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1 EINLEITUNG

1.1  Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom stellt weltweit mit 26% aller weiblichen malignen Tumore die
haufigste Krebserkrankung der Frau dar. Sehr selten, in ca. 1% der Falle, kommt es
zur malignen Entartung der Brustdrise beim Mann. In Deutschland liegt der Anteil
der jahrlichen Neuerkrankungen an Brustkrebs bei 32,1 % aller Krebserkrankungen.
Beim Mann steht das Prostatakarzinom an der Spitze aller Krebserkrankungen mit
einem Anteil von 25,7 % (Robert Koch- Institut, 2012).

Im Durchschnitt erkrankt jede 8. bis 10. Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs,
Tendenz steigend. 2008 traten in Deutschland 71 660 Neuerkrankungen auf, fur
2012 geht die Prognose von 74 000 neuen Fallen aus. 17 209 Frauen starben 2008
in Folge ihrer Brustkrebserkrannkung. Die 5- Jahres- Uberlebens- Rate liegt bei rund
86 % (Zentrum fur Krebsregisterdaten, Robert Koch Institut, www.krebsdaten.de).
Der Erkrankungsgipfel des Mammakarzinoms liegt zwischen dem 45. und 75.
Lebensjahr, Erkrankungen vor dem 30. Lebensjahr sind selten und haben meist
hereditare Ursachen (www.onkodin.de, Epidemiologie des Mammakarzinoms,
Regierer, Possinger). Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren
(Janni 2008). Allerdings muss festgehalten werden, dass jede vierte Betroffene bei
Diagnosestellung junger als 55 Jahre ist, jede zehnte sogar junger als 45 (Krebs in
Deutschland 2007/08, eine gemeinsame Veroéffentlichung des Robert Koch- Instituts
und der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 8.
Ausgabe, 2012). Weltweit ist eine Abnahme der Mortalitat festzustellen, was
vermutlich auf eine starke Zunahme von Vorsorgeuntersuchungen sowie die

verbesserte adjuvante systemische Therapie zurtickzuflhren ist (Bauernfeind 2011).



1.2  Risikofaktoren fiir die Entstehung von Brustkrebs

Der Groldteil aller Mammakarzinome tritt sporadisch auf, nur bei wenigen (um die 5
%) finden sich familiar vererbte, genetische Ursachen. Zu den haufigsten dieser
genetischen Ursachen zahlen Mutationen im BRCA 1- und BRCA 2- Gen, den
sogenannten breast cancer- genes, welche generell flr eine familiare Haufung
gynakologischer Tumore verantwortlich gemacht werden kénnen. BRCA 1 und
BRCA 2 sind als Tumorsuppressorgene an der DNA- Reparatur beteiligt
(Bauernfeind 2011). 1994 konnte BRCA 1 von Miki et al. auf Chromosom 17921
lokalisiert werden. Patientinnen mit Mutation in BRCA 1 haben ein Lebenszeitrisiko
von 60 bis 85 %, an Brustkrebs zu erkranken. Das Erkrankungsrisiko fur
Ovarialkarzinome liegt bei 40 bis 60 %. (Lalloo et al. 2012). Tragerinnen einer BRCA
1- Mutation erkranken zudem friher, das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt in
der 4. Dekade (Bauernfeind 2011). Mammakarzinome, die auf eine Mutation im
BRCA 1- Gen zurtckzufihren sind, sind meist triple- negativ, d.h. sie weisen einen
negativen Hormonrezeptorstatus und eine fehlende Uberexpression von Her2/neu
auf, auBerdem sind sie haufig schlecht differenziert (histologischer Grad G 3)
(Bauernfeind 2011).

BRCA 2 wurde 1995 erstmals von Wooster et al. geklont. Es liegt auf Chromosom
13913 und ist an der Reparatur von Doppelstrangbrichen der DNA beteiligt
(Bauernfeind 2011). Tragerinnen einer BRCA 2- Mutation weisen ein
Lebenszeitrisiko von 70 bis 80 % fur Mammakarzinome und 25 % fur
Ovarialkarzinome auf (Bauernfeind 2011). Bei Ausbruch der Erkrankung sind sie in
der Regel alter als Tragerinnen einer BRCA 1- Mutation. Die auftretenden Karzinome
ahneln meist den sporadischen Mammkarzinomen. Sie weisen haufig einen positiven
Hormonrezeptorstatus und  ein hdheres Grading auf (Lalloo et al. 2012).
Prognostisch sind BRCA 2- Mutationen gunstiger als BRCA 1- Mutationen.

Seltene Mutationen wie das Li- Fraumeni- Syndrom, bei dem eine Mutation des
Tumorsupressorgens p 53 vorliegt, fuhren ebenfalls zu einem gehauften Auftreten

von Brustkrebs.



Bei den sporadisch auftretenden Mammakarzinomen fallen neben der positiven
Familienanamnese, also bei erkrankten Verwandten, und Erndhrung und Lebensstil
noch weitere endogene und exogene hormonelle Einflussfaktoren ins Gewicht. Zu
den endogenen Risikofaktoren zahlen neben der positiven Familienanamnese die
frihe Menarche und die spate Menopause, zu den exogenen die Einnahme
Ostrogenhaltiger oraler Kontrazeptiva sowie die Hormonersatztherapie mit
Ostrogenen (Kiechle 2007).

1.2.1 Familienanamnese

Bei ca. 5 bis 10 % aller Mammakarzinome liegt eine genetische Veranlagung vor.
Das Erkrankungsrisiko ist fur Patientinnen mit Familienangehorigen ersten Grades
mit Mammakarzinom signifikant erhoht. Das Risiko steigt mit der Anzahl an
erkrankten Verwandten ersten Grades. Das hdchste Risiko besteht fur Patientinnen
mit Angehorigen ersten Grades, welche bei Erkrankungsbeginn unter 40 Jahre alt

waren (Nelson et al. 2012).

1.2.2 Schwangerschaft

Frauen mit mehr als 3 ausgetragenen Schwangerschaften zeigen im Vergleich mit
Nullipara ein niedrigeres Risiko fur die Entstehung von Brustkrebs. Auch das Alter
bei der Geburt des ersten Kindes scheint einen Einfluss auf die Entstehung von
Brustkrebs zu haben. In 5 Studien konnte ein erhéhtes Risiko fur Erstgebarende Uber
30 Jahre festgestellt werden (Nelson et al. 2012). 2011 wiesen Newcomb et al. in
einer Fall- Kontroll- Studie ein 2,4- fach erhdhtes Risiko fur die Entwicklung von
lobuldaren Mammakarzinomen bei Erstgebarenden = 30 Jahre im Vergleich zu
Erstgebarenden < 20 Jahren (Newcomb et al. 2011).

Verantwortlich fur die Abhangigkeit des Krebsrisikos vom Alter bei der ersten Geburt
sind vermutlich 2 verschiedene Typen von Stammzellen, welche in der weiblichen
Brustdrise vorhanden sind. Bei Eintreten einer Schwangerschaft leiten Stammzellen
Typ 2 eine weitere Differenzierung des Brustdrisengewebes ein (Russo et al 2005).
Diese weitere Differenzierung hat moglicherweise eine Schutzfunktion gegenuiber

kanzerogenen Prozessen. Bei Schwangerschaften in jungem Alter tritt diese
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Differenzierung friher ein, was das verminderte Risiko fiur die Entstehung von

Brustkrebs bei Schwangerschaft in jungen Jahren erklaren kann (Russo et al. 2005).

1.2.3 Menarche und Menopause

Ebenso kommen dem Alter bei Eintritt von Menarche und Menopause eine Rolle bei
der Entstehung von Brustkrebs zu. Ein Alter von Uber 15 Jahren bei Eintritt der
Menarche geht mit einem reduzierten Risiko zur Entstehung von Brustkrebs einher
(Nelson et al. 2012). Dasselbe gilt fur ein frGhes Eintreten der Menopause. Der
Zusammenhang zwischen friher Menarche und spater Menopause und dem
Auftreten von Brustkrebs konnten Kvale et al. in einer prospektiven Studie, in der
rund 62 000 norwegische Frauen Uber einen Zeitraum von 20 Jahren hinweg
beobachtet wurden, bereits 1988 nachweisen (Kvale et al. 1988). Bei einem frihen
Eintritt der Menarche sind Frauen erhdhten Ostrogenspiegeln langer ausgesetzt,
wahrend die Ostrogenkonzentrationen bei Frauen, bei denen spater die Menarche
einsetzt, im Vergleich dazu niedriger sind. Diese hohen Ostrogenspiegel und die
zeitlich langere Dauer spielen eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von
Brustkrebs (MacMahon et al. 1982).

1.2.4 Ostrogentherapie

Ein wesentlicher Faktor in der Entstehung von Mammakarzinomen ist die
Behandlung menopausaler Beschwerden mit Ostrogenen. 2002 konnte im Rahmen
der Women's Health Initiative durch Roussow et al. ein Zusammenhang zwischen
der Einnahme von Ostrogenen und Progesteron postmenopausal und der
Entstehung invasiver Mammakarzinome nachgewiesen werden. In der Gruppe, in
der 1 mal taglich Ostrogen und Progestin verabreicht wurde, traten im Vergleich zur
Placebogruppe 26 % mehr Falle an Brustkrebs auf (Roussow et al. 2002). In der
Gruppe, in der nur Ostrogenpraparate gegeben wurden, kam es zu keinem
vermehrten Auftreten von Mammakarzinomen. Die Hormontherapie menopausaler
Beschwerden ist trotz einer voribergehenden Abnahme nach Veroffentlichung der
Ergebnisse der Women's Health Initiative 2002 nach wie vor weit verbreitet.

Hinsichtlich der unterschiedlichen Risikoerhdhung bei Gabe von
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Kombinationspraparaten im Vergleich zu reinen Ostrogenpraparaten ist noch die
Frage des Benefits einer langjahrigen Behandlung mit Ostrogenen zu klaren. Bei der
Behandlung mit reinen Ostrogenpraparaten konnte eine vermehrte Zunahme der

Dichte in der Mammographie beobachtet werden (Chen et al. 2011).

1.2.5 Lifestyle

Auch der Lifestyle hat einen bedeutenden Einfluss auf das Entstehen von
Brustkrebs.

In mehreren Studien konnte Ubergewicht als Risikofaktor zur Entstehung von
Brustkrebs sowie einer schlechteren Prognose nachgewiesen werden (Lahman et al.
2002).

Der genaue Mechanismus, der bei Ubergewicht fir die Entstehung zu Krebs
verantwortlich ist, ist noch nicht bekannt. Es ist aber davon auszugehen, dass die
erhdhten Serumkonzentrationen an Ostrogen und Estradiol eine bedeutende Rolle in
dem Prozess spielen. Ubergewichtige Patientinnen weisen im Vergleich zu
normalgewichtigen eine deutlich erhdhte Serumkonzentration von Ostrogen und
Estradiol und abhangig von BMI und Korper- Fett- Anteil ein erhohtes Risiko, an
Brustkrebs zu erkranken, auf (Key et al. 2003). In der Malmd Diet and Cancer Study
wurde ein direkter Zusammenhang zwischen erhdhtem BMI und erhdhtem Risiko fur
Brustkrebs nachgewiesen. In dieser Studie zeigte sich, dass Patientinnen mit einem
BMI = 28,5 kg/m? ein um 54 % hoheres Risiko, an Brustkrebs zu erkranken,
aufweisen (Lahman et al. 2002). Die Prognose dieser Patientinnen ist haufig
schlechter als die von Patientinnen mit einem BMI < 22,5 (Key et al. 2003). Bei
Diagnosestellung liegen oft Tumore in einem hoheren Tumorgréfie (T) - Stadium und
mit bereits begonnener Metastasierung vor, was ein mdglicher Faktor fur die
schlechte Prognose sein kann (Carmichael 2006). Die Wahrscheinlichkeit far
Lymphknotenmetastasierung bei Ubergewichtigen Brustkrebspatientinnen ist doppelt
so hoch wie bei normalgewichtigen Patientinnen (Carmichael 2006).

Es konnte auch ein Zusammenhang zwischen Nikotinabusus und Ubergewicht und

der Entstehung von Brustkrebs nachgewiesen werden. Die genauen Mechanismen,
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die hierbei zur Entstehung von Brustkrebs fihren, sind allerdings noch unklar (Luo et
al. 2011).

Zusatzlich zum Gewicht kommen auch Erndhrung und sportlicher Aktivitat eine Rolle
zu. Regelmalige sportliche Betatigung und Einhaltung einer fettarmen Diat kann
eine positive Auswirkung auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit zugeschrieben
werden (Carmichael 2006, Bauernfeind et al. 2011).

Der regelmafige Konsum von Alkohol begunstigt durch erhdhte Konzentrationen von
Ostrogenen und Androgenen sowie Férderung der Karzinogenese ebenfalls die
Entstehung von Brustkrebs. Testino nennt eine Risikoerhdhung von 10 % pro

alkoholischem Getrank pro Tag (Testino 2011).

1.3  Prognosefaktoren

1.3.1 pTNM- Status

Die Prognose des Mammakarzinoms ist im Wesentlichen von der Tumorgré3e und
seiner Ausbreitung abhangig. Dies wird postoperativ mithilfe der pTNM-
Klassifikation beschrieben (siehe auch Anhang S. 82).

Tumore mit einem Durchmesser unter 1 cm gehen meist mit einer gunstigen
Prognose einher, wahrend Durchmesser von Uber 4 cm haufig auf eine schlechtere
Prognose hindeuten (Boecker, Denk, Heitz 2004). Fur eine ungunstige Prognose
sprechen auch die Tumorausdehnung auf Mamille und Haut (Boecker, Denk, Heitz
2004).

Den entscheidendsten Faktor fur die Prognose stellt der Einbruch ins Lymphsystem
dar. Die lymphogene Metastasierung beim Mammakarzinom erfolgt bevorzugt in die
axillaren Lymphknoten. Eine besondere Bedeutung kommt dabei dem Sentinel-
Lymphknoten, dem ersten im Abflussgebiet befindlichen Lymphknoten, zu, der bei
Streuung zuerst befallen wird. (Boecker, Denk, Heitz 2004) Die Prognose hangt von
der Anzahl der befallenen Lymphknoten ab (Bauernfeind et al. 2011).
Histomorphologisch werden 3 Malignitatsgrade nach Elston und Ellis unterschieden.
In diesem Score werden Drusenbildung, Kernatypien und Anzahl der Mitosen

berucksichtigt. Abhangig von der Auspragung der genannten Parameter kann eine
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Einteilung in 3 Grade (gut, malig und schlecht differenziert) erfolgen. Der
histologische Grad steht in direktem Zusammenhang mit Lymphknotenstatus,

Rezidivrate, Mortalitatsrate und Rezeptorstatus (Bauernfeind et al. 2011).

1.3.2 Steroidhormonrezeptorstatus

Wegen der wachstumsfordernden Wirkung von Ostrogen und Progesteron Uber
Hormonrezeptoren in Drusenepitehlien der Brust wird beim Mammakarzinom
routinemalig der Rezeptorstatus bestimmt (Boecker, Denk, Heitz 2004). Die
Bestimmung erfolgt mittels Immunhistochemie (IHC), Fluoreszenz- In- situ-
Hybridisierung (FISH), Chromogen- In- situ- Hybridisierung (CISH) oder Silber- In-
situ- Hybridisierung (SISH). Erfasst wird jeweils die Anzahl der positiv gefarbten
Zellkerne getrennt fiir Ostrogen- und Progesteronrezeptor in Prozent. Als
hormonrezeptorpositiv gilt bereits die Anfarbung von 1 % der Zellkerne (Bauernfeind
et al, Manual Mammakarzinome).

2005 wurden in der St. Gallen- Konsensuskonferenz 3 Risikogruppen unter
Berucksichtigung von Lymphknotenstatus, Tumorgrofe,
Steroidhormonrezeptorstatus, Expression von Her2/neu, Gefallinvasion und
Lebensalter erstellt (Goldhirsch et al. 2007) (Tab. 1). Diese Risikogruppen kénnen

zur Wahl der weiteren systemischen Therapie herangezogen werden.
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Risikogruppe

Niedriges Risiko

LNO und alle folgenden Parameter:

pT <2 cm UND

histolog. Grad 1 UND

keine peritumorale Gefallinvasion UND
ER u./o. PgR pos. UND

Her2/neu neg. UND

Alter = 35 Jahre

Mittleres Risiko

LNO und min. 1 der folgenden Parameter:
pT > 2 cm ODER

HG 2 — 3 ODER

peritumorale Gefallinvasion ODER

ER u. PgR neg. ODER

Her2/neu pos. ODER

Alter < 35 Jahre

LN1 (1 —3 LN) UND
ER u./o. PgR pos. UND
Her2/neu neg.

Hohes Risiko

LN1 (1 —3 LN) UND
ER u./o. PgR neg. ODER

Her2/neu pos.

LN1 (= 4 LN)

Tab. 1: Definition der Risikogruppen bei Patientinnen mit operablem

Mammakarzinom nach der St- Gallen- Konsensuskonferenz 2007 (Quelle:

Goldhirsch et al. 2007)
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1.3.3 Histopathologie

Auch der histologische Typ hat einen Einfluss auf die Prognose. So liegt die 10-
Jahres- Uberlebensrate bei papillaren und tubuldren Karzinomen bei 65%, wahrend
invasive duktale und lobuldre Karzinome lediglich eine 10- Jahres- Uberlebensrate
von 30-35% aufweisen (Bdocker, Denk, Heitz 2004). Am haufigsten sind invasive
duktale Mammakarzinome.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Gewebe invasiver duktaler Mammakarzinome

untersucht.

1.4  Her2/neu (Erb-B2)

Her2/neu zahlt zur Familie der Wachstumsfaktoren/ Rezeptoren vom
Tyrosinkinasetyp. Die Her- Familie umfasst Her1 (auch EGFR oder erb-B1), Her2
(auch Her2/neu oder erb- B2), Her3 (auch erb-B3) und Her4 (auch erb-B4) (Casalini
et al. 2004). Die Rezeptoren dieser Familie bestehen aus einer intrazellular
gelegenen Tyrosinkinase, einer transmembranen Domane sowie einer glykosilierten
extrazellular gelegenen Ligandenbindungsstelle (Hsieh, Moasser 2007). Bei Bindung
von Liganden vermitteln die Her- Rezeptoren diverse Signalwege besonders im
Hinblick auf ,Proliferation, Differenzierung und Migration“ der Zellen. Bindet ein
Ligand an einen Rezeptor der Her- Familie kommt es zur Ausbildung von Dimeren
und damit zur Aktivierung der Rezeptoren. Je nach Art der Rezeptoren unterscheidet
man Homo- und Heterodimerisierung. Von Homodimerisierung spricht man beim
Vorliegen zweier identischer Rezeptoren, bei unterschiedlichen Rezeptoren von
Heterodimerisierung (Mendelsohn et al. 2000). Die Ausbildung von Dimeren dient u.
a. der Stabilisierung der Rezeptoren. Desweiteren kommt es dabei zur raumlichen
Nahe der Tyrosinkinasen und dadurch zur Autophosphorylierung der Kinaseanteile,
was eine Aktivierung der Signalkaskade auslost. Zwei bedeutsame Signalkaskaden
sind der Ras- Raf- MAP- Kinase- Signalweg und PI-3-Kinase und Akt. Alle diese
Signalwege spielen eine grofde Rolle in Zellproliferation, Genexpression und
Apoptose (Mendelsohn 2000).
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Innerhalb der Her- Familie kommt Her2/neu eine Schllsselrolle bei der Ausbildung
der Dimere zu. Her2/neu wird besonders bei der Ausbildung von Heterodimeren
bevorzugt. Man fuhrt dies darauf zurlck, dass Her2/neu- Dimere durch eine
besonders lang anhaltende Aktivitat der nachfolgenden Signalkaskaden
ausgezeichnet werden, was Her2/neu als Bindungspartner besonders attraktiv
macht. Diese lang anhaltende Aktivierung wird vor allem dadurch erreicht, dass
Her2/neu die Dissoziation der Liganden verlangsamt. Dies fuhrt zu einer Verstarkung
der Signalkaskaden und zu einer vermehrten Proliferation, Differenzierung und
Genexpression (Casalini et al. 2004).

Her2/neu wird vor allem in malignem Gewebe verstarkt exprimiert. So weisen rund
25% aller Mammakarzinome eine vermehrte Expression von Her2/neu auf (Hsieh,
Moasser 2007). Zahlreiche Studien haben mittlerweile belegt, dass die
Uberexpression von Her2/neu mit der Prognose korreliert. Gerade in héheren
Stadien spielt die Expression von Her2/neu hinsichtlich Tumorwachstum und

Metastasierung eine entscheidende Rolle (Hsieh, Moasser 2007).

1.4.1 Bestimmung des Her2/neu- Rezeptorstatus

Bei der Primardiagnostik von Mammakarzinomen erfolgt standardmaRig die
Bestimmung des Her2/neu- Rezeptorstatus. Die Bestimmung der Her2/neu-
Expression ist prinzipiell mittels Immunhistochemie und Fluoreszenz- in- situ-
Hybridisierung (FISH) mdglich. In der Praxis erfolgt dies meist mittels des Herceptest
(Dako, Glostrup, Danemark) oder CB11 (Pathway, Ventana Medical Systems). Beide
Tests sind immunhistochemische Verfahren (Carney et al. 2007). Eine Anfarbung
von > 30 % der Tumorzellen (3+) reprasentiert eine starke Uberexpression von
Her2/neu. Eine Anfarbung von <10 % (0) oder > 10 % (1+) der Tumorzellen spricht
fur eine fehlende oder geringe Her2/neu- Expression und wird als Her2/neu- negativ
gewertet (Bauernfeind 2011). Die genaue Bestimmung des Her2/neu-
Rezeptorstatus ist fir die adjuvante Therapie essenziell, da eine adjuvante
systemische Therapie mit Her2/neu- Antagonisten (Trastuzumab) nur fur

Patientinnen mit positiven Her2/neu- Rezeptorstatus einen Vorteil bringt.
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Bei Her2/neu 2+ liegt ein schwach positives Ergebnis vor und es sollte eine
genauere Untersuchung mittels FISH zur Bestimmung der Genamplifikation erfolgen
(Bennett et al. 2007)

1.4.2 Therapie mit Her2/neu- Antagonisten

Mit Trastuzumab (Herceptin ®, Genentech, South San Francisco, USA) steht ein
humanisierter, monoklonaler Antikorper gegen das Her2/neu- Onkogen fur die
Behandlung von metastasierenden, Her2/neu- uberexprimierenden
Mammakarzinomen zur Verfugung. Die Erstzulassung fur Trastuzumab als
Monotherapie erfolgte 1998 durch die US Food and Drug Administration, seit 2006
ist Trastuzumab auch zur adjuvanten Therapie des metastasierten Her2/neu-

positiven Mammakarzinoms zugelassen (Tsang et al. 2012, Nahta 2012).

Der Vorteil einer Behandlung mit Trastuzumab hinsichtlich des rezidivfreien
Uberlebens ist klinisch bewiesen (Piccart- Gebhart et al. 2005, Slamon et al. 2011).
Allerdings wird immer wieder ein geringes Ansprechen oder eine
Resistenzentwicklung beobachtet. Die genauen Ursachen dafir sind noch unklar.
Man geht davon aus, dass dabei Veranderungen von Her2/neu, Aktivierung von
gegenlaufigen Signalwegen (z.B. Aktivierung des PI3K- Signalweges durch fehlende
Inhibition durch PTEN), Expression anderer Liganden sowie Bildung von Her2/neu-
Her3- Heterodimeren infolge einer gesteigerten Her3- Expression mit nachfolgender
Aktivierung von Signalwegen eine Rolle bei dem Therapieversagen von

Trastuzumab spielen (Gajria et al. 2011, Rexer et al. 2012).

Ein Nachteil der Therapie mit Trastuzumab ist seine nachgewiesene Kardiotoxizitat,
insbesondere in Kombination mit Anthrayzklinen. Bei einer Kombinationstherapie von
Anthrazyklinen und Trastuzumab trat in 27 % der Falle eine Herzinsuffizienz auf, bei
der Kombination von Pacletaxel und Trastuzumab waren es 13 %. Bei der alleinigen
Therapie mit Trastuzumab sank die Rate an kardiotoxischen Effekten auf 3 %
(Seidman et al. 2002). Aus diesem Grund soll eine Therapie mit Trastuzumab und
Anthrazyklinen nur unter strengem kardialem Monitoring, welches auch nach
Beendigung der Therapie fortgesetzt wird, erfolgen (Rayson et al. 2008). Kommt es

zum Auftreten einer Herzinsuffizienz, so kann diese gut nach den gangigen Leitlinien
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oder mit Absetzen von Trastuzumab therapiert werden (Keefe 2002). In den meisten
Fallen ist die auftretende Herzinsuffizienz reversibel, sodass nach kardiologischer
Abklarung und Verbesserung der kardialen Parameter die Therapie mit Trastuzumab
fortgeflhrt werden kann (Keefe 2002).

1.5 PTK 6 (Breast Tumour Kinase; brk)

1994 gelang es Mitchell et al. das breast tumour kinase- Gen (brk- Gen) aus dem
Gewebe metastasierender Mammakarzinome zu klonen. Sein Genprodukt ist eine
rezeptorlose Tyrosinkinase, die Protein- Tyrosin- Kinase 6 (PTK6), auch bekannt
unter dem Namen Breast Tumour Kinase (brk) (Mitchell et al. 2000).

Physiologisch kommt PTK6 in gesundem Gewebe von Prostata, Haut und im
Gastrointestinaltrakt vor. Im gesunden Gewebe von Mamma und Ovar ist sie nicht
oder nur wenig exprimiert. (Ostrander et al. 2011), wahrend sie bei rund 86 % aller
malignen Mammatumore Uberexprimiert vorliegt (Lofgren et al. 2011). PTK®6 fuhrt zu
einer Stimulation der Her- Rezeptoren und interagiert mit diesen (Kamalati et al.
1996).

Uber die Funktion von PTK6 in gesundem Gewebe war bis vor kurzem noch wenig
bekannt. Ostrander et al. konnten 2011 nachweisen, dass PTK6 einen wesentlichen
Einfluss auf Zelldifferenzierung, Apoptose, Zellmigration und nach neusten
Erkenntnissen auch auf die Wundheilung im gesunden Gewebe ausubt (Ostrander et
al. 2011).

Im Gewebe von Mammakarzinomen fluhrt PTK6 zu einer erhdhten Aktivitat von EGF
und somit zur gesteigerten Proliferation der Krebszellen. Weiters beeinflusst PTK6
das Uberleben und die Migration der Krebszellen positiv (Ostrander 2011).

Die gesteigerte Proliferation von Krebszellen im Hinblick auf PTK6 ist demnach
einerseits auf den direkten Einfluss der Tyrosinkinase auf die Proliferation,
andererseits auf die Interaktion zwischen PTK6 und Her- Rezeptoren und die
Stimulation von EGF zurlckzufuhren. Angesichts dessen kommt der PTK6 eine
wesentliche Rolle in der Kanzerogenese von malignen Mammatumoren und deren

Prognose zu.
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2 ZIELSETZUNG

Die Uberexpression von Her2/neu und PTK6 im Gewebe von Mammakarzinomen
wurde in den vergangenen Jahren bereits mehrmals beschrieben (Aubele et al 2008,
2010).

In dieser Arbeit wurde mittels der PLA- (Proximity Ligation Assay) Markierung die
Interaktion zwischen den beiden Proteinen nachgewiesen. Die gewonnenen
Ergebnisse wurden dann auf einen Zusammenhang mit Daten aus friheren Studien

(IHC) und Verlaufsdaten von mehr als 20 Jahren untersucht.
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3 MATERIAL

3.1 Klinische Daten zu den Fallen

Fir die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 80 Falle untersucht. Davon konnten 76
in die Auswertung Ubernommen werden.

Bei den untersuchten Tumoren handelte es sich ausschlieBlich um invasive
Mammakarzinome vom duktalen Typ.

Die klinisch-histologischen sowie die experimentell erhobenen Parameter wurden auf
ihre Bedeutung fiir das metastasenfreie Uberleben untersucht. Insgesamt wurden in
24 Fallen das Auftreten einer Fernmetastasierung beobachtet. Die gesamte
Verlaufskontrolle betrug 240 Monaten (20 Jahre). Das fruheste beobachtete
Auftreten von Fernmetastasen fand nach 5 Monaten statt, das spateste nach 240
Monaten. Der Median der Verlaufskontrolle lag bei 139 Monaten.

Von den untersuchten 76 Tumoren maf3en 56 eine Tumorgrof3e von <2 cm (T1), 20
eine TumorgroRe > 2 cm (T2).

In 49 Fallen waren die Lymphknoten metastasenfrei (LN 0), bei 27 wurde ein Befall
der Lymphknoten nachgewiesen (LN 1).

59 Tumore waren Her2/neu- Rezeptor negativ, 17 positiv. In 26 der Tumore wurde
eine hohe Expression von PTK6 gefunden, in 28 war diese Expression gering. (siehe

auch Anhang)

3.2 Paraffinschnitte

Fir die vorliegende Arbeit wurde das Gewebe von 80 in Formalin fixierten und in
Paraffin eingebetteten invasiven duktalen Mammakarzinomen untersucht. Bei den
untersuchten Tumoren handelte es sich ausschlieBlich um Primartumore. Die
verwendeten Falle fur die Gewebe- Arrays C1 und C2 stammen vom Karolinska
Institut in Stockholm, Schweden. Die Patientinnen wurden chirurgisch therapiert und
praoperativ nicht vorbehandelt. Von diesen untersuchten 80 Gewebeproben konnten
76 in die Auswertung ubernommen werden. Alle Tumore wurden histologisch

aufgearbeitet und nach HE- Farbung vom Pathologen klassifiziert. (siehe Anhang)
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3.3 Zelllinie

Untersucht wurde auch die Mammakarzinom-Zelllinie T47D, wo Her2/neu und PTK6
hoch exprimiert vorliegen. Die T47D- Zelllinie wurde als Kontrolle benutzt und die
Ergebnisse verglichen mit Zellen der T47D- Zelllinie, in der entweder Her2/neu oder
PTK6 herunterreguliert waren. In diesen Zellen wurde der Her2/neu Rezeptor
herunterreguliert und ebenso wie die unbehandelte Zelllinie mittels PLA- Technik

untersucht.

3.4 Antikérper

Als Primarantikbrper wurden anti- Her2/neu- Antikdrper der Spezies Maus mit
Spezifitat humanes c- erbB2- Onkoprotein in der Verdunnung 1:7 (Novocastra
Laboratories Ltd., UK) und anti- PTK6- Antikorper der Spezies Kaninchen mit
Spezifitat humane Brk (C. 18, entspricht PTK6) in der Verdinnung 1:50 (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) eingesetzt.

Die Sekundarantikorper waren Bestandteil des PLA- Kits der Firma Olink Bioscience
(Uppsala, Schweden). Sie lagen als PLA- probe anti- rabbit PLUS und PLA- probe

anti- mouse MINUS vor.

3.5 Duolink in situ PLA

Fur die PLA wurden Duolink in situ PLA- Reagenzien verwendet, bestehend aus den
Sekundarantikérpern PLA- probe anti- mouse MINUS und PLA probe anti- rabbit
PLUS sowie dem Detection kit 563 (Olink Bioscience, Uppsala, Schweden). In dem
Detection kit sind Fluoreszenz- markierte Oligonukleotide zur Markierung der

Proteinkomplexe enthalten.
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4 METHODE

4.1 Tissue Microarrays

Die Herstellung der Tissue Micro Arrays erfolgte im Institut fur Pathologie des
Helmholtz Zentrums Munchen.

Array C- | bestand aus insgesamt 47 Tumorstanzen in 11 Reihen. Reihe 1 bis 7
umfasste jeweils 5 Stanzen, Reihe 8 bis 11 3 Stanzen nebeneinander. Array C- Il
umfasste insgesamt 45 Tumorstanzen, die ebenfalls auf 11 Reihen verteilt waren.
Bei C Il umfassten die Reihen 1 bis 6 jeweils 5 Stanzen und Reihen 7 bis 11 jeweils
3.

Eine Stanze mald im Durchmesser 1 mm. Aus den Paraffinblocken der Primartumore
wurden jeweils reprasentative Stanzen mithilfe des ,Tissue Arrayers“ (Beecher
Instruments, USA) ausgestanzt und in einen leeren Empfanger- Paraffinblock
ubertragen. Die fertigen Empfangerblocke wurden im Anschluss noch fur 3 h bei
37°C im Brutschrank ,gebacken®, damit sich die verschiedenen Paraffinanteile
(Stanze und Empfangerblock) gut verbinden konnten.

Von diesen Blocken, oder auch Tissue Micro Arrays (TMA) wurden histologische
Schnitte angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht. Die TMA- Blocke wurden
dabei in das Mikrotom eingespannt und Schnitte von 5 um Dicke angefertigt. Da sich
die Schnitte beim Schneiden einrollen, werden sie anschlieBend zur Glattung ins
Wasserbad gelegt und mit dem Pinsel dann auf die Objekttrager aufgezogen und
getrocknet. Danach koénnen sie gefarbt werden.

Zusatzlich zu den Schnitten fiur die hier beschriebenen Experimente wurde von
jedem TMA im Anschluss ein Schnitt HE- gefarbt und hinsichtlich reprasentativem
Tumorgewebes histopathologisch beurteilt, sowie der histologische Typ und

Differenzierungsgrad nochmals verifiziert.
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4.2 IHC + Ventana

Die Immunhistochemie dient dem spezifischen Nachweis und der genauen
Lokalisation von ,Epitopen gesuchter Antigene“ zur genauen Phanotypisierung der
Gewebe (Bocker, Denk, Heitz 2004). Bei den immunhistochemischen Verfahren
werden direkte und indirekte unterschieden. Bei der direkten Methode wird der
Primarantikorper, der das Antigen bindet, mit einem Markermolekul markiert, bei der
indirekten Methode wird der Primarantikdrper von einem markierten
Sekundarantikorper gebunden. Die Markermolekile konnen dann im Gewebe
nachgewiesen werden.

Die immunhistochemischen Markierungen, die in diese Arbeit miteinbezogen
wurden, lagen bereits im Institut fur Pathologie des Helmholtz Zentrums Munchen
vor.

Die Farbungen wurden mithilfe der IHC staining platform (Ventana Medical Systems
Inc., USA) durchgeftihrt.

Die Vorbehandlung der Schnitte (Entparaffinierung, Hitzevorbehandlung mit Cell
Conditioning 1- Pufferlosung (Ventana Medical Systems Inc., USA) zur Lésung der
Formalinkomplexe im Gewebe erfolgt ebenfalls maschinell. Nach der
abgeschlossenen Vorbehandlung wird jeweils einer der Primarantikorper (entweder
Her2/ neu: ErbB2, rabbit, 1:300, A0485, DAKO, Glostrup, Danemark; oder PTKG:
brk, rabbit, 1: 50, c-17, sc 1188, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland) handisch aufgetragen und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach erfolgt die Zugabe des Sekundarantikdrpers (goat anti- rabbit, 1:750)
ebenfalls handisch. Die Inkubation des Sekundarantikorpers erfolgt fur 32 min bei
Raumtemperatur. Im nachsten Schritt wird fur die Detektion DAB (3,3'-
Diaminobenzidin) maschinell zugegeben. DAB wird Uberall dort, wo Sekundar-
Antikorper gekoppelt an Peroxidase vorliegt, von der Peroxidase in ein braunes
Prazipitat umgewandelt. Fir die Gegenfarbung wird Hamatoxylin verwendet. Damit
wird eine blaue Anfarbung aller Ubrigen Strukturen erreicht. Nach abgeschlossener
Gegenfarbung werden die Objekttrager gespullt und durch eine aufsteigende

Alkoholreihe geflihrt. Zum Abschluss wird in Xylol entwassert. Im letzten Schritt
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werden die Praparate mit Deckglaschen eingedeckt und Uber Nacht zum Ausharten

in den Brutschrank gelegt (Protokoll Ventana).

4.3 PLA (Proximity Ligation Assay)

Fir die Analyse von Proteinen stehen mehrere Verfahren zur Verfugung. Der
Proximity Ligation Assay ermoglicht jedoch nicht nur den spezifischen Nachweis
einzelner Proteine, sondern vor allem auch von Proteinkomplexen sowie der
Interaktion zwischen Proteinen oder zwischen Proteinen und ihrem Liganden
(Gustafsdottir et al. 2005; Sdderberg et al. 2008). Mit dieser Methode lassen sich
auch geringe Mengen an Protein nachweisen. Aul3erdem weist sie durch den Einsatz
zweier Antikdrper eine geringere Kreuzaktivitat im Vergleich zu anderen gangigen
Methoden auf. Mittels PLA kdnnen Proteine in Gewebeschnitten, Serum, Plasma,
Liquor und Zellkulturen nachgewiesen werden (Gustafsdottir et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit wird die Interaktion von PTK6 und Her2/neu anhand

dieser Methode untersucht und dargestellt.

4.3.1 Ablauf der PLA

Die Primarantikdrper binden an die Zielproteine, sie mussen aus unterschiedlichen
Spezies stammen (z.B. Maus und Kaninchen), um die Spezifitdt der Methode
gewahrleisten zu kénnen. An die Primarantikérper binden nun die PLA- Sonden,
diese bestehen aus Sekundarantikbrpern mit gebundenen Oligonukleotiden. Im
nachsten Schritt wird die Hybridisierungslosung zugegeben, die weitere
Oligonukleotide enthalt. Diese Oligonukleotide lagern sich an die bereits
vorhandenen an und verlangern diese. Diese verlangerten Oligonukleotide werden
nun durch die als nachstes zugefligte Ligase verknipft, es entsteht eine
Ringstruktur. Entscheidend fur diesen Schritt ist die raumliche Lage der
Oligonukeotide der Sekundarantikdrper zueinander. Der Abstand zwischen den
beiden sollte nicht mehr als 30 nm betragen, da es der Ligase sonst nicht gelingt, die
Oligonukleotide zum Ring zu schlieRen. Dieser Abstand wurde von Séderberg et al.
in Abhangigkeit von der Grole der beiden Antikorper und der angehangten

Oligonukleotide berechnet (Soderberg et al. 2006). Als nachstes erfolgt die Zugabe
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der Nukleotide und DNA- Polymerase fur die DNA- Amplifikation. In diesem Schritt
werden die verknupften Oligonukleotide im Rahmen einer Rolling- circle-
Amplifikation vervielfaltigt. Dabei dienen die Oligonukleotide einer PLA- Sonde als
Primer und die zuvor entstandene Ringstruktur als Matrize flr die Amplifikation.
(Olink Manual). Im letzten Schritt werden Fluoreszenz markierte Oligonukleotide
zugegeben, welche in das Rolling- circle- Produkt (RCP) eingebaut werden. Jedes
interagierende Proteinpaar resultiert in einem unter dem Fluoreszenzmikroskop
sichtbaren Signal.

Die hohe Spezifitat der PLA kommt durch die Verwendung zweiter Antikorper
zustande, die aus unterschiedlichen Spezies (z.B. Maus und Kaninchen) stammen
mussen. Die Anlagerung der Sekundarantikorper erfolgt spezifisch (anti- rabbit, anti-
mouse) und stellt den entscheidenden Schritt dar. Erst durch spezifische Anlagerung
der Sekundarantikérper kann im weiteren die Ligation, Amplifikation und
Hybridisierung der an die Sekundarantikorper angehangten Oligonukleotide erfolgen.
Bei der Amplifikation kommt es zu einer sehr starken Vermehrung der DNA-
Sequenzen, wodurch die Signale verstarkt werden und somit auch geringe Mengen
an vorhandenen Proteinen nachweisbar sind (Gustafsdottir et al. 2005, Séderberg et
al. 2006).

Die Sensitivitat hangt im Wesentlichen von der Affinitat der Antikdrper ab. Bei einer
hohen Affinitat der Antikorper steigt auch die Anzahl an Signalen an (Gustafsdottir et
al. 2005).

Far den Erfolg der PLA- Farbung sind somit mehrere Faktoren ausschlaggebend: die
spezifische Bindung der primaren Antikorper an das Antigen, die spezifische Bindung
des sekundaren an den primaren Antikorper, was durch die Herkunft der
Primarantikdrper aus unterschiedlichen Spezies gewahrleistet ist, die enge raumliche
Nahe zwischen den beiden Proteinen, also zwischen den Oligonukleotiden an den
Sekundarantikorpern, damit die Ligation der Oligonukleotide zum Ring ablaufen
kann.

Mit der PLA steht somit eine sehr effektive Methode zum Nachweis von Proteinen
und ihren Interaktionen zur Verfugung, die sich durch ihre hohe Spezifitdt und
Sensitivitat auszeichnet und vor allem am fixierten, histologischen Schnitt ablaufen

kann.
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Abb. 1Schematische Darstellung des Ablaufs der PLA (http.//www.olink.com/)
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Abb. 2: Ergebnis im Fluoreszenzmikroskop (rote Fluoreszenz=

Signale der Proteinkomplexe, blaue Fluoreszenz=

Kerngegenférbung)

4.4 Methodische Herausforderungen

Ausgehend vom Protokoll der Firma Olink wurden im Laufe der Versuchsreihen
mehrere Varianten ausgetestet und bei positiven Ergebnissen in das Protokoll
ubernommen.

So wurde auf die Verwendung einer ,kinstlichen® Barriere um den Schnitt bei
Durchfuhrung der Farbungen nach Austestung verschiedener Methoden (Dako- Pen,
Folie) verzichtet.

Variiert wurden auch die Inkubationszeiten beim Blocken und bei der DNA-

Amplifikation.
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Weiters folgte auch der Vergleich zweier Detection Kits der Firma Olink, Detection Kit
563 und Detection Kit 613 (www.olink.com).
Die durchgefuhrten Varianten und deren Ergebnisse werden im Teil Ergebnisse

genauer beschrieben.

4.5 Zelllinie

Um die Methode zu verifizieren, wurde sie an einer Mammakarzinom- Zelllinie,
T47D, getestet, bei der Her2/neu und PTK6 hoch exprimiert vorliegen.

Die Herunterregulation eines der Proteine wurde von Kollegen am Institut fur
Pathologie des Helmholtz Zentrums Munchen unter Verwendung von siRNA- (RNA-)
Interferenz durchgefihrt (Aubele et al. 2010).

Die Zelllkulturen wurden in sterilen ZellkulturgefaRen (Quadriperm) direkt auf
Objekttragern (SuperFrost, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gezogen. Nach
Erreichen einer ausreichender Zelldichte wurden die Zellen dann in 4%- igem
Formalin fixiert und die PLA- Methode nach Protokoll (siehe Anhang S. 88)
durchgefuhrt.

Bei der Durchsicht unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axiolmager, Zeiss, Jena)
waren in den T47D- Zellen, die Her2/neu und PTK6 hoch exprimieren, reichlich
spezifische Signale vorhanden (Abb.12, S. 50).

Im Vergleich dazu waren in T47D- Zellen mit herunterreguliertem Her2/neu nur noch
vereinzelte Signale erkennbar (Abb. 13, S. 51).

Somit wurde nachgewiesen, dass die PLA- Methode glaubhaft und spezifisch ist und

das Vorhandensein und die Interaktion der jeweiligen Proteine zuverlassig anzeigt.

4.6 Axio Imager

Die Beurteilung der PLA-markierten Schnitten hinsichtlich Qualitat der Farbung und
Morphologie sowie die Bildaufnahme erfolgte am Axio Imager Z1 (Zeiss, Jena,
Deutschland).

Die Fluoreszenz- Signale liegen in den histologischen Schnitten meist auf

unterschiedlichen Ebenen. Um alle Signale aufnehmen zu koénnen, missen
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Schichtaufnahmen mithilfe der Apotomfunktion von dem jeweiligen Praparat
erfolgen. Abhangig von der VergroRerung wahlt das Apotome eine Gitterstruktur aus,
welche in die Brennebene des Objektivs projiziert wird. Die Gitterstruktur wird von
lateral in 3 definierten Schritten positioniert. An jeder Position wird ein Bild
aufgenommen. Aus diesen 3 Bildern wird dann mittels AxioVision Software (Zeiss,
Jena) ein Bild erstellt, das einen Schnitt in dieser Ebene darstellt.

Es wurden mehrere Schnittbilder im Abstand von durchschnittlich 0,29 um sowohl im
blauen (Emission bei 455 nm) als auch im roten (Emission bei 581 nm)
Spektralbereich erzeugt. Die erstellten Bilder wurden in Projektionsbilder
umgerechnet und ins TIF-Format zur weiteren Auswertung mit Definiens konvertiert.
Bei der Erstellung der Bilder fur die vorliegende Arbeit erfolgte die Orientierung am
Praparat bei einer ObjektivvergroRerung von 10x im blauen Spektralkanal. Die
Bildaufnahme erfolgte dann bei einer Objektivvergréllerung von 63x. Pro
Tumorgewebestanze wurden durchschnittlich 2-3 reprasentative Blickfelder erfasst.

Die durchschnittliche Belichtungszeit lag bei 110 ms.

4.7 Definiens- Software

Die Auszahlung der Signale fur die Auswertung erfolgte Uber die Definiens
Entreprise Image Intelligence Suite software (Definiens, Muinchen). An den
vorliegenden Projektionsbildern im TIF- Format wurde die jeweilige Flache (area of
interest) markiert. Nach Definition der oberen und unteren Schwellenwerte erfolgte
die Auszahlung der innerhalb dieser area of interest liegenden Signale dann
automatisch. Das Ergebnis der Auszadhlung wurde in einer Excel- Tabelle

ausgegeben und statistisch ausgewertet.

4.8 Methodische Herausforderungen

Wahrend der Erstellung der vorliegenden Arbeit traten mehrere methodische

Herausforderungen auf.
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4.8.1 Variable Schnittdicken

Gangige Mikrotome liefern zum Teil variierende Schnittdicken. Bei Einstellung von 5
Mm kénnen diese nach unserer Erfahrung zwischen 2 und 10 pm variieren. Diese
unterschiedliche Dicke erschwerte die Auswertung unter dem Axiolmager und die
betroffenen Schnitte mussten wiederholt werden, bevor sie ausgewertet werden

konnten.

4.8.2 Lichtempfindlichkeit der Praparate

Fir die Auswertung wesentlich war auch die Lichtempfindlichkeit der PLA- gefarbten
Praparate. Es fiel eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz wahrend des
Mikroskopierens auf, was durch die hohe Intensitat des Lasers verursacht wurde.
Signale von Tumorstanzen am Ende einer TMA- Reihe waren deutlich abgeblasst

und schwacher, auch wenn die Schnittqualitat gut war.
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5 STATISTIK

5.1 Spearmanscher Rangkorrelationskoeffizient

Die Rangkorrelation kommt zum Einsatz, wenn die gewtinschten Parameter nicht
normal verteilt sind. Der Korrelationskoeffizient wird anhand der Reihenfolge, oder
Rangfolge, der jeweiligen Messwerte und nicht anhand ihrer tatsachlichen
numerischen Grolie errechnet. Mit dem Spearmanschen
Rangkorrelationskoeffizienten kann der monotone Zusammenhang zweier Parameter
dargestellt werden. Der Korrelationskoeffizient kann Werte von +1 bis -1 annehmen,.
Je naher der Wert bei +/- 1 liegt, umso starker korrelieren die verglichenen
Parameter miteinander. Werte = +/- 0,7 bezeichnen eine starke Korrelation, Werte
zwischen +/- 0,7 und +/- 0,4 eine maRige Korrelation. (Cottin 2009) (Dissertation D.
Ritterswirden 2009)

In der vorliegenden Arbeit wurde der Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient fur
die Darstellung der Beziehung zwischen ausgezahlten PLA- Signalen und

immunhistochemischen bzw. histopathologischen Merkmalen verwendet.

5.2 Kaplan- Meier- Methode

Die Kaplan- Meier- Methode wird bei Uberlebenszeitstudien angewandt, bei denen
nicht alle Patienten im gesamten Studienzeitraum vorliegen, sondern eventuell nur in
einzelnen Zeitintervallen. Der entscheidende Faktor an der Kaplan- Meier- Methode
ist, dass die Beobachtungsintervalle nicht fest vorgegeben sind, sondern von
Ereignissen bestimmt werden. Ein solches Ereignis wird beispielsweise durch den
Tod eines an der Studie beteiligten Patienten definiert und markiert dann den Beginn
eines neuen Beobachtungsintervalls. Fur jedes Beobachtungsintervall wird fur jeden
Patienten, der bis zu Beginn des jeweiligen Intervalls Uberlebt hat, die
Wahrscheinlichkeit, das jeweilige Intervall zu Uberleben, berechnet. Die
Gesamtwahrscheinlichkeit einen bestimmten Zeitraum zu Uberleben ist das Produkt

aus diesen Wahrscheinlichkeiten (Ziegler et al. 2007).
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in der vorliegenden Arbeit wurde anhand der Kaplan- Meier- Methode die univariate
Korrelation der einzelnen Parameter mit dem metastasenfreien Uberleben der

Patientinnen berechnet.

5.3 Log-Rang-x2 -Test

Der Log- Rang- Test stellt ein Standardverfahren in der medizinischen Statistik zum
Vergleich zweier Gruppen bei Uberlebenszeitanalysen dar. Verglichen werden dabei
die beobachteten Todesfélle mit den zu erwartenden. Damit I&sst sich eine valide
Aussage bezuglich des Mortalitatsrisikos in beiden Gruppen treffen. (Ziegler et al.
2007)

In der vorliegenden Arbeit wurden Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen

mithilfe des Log- Rang- Tests untersucht.

5.4  Multivariate Analyse/ Cox Proportional Hazards

Mit dem Cox-Modell kénnen die Einflisse verschiedener Parameter, z.B. der Einfluss
von TumorgréfRe, Lymphknotenbefall, Hormonrezeptorstatus etc. untersucht werden.
FiUr jeden Parameter wird das Risiko pro Skaleneinheit des Parameters berechnet.
Das errechnete Risiko gilt fur den gesamten untersuchten Zeitraum, in diesem Fall
240 Monate.

Im Cox-Modell wurden nur signifikante (d.h. p<0.05) Parameter zugelassen. Diese
wurden mit Hilfe eines Vorwartsschrittverfahrens aus allen Parametern ausgewahlt,
die univariat einen p-Wert von hdchstens p = 0.15 aufwiesen. Beim
Vorwartsschrittverfahren werden sukzessive verschiedene Cox-Modelle mit einer
wachsenden Parameteranzahl berechnet. Es endet, wenn sich der Modellfehler nicht
mehr verbessert, bzw. kein weiterer Parameter p<=0.05 erreicht in Ko-Variation mit

den schon vorhandenen.

5.5 Ergebnisse an Tumorgeweben

Bei den untersuchten Tumoren handelte es sich um invasive Mammakarzinome vom

duktalen Typ.
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Untersucht wurde unter anderem der Zusammenhang der experimentell erhobenen
Parameter mit dem metastasenfreien Uberleben der Patientinnen. Das friiheste
beobachtete Auftreten von Fernmetastasen fand nach 5 Monaten statt, das spateste
nach 240, der Median der Verlaufskontrolle lag bei 139. Insgesamt wurde in 24 von
76 Fallen das Auftreten von Fernmetastasen beobachtet.

Davon maflen 56 Tumore eine Tumorgrofde < 2cm (T1), 20 eine TumorgrofRe > 2 cm
(T2). Bei T1 traten in 14 von 19 erwarteten Fallen eine Fernmetastasierung auf, bei
T2 in 10 von 5 erwarteten Fallen. Mit p= 0,0115 lasst sich eine deutliche Signifikanz
zwischen TumorgrofRe und Auftreten von Fernmetastasen nachweisen.

Zwischen Lymphknotenstatus und Fernmetastasierung lie® sich ebenso ein
signifikanter Zusammenhang herstellen. Bei 49 Tumore waren die Lymphknoten
metastasenfrei (LN 0), bei 27 hatte bereits ein Befall der Lymphknoten stattgefunden
(LN 1). Bei LN 0 wurden insgesamt 10 Falle von Fernmetastasierung beobachtet, bei
LN 1 kam es zu 14 Fallen von Fernmetastasierung. Es ergibt sich ein p- Wert von
0,00385.

59 Tumore waren Her2/neu- Rezeptor negativ, 17 positiv. In 46 der Tumore wurde

eine hohe Expression von PTK6 gefunden, in 28 eine niedrige.

5.5.1 Korrelation der PLA- Ergebnisse

In der Korrelation der Parameter untereinander zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Tumorgrofie und Anzahl an PLA- Signalen (p= 0,015).
Tumore > 2 cm zeigten demnach signifikant mehr Signale fir Her2/neu- PTKG6-

Proteinkomplexe als Tumore <2 cm.

5.5.2 Korrelation der PLA mit IHC

Bei der Auswertung zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen PLA und IHC
von Her2/neu und PTK 6. Fur PTKG6 zeigte sich p=0,098, fur Her2/neu p=0,197 (Tab.
2).

IHC Her2/neu IHC PTK6
PLA p=0,0987 p=0,1969

Tab. 2: Korrelation der Anzahl an PLA- Signalen mit den Ergebnissen der IHC
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5.5.3 Korrelation der PLA mit klinisch- histologischen Parametern

Folgende histopathologischen Parameter wurden mit den PLA- Ergebnissen
korreliert: Lymphknotenstatus, TumorgroRe, Grading nach Elston Ellis sowie
Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus. Ein signifikanter Zusammenhang konnte
mit der Tumorgrofle nachgewiesen werden (p= 0,015), alle anderen Parameter
wiesen p- Werte > 0,05 auf (Lymphknotenstatus p= 0,479, Grading p= 0,159,
Ostrogenrezeptorstatus p= 0,965, Progesteronrezeptorstatus p= 0,529) (Tab.3)

LN- Status | TumorgroBe Histolog. ER- PR-
Grading Rezeptor- |Rezeptor-
status status
PLA p=0,479 p=0,015 p=0,159 p=0,965 p=0,529

Tab. 3 Korrelation der Anzahl an PLA- Signalen mit klinischen Parametern

5.6 Korrelation der Parameter mit dem Auftreten von

Fernmetastasen

5.6.1 Univariate Analyse

Fir die univariate Analyse wurde das metastasenfreie Uberleben mittels Kaplan-
Meier- Kurven dargestellt. Dabei wurden < 0,5 PLA- Signale pro 1000 Pixel als
signalarm gewertet, eine Anzahl von > 0,5 PLA- Signalen pro 1000 Pixel galt als
signalreich. Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Kaplan- Meier- Kurven

wurden mittels Log-Rang-x2- Test bestimmt.

Bei der Korrelation der einzelnen Parameter mit dem Auftreten von Fernmetastasen

zeigten folgende Parameter einen signifikanten Zusammenhang: Lymphknoten-
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Status (p= 0,00385), Tumorgréfe (p= 0,0115), Anzahl der PLA- Signale (p= 0,0122)
und IHC PTK6 (p= 0,0184).

Das metastasenfreie Uberleben betrug bei Tumoren > 2 cm (T 2) 72,8%, bei
Tumoren <2 cm (T 1) 38,0%. Bei Tumoren > 2 cm lag die mediane Metastasen- freie
Zeit bei 162 Monaten.

Der Lymphknotenstatus stellt bezuglich des Auftretens von Fernmetastasen nach
wie vor einen starken Prognosefaktor dar. Nach 240 Monaten wiesen Karzinome
ohne stattgehabten Lymphknotenbefall (LNO) in 72,8% der Falle keine
Fernmetastasierung auf, wahrend bei bereits aufgetretenen
Lymphknotenmetastasen (LN1) in nur 41,0% der Falle keine Fernmetastasierung
stattfand. Die mediane Metastasen- freie Zeit betrug bei LN1 ebenfalls 162 Monate.
Tumore mit einer hohen Anzahl an PLA- Signalen (>0,5/1000) blieben in 46,2% der
Falle nach 240 Monaten frei von Fernmetastasen. Nach 240 Monaten blieb eine
Fernmetastasierung bei Tumoren mit einer geringen Anzahl an PLA- Signalen
(=0,5/1000) in 76,7% der Falle aus. Die mediane Metastasen- freie Zeit betrug bei
Tumoren mit einer hohen Anzahl an PLA- Signalen 181 Monate. (Tab. 4).

PLA £0,5/1000 PLA > 0,5/1000
total n=48 n=28
Metastasen n=10 n=14

Tab. 4Anzahl an signalreichen- bzw. signalarmen Tumoren und damit verbundene Anzahl

an Fernmetasen

Ein signifikanter Zusammenhang liel} sich auch zwischen der PTK6- Expression
(IHC) und dem Auftreten von Fernmetastasen erkennen. Tumore mit einer geringen
Expression von PTK6 wiesen in 66,1% der Falle nach 240 Monaten eine
ausbleibende Fernmetastasierung auf. Von den Tumoren mit einer hohen
Expression von PTK6 waren nach 240 Monaten 52,7% frei von Fernmetastasen. Die
mediane Metastasen- freie Zeit betrug bei Tumoren mit einer niedrigen PTKG6-
Expression 130 Monate. (Tab. 5)
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LN- Tumor- Grading |PLA IHC IHC PTKG6
Status groRe Her2/neu |Her2/neu
PTK6
Fern- p=0,00385 p=0,0115 |p=0,4020 |p=0,0122 |p=0,3640 |p=0,0184
metastasen

Tab. 5Korrelation zwischen dem Auftreten von Fernmetasen und klinisch- histologischen

Parametern

Kein signifikanter Zusammenhang lie} sich zwischen histologischem Grad (p= 0,402)
und der Her2/neu- Expression (IHC, p= 0,364) und dem Auftreten von
Fernmetastasen nachweisen. Nach 240 Monaten waren 83,3% der Grad 1- Tumore
frei von Fernmetastasen, 59,2% der Grad 2- Tumore und 63,8% der Grad 3-
Tumore.

Von den Tumoren mit einer hohen Her2/neu- Expression in der IHC blieben nach
240 Monaten in 52,7% der Félle Fernmetastasen aus, bei den Tumoren mit einer

niedrigen Her2/neu- Expression blieben 66,1% metastasenfrei.

5.6.2 Multivariate Analyse

Multivariat wurden alle untersuchten Parameter, die in den univariaten Analysen p <
0,15 aufwiesen, zur Analyse zugelassen. Konkret waren dies Lymphknotenstatus,
IHC- PTK6, und Anzahl an PLA- Signalen. Hierbei zeigten sich als
aussagekraftigster Parameter der Lymphknotenstatus (p=0.006), gefolgt von der
IHC- PTK6 (p=0,024) und der Anzahl der PLA- Signale (p=0,016) hinsichtlich des
Auftretens von Fernmetastasen. Das Risiko fur die PLA- Signale bezog sich auf die
Gruppierung in einer 0-1- Skala, d.h. genauso wie in der Kaplan- Meier- Analyse.
(Tab. 6)
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Koeffizient Risikofaktor |z- Testwert p- Wert
LN 1,17 3,21 2,66 0,008
IHC PTK6 -1,24 0,29 -2,73 0,006
PLA 1,096 2,99 2,48 0,013

Tab. 6Ergebnis der multivariaten Analyse (Cox- Proportional- Hazard)

PTK6 wies eine inverse Korrelation auf (Regressionskoeffizient -1,24).

Dies

bedeutet, dass Tumore mit hoherer Expression von PTK6 eine geringere Rate an

Fernmetastasen aufwiesen als hoch exprimierende Tumore.
Fir Lymphknotenstatus und Anzahl der PLA- Signale traf das Gegenteil zu, da sie

direkt, also positiv, korreliert sind. Lymphknotenpositive bzw. signalreiche Tumore

wiesen ein hoheres Risiko fir Fernmetastasen auf.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Methodische Ergebnisse

Ausgehend vom Protokoll der Firma Olink (Uppsala, Schweden) wurden im Lauf der
Experimente mehrere Varianten getestet und die Methode der PLA- Farbung weiter

optimiert.

6.1.1 Aufbringung der Schnitte auf die Objekttrager

Zur optimalen Aufbringung der Schnitte auf den Objekttrager wurden die
Gewebearrays anfangs zum Schneiden im Mikrotom mit Folie (Instrumedics,
Hackensack, USA) fixiert. Dies soll eine unbeschadigte Ubertragung des TMA-
Schnittes auf den speziell beschichteten Objekttrager sowie eine bessere Haftung
auf demselben ermdglichen. Ohne Folienfixation rollt sich der Schnitt beim
Schneiden auf und es besteht auch das Risiko, dass beim Schneiden Gewebestlcke
abgehen. Allerdings fuhrte die Folie bei der PLA- Farbung zu einem unspezifischen

Hintergrund, sodass von dieser Technik wieder Abstand genommen wurde.

6.1.2 Begrenzung des Reaktionsvolumens

Vom Hersteller (Olink Bioscience, Uppsala, Schweden) wird bei der Farbung, um die
Lésungen auf der Schnittflache zu halten, die Verwendung einer kiuinstlichen Barriere

um den histologischen Schnitt herum empfohlen (Olink Manual, www.olink.com).

Bei den Waschschritten befanden sich die Praparate senkrecht stehend in Kivetten
in der jeweiligen Reaktionslosung und waren somit jederzeit benetzt. Bei den
Farbeschritten wurden sie jedoch flach liegend behandelt und das Reaktionsvolumen
direkt auf das Gewebe aufgebracht. Wichtig hierbei war die gleichmallige Bedeckung
der Gewebe mit der Reaktionsldsung zur Inkubation und auch zum Schutz vor
Austrocknung. Die definierte GewebegroRe lag bei 1 cm? das definierte

Reaktionsvolumen bei 50 pl. Im Laufe der Versuchsreihen wurden unterschiedliche
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Methoden zur Begrenzung des Reaktionsvolumens auf die definierte Gewebegrolie
durchgefuhrt.

Zunachst erfolgte die Begrenzung mittels Dako- Pen (Dako Denmark A/S,
Danemark). Dako- Pen a&hnelt in Aussehen und Handhabung einem
handelsiblichem Filzstift und besteht aus 1- Bromopropan (60 — 100%) und
Dipentene (5 — 10%). Damit wird eine wasserabweisende, alkohol- und
acetonunldsliche Begrenzungslinie zur Definition des gewinschten Volumens auf
dem Objekttrager um das Gewebe herum gezogen (Manual Dako Denmark).

Bei den Versuchen mit Dako- Pen blieb das definierte Volumen innerhalb des
eingegrenzten Bereiches. Von der gezogenen Begrenzungslinie liefen allerdings
Schlieren in das Reaktionsvolumen. In der Auswertung fuhrte dies auf den Bildern zu
einem storenden unspezifischen Hintergrund, welcher die Auswertung erschwerte.
Im Folgenden wurde versucht, das Praparat mit Folie abzudecken. Dies hatte den
Vorteil, dass der Flussigkeitsfilm zwischen Gewebeschnitt und Folie gleich dick war
und das Gewebe so nicht austrocknen konnte. Dabei lief allerdings ein Teil des
Reaktionsvolumens Uber die definierte Flache des Objekttragers hinaus und
bedeckte teilweise die gesamte Flache. In der Auswertung zeigte sich erneut ein
unspezifischer Hintergrund. Im Vergleich zu dem Verfahren mit dem Dako-Pen
waren die Ergebnisse bei dieser Methode allerdings besser.

Im weiteren wurde dazu uUbergegangen, das Praparat sauber begrenzt mit einem
trockenen Papiertuch abzuwischen und auf begrenzende Medien wie Dako-Pen oder
Folie ganzlich verzichtet. Mit dieser Methode wurden letztlich die
zufriedenstellendsten Ergebnisse erzielt. Das Reaktionsvolumen blieb auf die
definierte Flache begrenzt und verlief nicht. Es kam auch weniger zum Auftreten des

unspezifischen Hintergrundes.

6.1.3 Vorbehandlung in der Mikrowelle

Eine wesentliche Rolle kommt der Vorbehandlung der Gewebeschnitte in der
Mikrowelle zu. Durch die Formalinfixierung entsteht ein dichtes Geflecht der
Molekule durch Quervernetzungen. Diese Quervernetzungen verhindern nun das

Eindringen und die Anlagerung von Sonden oder Antikorpern (Grizzle et al. 2009).
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Diese Vorbehandlung bricht diese Quervernetzungen durch Koagulation der Proteine
auf, was das Eindringen von Sonden oder Antikdrpern in das Gewebe ermdglicht.
Eine Kochzeit in der Mikrowelle von mehr als 30 min fuhrte dazu, dass ein Grofteil
der auf dem Schnitt vorhandenen Gewebeproben zerkocht war (Abb. 3). Bei
Kochzeiten von genau 30 min blieb das Gewebe weitestgehend in guter Qualitat

erhalten.

Abb. 3 Bei der Vorbehandlung in der Mikrowelle zerkochtes
Gewebe (siehe Pfeile)

6.1.4 Variation der Inkubationszeit beim Blocken

Beim Blocken sollen moglichste alle Antigene, die Ahnlichkeit mit den zu
untersuchenden Proteinen aufweisen, gebunden und damit abgesattigt werden. Mit
diesem Schritt wird eine unspezifische Anfarbung weitestgehend reduziert. Bei einer

Inkubationszeit von 30 min, wie im Protokoll der Firma Olink angegeben, kam es zur
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unspezifischen Anfarbung des Hintergrundes (Abb. 4). In den weiteren PLA-
Versuchen wurde das Blocken auf 60 min Inkubationszeit ausgedehnt. Im Vergleich

zu Versuchen mit 30 min Inkubationszeit zeigte sich dabei eine deutlich reduzierte

Hintergrundanfarbung.

Abb. 4 Gewebeschnitt mit Hintergrundanféarbung (siehe Pfeile)
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6.1.5 Variation der Inkubationszeit bei der Amplifikation

Bei Verlangerung der Amplifikationszeit von 90 auf 150 min konnten erste adaquate
Ergebnisse erreicht werden. Diese Ergebnisse waren im Folgenden bei gleicher
Amplifikationszeit reproduzierbar. Damit konnte gezeigt werden, dass die Dauer der
Amplifikationszeit in Bezug auf Qualitat des Ergebnisses der PLA- Farbung eine
wichtige Rolle spielt.

Eine Amplifikationszeit von 180 min brachte keine nennenswerten Vorteile. Die
Signale konnten zwar minimal besser dargestellt werden, allerdings kam es erneut
zu einem unspezifischen Hintergrund und zudem zu einer schlechteren Erhaltung
des Gewebes, insbesondere der Zellkerne. Im Vergleich zu den Ergebnissen, die mit
einer Amplifikationszeit von 150 min erzielt wurden, bot die Amplifikationszeit von
180 min erhebliche Nachteile, sodass im Folgenden 150 min lang amplifiziert wurde.

Bei der DNA- Amplifikation wurden zusatzlich noch bessere Ergebnisse erzielt, wenn

bei 42°C und nicht wie ursprunglich bei 37°C inkubiert wurde.
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Abb. 5 hohe Anzahl an Her2/neu- PTK6- Proteinkomplexen

Abb. 6 IHC- Her2/neu 3+



Abb. 8 niedrige Expression an Her2/neu- PTK6-

Proteinkomplexen
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Abb. 9 IHC- Her2/neu 1+ (nur in sehr kleinen Bereichen,

ansonsten 0)




Abb. 11: libersteuerte Anfarbung der Proteinkomplexe (siehe
Pfeile) mit viel unspezifischem Hintergrund, Einzelsignale zum

Teil nicht mehr auswertbar

6.1.6 Vergleich unterschiedlicher Detection Kits

Bei der Austestung wurde auch das Detection Kit 613 verwendet. Dieser soll laut
Beschreibung der Firma OLINK BIOSCIENCE die Zellkerne blau, das Zytoplasma
grun und die Signale orange anfarben. Bei der Auswertung am Axio Imager stellte
sich heraus, dass die Farbequalitat nicht mit dem zuvor verwendeten Detection Kit
Nr. 563 zu vergleichen war. Spezifische Signale waren nicht erkennbar, prominent
war lediglich eine flachige unspezifische Anfarbung mit den drei Farbstoffen.
Deswegen wurden die Praparate, die zur Auswertung herangezogen wurden, mit
dem Detection Kit Nr. 563 gefarbt. Bei dieser Farbung mit Detection Kit 563 werden

die Zellkerne blau und die Signale rot dargestellt.
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6.1.7 Verifizierung der Methode

Die Methode selbst wurde mit der Austestung an der Zelllinie T47D verifiziert. Dafur
wurde die PLA-Technik fur die Proteine PTK6 und Her2/neu unter den oben
ausgetesteten optimierten Bedingungen durchgefuhrt. Da beide Proteine in dieser
permanenten Mammakarzinom-Zelllinie stark exprimiert vorliegen fuhrte die PLA zu
reichlich spezifischen Signalen (Abb. 12). Im Institut fur Pathologie des Helmholtz
Zentrums Minchen wird unter anderem mit RNA Interferenz (siRNA, Aubele et al
2010, Ludyga et al. 2011) gearbeitet, was die Herunterregulierung bestimmter
Proteine ermdglicht. In der vorliegenden Arbeit wurde beispielhaft an
herunterreguliertem Her2/neu die PLA- Technik durchgefuhrt. Wie in der unten
abgedruckten Abbildung dargestellt fihrte die Herunterregulierung eines der Proteine
zu nur sehr wenigen PLA- Signalen (Abb. 13). Dieses Ergebnis bestatigt, dass die
beiden Proteine PTK6 und Her2/neu interagieren, und dass die PLA- Methode
zuverlassig nur zu vielen Signalen fihrt, wenn auch beide beteiligten Proteine

reichlich prasent sind.

Abb. 12T47D- Zellen unbehandelt, hohe Anzahl an Signalen
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Abb. 13 Her2/neu herunterreguliert an T47D- Zellen, nur sehr

wenig Signale

6.2 Ergebnisse an Tumorgeweben

Bei den untersuchten Tumoren handelte es sich um invasive Mammakarzinome vom
duktalen Typ.

Untersucht wurde unter anderem der Zusammenhang der experimentell erhobenen
Parameter mit dem metastasenfreien Uberleben der Patientinnen. Das friiheste
beobachtete Auftreten von Fernmetastasen fand nach 5 Monaten statt, das spateste
nach 240, der Median der Verlaufskontrolle lag bei 139. Insgesamt wurde in 24 von
76 Fallen das Auftreten von Fernmetastasen beobachtet.

Davon mafien 56 Tumore eine Tumorgrofde < 2cm (T1), 20 eine TumorgroRe > 2 cm
(T2). Bei T1 traten in 14 von 19 erwarteten Fallen eine Fernmetastasierung auf, bei
T2 in 10 von 5 erwarteten Fallen. Mit p= 0,0115 lasst sich eine deutliche Signifikanz
zwischen TumorgréRe und Auftreten von Fernmetastasen nachweisen.

Zwischen Lymphknotenstatus und Fernmetastasierung lie® sich ebenso ein
signifikanter Zusammenhang herstellen. Bei 49 Tumore waren die Lymphknoten

metastasenfrei (LN 0), bei 27 hatte bereits ein Befall der Lymphknoten stattgefunden
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(LN 1). Bei LN 0 wurden insgesamt 10 Falle von Fernmetastasierung beobachtet, bei
LN 1 kam es zu 14 Fallen von Fernmetastasierung. Es ergibt sich ein p- Wert von
0,00385.

59 Tumore waren Her2/neu- Rezeptor negativ, 17 positiv. In 46 der Tumore wurde

eine hohe Expression von PTK6 gefunden, in 28 eine niedrige.

6.2.1 Korrelation der PLA- Ergebnisse

In der Korrelation der Parameter untereinander zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen TumorgrdRe und Anzahl an PLA- Signalen (p= 0,015).
Tumore > 2 cm zeigten demnach signifikant mehr Signale fur Her2/neu- PTKG-

Proteinkomplexe als Tumore <2 cm.

6.2.2 Korrelation der PLA mit IHC

Bei der Auswertung zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen PLA und IHC
von Her2/neu und PTK 6. Fur PTK6 zeigte sich p=0,098, flr Her2/neu p=0,197 (Tab.
7).

IHC Her2/neu IHC PTK6
PLA p=0,0987 p=0,1969

Tab. 7 Korrelation der Anzahl an PLA- Signalen mit den Ergebnissen der IHC

6.2.3 Korrelation der PLA mit klinisch- histologischen Parametern

Folgende histopathologischen Parameter wurden mit den PLA- Ergebnissen
korreliert: Lymphknotenstatus, TumorgroRe, Grading nach Elston Ellis sowie
Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus. Ein signifikanter Zusammenhang konnte
mit der Tumorgro3e nachgewiesen werden (p= 0,015), alle anderen Parameter
wiesen p- Werte > 0,05 auf (Lymphknotenstatus p= 0,479, Grading p= 0,159,
Ostrogenrezeptorstatus p= 0,965, Progesteronrezeptorstatus p= 0,529) (Tab.8).
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LN- Status | TumorgroRe Histolog. ER- PR-
Grading Rezeptor- |Rezeptor-

status status
PLA p=0,479 p=0,015 p=0,159 p=0,965 p=0,529

Tab. 8 Korrelation der Anzahl an PLA- Signalen mit klinischen Parametern

6.3 Korrelation der Parameter mit dem Auftreten von

Fernmetastasen

6.3.1 Univariate Analyse

Fir die univariate Analyse wurde das metastasenfreie Uberleben mittels Kaplan.
Meier- Kurven dargestellt. Dabei wurden < 0,5 PLA- Signale pro 1000 Pixel als
signalarm gewertet, eine Anzahl von > 0,5 PLA- Signalen pro 1000 Pixel galt als
signalreich. Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Kaplan- Meier- Kurven

wurden mittels Log-Rang-x2- Teste bestimmt.

Bei der Korrelation der einzelnen Parameter mit dem Auftreten von Fernmetastasen
zeigten folgende Parameter einen signifikanten Zusammenhang: Lymphknoten-
Status (p= 0,00385), Tumorgréfle (p= 0,0115), Anzahl der PLA- Signale (p= 0,0122)
und IHC PTKG6 (p= 0,0184).

Bei Tumoren > 2 cm (T 2) traten bei 50 % der Falle Fernmetastasen auf. Tumore < 2
cm (T 1) wiesen dagegen in 25 % der Falle eine Fernmetastasierung auf.

Der Lymphknotenstatus stellt bezlglich des Auftretens von Fernmetastasen nach
wie vor den starksten Prognosefaktor dar. In rund 52 % der Falle kam es bei bereits
stattgefundenen Lymphknotenbefall (LN 1) zur Fernmetastasierung, wahrend im
Vergleich dazu lediglich 20 % der lymphknotennegativen Tumore (LN 0) eine
Fernmetastasierung aufwiesen (Tab. 5).

Tumore mit einer hohen Anzahl an PLA- Signalen (=0,5/1000) zeigten in 50 % der

Falle ein Auftreten von Fernmetastasen. Bei Tumoren mit einer geringen Anzahl an

53



PLA- Signalen (<0,5/1000) lieRen sich in rund 21 % der Falle eine

Fernmetastasierung beobachten (Tab. 9).

PLA <0,5/1000 PLA = 0,5/1000
total n=48 n=28
Metastasen n=10 n=14

Tab. 9 Anzahl an signalreichen- bzw. signalarmen Tumoren und damit verbundene

Anzahl an Fernmetastasen

Ein signifikanter Zusammenhang liel} sich auch zwischen der PTK6- Expression
(IHC) und dem Auftreten von Fernmetastasen erkennen. In 46 % der Falle kam es
bei Tumoren mit einer geringen Expression von PTK6 zu einer Fernmetastasierung.
Tumore mit einer hohen Expression von PTK6 wiesen nur in 20 % der Falle

Fernmetastasen auf. (Tab. 10)

LN- Tumor- Grading |PLA IHC IHC PTKG6
Status groRe Her2/neu |Her2/neu
PTK6
Fern- p=0,00385 p=0,0115 |p=0,4020 |p=0,0122 |p=0,3640 |p=0,0184
metastasen

Tab. 10 Korrelation zwischen dem Auftreten von Fernmetastasen und klinisch-

histologischen Parametern

Kein signifikanter Zusammenhang liel3 sich zwischen histologischem Grad (p= 0,402)
und der Her2/neu- Expression (IHC, p= 0,364) und dem Auftreten von
Fernmetastasen nachweisen. 15 % aller Grad 1- Tumore wiesen eine
Fernmetastasierung auf, rund 37 % Grad 2- Tumore und rund 32 % aller Grad 3-
Tumore.

Von den Tumoren mit einer hohen Her2/neu- Expression in der IHC konnten

insgesamt bei rund 44 % das Auftreten von Fernmetastasen beobachtet werden.
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Tumore mit einer niedrigen Her2/neu- Expression zeigten in 30 % der Falle eine

Fernmetastasierung.
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Abb. 14: Kaplan- Meier- Kurve fiir das fernmetastasen- freie Uberleben

der Patientinnen, gruppiert nach Tumorgré3e (T1 <2 cm, T2> 2 cm)
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Abb. 16: Kaplan- Meier- Kurve fiir das fernmetastasen- freie
Uberleben der Patientinnen, stratifiziert nach histologischem Grad
(G1= qgut differenziert, G2= méBig differenziert, G3= schlecht

differenziert)
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Abb. 17: Kaplan- Meier- Kurve fiir das fernmetastasen- freie Uberleben
der Patientinnen, stratifiziert nach histologischem Grad (G1= gut

differenziert, G2= méRig differenziert, G3= schlecht differenziert)
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Abb. 18: Kaplan- Meier- Kurve fiir das fernmetastasen- freie Uberleben

der Patientinnen,

stratifiziert nach Her2/neu- Status (Her2/neu-

negativ=IHC 0 bzw. 1+, Her2/neu- positiv=IHC 2+ bzw. 3+)
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Abb. 19: Kaplan- Meier- Kurve fiir das fernmetastasen- freie Uberleben der
Patientinnen, unterteilt nach PTK6- Status (PTK6- negativ=IHC 0 bzw. 1+,
PTK6 negativ=IHC 2+ bzw. 3+)
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6.3.2 Multivariate Analyse

Multivariat wurden alle untersuchten Parameter, die in den univariaten Analysen p <
0,15 aufwiesen, zur Analyse zugelassen. Konkret waren dies Tumorgrofe,
Lymphknotenstatus, IHC- PTK6, IHC- Her4, IHC- Her3 und Anzahl an PLA-
Signalen. Hierbei zeigten sich als aussagekraftigster Parameter der
Lymphknotenstatus (p=0.006), gefolgt von der IHC- PTK6 (p=0,024) und der Anzahl
der PLA- Signale (p=0,016) hinsichtlich des Auftretens von Fernmetastasen (Tab.

11)

Koeffizient Risikofaktor p- Wert
LN 1,17 2,66 0,008
IHC PTK6 -1,24 -2,73 0,006
PLA 1,096 2,48 0,013

Tab. 11: Ergebnis der multivariaten Analyse (Cox- Proportional- Hazard)

PTK6 wies eine inverse Korrelation auf (Regressionskoeffizient -1,24). Dies
bedeutet, dass Tumore mit hoherer Expression von PTK6 eine geringere Rate an
Fernmetastasen aufwiesen als hoch exprimierende Tumore.

FUr Lymphknotenstatus und Anzahl der PLA- Signale traf das Gegenteil zu, da sie
direkt, also positiv, korreliert sind. Lymphknotenpositive bzw. signalreiche Tumore

wiesen ein hoheres Risiko fiir Fernmetastasen auf.
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7 DISKUSSION

Das Mammakarzinom stellt weltweit die haufigste maligne Erkrankung der Frau dar.
Jahrlich treten 1 Million Neuerkrankungen auf, pro Jahr verstirbt rund eine halbe
Million Frauen an den Folgen ihrer Brustkrebserkrankung. (Bauernfeind et al, 2011)
Brustkrebs ist in den letzten Jahren immer starker ins Zentrum des offentlichen
Interesses gerluckt. Die Entstehung eines Mammakarzinoms ist multifaktoriell
bedingt, die genaue Atiologie ist noch unklar (Kiechle 2007). Die Prognose hangt im
wesentlichen von der Tumorausbreitung und dem histologischen Typ ab. Fur die
weitere  Therapie ist die Bestimmung des Steroidhormonrezeptorstatus
unumganglich, da sich gezeigt hat, dass hormonrezeptorpositive Tumore vermehrt
ein gutes Ansprechen auf eine Therapie mit dem selektiven Ostrogen- Rezeptor-
Modulator (SERM) Tamoxifen (Nolvadex ®, Istubal ®, Valodex ®, Astrazeneca,
London, UK) zeigen.

Bei der adjuvanten, gerichteten Therapie des Mammakarzinoms gibt es zwei
Ansatze: die Antihormontherapie und die Anti- Her2/neu- Therapie.

Rund 77 % aller Mammakarzinome zeigen eine hohe Expression von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren, sodass die grundsatzliche Bestimmung des
Steroidhormonrezeptorstatus durchaus berechtigt ist (Bauernfeind 2011). Fir die
Therapie des hormonrezeptorpositiven Mammakarzinoms steht der SERM
Tamoxifen als Mittel der ersten Wahl zur Verfigung. Tamoxifen bindet an den
Ostrogenrezeptor und fiihrt dort zu einer Konformationsdnderung. Diese
Konformationséanderung bedingt die Inhibition der Transkription Ostrogen-
gekoppelter Gene und wirkt letztlich proliferationshemmend auf Ostrogensensitive
Mammakarzinomzellen (Ring und Dowsett 2004). In einer Metaanalyse konnte die
Early Breast Cancer Trialist's Collaborative Group bei einer 5 Jahre andauernden
Therapie mit Tamoxifen eine Reduktion des Rezidivrisikos um 39 % nachweisen.
(Davies et al. 2011). Voraussetzung fur ein Ansprechen auf Tamoxifen und das
reduzierte Rezidivrisiko war die Expression von Ostrogenrezeptoren. Dennoch zeigte

sich, dass es bei rund 40 % aller mit Tamoxifen adjuvant behandelten Patientinnen
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zum Auftreten eines Rezidivs kam. (Ring und Dowsett 2004). Die genauen Ursachen
fur diese Resistenzentwicklung sind noch unklar. Mutationen im Ostrogenrezeptor,
pharmakologische Toleranzentwicklung, eine hdhere Metabolisierung von
Tamoxifen, gesteigerte Expression von co- regulatorischen Proteinen des
Ostrogenrezeptors und Interaktionen zwischen Ostrogenrezeptoren  und
EGF/Her2/neu- und IGF- Rezeptoren und den damit verbundenen Signalwegen
werden diskutiert. (Ring und Dowsett 2004).

Zur Antihormontherapie zahlen ebenfalls die Aromataseinhibitoren, die direkt in die
Biosynthese von Steroidhormonen eingreifen und die Synthese von Ostrogen
reduzieren. Zur Therapie des metastasierten, hormonrezeptorpositiven
Mammakarzinoms sind aktuell Anastrozol (Arimidex ®, AstraZeneca, London, UK),
Letrozol (Femara ®, Novartis Oncology, Basel, Schweiz) und Exemestan (Aromasin
®, Pfizer, Berlin, Deutschland) zugelassen. Aromataseinhibitoren sind gut vertraglich
und zeigen im Vergleich zu Tamoxifen ahnliche klinische Wirksamkeit. Verglichen mit
Tamoxifen kommt es bei Lestrozol zu einem geringeren Auftreten von Rezidiven
(Chumsri et al. 2011). Allerdings lasst sich auch bei den Aromataseinhibitoren eine
Resistenzentwicklung beobachten. Lediglich 26 % aller Patientinnen mit
hormonrezeptorpositiven Mammakarzinomen sprechen auf eine Therapie mit
Aromataseinhibitoren an (Chumesri et al 2011).

Die zweite Mdglichkeit einer gerichteten Therapie des Mammakarzinoms stellen die
Her2/neu- Antikorpern dar. Trastuzumab (Handelsname Herceptin ®) war der erste
der Her2/neu- Antikorper, der zur Therapie des metastasierten Mammakarzinoms
zugelassen wurde, inzwischen wurden weitere entwickelt und auf den Markt
gebracht.

Rund 25 % aller Mammakarzinome zeigen eine gesteigerte Expression von
Her2/neu, was in den meisten Fallen mit einem aggressiveren Verlauf und einer
schlechteren Prognose einhergeht (Hsieh, Moasser 2007). Mit dem monoklonalen
Her2/neu- Antikdrper Trastuzumab liegt eine potente Therapie des metastasierten,
Her2/neu- positiven Mammakarzinoms vor. Trastuzumab bindet an die extrazellulare
Domane von Her2/neu und wirkt proliferationshemmend auf Her2/neu-
exprimierende Zellen (Harries und Smith 2002). Patientinnen mit metastasiertem

Mammakarzinom profitieren nachweislich von der Therapie mit Trastuzumab,
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allerdings sprechen initial nur rund 20 bis 30 % von ihnen auf Trastuzumab an. Von
diesen 30 % entwickeln wiederum rund 30 % im Laufe der Therapie eine sekundare
Resistenz. Dadurch wird deutlich, dass die bisherigen therapeutischen MaRnahmen
fur die Therapie des metastasierten Mammakarzinoms noch nicht ausreichend sind
und weitere Moglichkeiten erforscht werden missen. Moglicherweise liegt die
Zukunft in einer Kombination mit Trastuzumab und seinen Aquivalenten. Weitere

therapeutische Alternativen sind gegenwartig Gegenstand intensiver Forschung.

Der monoklonale Her2/neu- Antikdrper Pertuzumab (Perjeta ®, Omnitarg ®,
Genentech, South San Francisco, USA) bindet ebenfalls extrazellular an Her2/neu,
inhibiert die Ausbildung von Heterodimeren zwischen Her2/neu und anderen Her-
Rezeptoren und unterbricht somit den Phosphoinositid- 3- Kinase (PI3K)/Akt- und
MAPK- Signalweg und wirkt proliferationshemmend auf Mammakarzinomzellen.
(Tsang et al. 2012, Nahta et al. 2004). Die Kombination von Trastuzumab und
Pertuzumab zeigte einen deutlichen synergistischen Effekt der beiden Therapeutika
(Nahta et al. 2004). Pertuzumab stellt eine weitere Option zur Therapie des
metastasierten, Her2/neu- positiven Mammakarzinoms dar.

Mit Lapatinib (Tyverb ®, GlaxoSmithKline plc., London, UK) steht eine weitere
Therapieoption des metastasierten Her2/neu- positiven Mammakarzinomes zur
Verfligung. Lapatinib ist ein dualer Tyrosinkinase- Inhibtor, der an EGFR- 1 und
Her2/neu bindet und die Signaltransduktion inhibiert sowie die Apoptose im
Tumorgewebe induziert (Nahta et al. 2007). Patientinnen, die nach
Trastuzumabtherapie eine Progression ihrer Brustkrebserkrankung aufweisen,
zeigen durchwegs ein gutes Ansprechen auf eine Therapie mit Lapatinib (Tinoco et
al. 2012, Tsang et al. 2012). Konecny et al. konnten eine gesteigerte
proliferationshemmende Wirkung bei der Kombination von Lapatinib und
Trastuzumab in Mammakarzinom- Zelllinien nachweisen (Konecny et al. 2006). Bei
einer Kombinationstherapie von Lapatinib und Trastuzumab konnte zudem ein
langeres metastasenfreies Uberleben im Vergleich zur Monotherapie mit Lapatinib
beobachtet werden (Nahta 2012).

Ein weiterer Ansatz, um das Problem der Trastuzumab- Resistenz zu umgehen,

besteht mit Trastuzumab emtansine (Genentech, South San Francisco, USA). Dabei
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liegt Trastuzumab an das zytotoxische Mikrotubulin DM1 gebunden vor.
Trastuzumab fungiert hier lediglich als Transportmolekul von DM1 in die Her2/neu-
positive Zelle. In klinischen Studien zeigte sich ein gutes Ansprechen von
Patientinnen mit metastasietem Her2/neu- positiven Mammakarzinom auf
Trastuzumab emtansine (Tinoco et al. 2013).

Mit den hier besprochenen Therapeutika stehen viel versprechende Alternativen zu
Trastuzumab zur Verfugung. Dennoch ist in Anbetracht der Rate nichtansprechender
Tumore und der Resistenzen die Suche nach weiteren Zielmolekilen dringend

angezeigt.

In rund 2/3 aller Mammakarzinome ist eine Uberexpression von PTK6 nachweisbar,
wahrend PTK6 in gesundem Mammagewebe nur gering oder gar nicht exprimiert ist
(Kang 2010). Die genaue Funktion von PTK6 im Gewebe ist derzeit Gegenstand
mehrerer Studien. Nachgewiesen ist eine Steigerung der Proliferation im Gewebe
von Mammakarzinomen durch Interaktion zwischen PTK6 und EGF (Ostrander
2011). Damit stellt PTK6 neben Her2/neu einen neuen Angriffspunkt zur Therapie

des Mammakarzinoms dar.

In friheren Arbeiten konnten bereits Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Her2/neu und PTK6 beim Mammakarzinom gefunden werden (Aubele et al. 2005,
Aubele et al. 2007, Aubele et al. 2008, Kamalati et al.1996, Ostrander et al. 2010).
Born et al. gelang es 2005 einen Zusammenhang zwischen der Expression von
Her2/neu und PTK6 im Gewebe von Mammkarzinomen nachzuweisen (Born et al.
2005). Dieser Zusammenhang wurde in dieser Arbeit detaillierter mittels der PLA-

Technik untersucht.

Ein wichtiger methodische Ansatz dieser Arbeit war die bessere Etablierung und
Optimierung der PLA- Technik.

Die PLA- Technik wurde 2006 von Soéderberg et al. erstmals zur Detektion von
Proteinkomplexen beschrieben (Soderberg et al 2006). Sie wurde damals zum
Nachweis von c- Myc und Max- Proteinkomplexen an einer humanen Fibroblasten-

Zelllinie (GM08402) und Gefrierschnitten von Kolongewebe, Tonsillengewebe und

66



Burkitt- Lymphomgewebe durchgeflihrt (Séderberg 2006). Mit dieser Technik kann
die Interaktion zwischen zweier in unmittelbarer Nachbarschaft liegender Proteine
sichtbar gemacht werden. Voraussetzung dafur sind allerdings die Verwendung
zweier spezifischer, in unterschiedlichen Spezies gezogenen primaren Antikorper,
welche an die jeweiligen Proteine binden. Desweiteren ist eine enge oOrtliche Nahe
zwischen den beiden Proteinen Voraussetzung, damit es zur Ligation und im
weiteren praparatorischen Verlauf zur DNA- Amplifikation der an die Antikdrper
gekoppelten Oligonukleotide kommen kann. Mit der DNA- Amplifikation wird das
resultierende Fluoreszenz-Signal so verstarkt, dass auch geringe Mengen an
Proteinen nachgewiesen werden konnen. Mit der PLA- Technik konnen also
spezifisch die Interaktionen zwischen zwei benachbarten Proteinen bzw. die
Ausbildung von Proteinkomplexen nachgewiesen werden. Wichtigster Punkt jedoch
ist, dass dieser Nachweis - der bislang zwar experimentell z.B. in Zellkultur durch
Immunprazipitation u.a. moglich war - nun mittels PLA-Technik in Formalin-fixierten,
Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten madglich ist. Dies erdffnet ein riesiges neues
Anwendungsgebiet in der Proteinanalyse im Gewebeschnitt. Sdderberg et al.
untersuchten mit der PLA- Technik die Interaktion zwischen c-Myc/Max- Proteinen.
(Soderberg et al. 2006), andere Gruppen untersuchten damit die Interaktion
zwischen PSA und a1- Protease- Inhibitor (Zhu et al. 2009), zwischen VEGF- A und
VEGF1- Rezeptor und VEGF2- Rezeptor (Gustafsdottir et al. 2008), zwischen EGF-
Rezeptor und Her2/neu bzw. Her3 im Gewebe von Mammakarzinomen (Leuchowius
et al 2013), Fibroblast Growth- Factor (FGF1)- Rezeptoren und
Serotoninrezeptoren in Serotoninzellen in den Raphekernen (Borroto- Escuela et al.
2012) untersucht. In der hier vorliegenden Arbeit konnte die Ausbildung von
Proteinkomplexen zwischen Her2/neu und PTK6 im Gewebe von invasiven duktalen
Mammakarzinomen anhand der PLA- Methode dargestellt werden und mit der
vorliegenden klinischen Verlaufskontrolle von Uber 20 Jahren auf Korrelation getestet
werden. Leuchowius et al. untersuchten mithilfe der PLA- Technik die Interaktion
zwischen EGFR, Her2/neu und Her3 in Zelllinien und Gefrierschnitten von
Mammakarzinomen, der Fokus dabei lag auf dem Nachweis der Ausbildung von
Proteinkomplexen zwischen EGFR, Her2/neu und Her3. Die Ergebnisse der PLA-

Farbungen wurden mit den Ergebnissen der Her- immunhistochemischen Farbungen
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verglichen. Gewebe mit einem Ergebnis von 2 + oder 3 + in der IHC zeigten bei
Leuchowius et al. auch eine hohere Anzahl an PLA- Signalen (Leuchowius et al.
2013). Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag hauptsachlich im Nachweis von
Her2/neu- PTK6- Proteinkomplexen mittels PLA- Technik und die Untersuchung der
klinischen Relevanz, was mit den vorliegenden Daten aus der rund 240 Monate

langen Verlaufszeit untersucht werden konnte.

Mittels dieser Technik konnten in der vorliegenden Arbeit Her2/neu- PTKG6-
Proteinkomplexe nachgewiesen werden. Die Zuverlassigkeit und Glaubwurdigkeit
dieser Methode wurde an einer permanenten Mammakarzinom- Zelllinie (T47D)
bestatigt. Die PLA- Farbung der unbehandelten Zelllinie, die Her2/neu und PTK6
hoch exprimiert, zeigte reichlich Signale, nach Herunterregulierung eines der
Proteine jedoch nur mehr vereinzelte Signale. Damit wurde die Glaubwurdigkeit und

die Zuverlassigkeit und der Methode nachgewiesen.

Bei der Korrelation der PLA- Ergebnisse zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen TumorgréfRe und Anzahl der PLA- Signale. Tumore mit einer GroRRe Uber 2
cm wiesen eine hohere Anzahl an PLA- Signalen auf. Damit lagen in groferen
Tumoren auch mehr Her2/neu- PTK6- Proteinkomplexe vor. Zwischen Anzahl der
PLA- Signale und Lymphknotenstatus, histologischem Grad sowie

Hormonrezeptorstatus lie3 sich kein signifikanter Zusammenhang nachweisen.

In univariater Analyse zeigte sich bei einer hohen Anzahl an PLA- Signalen (>
0,5/1000 Pixel) ein vermehrtes Risiko fur das Auftreten von Fernmetastasen. In 50 %
der Falle kam es bei signalreichen Tumoren zur Fernmetastasierung, wahrend
signalarme Tumore lediglich in 21 % der Falle eine Fernmetastasierung aufwiesen.
Damit kann gezeigt werden, dass die PLA- Technik Uber bedeutende prognostische
Relevanz verfugt. So konnte sie in Zukunft zur verbesserten Einteilung in
Risikogruppen herangezogen werden.

In der univariaten Analyse konnte zudem ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der PTK- Expression in der IHC und dem Auftreten von Fernmetastasen

nachgewiesen werden. Eine geringe Expression von PTK6 ging mit einem erhdhten
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Risiko fur Fernmetastasen einher. 46 % aller Patientinnen mit einer geringen
Expression von PTKG6 erlitten Fernmetastasen, wahrend lediglich 20 % der
Patientinnen mit einer hohen Expression von PTK 6 das Auftreten von
Fernmetastasen aufzeigten. Eine hohe Expression von PTKG6 ist demnach als
prognostisch gunstig anzunehmen, wahrend eine niedrige Expression auf eine
schlechtere Prognose hindeutet. Somit kdnnte PTK6 in Zukunft als prognostischer
Marker beim Mammakarzinom an Bedeutung gewinnen.

Aktuell werden zur Einteilung in Risikogruppen nach der St. Gallen
Konsenskonferenz 2005 die TumorgréRe, der Lymphknotenstatus, der histologische
Grad, der Steroidrezeptor- Status, die Her2/neu- Expression sowie das Alter
herangezogen (Goldhirsch et al. 2007).

Die Her2/neu- Expression wird ublicherweise mittels Immunhistochemie dargestellt.
Bei der Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Anzahl der PLA- Signalen und dem Auftreten von
Fernmetastasen (p= 0,012). 50 % der Tumore mit einer hohen Anzahl an PLA-
Signalen zeigten im Verlauf das Auftreten von Fernmetastasen. Im Vergleich dazu
zeigte sich zwischen PTK6 IHC und dem Risiko einer Fernmetastasierung ein etwas
geringere Signifikanz (p= 0,018). Tumore mit einer Her2/neu IHC von 2+ und 3+
zeigten in 44 % der Falle das Auftreten einer Fernmetastasierung. In Anbetracht
dieser Ergebnisse kann gesagt werden, dass die PLA- Technik im Vergleich zur
gangigen Immunhistochemie hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft praziser
ist und in Zukunft moglicherweise eine wichtige Rolle in Differenzierung und
Therapieplanung spielen kann. Verglichen mit TumorgroRe und Lymphknotenstatus
zeigte sich die PLA- Methode hinsichtlich ihrer Aussagekraft fur das Risiko einer
Fernmetastasierung univariat nicht Uberlegen, sondern wies ahnliche Ergebnisse
auf. Rund 50 % aller Tumore T2 zeigten wahrend der 240 Monate langen
Verlaufszeit das Auftreten von Fernmetastasen, sowie 52 % der Tumore mit bereits
stattgehabten Lymphknotenbefall. TumorgréRe, Lymphknotenstatus und Anzahl der
Her2/neu- PTK6- Proteinkomplexe in der PLA- Farbung unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Aussagekraft nur geringfugig, wahrend die Immunhistochemie der
PLA- Methode unterlegen ist. Es ist denkbar, dass sich die PLA- Technik in Zukunft

als standardmafiges Verfahren zur Feststellung der Her2/neu- PTK6- Status fur die
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weitere Therapieplanung etabliert und moglicherweise an die Stelle der

Immunhistochemie treten kann.

In der multivariaten Analyse zeigte sich als aussagekraftigster Parameter hinsichtlich
des Auftretens von Fernmetastasen der Lymphknotenstatus, gefolgt von der
Expression von PTK6 in der IHC und die Anzahl an PLA- Signalen. In die
multivariate Analyse wurden aul3erdem die Tumorgrolde, der histologischer Grad, der
Hormonrezeptorstatus und die Expression von Her2/neu in der IHC mit einbezogen.
Von all diesen Parametern rangierte die Anzahl der PLA- Signale bezuglich ihrer
Aussagekraft beim Auftreten von Fernmetastasen an dritter Stelle und erganzte
somit signifikant die prognostische Aussagekraft von Nodalstatus und PTK6-IHC.
Damit zeigt sich, dass die PLA- Technik auch im Vergleich mit bereits bekannten und
gut erprobten Parametern besteht und in Zukunft als prognostisches Mittel an
Bedeutung gewinnen kann. Zudem bietet sich mit dem Nachweis der Her2/neu-
PTK6- Proteinkomplexe im Gewebe metastasierender Mammakarzinome ein neues,

vielversprechendes Therapieziel.

Mit dieser Arbeit wurde die Markierung dieser Proteinkomplexe mithilfe der PLA-
Farbung und ihre Korrelation mit dem Auftreten von Metastasen nachgewiesen.

Die Her2/neu- Expression wird Ublicherweise mittels immunhistochemischen
Verfahren dargestellt. Mit der PLA- Farbung existiert nun eine weitere Moglichkeit zur
Darstellung von Her2/neu- PTKG- Proteinkomplexen im Paraffin- fixierten Gewebe
von Mammakarzinomen.

Es ist denkbar, dass diese Methode in Zukunft bei der Therapieplanung von
Mammakarzinomen zur Anwendung kommt.

Die in dieser Arbeit dargestellte Interaktion zwischen Her2/neu und PTKG6 sowie
deren prognostische Bedeutung kann einerseits eine bessere Differenzierung von
Risikopatientinnen erlauben, zusatzlich aber auch Basis fur weitere Forschungen
sein. So konnten die Her2/neu- PTK6- Proteinkomplexe neue Angriffsmoglichkeiten
fur Therapeutika darstellen und waren damit eine Alternative zu Her2/neu-

Antikérpern und Anti- Ostrogenen.
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AbschlieRend kann gesagt werden, dass die PLA- Technik und die in dieser Arbeit
damit nachgewiesene Interaktion zwischen Her2/neu und PTKG6 im Gewebe invasiver
Mammakarzinome sowie deren signifikanter ~Zusammenhang mit dem
metastasenfreien Uberleben eine vielversprechende Rolle in der

Brustkrebsforschung spielen wird.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Fir die vorliegende Arbeit wurde das in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete
Gewebe von 80 invasiven duktalen Mammakarzinomen untersucht. Von den Tissue
Micro Arrays wurden 5 pm dinne Gewebeschnitte angefertigt und mittels PLA-
Technik gefarbt. Mit der PLA- Methode kdnnen Proteinkomplexe spezifisch markiert
und unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Die Spezifitat dieser
Methode wird durch die Verwendung zweier in unterschiedlichen Spezies gezogenen
primarer Antikdrper gewahrleistet. Zudem mussen die Proteine sich in unmittelbarer
Nahe zu einander befinden, damit die DNA- Amplifikation zwischen den an die
Sekundar- Antikérper gekoppelten Oligonukleotide stattfinden kann.

In dieser Arbeit wurde das Vorliegen von Proteinkomplexen zwischen Her2/neu und
PTK6 im Gewebe invasiver duktaler Mammakarzinome und deren Klinische
Relevanz untersucht.

Die Glaubhaftigkeit der PLA- Methode wurde an einer Mammakarzinomzelllinie
(T47D), an der eines der Proteine herunterreguliert worden war, bestatigt. Die
herunterregulierten Zellen wiesen deutlich weniger PLA- Signale auf, als die
unbehandelten Zellen.

Fir die insgesamt 76 untersuchten Mammakarzinome lagen die Verlaufsdaten fur
einen Zeitraum von tber 20 Jahren vor.

Ein signifikanter Zusammenhang =zeigte sich univariat in Bezug auf das
metastasenfreie Uberleben fir den Lymphknotenstatus, die TumorgréRe, die Anzahl
der PLA- Signale und die IHC- PTK6. Tumore mit einer hohen Anzahl an PLA-
Signalen, also einem hohen Anteil an Proteinkomplexen zwischen Her2/neu und
PTK6, wiesen in rund 50 % der Falle das Auftreten von Metastasen auf. Bei
Tumoren mit einer geringen Anzahl an PLA- Signalen kam es nur in 20 % zu einer
Fernmetastasierung. Ahnliches zeigte sich fiir Lymphknotenstatus (LN 1 52 %, LN 0
20 %), Tumorgrofe (T 2 50 %, T 1 25 %) und IHC PTK6 (PTK6 pos. 20 %, PTK6
neg. 46 %).
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Multivariat waren der Lymphknoten Status, die PTK6-IHC und die Anzahl der PLA-
Signale signifikant. Hierbei zeigte PTK6 eine inverse Korrelation mit dem Auftreten
von Fernmetastasen, wonach also eine hohe Expression von PTKG6 fur ein
geringeres Risiko einer Fernmetastasierung spricht, wahrend das Risiko bei einer
geringen Expression von PTK6 deutlich erhoht ist. Eine direkte, also positive,
Korrelation hingegen bestand fur den Lymphknotenstatus und die Anzahl der PLA-
Signale. In beiden Fallen gilt ein positiver Status bzw. eine hohe Anzahl an Signalen
als prognostisch ungunstig und deutet auf ein erhdhtes Risiko flur das Auftreten von
Fernmetastasen hin. Zu betonen ware hier jedoch, dass die Anzahl an PLA-
Signalen, also die Anzahl Her2/neu- PTK6- Proteinkomplexen, im histologischen
Schnitt die prognostische Aussage signifikant verbessern konnte.

Anhand der hier gewonnenen Ergebnisse kdonnte in Zukunft die PLA-Technik und
damit der Nachweis von Proteinkomplexen auch fur die Therapieplanung beim
Mammakarzinom diskutiert werden.

Mit den Her2/neu- Antikdrpern (Trastuzumab und weitere) wund der
Antihormontherapie (Tamoxifen) existieren bereits gut erprobte und vor allem gut
wirksame Therapieschemata. Allerdings ist die Rate an Therapieversagen
alarmierend und macht die Suche nach neuen mdoglichen Zielmolekulen notwendig.
Mit dem Nachweis der klinischen Relevanz der Her2/neu- PTK6- Proteinkomplexe im
Gewebe metastasierender invasiver Mammakarzinome ist moglicherweise eine

weitere Alternative diesbezuglich vorhanden.
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10 ANHANG

10.1 Klinische Daten zu den Patientinnen

Anzahl
Histologie
invasiv duktale Karzinome 80
TumorgroRe
T1 56
T2 20
Lymphknotenstatus
LN O 49
LN 1 27
Histologischer Grad
Grad 1 13
Grad 2 41
Grad 3 22
Her2/neu
Her2 neg. (0, 1+) 59
Her2 pos. (2+, 3+) 17
PTK6
PTKG neg. (0) 28
PTKG6 pos. (1+, 2+, 3+) 46
Auftreten von Fernmetastasen 24

10.2 pTNM- Klassifikation

Die pTNM- Klassifikation ermdglicht eine Stadieneinteilug von Tumore. Folgende
Kriterien werden hierfir zu Rate gezogen: die TumorgroBe (T), der
Lymphknotenstatus (N) und die Fernmetastasierung (M) (Sobin et al. 2009).

Tumor (T)

pTis prainvasives Karzinom (Carcinoma in situ) ohne Durchbrechung
der Basalmembran

pTO keine histologische Evidenz flr Malignitat

pT1 TumorgréfRe 2 cm oder weniger

pT2 TumorgrofRe zwischen 2 und 5 cm

pT3 TumorgréfRRe Uber 5 cm
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pT4 direkte Beteiligung von Haut oder Brustwand unabhangig von
der Ausdehnung des Tumors
pTx Beurteilung des Primartumors nicht moglich

Lymphknotenstatus (N)

pNO keine Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastasen in 4 oder weniger ipsilateralen axillaren
Lymphknoten, davon keine mehr als 3 cm Durchmesser

pN2 Metastasen in 5 oder mehr ipsilateralen axillaren Lymphknoten,

groler als 3 cm im grof3ten Durchmesser oder ipsilateral der A.
thoracica interna

Fernmetastasen (M)

pMO keine Fernmetasten
pM1 Fernmetastasen
pMx Vorliegen von Fernmetastasen nicht beurteilbar

10.2.1 WHO- Klassifikation invasiver Mammakarzinome (WHO
2003)

* Invasives duktales Karzinom, not otherwise specified (NOS):
* gemischter Typ

pleomorphes Karzinom
* Karzinom mit osteoklastenartigen Riesenzellen
* Karzinom mit chorionkarzinomartigen Merkmalen
* Karzinom mit melanotischen Merkmalen

* Invasives lobulares Karzinom

* tubulares Karzinom

* invasives kribriformes Karzinom

* medullares Karzinom

* muzinéses Karzinom und andere muzinreiche Tumoren:
*  muzindses Karzinom
» Zystadenokarzinom und zylinderzelliges muzindses Karzinom
» Siegelringzell- Karzinom

* neuroendokrine Tumoren:
» solides neuroendokrines Karzinom
» atypischer Karzinoidtumor
* kleinzelliges Karzinom
» grol3zelliges neuroendokrines Karzinom

* invasives papillares Karzinom

* invasives mikropapillares Karzinom
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apokrines Karzinom
metaplastische Karzinome:
* rein epitheliale metaplastische Karzinome
* (Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom mit Spindelzell- Metaplasie,
adenosquamaoses Karzinom, mukoepidermoides Karzinom)
* gemischtes epithelial-/ mesenchymales metaplastisches Karzinom
lipidreiches Karzinom
sekretorisches Karzinom
onkozytares Karzinom
adenoid- zystisches Karzinom
Azinuszell- Karzinom
glykogenreiches Klarzellkarzinom
sebazeobses Karzinom
inflammatorisches Karzinom
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10.3 Reagenzien
Citratpuffer

10 mM; pH 6,0
9 ml Stammlésung A + 41 ml Stammlésung B auf 500 ml mit MilliQ- Wasser aufflllen

Stammlésung A

19, 2 g (O,1 M) Zitronensaure in 1000 ml MilliQ- Wasser. Bei 4°C lagern

Stammlésung B

29, 4 g (0,1 M) Natriumcitrat- Dihydrat in 1000 ml MilliQ- Wasser. Bei 4°C lagern

TBS-T

8,8 g NaCl, 1,2 g Trisbase und 0,5 pyl Tween 20 in 800 ml MilliQ- Wasser |6sen und
anschlieffend mit HCI auf pH 7,4 einstellen. Danach mit MilliQ- Wasser auf 1000 |
auffullen und durch einen 0,22 um Filter steril filtern.

SSC 20x

17,5 g NaCL und 8,8 g Na- Citrat in 800 ml MilliQ- Wasser I6sen, PH auf 7,0 mit HCI
einstellen und auf 1000 ml mit MilliQ- Wasser auffillen.

Duolink in situ PLA

Far die PLA- Farbung wurden die Duolink in situ PLA- Reagenzien der Firma OLINK
Bioscience verwendet. Die Duolink PLA probes bestanden aus anti- rabbit PLUS und
anti- mouse MINUS, blocking stock, Antibody Diluent stock, aul3erdem wurde der
Duolink Detection kit 563, der den Hybridization stock, den Ligation stock, den
Amplification stock, die Polymerase und den Detection stock beinhaltet, verwendet.
Antikérper

Fir PTK6 wurde ein polyklonaler Antikorper der Firma Santa Cruz Biotechnologie

von der Spezies Kaninchen mit der Spezifitat fur Brk (c-18) human in der
Verdunnung 1: 50, fur HER2 ein monoklonaler Antikorper von der Firma Novocastra
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mit der Spezies Maus mit der Spezifitat c- erbB2- Onkoprotein (interne Domane)

human verwendet.

10.4 Protokoll IHC (Ventana Medical Systems Inc., USA)

Vorbereitung

Beschriftung der OT mit Etiketten

Entparaffinierung

Hitzevorbehandlung

Behandlung mit Cell Conditioning 1- Pufferlésung (CC1)
manuelle Titration Primarantikérper (150 pl pro OT)
Inkubation fur 1 h bei RT

manuelle Titration der Sekundarantikérper

Inkubation 32 min bei RT

Farbung mit 3,3'- Diaminobenzidin (DAB), Inkubation 8 min

Gegenfarbung mit 1 Tropfen Hamatoxylin, Inkubation 4 min

Nachfarbung mit 1 Tropfen Bluing Reagent (Ventana Medical Systems Inc., USA),

Inkubation 4 min

Waschen der OT

Einlegen in aufsteigende Alkoholreihe (EtOh 70 %, EtOH 90 %, EtOH absolut, Xylol

fur jeweils 2x2 min)

zum Abschluss Bedeckung mit Eindeckmedium (Eukitt, O. Kindler GmbH & Co.,

Freiburg, Deutschland) und Abschluss mit Deckglaschen

Aushartung im Brutschrank bei +60°C uber Nacht
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10.5 Protokoll PLA

Entparaffinieren

Xylol 2x 30 min

EtOH absolut 2x 2 min

EtOH 90 % 2 min

EtOH 70 % 2 min

Ampuwa

Oberflachenbehandlung

Kochen der OT in Citratpuffer (pH 6,0) in der Mikrowelle bei 1000 W fur 30 min
Anschlieend im Citratpuffer (pH 6,0) bei Raumtemperatur fir 20 min lagern
Glycin- Behandlung

TBS 50 ml + Glycin 3-4 Tropfen bei RT fur 5 min
TBS 50 ml + Glycin 3-4 Tropfen bei RT fur 5 min
TBS bei RT bis zum Blocken

Blocken

20 pl Blocking- Losung + 80 yl Ampuwa
Inkubation bei +37°C fur 1 h in der feuchten Kammer (im Originalprotokoll Inkubation
far 30 min.)

Primérantikérper (PTK6 1:50, HER2 1:7)
20 pl antibody diluent + 2ul PTK6 + 14,4 yl HER2 + 64 pyl Ampuwa

Negativ- Kontrolle: 20 pl antibody diluent + 80 yl Ampuwa

Vorinkubation bei 20 min RT, anschlieRend Inkubation in der feuchten Kammer bei
4°C Uber Nacht
Danach waschen in TBS- T 2x5 min auf dem Shaker

PLA- Sonden

20 pl antibody diluent + 40 pl Ampuwa + 20 ul PLA probe mouse + 20 ul PLA probe
rabbit

Inkubation in der feuchten Kammer bei +37°C fir 2 h

anschlieRend waschen in TBS- T 2x5 min auf dem Shaker

Hybridisierung
20 pl Hybridisierungslosung + 80 pl Ampuwa
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15 min Vorinkubation bei RT, im Anschluss Inkubation in der feuchten Kammer bei
+37°C fur 60 min (im Originalprotokoll der Firma Olink Inkubation fir 15 min)

anschlieend waschen in TBS- T fur 2x5 min auf dem Shaker (im Originalprotokoll
der Firma Olink Waschen flr 2x2 min.)

Ligation
20 pl Ligationslésung + 78 yl Ampuwa + 2,6 ul Ligase

Vorinkubation 15 min bei RT, dann Inkubation in der feuchten Kammer bei +37°C flr
20 min (im Originalprotokoll der Firma Olink Inkubation fir 15 min)

anschlieBend waschen in TBS- T fir 2x2 min auf dem Shaker
Amplifikation
78,4 ul Ampuwa + 20 pl Amplifikationslosung + 1,4 ul Polymerase

Vorinkubation 15 min bei RT, dann Inkubation in der feuchten Kammer bei +42°C flr
150 min (im Originalprotokoll der Firma Olink Inkubation bei +37°C fir 90 min.)

anschlieRend waschen in TBS- T fur 2x2 min auf dem Shaker

Detektion

80 ul Ampuwa + 20 pl Detektionslésung

Vorinkubation bei RT fir 15 min, dann Inkubation in der feuchten Kammer bei 37°C
fur 60 min

Finale

waschen in SSC 2x, SSC 1x, SSC 0,2x, SSC 0,02x fur jeweils 2 min, dann in 70 %
EtOH fir 20 s

abschlielend trocknen auf dem Heizblock bei 37°C, Eindeckung mit Vectashield
(Vector Lab., Inc., USA) und Umrandung mit klarem Nagellack zum luftdichten
Abschluss
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