wild et al.
konnten beim Mammakarzinom fiir die MSI-positiven Tumore keinen Verlust oder eine Ver-
minderung der hMLH1- und hMSH2-Gene nachweisen [Wild et al.,2004]. Zudem veroffent-
lichten vor Kurzem Khilko et al. ihre Studie, in der ebenfalls keine Assoziation zwischen dem
Verlust der Kernanfarbbarkeit fir h(MLH1 und hMSH2 und der MSI beim Mammakarzinom
gefunden werden konnte. Sie folgerten daraus, dass diese beiden MMR-Gene beim
Mammakarzinom wohl keine Rolle spielen wirden [Khilko et al., 2007]. Die beim
kolorektalen Karzinom entdeckte starke Korrelation zwischen dem MSI-H-Genotyp und der
positiven IHC fir hMLH1 und hMSH2 [Cai et al., 2004; Geisler et al., 2003; Halling et al.,
1999] scheint es also beim Mammakarzinom nicht zu geben.

Die bisher groRte MSI-Studie mit 267 Brustkrebspatientinnen , die alle histologisch wichtigen
Entitdten untersuchte, fand in 104 Loci keinen einzigen MSI-Phénotyp. In Gber 10.000 Reak-
tionen konnten keine MSI nachgewiesen werden [Anbazhagan et al., 1999]; auch falsch-
positive Befunde wurden nicht beobachtet.

In unserer Arbeit wurden 191 Mammakarzinome auf das Vorliegen des Instabilitatsphénotyps
an 5 verschiedenen chromosomalen Loci Uberprift. Eine MSI konnte dabei nur fir 11 von
191 Karzinomen (5,8%) beobachtet werden. Es handelt sich also um eine geringe MSI-
Héaufigkeit im Vergleich zur Studie von Wild et al. [Wild et al., 2004]. Beide Studien fanden
im gleichen Labor statt und die verwendeten Reagenzien waren identisch. Es wurden nur
hochst sensitive Primer verwendet, die bereits in friheren Studien hohe MSI-Raten gezeigt

hatten und auch unsere Studie wurde unter der Betreuung von Peter Wild durchgefihrt. Bei
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der Auswahl der Primer haben wir den Erfahrungswert und die Literaturanalyse zu Mikrosa-
tellitenmarkern aus der Arbeit von Wild et al. verwendet. Dieser hatte dem Konsensus-Panel
zur MSI-Analyse in kolorektalen Karzinomen entsprechend [Boland et al., 1998] nur hochst
sensitive Primer selektiert, die bereits in friheren Studien hohe MSI-Raten gezeigt hatten. Das
HNPCC-Konsensus-Panel  selbst ergab keine verwertbare = MSI-Detektion beim

Mammakarzinom und musste entsprechend modifiziert werden.

Tab. 5.1: Zusammenstellung der MSI-Raten der in unserer Studie verwendeten Mikrosatelliten-Marker beim
Brustkrebs (modifiziert nach Siah et al., 2000; ergdnzend aufgefuhrte Primer rot)

Eigene Studie

Marker Total % n Literaturangabe %
D11S988 17,7 124  Karnik et al., 1995; Vaurs-Barriere et al., 1998 0
TBP 0 61 Chappel et al., 1997 455
D18S51 43,5 23 Aldaz et al., 1995 455
D1S549?2 20,0 15 Rosenberg et al., 1996 9
D21S1436 13,9 115 Paulson et al., 1996; Benachenhou et al., 1999; Vaurs-Barriere et al., 1998 0
(GGAA2E02)

®nur bei atypischer Hyperplasie

Wie aus der Tabelle 5.2 hervorgeht, erzielten wir die besten Ergebnisse flir die Primer TBP
und D18S51. TBP liel’ sich aus Erfahrung im Labor am besten amplifizieren und erwies sich
in der Arbeit von Wild et al. mit einer MSI-Rate von 15,4% als guter Primer. D1S549 und
D18S51 erwiesen sich in vorangegangenen Studien als sehr sensitiv fir MSI-positive Tumo-
ren [Rosenberg et al., 1996;Aldaz et al., 1995;Wild et al., 2004]. Lediglich die Erwartungen
beziiglich D11S988 als informativsten Marker [Siah et al., 2000 Karnik et al., 1995; Vaurs-
Barriere et al., 1998] konnten wir nicht bestatigen. Dabei wurde primar der TBP-Primer fur
jeden Tumor amplifiziert und die entsprechende Amplifizierbarkeit wurde im Folgenden als
Knock-out-Kriterium flr die weiteren Primer angewendet.

Ein letzter Gesichtspunkt ist die Prognostizitit und Prédiktivitit der MSI beim
Mammakarzinom. Verschiedene Studien haben fir MSI-positive Mammakarzinome eine un-
gunstigere Prognose postuliert [Zekri et al., 1999; Tomita et al., 1999; De Marchis et al.,
1997; Paulson et al., 1996], konnten hierflir aber keine schlissige Erklarung finden.

Paulson et al. zeigten bei der Analyse von 37 Brustkrebs-Patientinnen einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der MSI und den mit einer schlechten Prognose behafteten Fakto-
ren, wie Lymphknotenstatus, mediane TumorgroRe, fortgeschrittenes Tumorstadium und
Metastasierung. Dabei waren mindestens 30% (11/37) der Mammakarzinome in mehr als
zwei Loci instabil und das EFS sowie das OS bei MSI-positiven Tumoren war univariat signi-
fikant reduziert (siehe Tab. 5.3). Auch hier konnte kein Beweis dafir erbracht werden, dass

die MSI einen unabhéngigen Prognosefaktor fir das OS darstellt.
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Einen interessanten Beitrag leistete die Arbeitsgruppe um Tomita. Sie wies in 12 von 101
Fallen von Brustkrebs (11,9%) den RER-Phénotyp nach, und definierten als MSI, wenn min-
destens drei der sieben Loci instabil waren. Dabei stellte sich heraus, dass die MSI-positiven
Mammakarzinome im Vergleich zu MSI-negativen Fallen fortgeschrittenere Tumorstadien
aufzeigten und gleichzeitig eine schlechtere Prognose hatten, d.h. 41,7% der MSI-positiven
Tumore wurden als T4-Karzinome klassifiziert, 47,7% der MSI-negativen Tumore als T1-
Karzinome. Zudem fand man eine signifikante Korrelation zwischen dem Vorhandensein von
Fernmetastasen und dem dem MSI-Status. Insgesamt war das OS bei den MSI-positiven Tu-
moren deutlich reduziert (siehe Tab. 5.3). Diese Ergebnisse untermauerten die bereits vorhan-
denen Studie von De Marchis et al. und stehen mit den Ergebnissen von Wild et al. fiir einen
negativen prognostischen Wert der MSI beim Mammakarzinom. [De Marchis et al., 1997;
Wild, 2002]

Tab. 5.2: Literatur zur MSI beim Mammakarzinom mit prognostischer Signifikanz

Uberlebensrate

- Zeitspanne [ Log Rank
eferenz n Uberleben [Jahre] MSI-Kriterien MSS MSI Test
Paulson et al., 49 PFU 3 0,35 0,78 0,050
1996 GU 3 22111 (18%) (47 0.87 0,020
Tomita et al., 101 PFU 5 NA
1999 cU 5 23/7(43%) 49 0,86 <0,01
Wild, 2002 39 PFU 2 0,31(8/26) 0,08 (1/13) 5514

PFU 3 > 3/15(20%) 0,08 (2/26) 0,0 (0,13) '

GU 2 - 0,69 (18/26) 0,23 (3/13) 4 1904

GU 3 0,31(8/26) 0,0 (0/13) '

NA: Daten nicht verfiigbar; PFU: Progressfreies Uberleben; GU: Gesamtiiberleben

Zusammenfassend bleibt zu erwéhnen, dass wir in unserer Studie weder die MSI bezliglich
des Mammakarzinom als haufiges Ereignis, noch ihre prognostische Signifikanz bestatigen
konnten. Eine mdgliche Ursache fur die hohe Diskrepanz zwischen unseren und Peter Wilds
Ergebnisen liegt am hoch selektierten Patientenkollektiv. In einem, wie in unserer Studie,
breit angelegtem Patientenkollektiv hingegen bleibt die MSI ein seltenes Ereignis. In Zusam-
menschau mit dem derzeitigen Stand der Forschung hat die MSI beim Mammakarzinom als
Entitat weder pradiktiven noch prognostischen Wert. Fiir spezielle Untergruppen beim Brust-
krebs kann die MSI einen anderen Stellenwert besitzen. Dies bleibt in weiteren Studien zu
untersuchen. In unseren Ergebnissen konnte keine Korrelation mit der IHC oder Sequenzie-
rung von p53 gefunden werden. Auch die Prédiktivitat und Prognostizitat der MSI beziiglich
EFS und OS ergab keine verwertbaren Aussagen. Die MA kann also im Hinblick auf die Un-

tersuchung genetischer Veranderungen in fortgeschrittenen Mammakarzinomen nach
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HDCT/ASZT nicht als Indikator fiir Therapieansprechen und Uberlebensrate verwendet wer-

den.

5.2.2.3 Tumorsuppressorgen p53

Das 1979 zunachst falschlicherweise als Onkogen beschriebene p53 gilt als das erste entdeck-
te Tumorsuppressor-Gen. Es stort die Proliferation von abnormen Zellen und verhindert so die
Entwicklung von Neoplasien. Unter normalen zelluldren Bedingungen hat p53 eine Wéchter-
funktion, dessen Aktivierung durch zelluldren Stress, wie z.B. DNA-Veranderungen, Aktivie-
rung von Onkogenen etc., vermittelt wird. Das Protein fungiert dann als Transkriptionsfaktor,
der die Expression vieler Gene unterschiedlicher Funktion kontrolliert [Bertheau et al., 2007].
Auf diese Weise (bt es eine Reihe tumor-supprimierender Funktionen aus: Unterbrechung des
Zellzyklus, Vermittlung von Apoptose, DNA-Reparatur sowie Inhibition von Angiogenese
und Metastasierung [Gasco et al., 2002]. Die Inaktivierung von p53 wird als Schritt in der
Entstehung von Neoplasien betrachtet, wobei die Haufigkeit von Mutationen im p53-Gen mit
etwa 50% bei allen Neoplasien und etwa 20 - 30% beim Brustkrebs als Entitdt angegeben
wird [Langered et al., 2007]. Interessanterweise steigt die Haufigkeit bei nodal-positiven Pati-
enten an [Overgaard et al., 2000].

Mammakarzinome mit p53-Mutation haben bekannterweise eine schlechte Prognose. In einer
Ubersichtsarbeit von Hartmann et al. wurde schon sehr friih die Assoziation von Mutationen
des p53-Gens mit einer schlechten Prognose und einem herabgesetzten Ansprechen auf Che-
motherapie dargestellt [Hartmann et al., 1997]. Der prognostische und pradiktive Stellenwert
der p53-Expression wurde in einer Metaanalyse von mehr als 9000 Patienten mittels IHC un-
tersucht und als schwach befunden [Barbareschi, 1996]. Hingegen konnte in mehr als 25 Stu-
dien, die Uber 6000 Patienten einschlossen, eine starke Signifikanz der p53-Mutationen nach-
gewiesen werden [Ubersicht in Barresen-Dale, 2003]. Eine Metaanalyse von 16 dieser Studi-
en umfasste 3500 Patienten [Pharoah et al., 1999] und bestétigte, dass Mutationen in p53 un-
abhéngig von anderen Risikofaktoren mit einem schlechteren EFS und OS beim Brustkrebs
assoziiert sind. Die Studie von Langergd et al. hat den prognostischen Stellenwert von p53
und der Genexpressionsprofile an 212 Patienten untersucht, wobei die p53-Mutationen
sequenziert und die Expressionsprofile mittels cDNA-Microarray-Technik ermittelt wurden.
Dabei stellten sich neben dem LK-Status die TumorgroRe und der p53-Status als hdchst signi-
fikante Faktoren heraus. Patienten mit p53-Mutation hatten eine 4-fach erhtéhte Sterblichkeit
gegenuber Patienten ohne Mutation in der univariaten sowie in der multivariaten Analyse. Bei
den Tumoren, welche in die entsprechenden Genexpressionsprofile eingeteilt wurden, fanden

sich 17 von 20 p53-Mutationen in den basal-like und Her-2/neu+Gruppen, was die Differen-
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zierung des Effekts von p53 und dem der Genexpressionsgruppen erschwert [Langergd et al.,
2007].

Die derzeit grofite Studie sequenzierter, somatischer Genmutationen von p53 beim
Mammakarzinom umfasst 1794 Patienten mit einer Nachbeobachtungszeit von mindestens 10
Jahren, wobei nur Mutationen in Exon 5-8 miteinbezogen wurden. Die Mehrzahl der Patien-
tinnen hatte invasive duktale Karzinome ohne LK-Beteiligung und positiven HR-Status. P53-
Mutationen waren signifikant haufiger in duktalen und medullaren Karzinomen, sowie in jln-
geren Patientinnen (< 60 Jahre) anzutreffen und signifikant mit einem aggressiven Phénotyp
(Tumoren hoéheren Grades, gréfRerer Ausdehnung, nodal-positiv und niedrigem Hormonrezep-
tor-Status) assoziiert. Die Mutationen waren mit einer erhohten Brustkrebs-spezifischen Mor-
talitdt von 2,27 (relatives Risiko > 10 Jahre; p < 0,0001) verbunden. PR-Tumoren ohne p53-
Mutation wiesen zudem eine 2-fach erhohte Brustkrebs-spezifische Mortalitat auf. Patientin-
nen mit p53-Mutation und sonst prognostisch positiven Faktoren (niedriger Grad, begrenzte
GroRe, nodal-negativ und HR-positiv) hatten ein fast um 60% kirzeres OS verglichen mit
denen ohne Mutation. Der prognostische Wert des p53-Status war also unabhéngig von den
Faktoren TumorgroRe, -grad, LK-Status, und HR-Status. Exon 2-4 und 9-11 wurde nur flr
einem Teil der Tumoren sequenziert. Die Ergebnisse hieraus lassen aber einen noch gréfieren
prognostisch negativen Wert unter Berucksichtigung aller Exons erahnen [Olivier et al., 2006]
Uneinigkeit herrscht v.a. Gber die pradiktive Eigenschaft des p53-Status. In der Vergangenheit
ging man davon aus, dass der p53-Status nicht als pradiktiver Faktor fur das Ansprechen auf
eine bestimmte Therapie verwendet werden kann [Bsp.: Elledge & Allred, 1998]. Zu bemer-
ken ist, dass die Meisten dieser Studien auf Untersuchungen der Expression von p53 mittels
IHC basierten. Immunhistochemisch werden aber nur Mutationen entdeckt, die die Akkumu-
lation von Proteinen bewirken, frameshift-, nonsense- und splice-Mutationen werden jedoch
ubersehen [Langerad et al., 2007]. Nicht alle Mutationen kodieren ein immunhistochemisch
messbares Protein. Demgegeniber kann der Wildtyp p53 in manchen Tumoren akkumulieren
und somit ein falsch-positives Ergebnis in der IHC bewirken [Lacroix et al., 2006]. In der
Studie von Langergd et al. wurden in der IHC mehrere missense-Mutationen mit hohem Grad
an mRNA-Expression (bersehen, was die Unzulénglichkeit dieser Technik zum Screening
nach Mutationen zeigt. Die Analyse mittels Gelelektrophorese und anschlieBender Sequenzie-
rung der Mutationen erscheint als weit verlasslicher [Langergd et al., 2007]. Aktuellere Studi-
en konnten auch mittels IHC Pradiktivitat der p53-Expression zu verschiedenen Fragestellun-
gen nachweisen. So zeigten Hieken et al. p53 als prédiktiv fiir einen Ruckfall bei Patienten
mit DCIS [Hieken et al., 2007]. De Roos et al. fanden in ihrer Studie eine Pradiktivitat von
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p53 beziglich des Lokalrezidivrate fur alle Stadien des duktalen Mammakarzinoms [de Roos
et al., 2007]. Zwei Studien stellten getrennt voneinander p53 als signifikanten molekularen
Marker heraus, der ein Nichtansprechen HR+Tumore auf eine endokrine Therapie voraussagt
[Kai et al., 2006; Yamashita et al., 2006]. Dennoch bleibt festzuhalten, dass die Sequenzie-
rung der IHC Uberlegen ist. Zum einen kdnnen auch Mutationen auflerhalb von Exon 5-8
nachgewiesen werden. In der Studie von Andersson et al. lagen 18% der p53-Mutationen au-
Rerhalb von Exon 5-8, bei Langergd et al. waren es 15% [Andersson et al., 2005; Langergd et
al., 2007]. Zum anderen ist es von Bedeutung, in welchem Abschnitt sich die Mutationen be-
finden. Interessanterweise wurde entdeckt, dass Mutationen, die Aminoséuren in den DNA-
bindenden Regionen betreffen, einen aggressiveren Krankheitsverlauf zeigen, wohingegen
Null-Mutationen oder andere missense-Mutationen mit einem intermedidren klinischen Ver-
lauf assoziiert sind [Gasco et al., 2002; Bgrresen-Dale, 2003]. Begriindet scheint dies darin,
dass Missense-Mutationen in diesen Regionen zu einem generellen Verlust der Transaktivie-
rungskapazitat von p53 fuhren, wohingegen missense-Mutationen auf3erhalb dieser Regionen
die transkriptionelle Aktivitat auf verschiedene Promotoren unbeeinflusst lassen (Resnick et
al., 2003; Kato et al., 2003]. Lai et al. schlossen daraus, dass zur Verwendung des p53-Status
als Prognosefaktor das volle Spektrum der p53-Mutationen (z.B. verschiedene Typen, Lokali-
sationen, Anzahl) sequenziert werden muf} [Lai et al., 2004].

In unserer Studie haben wir die Proben sequenziert und die Ergebnisse dann mit der IHC ver-
glichen. Wir konnten eine sehr hohe Korrelation zwischen der p53-Immunhistochemie und
der Sequenzanalyse feststellen. Dies liel3 sich sowohl fur die p53-Mutationen beweisen, die
wir validieren konnten (p = 0,010), als auch fur die nicht-validierten (p < 0,001). Da entspre-
chende Ergebnisse aus dhnlichen Studien hervorgehen [Wild et al., 2004; Valgardsdottir et al.,
1997], kann davon ausgegangen werden, dass sich beide Verfahren dazu eignen, den p53-
Status zu ermitteln.

Weiterhin konnten wir eine signifikante Korrelation zwischen der HER-2/neu- Uberexpressi-
on und dem p53-Status herstellen [p = 0,071 (validiert); p < 0,001 (nicht validiert)]. Dies ist
insofern interessant, da dieser Zusammenhang auch in anderen Arbeiten nachgewiesen wurde.
Sarlie et al. fanden, dass p53-Mutationen viel hdufiger in den basal-like und Her-2/neu+ als in
den luminal-like Tumoren vorkommen (82%, 71% und 31%), wobei gut differenzierte Tumo-
ren nur selten p53-Veranderungen aufweisen (13%) [Serlie et al., 2001]. Die Korrelation der
p53-Mutationen mit den Her-2/neu+Tumoren konnte in vielen Studien demonstriert werden
[Feki & Irminger-Finger, 2004; Bull et al., 2004; Rahko et al., 2003; Yamashita et al., 2004].
Der Aspekt der Haufung von p53- Mutationen in den Subtypen Her-2/neu (70% = 7/10) und
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basal-like (83% = 10/12) sollte in weiteren Studien beleuchtet werden. Hauptaugenmerk sollte
hierbei darauf gelegt werden, ob sich hier die p53-Mutation als Effektorkomponente verhalt
oder als Ergebnis anderer Effektoren bei diesen Subtypen gesehen werden muss. Zusétzlich
stieg die Anzahl der Mutationen erwartungsgemaR mit dem histologischen Grad [p = 0,15
(validiert); p < 0,001 (nicht validiert)] und war signifikant mit einer erhohten Proliferation
assoziiert (p = 0,018 (validiert); p < 0,001 (nicht validiert)), sprich mit einem aggressiveren
Phénotypen verbunden.

Schon lange wird p53 als pradiktiver Faktor fir das Uberleben nach HDCT/ASZT diskutiert.
Die Studien hierzu gehen von einem Trend zu schlechterem Outcome bei p53-Mutation
[Somlo et al., 2002], bis hin zur Behauptung, dass p53 der starkste pradiktive Faktor fur ein
kiirzeres Uberleben in diesem Setting sei [Hensel et al., 2002]. Nieto et al. konnten zuvor kei-
ne Pradiktivitat von p53 in ihrer Studie nachweisen [Nieto et al., 1999]. Die kirzlich erschie-
nene Studie von Kroger et al. bezieht sich, wie die vorliegende, auf HRBC-Patienten mit > 10
pos. LK, jedoch wurde der p53-Status immunhistochemisch erhoben. AuBerdem unterschie-
den sich die Chemotherapie-Schemata. Hier wird ein Trend zum Benefit der Patienten mit
p53-Mutation an der HDCT/ASZT demonstriert [Kroger et al., 2006]. Andersson et al. konn-
ten in ihrer Studie den Trend zu einem schlechteren Uberleben von Patientinnen mit p53-
Mutation bei adjuvanter Therapie mit CMF herausstellen [Andersson et al. 2005]. Zudem
zeigen Tumore mit p53-Mutation ein gutes Ansprechen auf Mitosespindelgifte wie beispiels-
weise Mitoxantron, das in der HDCT verwendet wurde. Die Ergebnisse sind also in diesem
Kontext zu betrachten. In unserer Studie konnten wir keinen signifikanten Unterschied im
Uberleben in Bezug auf den p53-Status feststellen. Es war allerdings ein Trend im Gesamt-
uberleben erkennbar, der eine schlechtere Prognose bei vorhandener p53-Mutation zeigte. 18
Ereignisse (46%) bei Patientinnen mit Mutation stehen 41 Ereignissen (38%) bei Patientinnen
ohne Mutation gegeniber (p = 0,49). Es gab keine Korrelation des p53-Status mit der HDCT.
Ein Unterschied im Ansprechen konnte in unserem Patientenkollektiv also nicht gefunden
werden.

Insgesamt ist festzuhalten, dass der p53-Status derzeit nicht als pradiktiver Faktor fir die
HDCT beim Mammakarzinom zur Verfiigung steht. Die Problematik der Erhebung des p53-
Status sowie der angedeuteten Gultigkeit von Prognostizitat und Pradiktivitat fir bestimmte
Patientenkollektive muss zu diesem Thema diskutiert werden. Es erscheint vor allem schwie-
rig die entsprechenden Patientenkollektive zu identifizieren, auf die der p53-Status angewandt

werden kann.
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Es ist schwierig, den p53-Status korrekt mittels standardisierter DNA-Sequenzanalyse zu eva-
luieren [Soussi et al., 2006]. Einen anderen Weg zur Analyse des p53-Status zeigen uns Taka-
hashi et al. [2008] auf. Sie haben ein Genset identifiziert, welches die Expressionssignatur des
p53-Status determiniert und das Genexpressionsprofil mit dem klinischen Outcome korreliert.
Damit haben sie ein System entwickelt, das den p53-Status mit einer Genauigkeit von 83% im
Test und 95% in der gesamten Studie voraussagen konnte. Es konnte sowohl EFS als auch OS
der Patienten mit frihem Brustkrebs signifikant voraussagen (p < 0,0001) und konnte die p53-
Signatur damit als einen starken und unabhéngigen pradiktiven Faktor fiir das Outcome bei
friihem Brustkrebs demonstrieren.

Ein letzter Punkt betrifft die mit dem p53-Status eventuell verbundene Resistenz gegenuber
bestimmten Therapien. Ob die schlechte Prognose von Tumoren mit p53-Mutationen an einer
aggressiveren Eigenschaft des Tumors liegt oder an einer damit verbundenen Therapieresis-
tenz, ist aktuell unklar. Die Inaktivierung von p53 scheint die Sensitivitat gegeniiber bestimm-
ten Agenzien zu bewirken, hingegen aber die Resistenz gegenuber anderen zu erhéhen [Bunz
et al., 1999]. In verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass auch der Strahlen-
oder Chemotherapie induzierte Zellzyklusarrest und die Apoptose von einem funktionieren-
den p53 abhéngt.

Speziell beim Mammakarzinom korrelieren spezifische p53-Mutationen mit dem Ansprechen
auf Chemotherapie. Als Beispiel konnte fir Doxorubicin [Aas et al., 1996; Geisler et al.,
2001] eine Resistenz und flr Paclitaxel [Kandioler-Eckersberger et al., 2000] eine Sensitivitat
jeweils verbunden mit einer spezifischen p53-Mutation gezeigt werden. p53-Mutationen, spe-
ziell solche die in den DNA-bindenden Domanen lokalisiert sind, scheinen also eine Resistenz
gegenuber Chemotherapeutika zu besitzen mit Ausnahme der Mitosespindelgifte [Lacroix et
al., 2006].

Neue Therapiekonzepte, die es ermdglichen, die Funktion von p53 zu reaktivieren, kénnten
einen groRen Schritt in der Onkologie bedeuten. Das Molekiils MIRA-1 vermag es, in vitro
die DNA-Bindung im mutierten p53 zu reaktivieren und seine Funktion in lebenden Zellen
wiederherzustellen. Sein Strukturanalogon MIRA-3 zeigt eine antitumorale Aktivitat in vivo
gegenuber Tumor-Xenografts mit menschlicher p53-Mutation in SCID-Mausen [Bykov et al.,
2005b]. Demgegeniber konnten Therapieverfahren bei einem ausgewéhlten Kollektiv durch
die Inaktivierung von p53 die Tumoren sensibel gegenuber Agenzien wie Paclitaxel oder Mi-
tosespindelgiften machen. Eine Inaktivierung von p53 kdnnte auch die durch Chemotherapie
oder Radiotherapie induzierte Apoptose geschadigter Zellen verhindern. Das Molekil
Pifithrin-a inhibiert die p53-Funktion [Gudkov & Komarova, 2003 u. 2005], scheint aber in
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seiner Loslichkeit begrenzt zu sein [Gary & Jensen, 2005]. Weitere Erkenntnisse auf diesem
Gebiet konnten die Landschaft der Chemotherapeutika revolutionieren.

Derzeit findet der p53-Status in der Routine-Analyse noch keine Verwendung, obwohl sich
Beweise fir seinen prognostischen Stellenwert mehren. Die Suche nach Mutationen mittels
PCR und Gelelektrophorese mit anschliefender DNA-Sequenzierung gilt als Goldstandard fur
den Nachweis genomischer Verénderungen, sind jedoch aufwendig, teuer und damit nicht fir
die klinische Anwendung geeignet. Es gibt neue Techniken, die sich besser fir die Routinedi-
agnostik eignen, wie die Microarray-basierten Methoden. Wenn sich diese Verfahren kosten-
gunstig anwenden lassen, konnte der p53-Status zu einem wichtigen Faktor im klinischen
Alltag werden.

Schlieflich ist zu sagen, dass die derzeitigen Kriterien zur Risikoevaluation, wie die St. Gal-
len Konferenz oder der Nottingham prognostic index (NIH) nicht ausreichend sind, um vo-
rauszusagen, welche Brustkrebs-Patienten ein hohes Risiko beziiglich Rickfall und Sterblich-
keit haben.

Wir sind daher der Meinung, dass der p53-Status ein starker Prognosefaktor in Hinsicht auf
einen ungunstigen Krankheitsverlauf ist und seine Préadiktivitat bezlglich des Ansprechens
einer bestimmten Therapie in grésseren Studien fiir bestimmte Subgruppen naher untersucht

werden muss.

5.2.2.4 Karyopherin o, (KPNA2)

Wie einleitend bereits beschrieben handelt es sich bei KPNA2, um ein molekulares Marker-
protein aus der Gruppe der Karyopherine, welches als Adapterprotein eine Rolle im
nukleozytoplasmatischen Transport spielt. Eine der Aufgaben des Importproteins KPNA2 ist
die Internalisierung von NBS1 in den Zellkern. NBS1 fungiert als Tumorsuppressor, indem es
die genomische Integritdt im Zellkern schiitzt, besitzt aber wohl auch eine mit dem PI3-
Kinase/AKT-Aktivierungspfad assoziierte onkogene Funktion im Zytoplasma. [Teng et al.,
2006] Es ist ein Regulator des MRE11/RAD50/NBS1-(MRN)-Komplex [Carney et al., 1998;
Trujillo et al., 1998; Paull und Gellert, 1999]. Der MRN-Komplex detektiert Briiche und akti-
viert eine DNA-Reparatur [Stracker et al., 2004]. KPNA2 interagiert nun mit NBS1 und fuhrt
somit zur Internalisierung des MRN-Komplexes in den Zellkern [Tseng et al., 2005]. Der
MRN-Komplex (Mrell, Rad50, und Nbsl) arbeitet als Sensor fir DNA-Briiche und fungiert
als Aktivator von sog. Checkpoints fur DNA-Schéden im Zellzyklus. Zusatzlich beeinflusst er
die DNA-Reparatur mittels Rekombination zwischen Schwesterchromatiden [Stracker et al.,
2004]. Ein vermehrtes Vorkommen von KPNAZ2 in einer Zelle kdnnte demnach als ein Zei-

chen erhdhter genomischer Instabilitat interpretiert werden. Das erhéhte Vorkommen kdnnte
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daraus resultieren, dass im Genom vermehrt Doppelstrangbriiche vorliegen und somit ein er-
hohter Bedarf an Reparaturtatigkeit besteht, welcher aber nicht ausreichend gedeckt werden
kann. Mdglich wére es auch, dass es durch unzureichende Funktion der Reparaturmechanis-
men zu einer Haufung von Doppelstrangbriichen kommt und die gesteigerte Einschleusung
des MRN-Komplexes durch KPNAZ2 ins Leere lauft. In beiden Fallen kdme es zu einer ge-
steigerten genomischen Instabilitat der betroffenen Zelle, was eine eventuelle Assoziation von
KPNA2 mit entarteten Zellen erklaren wiirde. Bereits in Studien nachgewiesen wurde die
Verknipfung von Veranderungen des MRN-Komplexes mit dem Auftreten von
Mammakarzinomen [Hsu et al., 2007; Heikkinen et al., 2006].

Dankof et al. haben die KPNA2-Expression beim Mammakarzinom in verschiedenen Stadien,
ausgehend von fortgeschrittenen Tumoren hin zu duktalen Carcinomata in situ (DCIS) und
benignen Brusttumoren untersucht. Dabei konnte eine signifikante Korrelation zu fortge-
schritteneren Tumorstadien, positivem LK-Status, héherem Tumorgrad und negativem ER-
Status nachgewiesen werden. Eine nukledre KPNA2-Expressivitat von mindestens 10% wur-
de als positiv gewertet. Bei 83 untersuchten Patientinnen war das EFS fur die KPNA2-
positiven Tumoren (31,33%) mit durchschnittlich 69 Monaten um 49 Monate signifikant kur-
zer als bei KPNA2-Negativitat (p = 0,007). Die KPNA2-Expression nimmt also vergleichend
zu den Ergebnissen von Dahl et al. mit dem Fortschreiten der Tumorerkrankung zu [Dankof et
al., 2007; Dahl et al., 2006]. In unserer Studie handelt es sich um Hochrisiko-Brustkrebs- Pa-
tientinnen, dh. Patientinnen in einem fortgeschrittenen Stadium und somit in Anlehnung an
die beiden genannten Studien genau das Patientenkollektiv, das eine positive KPNA2-
Expressivitat zeigen dirfte.

In unserer Studie untersuchten wir den Effekt der Expression von KPNA2 auf den Zusam-
menhang mit einem schlechten Outcome im Patientenkollektiv der randomisierten WSG-
AM-01-Studie. Wir konnten eine positive KPNA2-Expression (> 10% der Zellkerne) in 39,3
% der Primartumore nachweisen. Schon in vorangegangenen Studien wurde von einer positi-
ven KPNA2-1HC in 31,3% bei Patientinnen mit invasivem Brustkrebs berichtet [Dahl et al.,
2006]. Das hohere Ergebnis geht wahrscheinlich auf eine spezielle Selektion von nodal-
positiven Hochrisiko-Patientinnen zuriick. Die KPNA2-Expression im Kern war signifikant
mit aggressiven Tumoreigenschaften assoziiert, wie fortgeschrittenem Tumorstadium, negati-
vem Hormonrezeptor-Status, Her-2/neu-Expression, positiver EGFR- und p53-
Uberexpression. Die Daten ergaben, dass die KPNA2-Positivitit auf einen aggressiven Brust-
krebs-Phanotypen hinweisen konnte, auch bei den ausgewdahlten HRBC-Patientinnen. Die

Assoziation mit negativem Hormonrezeptor-Status und positivem Her-2/neu, EGFR und p53
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lasst fir moglich erscheinen, dass die KPNA2-Uberexpression mit der festgelegten molekula-
ren Klassifikation von Brustkrebs korreliert [Hensel et al. 2002; Perou et al., 2000]. Es wur-
den bereits mehrere Gen entdeckt, deren Expression oder Veranderung sich auf die Prognose
beim Mammakarzinom auswirkt [Sotiriou et al., 2007]. Bei der Erhebung dieser Daten wur-
den verschiedene Arrays, statistische Methoden, Kriterien fur die Auswahl der Patientinnen
und die Wertung verwendet. Nur wenige uberlappende Gene konnten identifiziert werden,
wahrend aber dhnliche Wirkmechanismen dargestellt werden konnten. Sorlie et al. fanden
intrinsische molekulare Brustkrebs-Subtypen auf der Basis der Ursprungszelle (luminal, basal
oder Her-2/neu) mit schlechtem klinischen Outcome der basal-like und Her-2/neu-Subtypen
verglichen mit den luminalen Subtypen assoziiert. In dieser Studie wurden 85 cDNA-
Mikroarrays (78 Mammakarzinome, 3 Fibroadenom und 4 Normalgewebe der Brust) unter-
sucht und dabei eine Unterteilung in ER+ und ER-Tumoren vorgenommen. Weiterhin wur-
den dann die ER+ in die Subtypen Luminal-A,B,C und die ER-in Basal-like, Erbb2+
(Her2/neu+) und Normal-Breast-like-Tumoren eingeteilt. Die Untersuchung des TP53-Status
der Tumoren ergab eine signifikant hohere Mutationsrate mit 71% (5/7) fur die Her2/neu+
und 82% (9/11) fir die Basal-like-Subtypen im Gegensatz zu nur 13% beim Luminal-A-
Subtypus (p < 0,001, 2-seitig). Schon in vorangegangenen Studien standen hohe TP53-
Mutationsraten fiir eine schlechte Prognose und waren mit geringem Ansprechen gegenuber
systemischen Therapien assoziiert [Barresen et al., 1995; Bergh et al., 1995; Aas et al., 1996;
Berns et al., 2000]. In der Studie von Sgrlie et al. konnte fur die Her2/neu+ und die Basal-
like-Tumoren ein signifikant kirzeres EFS und OS im Vergleich zu den anderen Subtypen
festgestellt werden (p < 0,01). Die ER-Tumoren mit der Unterklassifizierung in Her2/neu+
und Basal-like-Tumoren konnte als eine besonders aggressive Unterform des Mamma-
karzinoms dargestellt werden [Serlie et al., 2001].

Die Ergebnisse zur Genexpression wurden in der IHC beim nodal-positiven Mammakarzinom
unter Verwendung von 24 Markern und k-clustering bestéatigt. Basal-like and Her-2/neu Sub-
typen waren dabei unabhangig von der Behandlung mit einer schlechteren Prognose assoziiert
als luminale Subtypen, die flr viele Marker negativ waren [Diallo-Danebrock et al., 2007].

In unserer gegenwadrtigen Studie konnten wir eine signifikante Assoziation zwischen der
KPNA2-Expression und den basal-like and Her-2/neu Subtypen demonstrieren. Interessan-
terweise wurde eine Hochregulation von KPNAZ2 in verschiedenen Studien zur Genexpression
beim Mammakarzinom gefunden.

Ein kontrolliertes Clustern zum Uberleben der Patientinnen in der Studie von Sgrlie et al.

ergab schlieRlich eine Reihe von 264 cDNA Klonen, welche dann in eine hierarchische Clus-
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ter-Analyse eingingen. Das daraus resultierende Diagramm zeigte, dass fast alle der ausge-
wahlten 264 cDNA Klone in die drei Haupt-Genexpressions-Cluster fielen: das luminal/ER-
positive cluster, das basal-epitheliale Cluster und das Proliferations-Cluster. Interessant war,
dass KPNAZ2 stark in Tumoren des Proliferations-Clusters vertreten war; z.B. war KPNAZ2 in
der Gruppe der Tumoren mit dem kirzesten OS und EFS in einer Studie von Wang et al. zu-
gleich als Regulationsgen charakterisiert worden und wurde dann unter die 76 Gene aufge-
nommen, deren Expression oder Verdnderung die Prognose von unbehandelten nodal-
negativen Patientinnen beschreibt [Wang et al., 2005]. Auch bei anderen Tumoren konnte die
KPNAZ2-Expression mit einer schlechten Prognose assoziiert werden, z.B. beim Melanom
[Winnepenninckx et al., 2006].

In einer TMA-Studie unselektierter Brustkrebs-Patientinnen haben Dahl et al. gezeigt, dass
die KPNA2-Immunreaktivitat besonders bei nodal-positiven Patientinnen einen unabhangigen
negativen Prognosefaktor fur das OS darstellt [Dahl et al., 2006].

Die Ergebnisse von Dahl et al. beziglich der prognostischen Relevanz der KPNAZ2-
Expression konnten in unserer hoch selektierten Kohorte von HRBC- Patientinnen mit multip-
len positiven Lymphknoten bestatigt werden. Eine positive KPNAZ2-Anfarbbarkeit war in
univariater Analyse signifikant mit kirzerem EFS und OS assoziiert. In der multivariaten
Analyse stellten sich lediglich Hochdosis-Therapie, Tumorgrofie > 3 cm, hoher Ki-67 labeling
index und die molekulare Klassifikation als unabhé&ngige prognostische Faktoren fur das EFS
heraus. Im Gegensatz dazu zeigte sich die KPNA2-Expression als signifikanter Parameter flr
ein kiirzeres OS bei konventioneller Therapie und einer Tumorgréfie > 3 cm.

Sotiriou et al. untersuchten, ob der histologische Grad mit dem Genexpressionsprofilen bei
Brustkrebs assoziiert sei und ob diese dafiir verwendet werden kdnnten, das histologische
Grading zu verbessern [Sotiriou et al., 2006]. Beim Vergleich der Expressionsprofile von
Tumoren zwischen histologischem Grad 1 und 3 fand sich KPNA2 als eines der stark
Uberexprimierten Gene, die mit einem hoheren histologischen Grad assoziiert waren. Schluss-
folgernd ergab sich, dass mittels einer Unterteilung der Grad 2-Tumore auf Basis der Genex-
pression in zwei Gruppen hoherer und niedrigerer Rezidivrate die Genauigkeit des histologi-
schen Tumorgradings sowie sein prognostischer Wert verbessert wirden. In unserer TMA-
Studie waren die KPNA2-Expression und hoher Tumorgrad signifikant ko-assoziiert (p <
0,001). Die Analyse der Untergruppen zeigte den negativen prognostischen Effekt der
KPNA2-Expression nur fur G2-, nicht aber fiir G3-Tumoren. Somit kénnte die KPNA2-IHC
zur Diagnose gentzt werden. Vor allem in der G2-Subgruppe zeigte sich wie bei Sotiriou et

al. eine schlechte Prognose.
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Nukleozytoplasmatische Transportvorgange spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen
Zellfunktionen wie Signaltransduktion, Regulierung von Genexpression und Zellzyklus. Es
liegt nahe, dass diese Mechanismen als Schlissel fir maligne Transformation fungieren.
KPNAZ2 stellt ein Adaptor-Protein dar, welches die Aufnahme von Proteinen mit Zellkern-
Lokalisationssignal in den Nukleus bewirkt. AuBerdem hélt es eine Schlisselfunktion im
nukleozytoplasmatischen Transport inne, indem es durch Interaktion mit dem NBS1-Komplex
(Nijmegen breakage Syndrom) einen Import von Signalmolekulen in den Zellkern und eine
Ausschleusung von Effektormolekilen ins Zytoplasma bewerkstelligt [Teng et al., 2006].
Bisher ist noch unklar, ob KPNAZ2 (ber verschiedene Mechanismen eine wichtige Rolle in der
Tumorgenese spielt. Es fungiert beispielsweise als Transporter mehrerer Tumorsuppressoren,
wie CHK2 [Zannini et al., 2003], und NBS1 [Tseng et al., 2005]. Es konnte kiirzlich nachge-
wiesen werden, dass NBS1 mit c-myc interagiert, was zu einem aggressiven, hyperproliferati-
ven malignen Phanotypen fiihrt [Chiang et al., 2003]. Chen et al. berichteten, dass das onko-
gene Potential von NBS1 durch eine PI13-Kinase-Aktivitat in Verbindung mit einer Aktivie-
rung von Akt vermittelt wird [Chen et al., 2005]. Durch die Beeinflussung der zellul&ren Lo-
kalisation von NBS1 kontrolliert KPNAZ2 seine Funktion als DNA-Reparaturprotein oder Ak-
tivator des PI-3/Akt pathways. Es gibt Hinweise darauf, dass die Effektoren sowohl der ATM-
Kinase als auch der Schnittstellen des Zellzykluses (NSB1 und CHK2) von KPNA2 reguliert
werden. Die starke Korrelation zwischen der Expression von KPNA2 und der Anfarbbarkeit
flr Ki-67 sowie der unabhéngige prognostische Effekt in unserer Studie weisen auf eine zent-
rale Rolle von KPNA2 in Signalgebung zur Proliferation beim Brustkrebs hin.

Ein weiterer Vertreter der Familie der Importproteine, das Karyopherin a; (KPNA1), ist am
nukledren Transport von BRCA1 beteiligt, dessen Mutationen oft mit basal-like-Tumoren,
Her-2/neu-Uberexpression und p53-Mutationen assoziiert sind [Lakhani et al., 2002], was
mdoglicherweise seine Rolle in der Induktion eines aggressiven Phanotyp des
Mammakarzinoms erklart.

Tseng et al. konnten zeigen, dass eine Supprimierung von KPNAZ2 zu einer Inaktivierung von
Doppelstrangbriichen (z.B. in Folge ionisierender Strahlung) und zu einer Unterdriickung von
NBS vermittelter DNA-Reparatur fuhrt. Interessanterweise wird BRCA1 auch mittels KPNA2
zum Zellkern transportiert [Thakur et al., 1997], was eine Verbindung zwischen der KPNA2-
Expression und dem Mammakarzinom herstellt. Die Funktion von BRCAL in der DNA-
Reparatur und an Zellzyklus-Schnittstellen l&sst eine Sensitivitdt gegeniber DNA-
schadigender Agentien wie Cisplatin oder Alkylanzien erahnen, welche in unserer Studie zur

Dosisintensivierung verwendet wurden. Die Lokalisation von BRCAL hangt auch von der
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normalen p53-Funktion ab, so bedarf der DNA-Schaden assoziierte Export von BRCA1 aus
dem Zellkern des p53-Wildtyps [Feng et al., 2004]. Kim et al. wiesen eine signifikante Korre-
lation einer intakten KPNAZ2-Expression mit nukleédrer Lokalisation von p53 und seiner Funk-
tion als Tumorsuppressor nach [Kim et al., 2000]. Unsere vorangegangenen Untersuchungen
zeigten den starksten Benefit einer HD-Therapie besonders in der Untergruppe junger Patien-
tinnen mit dreifach negativen Tumoren (ER/PR/Her-2/neu) [Nitz et al., 2006], welche zu-
gleich hdufig BRCAL1- und p53-Mutationen hatten.

Ein kiirzeres Uberleben der KPNA2-positiven Patientinnen unserer Studie in beiden Gruppen
weist darauf hin, dass ein abnormer Transport von BRCAL infolge der hohen KPNA2-
Expression in Tumoren ohne p53-Wildtyp wahrscheinlich zu inkorrekter DNA-Reparatur und
vermindertem Ansprechen auf Alkylantien- und Anthrazyklin-basierte Therapieschemata un-
geachtet der Dosisintensitat fiihrt.

Zusammenfassend bedeutet dies, dass die prognostische Relevanz nukledarer KPNA2-
Expression in einer randomisierten Kohorte von Patientinnen mit HRBC bestatigt werden
konnte und sich die KPNA2-Expression dabei als unabhangiger negativ prognostischer Faktor
fir EFS und OS ungeachtet der Therapieintensitat erwies. Die KPNA2-Uberexpression war
signifikant mit den basal-like- und Her-2/neu-Brustkrebs-Untergruppen assoziiert. Die Korre-
lation der nukledren KPNA2-Expression mit einer geringeren Uberlebensrate besonders bei
HRBC-Patientinnen mit méRig differenzierten Tumoren (G2) gibt uns die Mdoglichkeit, Pati-
entinnen mit einem schlechten Outcome, aber guten Ansprechraten auf eine Hochdosis-
Chemotherapie auf dem Boden einer routinierten chirurgischen Pathologieerhebung zu identi-

fizieren.

5.3 Perspektiven fir die Onkologie

Der Krankheitsverlauf beim Mammakarzinom kann bei gleichem Krankheitsstadium dennoch
sehr weit variieren. Die starksten Préadiktoren einer Metastasierung, wie Lymphknotenmeta-
stasierung und histologischer Differenzierungsgrad, sind zur exakten Klassifizierung der
Mammakarzinome entsprechend ihrem klinischen Verhalten ungeeignet [Mc Guire, 1991;
Goldhirsch et al., 1998; Eifel et al., 2001]. Obwohl Chemotherapie und Hormontherapie das
Risiko der sekundéaren Metastasierung in ca. einem Drittel der Falle herabsetzen, erweisen
sich etwa 70-80% dieser Behandlungen im Nachhinein als unnétig [Anonymous, 1998a; ebd.,
1998b].

Ein Ansatz ware es, die nukledre KPNA2-Expression als unabhangigen negativen prognosti-

schen Faktor fur EFS und OS im Setting der G2-Tumore beim metastasierten
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Mammakarzinom zu nutzen. Dies kdnnte dazu beitragen, das Ansprechen bestimmter Patien-
ten auf eine Hochdosis-Chemotherapie vorauszusagen.

Weil die vorhandenen Geweberesourcen von Patientinnen mit dokumentierten Daten aber
meist sehr begrenzt und schnell aufgebraucht sind, wurden sog. Tissue-Arrays zur kombinier-
ten Gewebeanalyse vieler Kandidatengene zahlreicher Tumorproben entwickelt, [Kallionemi
et al., 2001; Nocito et al., 2001], wobei hier mehrere Tumorproben in einen Paraffinblock
gebettet werden. Die Arrays stehen dann fur verschiedene in situ-Methoden zur Validierung
differentiell exprimierter Targetgene zur Verfligung, wie Immunhistochemie, Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung und mRNA-in-situ-Hybridisierung. Mittels dieses Verfahrens miusste
auch die Evaluation der KPNA2-Expression moglich sein.

Seitdem man die fiir eine hereditire Krebsdisposition verantwortlichen Gene identifiziert und
isoliert hat, besteht das Bestreben der Medizin darin, auf molekularer Ebene prédiktive und
prognostische Faktoren zur Therapiewahl sowie spezielle Therapieansdtze zu entwickeln.
Bisher konnte die Frage nach der optimalen Therapie fiir Hochrisikopatientinnen nicht beant-
wortet werden [Nieto et al., 2000a]. Die unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener Arbeits-
gruppen erschweren dieses Problem zusatzlich. Durch eine gezielte molekulare Analyse mit
effektiven, einheitlichen Methoden kénnte schlie3lich betroffenen Patientinnen eine psychisch
und physisch belastende Therapie erspart und zudem zu ein erheblicher 6konomischer Ge-
winn erzielt werden. Es bleibt die Hoffnung, dass in Zukunft durch objektiv messbare mole-
kulare Kriterien flr die Ansprechrate bzw. die Wahl des richtigen Therapieansatzes die Per-

spektive krebskranker Patienten entscheidend verbessert werden kann.
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Bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Mammakarzinom wird nun seit mehreren Jahren im
Rahmen von Studienprotokollen (Phase-1I und -I1l) eine Hochdosis-Chemotherapie mit
anschlieBender autologer Stammzelltransplantation durchgefiihrt. Diese wird sowohl im
Rahmen einer adjuvanten Chemotherapie bei Patientinnen mit ausgedehnter axillarer
Lymphknotenmetastasierung als auch mit kurativer Zielsetzung bei Patientinnen mit
Fernmetastasen durchgefiihrt. Die HDCT stellt dabei in vielen Studien ein vielversprechendes
Konzept dar. Als Standardtherapie hat sich die HDCT aufgrund der nicht eindeutigen
Studienlage jedoch nicht etablieren kénnen.
Eine gezielte molekulare Analyse zur Identifizierung von geeigneten Genen mit effektiven
einheitlichen Methoden kdnnte helfen, Patientinnen zu selektieren, die grundséatzlich eher von
einer Chemotherapie profitieren, ggf. speziell von einer HDCT. Die chemoresistente Gruppe
kdnnte einer alternativen Therapiemodalitit zugefuhrt werden, die sich moglicherweise aus
den molekularen Grundlagen des Mammakarzinoms ableiten lieRe.
Samtliche Patientinnen waren Teil einer zwischen Juni 1995 bis Juni 2002 durchgefuihrten,
prospektiven Phase-I11-Studie, in der eine Hochdosis-Chemotherapie mit autologer
Blutstammzelltransplantation versus dosisintensiviertem Standard getestet wurde (WSG-AM-
01-Studie). Die Indikationsstellung zur HDCT erfolgte im Rahmen einer adjuvanten
Chemotherapie bei Patientinnen mit ausgedehnter Lymphknotenmetastasierung (Level 111)
sowie bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom. Insgesamt wurde in dieser
Arbeit die Tumor-DNA von 236 metastasierten Mammakarzinomen auf genetische
Veranderungen untersucht.
Ziel der Arbeit war die Evaluation objektiv messbarer, molekularer Veranderungen als
Prognosefaktoren fiir das Ansprechen auf HDCT bzw. die Identifizierung spezieller,
chemoresistenter Gruppen:
e Mikrosatellitenanalyse (MSI, CIN) nach Mikrodissektion
e p53-Mutationsanalyse (Exons 5-9)
e Immunhistochemische Farbung: KPNA2 (weitere Marker standen aus Untersuchungen
der Universitat Disseldorf zur Verfligung).
Die Mikrodissektion wurde nach Erfahrungswerten aus der Arbeit von Dr. med. Peter Wild
durchgefuhrt. Seine Methode ermdglichte es, eine direkte Beziehung zwischen dem
histologischem Phanotyp und dem Genotyp herzustellen, da fiir eine exakte genetische

Analyse nur die relevanten Zellverbande unter mikroskopischer Kontrolle isoliert und bildlich
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dokumentiert werden konnten.

Bei 191 ausgewéhlten Patientinnen konnten 156 Tumoren verwendet werden. Bezogen auf
die Anzahl interpretierbarer Loci in Primdrtumoren (n=156) zeigten 11 Loci eine sichere MSI
(7,1%) und 32 Loci einen LOH (20,5%). Die Proben mit haufigen chromosomalen Deletionen
wurden als Tumoren mit instabilem chromosomalen Genotyp klassifiziert (CIN-positiv). Fir
eine grolRe Anzahl von Tumoren war es nicht moglich, ein interpretierbares Ergebnis zu
erzielen (61,2%). Ursache dafur waren entweder das Ausbleiben der Amplifikation oder
unspezifische Bandenmuster. Die gesamte Ausfallrate aller getesteten Loci betrug 61%
(477/780). Die Ausfallraten waren also sehr hoch und die Ergebnisse korrelierten jeweils nur
in 18 % der MSI-positiven Tumoren und in etwa 28% der LOH-positiven Tumoren mit den
Ergebnissen aus der p53-Analyse. Eine signifikante Aussage konnte in beiden Fallen nicht
getroffen werden.

Bei der Sequenzierung des p53-Gens (Exon 5-9) wurden missense-Mutationen entdeckt —
Punktmutationen, die eine andere Aminosaure kodierten als der Wildtyp — und sog. stumme
Mutationen, deren Codon fur dieselbe Aminoséure wie die der zugehorigen Wildtyp-Sequenz
stand, somit nicht zu funktionell wirksamen Veranderungen fuhrten. Von insgesamt 236
Tumoren konnten wir fir 56 eine missense-Mutation nachweisen. Da bei 68 Tumoren keine
Auswertung moglich war, ergibt dies 33,3% (56/168). Daneben fanden wir 37 stumme
Mutationen. Bei einem Ausfall von 91/236 Proben ergeben sich 25,5% (37/145). Die
Validierung der p53-Sequenzierung erwies sich als problematisch, da sich in einigen Féllen
die Mutationen nicht bestatigen lieRen. Letztlich konnte nur in 10,7% (18/168) eine missense-
Mutation und in 13,1% (19/145) eine stumme Mutation validiert werden. Da die
entsprechende p53-Immunhistochemie bei den betroffenen Tumoren jedoch héufig positiv
war, bezogen wir diese nicht validierten Mutationen in eine zweite Berechnung mit ein. Dabei
ergab sich ein enger Zusammenhang (p = 0,001) zwischen der p53-Mutations-Analyse und
der Expression in der p53-Immunhistochemie.

Die p53-Mutationen waren zudem assoziiert mit Positivitat fur Her-2/neu (p = 0,071) sowie
erhohter Proliferation (p = 0,010). Bezieht man die nicht validierten Mutationen mit ein,
ergibt sich eine signifikante Korrelation mit erhéhtem histologischen Grad (p < 0,001), ER+
(p = 0,05), Her-2/neu+ Tumoren (p < 0,001) und erhéhtem Proliferationsindex (p = 0,005).
Leider konnte fur die Patientinnen mit und ohne p53-Mutation kein signifikanter Unterschied
im ereignisfreien (p = 0,77) und im Gesamtuberleben (p = 0,49) herausgestellt werden.
Karyopherin 02 (KPNA?2) stellte sich als ein wichtiger Faktor beziiglich Tumorentstehung

und Fortschreiten des Mammakarzinoms dar. Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung der
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KPNAZ2-Expression auf die Prognose von Hochrisiko-Brustkrebs-Patientinnen und das
Therapieansprechen in der randomisierten WSG-AM-01- Studie zu untersuchen. Die KPNA2-
Expression im Zellkern (in >10% vs. <10% der Zellkerne) wurde immunhistochemisch bei
191 Patientinnen untersucht und mit dem klinischen Outcome Korreliert (mittlere
Nachbeobachtungszeit: 63,3 Monate). Verwendet wurde die Kaplan-Meier- sowie die
multivariate Cox-Analyse. KPNA2-Uberexpression (n=74, 39%) korrelierte in der univariaten
Analyse signifikant mit einem kurzeren ereignisfreien sowie Gesamtiberleben in beiden
Therapiegruppen. Die multivariate Analyse zeigte die Uberexpression von KPNA2 als
unabhéngigen Prognosefaktor flr ein vermindertes Gesamtiberleben (HR=1,86 [95% KI:
1,07-3,23, p=0,03]). Dieser pradiktive Wert war unabhéngig von den basal-like/Her-2/neu-
Subtypen signifikant assoziiert mit KPNA2 und zeigte sich vor allem bei den G2-Tumoren.
Unsere Daten lassen vermuten, dass die KPNAZ2-Expression im Zellkern als neuer
prognostischer Faktor bei LK-positiven Patientinnen geeignet ist, besonders bei den G2-
Tumoren zur Identifizierung zweier Untergruppen unterschiedlcher Prognose. Die KPNA2-
Expression kann auch als Marker fir eine globale Chemoresistenz betrachtet werden, welche
nicht durch konventionelle Dosisveranderungen der Chemotherapie beim fortgeschrittenen
Mammakarzinom beherrscht werden kann. Insgesamt halten wir die KPNA2-Expression fur
einen vielversprechenden pradiktiven und prognostischen Faktor beim Mammakarzinom,

dessen Bedeutung in weiteren Studien zu erortern ist.
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis
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CLIS
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DAB
dATP
DCIS
dCTP
DDCT
ddNTP
DFS
dGTP
d. h.
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DNA
dNTP
dTTP
EDTA
ebd.
EFS
EGFR
ER

et al.
evtl.
FA
FAP
FISH

GEKID
G-CSF
ggf.
GnRH
GTP Ran

HCl

Abbildung
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Elementsymbol fiir Silber

Autogene Knochenmarkstransplantation
Ammoniumpersulfat

American Society of Clinical Oncology
Autologe Stammzelltransplantation
Carmustin

Basenpaar(e)

breast cancer-1 gene

breast cancer-2 gene

beziehungsweise

Konzentration

Grad Celsius

Cytosin

circa

Carcinoma in situ

Chromosomale Instabilitét

Carcinoma lobulare in situ

Zentimeter

kolorektales Karzinom

Chemotherapie

3,3’-Diaminobenzidin
2¢-Desoxyadenosin-5‘-triphosphat (Nukleotid)
Duktales Carcinoma in situ
2¢-Desoxycytidin-5‘-triphosphat (Nukleotid)
Dosis- intensivierte Chemotherapie
Didesoxynukleotidtriphosphat

desease free survival
2¢-Desoxyguanosin-5‘-triphosphat (Nukleotid)
das heif3t

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotidtriphosphat
2°-Desoxythymidin-5‘-triphosphat (Nukleotid)
Ethylendiamin-Tetraacetat

eben diese(r)

Ereignisfreies Uberleben

Epidermal Growth Factor
Ostrogenrezeptor

et alteri (und andere)

eventuell

Fragmentanalyse

Familidre Adenomattse Polyposis
Fluoreszenz in situ Hybridisierung
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Grad, histologischer

Guanin
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Granulocyte-Colony Stimulating Factor
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Gonadotropin Releasing Hormon
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Stunde(n)

Salzsdure
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HDCT Hochdosis-Chemotherapie
HE Hématoxilin-Eosin-Farbung
HER-2/neu Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (c-erbB2)
hMLHI1 human MutL. homolog 1
HNPCC Hereditary non-polyposis colorectal cancer
HR Hazard Ratio

HRBC Hochrisiko-Brustkrebs

Hrsg Herausgeber

ie. idest=d. h.

inc. incorporated

iv. intravends

Kap. Kapitel

kb Kilobasenpaar(e)

KC1 Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

KI Konfidenzintervall

KMT Knochenmarkstransplantation
konz. konzentriert

1 Liter

LK Lymphknoten

LOH Loss of Heterozygosity

Lsg. Losung

M molar

MA Mikrosatelliten-Analyse

mA Milliampere

Mb Megabasen

MDM?2 Murin double minute oncogene
mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

MGP magnetisch Glaspartikel

min (n)

Mio. Million
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mM Millimolar

MMR Mismatch repair
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MSS Mikrosatelliten-stabil

ug Mikrogramm
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um Mikrometer

uM Mikromolar

n Anzahl
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NaCl Natriumchlorid
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ng Nanogramm

nm Nanometer

Nr. Nummer

0.g. oben genannt

Onc Onkogen

OS Overall survival (Gesamtiiberleben)
oT Objekttrager

p kurzer Chromosomenarm

p Irrtumswahrscheinlichkeit (Statistik)
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PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PEG Polyethylenglykol

PET Paraffin embedded tissue

PFU progreffreies Uberleben

pH negativer dekadischer Logarythmus der Protonenkonzentration
PH proportional hazards

pmol Pikomol

PR Progesteronrezeptor

q langer Chromosomenarm

rel. relativ

RER Replication error

RNA Ribonukleinsédure

rpm Umdrehungen pro Minute

SKT Schnellkochtopf

S. 0. siehe oben

sog. sogenannte

S. UL siehe unten

T Thymidin

Tab. Tabelle

TAE Tris/Acetat/EDTA

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris/Borat/EDTA

TE Tris/EDTA

TEMED Tetramethyl-Ethylendiamin

™ Trademark

TNM TumorgréBe, Lymphknotenbefall, Metastasen
Tris Trishydroxymethyl-Aminomethan
TSG Tumorsuppressorgen(e)

u unit(s) (Aktivitdtseinheit von Enzymen)
u. und

u. a. unter anderem

usw. und so weiter

u./o. und / oder

v Volt

v. a. vor allem

vgl. vergleiche

A\ Watt

WAF1(p21) cyclin-dependent kinase inhibitor 1
weibl. weiblich

WHO World Health Organization

WSG Westdeutsche Studiengruppe

z. B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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