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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1  Epidemiologie und Atiologie

Brustkrebs ist die haufigste maligne Erkrankung lei&u (Silva 2007) und ist mit weltweit
mehr als 350.000 Todesféllen pro Jahr bei Frauem&uifigste Tumor-Todesursache (Schmitt
et al. 1999). Durchschnittlich wird jede achte Frgendwann in ihrem Leben an Brustkrebs
erkranken (Bihling et al. 2004). Von den weltweit Jahr 2002 geschatzten 1,5 Millionen
neuen Fallen traten ca. 590.000 in Nordamerikakurdpa auf (Silva 2007). In Nordamerika
ist weltweit die hochste Inzidenz (99,4/100.000) Miammakarzinome vorhanden. Sie ist
dort 4 bis 5 mal hoher als in Afrika oder Asien.den industrialisierten Landern zeigt sich
aul3erdem eine steigende Inzidenz, die Anzahl deaBkungsféalle nimmt dort entsprechend
zu (Taylor et al. 2001, Giersiepen et al. 2005ed@i Zahlen unterstreichen die zunehmende

Bedeutung von Brustkrebs in unseren Breiten.

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist nicht bekamst,existieren jedoch verschiedene Ri-
sikofaktoren, die bei seiner Entstehung eine Raliespielen scheinen. Diese sind Alter der
Patientin bei Diagnosestellung, Alter bei Menarahd Menopause, eine spéte erste Schwan-
gerschaft oder eine geringe Anzahl an Schwangeischsowie das Erhalten einer Hormon-
ersatztherapie (Giersiepen et al. 2005, Armstrdrg.e2000, Trichopoulos et al. 1972). Aus
diesem Grund wird die Indikation zur Hormonersagrdipie inzwischen strenger gestellt
(Rossouw et al. 2002). Es existieren weitere Lettdfaktoren wie Alkoholkonsum, Rau-
chen, Ubergewicht und geringe korperliche Aktivitdie Einfluss auf das Brustkrebsrisiko
ausiben (Smith-Warner et al. 1998, Ursin et al5).99

Eine genetische Disposition liegt bei ca. 5 bis 16 Patientinnen vor. Es wurden zwei Ge-
ne entdeckt, die das Risiko, an Brustkrebs zu eRea stark erhéhen. Es handelt sich um die
DNA-ReparaturgenBRCA1undBRCA2 Frauen mit eineBRCAXMutation haben ein 80 bis
95%iges Risiko, in ihrem Leben an Brustkrebs zuastken (Antoniou et al. 2003). Tragerin-
nen eines mutierteBRCA2Gens haben ein Lebenszeitrisiko von 40 bis 70% Mamma-
karzinom zu bekommen (Antoniou et al. 2003). Cabik545% der vererbten Mammakarzi-

nome werden durch Mutationen BRCA1Gen hervorgerufen (Martin und Weber 2000). Die
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restlichen erblichen Mammakarzinome werden durchalifanen in anderen Genen wié3
und PTENverursacht (Martin und Weber 2000).

1.1.2 Histopathologie

Die beiden haufigsten histologischen Formen des Makarzinoms sind das duktale (Tu-
morgewebe ahnelt dem Milchgangepithel) sowie dasléove Karzinom (Tumorgewebe ah-
nelt den Driisenlappchen). Es werden abhéangig wen Wachstumstiefe invasive und nicht-
invasive Karzinome I{-situKarzinome) unterschieden. Daraus ergeben sichmaasive
Formen das invasiv-duktale und das invasiv-lobukkiaezinom sowie die nicht-invasiven
Formen duktales Carcinoma in situ (DCIS) und lomgaCarcinoma in situ (LCIS) (Wil-
manns et al. 2000, Krams et al. 2010). Ein hduéighachtetes Phanomen ist die Heterogeni-
tat der Tumoren hinsichtlich ihrer Invasivitat. Waéhd ein Teil des Tumors die Eigenschaf-
ten eines LCIS bestitzt und entsprechend nichtsives Wachstum zeigt, wachsen andere
Teile invasiv in das umgebende Gewebe ein.

Invasiv-duktale Karzinome kénnen entweder durch BQIS/LCIS begleitet werden oder
ohne sie auftreten. Sie machen ca. 80% aller Mararmadome aus und sind typischerweise
tastbar sowie radiologisch sichtbar. Invasiv-lobailgarzinome (ca. 10% der Mammakarzi-
nome) hingegen sind meist radiologisch sowie maapisch nur schwer vom restlichen
Gewebe zu unterscheiden. Dabei wachsen die Tuntemzelkeist einzeln oder in langgezoge-
nen Verbanden in das umliegende Gewebe ein. Eerggdinde flir dieses Verhalten wird im
Funktionsverlust des Adhasionsmolekiils E-Cadheesefgen (Wilmanns et al. 2000, Krams
et al. 2010).

Es existieren weitere morphologische Varianten Mdammmakarzinoms wie medullar, muzi-
nds und papillar. Diese spielen jedoch auf Grunidsitgeringen Anteils an der Gesamtzahl
der malignen Mamma-Tumoren eine untergeordneteeRoll

Um uber die Lokalisation genaue Angaben machentzumdn, wird die Brust in vier Quad-
ranten sowie den zentralen Mammillenbereich einigelde meisten Tumoren finden sich im
oberen, aul3eren Quadranten (ca. 55%) (Stauber eyerétahl 2007).

Eine weitere wichtige Eigenschaft der Mammakarziaash das Phanomen der Multizentrizi-
tat. Treten mehrere Karzinome zeitgleich in versdbnen Quadranten der Brust auf, so han-

delt es sich um multizentrische Karzinome.
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1.1.3 TNM-Klassifikation

Zur Einordnung der Patientinnen in das optimalerapieschema sowie zum Abschatzen der
Prognose hat sich die TNM-Klassifikation durchges@tVittekind und Meyer 2010). Es han-
delt sich dabei um eine klinische KlassifikatiorerCstatus von Tumor (T), Lymphknoten (N)
und Metastasen (M) wird angegeben.

Um Tumoren einzelnen Kategorien zuordnen zu konmenden nach der klinischen Unter-
suchung (Inspektion, Palpation) bildgebende Vedalagingesetzt (Mammographie, Mamma-
sonographie). AuRerdem wird zur Einordnung in dieische TNM-Klassifikation per Fein-
nadelbiopsie eine Gewebeprobe entnommen. Anhams@érdirobe lassen sich Eigenschaften
wie Malignitat und Histologie abschatzen.

Fur die lokale Tumorausbreitung (T) spielt die Gedes Tumors eine entscheidende Rolle.
Der regionare Lymphknotenstatus (N) wird maf3gehbdiaich die Lokalisation der befallenen
Lymphknoten bestimmt. Das Vorhandensein von Ferastasen (M) kann durch die Angabe
des Ortes spezifiziert werden. In Tabelle 1.1 sirKriterien der TNM-Klassifikation dar-
gestellt.

Nach der chirurgischen Entfernung und pathologisdbetersuchung des Primartumors und
der umgebenden Lymphknoten, atscheiner moglichen Operation kdnnen die Tumoren in
die genauere pathologische Klassifikation pTNM eorginet werden. Auf3erdem wird das

histopathologische Grading nach Elston und Ellickgefihrt (Elston und Ellis 1991).
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Tabelle 1.1: TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms

T - Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
T0 Kein Anhalt fir Primé&rtumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor 2 cm oder kleiner in groRter Ausdehnung
Tla 0,1-0,5cm
T1lb 0,5-1cm
Tlc 1-2cm
T2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht gré3er als BregréRter Ausdehnung
T3 Tumor mehr als 5 cm in gréRter Ausdehnung
T4 Tumor jeder Grof3e mit Ausbreitung auf Haut odersBraand
T4a Ausdehnung auf die Brustwand
T4b Odem oder Ulzeration der Brusthaut oder Satellitétthen der Haut
T4c 4a und 4b sind zutreffend
T4d Entziindliches Karzinom (diffuse braune Indurati@n daut)

N - Regionare Lymphknoten

De-

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt degr (z.B. nicht entnommen oder |
reits entfernt)
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase(n) in beweglichen ipsilatetalen adlélLymphknoten (Level | + II)
N2
N2a Metastase(n) in ipsilateralen axillaren Lymphknofeavel I+11), die untereinander od
an andere Strukturen fixiert sind
N2b Metastasen in Lymphknoten entlang der A. mammantarma (moglicher Nachwe)
durch Feinnadelaspiration) ohne axillaren Lymphknbgefall
N3
N3a Metastase(n) in infraklavikularen Lymphknoten
N3b Metastase(n) in Lymphknoten entlang der A. mammadrterna ohne axillare
Lymphknotenbefall
N3c Metastase(n) in supraklavikularen Lymphknoten

M - Fernmetastasen

MO

Keine Fernmetastasen

M1

Fernmetastasen
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1.1.4  Weitere histopathologische Merkmale

Durch weitere Untersuchungstechniken wie die imnmtobhemische Anfarbung werden
zusatzlich zum pTNM-Status andere histopathologiddierkmale analysiert. So werden der
Ostrogen- sowie Progesteronrezeptorstatus (ER/PRjesder HER2/ERBB2-Status be-
stimmt.

Der Estrogenrezeptor (ER) besitzt besondere khweidedeutung. Es handelt sich um einen
Steroidrezeptor fur Ostrogene. Er bildet nach detivierung durch einen Liganden ein Ho-
modimer mit einem zweiten Rezeptor. Dieser Komarn im Zellkern die Transkription
von Genen aktivieren, die h&aufig mit Tumorprogressassoziiert sind. Etwa 2/3 der Mam-
matumoren zeigen eine erhdhte Expression des Esirezeptors (Al-Kuraya et al. 2004).
Patientinnen mit ER/PR-Uberexprimierenden Tumoraheh durchschnittlich eine bessere
Prognose als ER/PR-negative Patientinnen. Es esestiverschiedene Wirkstoffe, die einge-
setzt werden, um die Wirkungen von Ostrogen zuinvgern. Tamoxifen ist ein kompetitiver
Antagonist des Ostrogens am Estrogenrezeptor uridndert so die Weitergabe des Ostro-
gensignals (Russo und Russo 2004). Tamoxifen getwbden Standardmedikamenten der
adjuvanten endokrinen Therapie bei PatientinnerERfPR-positiven Tumoren.

Auch bei HER2/ERBB2 handelt es sich um einen Rezefgr stammt aus der epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor-Genfamilie (ERBB1-4). BieGenfamilie codiert fur Trans-
membranrezeptoren mit intrazellularer Tyrosinkimkseane. Die anderen Rezeptoren aus der
Familie binden extrazellulare Liganden wie EGF Ui@&F-a und vermitteln deren Wirkungen
ins Zellinnere. HER2/ERBB2 hingegen bindet keinggabhden. Es kann mit den anderen
monomeren Rezeptoren der Genfamilie Heterodiméderiund dadurch Signale in die Zelle
vermitteln. Durch erhdohte Rezeptordichte auf deleZbilden sich bei geringeren EGF-
Konzentrationen im Extrazellularraum bereits aus-ER&zeptor und HER2/ERBB2 beste-
hende Heterodimere mit Einfluss auf die Signalwegeder Zelle. Bei ca. 25 bis 30% der
Mammakarzinome findet sich eine Amplifikation deERR/ERBB2-Gens. Patientinnen mit
Uberexpression von HER2/ERBB2 haben durchschiitéime erhéhte Rezidivwahrschein-
lichkeit und eine schlechtere Prognose. Um die Wigkder erhéhten HER2/ERBB2-Dichte
auf den Zellen zu antagonisieren, wurde ein Anpkdrgegen die extrazellulare Domane des
HER2/ERBB2-Wachstumsfaktorrezeptors entwickelt. ddptin (Trastuzumab) verhindert
auf diesem Weg die Signaltransduktion von HER2/ERB®agener und Miller 2010). Ein
weiterer eingesetzter Antikorper ist Cetuximab. ubterbindet die Signaltransduktion des
ERBB1 (Humblet 2004).
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Durch den Nachweis des Proteins Ki-67 lassen sigtkgthlisse auf die Anzahl der Zelltei-
lungen ziehen. Lasst es sich in untersuchten Gawedrstarkt nachweisen, so deutet dies auf
eine hohe mitotische Aktivitat hin und ist aus dmmsGrund mit einer unginstigen Prognose
assoziiert (Gerdes et al. 1984). Es gibt viele aveihistopathologische Parameter (z.B. uPA),
deren Nachweis nicht in allen Féallen durchgefihrdw
Um die optimale Therapie und die Prognose von Rttieen bei Diagnosestellung genauer
abschatzen zu kénnen, werden die Patientinnen upgen eingeteilt, die sich hinsichtlich
dieser Parameter gleich verhalten und aus diesemdGtie gleiche Therapie erhalten.
Ein Versuch, diese Unterscheidung zu erreichendetindurch die cDNA-Microarray-
Technologie statt. Sie ermdglicht es, die relatBenexpression von mehreren Tausend Ge-
nen zu bestimmen. Anhand dieser Analyse werden@@mexpressionsmuster unterschieden
(Perou et al. 2000). Die Tumoren werden den folgar@ruppen zugeordnet:

- HERZ2/ERBB2-positiv

- ER-positiv Luminal A

- ER-positiv Luminal B

- Basal (ER/PR-negativ, HER2-negativ, inklusive BR@Atierte Kazinome)

- normaler Typ
Die einzelnen Gruppen werden durch ein bestimms-Gberexpressionmuster charakteri-
siert. Es stellte sich heraus, dass die Zuordnunden Gruppen eine genauere Abschatzung

der Prognose ermdoglicht (Veer et al. 2002).

Durch die verschiedenen Analysemethoden und Urdkugstechniken sowie die Einord-
nung in die pTNM-Nomenklatur wird eine individuellderapie angestrebt, die im Einzelfall
eine Kombination aus maximaler Tumor-bekampfendékiig mit minimalen Nebenwir-

kungen ermdoglichen soll.

1.15 Therapie

Die Therapieoptionen sind wie bei den meisten arenalignen Tumoren die chirurgische
Entfernung, Bestrahlung sowie zytostatische undnlooelle Therapie als auch eine Kombi-
nation dieser Komponenten. Bei Brusttumoren smlatchirurgische Entfernung die wich-

tigste Rolle.
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Im Zentrum der operativen Therapie bei Mammakarnipatientinnen existieren zwei ver-
schiedene Gruppen von Operationsarten: Die Maste&tand die brusterhaltende Therapie.
Diese teilen sich wiederum in Untergruppen auf.

Bei der Mastektomie werden meist grof3e Teile dersBentfernt. Sie kann unter anderem
radikal (Entfernung der kompletten Brust inklusMen. pectorales) oder modifiziert radikal
(Entfernung der Brust unter Schonung der Mm. pat#s) durchgefuhrt werden.

Als brusterhaltende Therapien werden Lumpektorii@morentnahme mit freien Abset-
zungsrandern) oder Quadrantektomie (En-bloc-Enteahmt ~3cm Sicherheitsabstand) be-
zeichnet. Welche Operation durchgefiihrt wird undcive weiteren Behandlungsschritte sich
anschliel3en, hangt malRgeblich vom TNM-Status deofienen Patientin ab.

In der Operation wird der vorher markierte Sentinghphknoten @eutsch Wachter-
lymphknoten) entnommen und untersucht. Es handdit m den ersten Lymphknoten im
Lymphabflussgebiet des Tumors. Er wird praopenativeinem Farbstoff oder Radionukleid
markiert. Erweist er sich als tumorfrei, kann aimeekomplette Lymphonodektomie verzich-
tet werden. Finden sich jedoch Tumorzellen im Seiymphknoten, wird die Lymphono-
dektomie durchgefiihrt. Ublicherweise werden perlladissektion die Lymphknoten der
Level I und Il als Pakete entnommen (Stauber ungiégeahl 2007).

Die Sentinel-Lymphknoten-Technik wird durchgefihatenn Einschlusskriterien wie z.B.
histologisch/zytologisch gesichertes Mammakarzinokgine Hinweise auf axillare
Lymphknotenmetastasen und technische Aspekte tewféliden und Ausschlusskriterien wie
z.B. Multizentrizitat, Multifokalitat oder Metastes nicht zutreffen (Stauber und Weyerstahl
2007).

Nach der Operation wird bei den meisten Patientirgiee postoperative Bestrahlung durch-
gefuhrt um lokale Rezidive zu verhindern (Schmiditiiesen et al. 2002). So senkt die Be-
strahlung das Risiko fiir ein lokoregionéres Rezidiv drei Viertel (Whelan et al. 2000) und
betragt danach noch ca. 5 bis 10% (Fowble 199&luixh sinkt auch die Mortalitat um ca.
12% (Steene et al. 2000). Die Rezidive befindeh sim haufigsten in supraklavikularen
Lymphknoten, der Axilla oder in der Thoraxwand. fige Nebenwirkungen wie Lymph-
0deme oder kardiale Komplikationen werden dabédfanf genommen (Recht et al. 2001).
Dauer und Art der Bestrahlung richten sich auclh héeh den individuellen Voraussetzungen

der Patientin.
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Unter adjuvanter Chemotherapie mit Zytostatika tetrtsman die Chemotherapie, die sich an
eine chirurgische Entfernung des Tumors oder arBd&rahlung anschlief3t. Das Hauptziel
der adjuvanten Chemotherapie besteht in der Elerunig von Mikrometastasen. Diese stel-
len eine haufige Todesursache fur Brustkrebspatieen dar. Es konnte gezeigt werden, dass
durch die adjuvante Chemotherapie das Rezidivrisikn22% sowie die Gesamtsterberate
um 13% gesenkt werden konnen (Early Breast Cantalists” Collaborative Group 1998).

Die neoadjuvante Chemotherapie hingegen wird pratipedurchgefiihrt, um die Tumorgré-
3e zu verringern bzw. ein Downstaging des Tumod Nodalstatus zu erreichen. So wird in
ca. 45% der Falle eine brusterhaltende Therapiégramt (Mauriac et al. 1999).

Zur Senkung des Rezidivrisikos wird ebenfalls difuaante endokrine Therapie durchge-
fuhrt. Eingesetzte Mittel sind Tamoxifen (kompeftitiHemmung der Ostrogenrezeptoren)
und Trastuzumab (monoklonaler Antikorper gegen HERBB?2) (Herdegen 2008, Karow
und Lang-Roth 2008) (s.1.1.4.). So senkt Tamoxifach 5-jahriger Anwendung bei Patien-
tinnen mit Ostrogenrezeptor-positiven Tumoren diarliche Todesrate um ca. 31% und das
Rezidivrisiko nach 15 Jahren um ca. 12% (Early Br&ancer Trialists”Collaborative Group
2005). Allgemeine Voraussetzung der endokrinen dpien ist, dass die behandelten Patien-
tinnen einen Tumor haben, der die entsprechendeegR&en tberexprimiert.

Welche Therapieoptionen zum Einsatz kommen, witthad der individuellen Eigenschaften
der Patientin entschieden. Entscheidend sind Fakteie TNM-Klassifikation und Grading
des Tumors, Hormonrezeptorstatus (ER/PR), HER2/ERB&tus und Genexpressionsmus-

ter des Tumors sowie der Allgemeinzustand der Riatie

1.1.6 Prognose

Die Prognose hangt maf3geblich vom Lymphknotensw@udVahrend Patientinnen, bei de-
nen kein axillarer Lymphknoten befallen ist eineJHhres-Uberlebensrate von 65 bis 80%
haben, betragt dieser Wert bei Patientinnen mitrralhvier befallenen Lymphknoten 13 bis

24% (Valagussa et al. 1978).

Man geht davon aus, dass durch zytostatische dowraonelle (neo-)adjuvante Therapiean-
satze die Mortalitat um 20 bis 30% gesenkt werdamk(Allred und Swanson 2000). Die

Reduktion der Gesamtsterblichkeit ist dabei nicmzyso grof3, weil durch das oft hdhere



Einleitung

Lebensalter der Patientinnen bedingt auch andedestwsachen, die nicht in einem kausalen

Zusammenhang mit der Krebserkrankung stehen, dotgige Rolle spielen konnen.

Bei allen Behandlungsoptionen ist zu beachten, si@smit unerwiinschten Nebenwirkungen
verbunden sind, die die Lebensqualitat der Patiaeh erheblich einschranken kénnen. Au-
Rerdem sprechen die einzelnen Patientinnen untedsich stark auf die Therapien an. Des-
halb sollten Patientinnen im Optimalfall ein Cheherapie-Schema erhalten, das bei ihnen
die grofdten Heilungschancen hat und wenige Neb&aongen mit sich bringt. Aufgrund der
hohen und steigenden Anzahl an Therapieméglichkestees erstrebenswert, bereits vor Be-
ginn der Therapie einschatzen zu kénnen, welcherRanen von welcher Therapie am
meisten profitieren werden. Obwohl vielfaltige Tagieansatze existieren ist die Mortalitats-
rate weiterhin hoch. Besonders Patientinnen, beedeum Zeitpunkt der Diagnosestellung
bereits Metastasen vorhanden sind, haben eineiggediberlebenswahrscheinlichkeit. Dies
ist nicht zuletzt auf die grof3en Unterschiede dersBumoren untereinander zurtickzufiihren.
Sie sind so individuell, dass eine wichtige Aufgalee Medizin sein wird, alle Eigenschaften
zu erkennen und fur jede mogliche Kombination ditimale Therapie evidenzbasiert er-
forscht zu haben und anbieten zu kénnen. Die Vaitithder Brusttumoren untereinander ist

ein bisher ungeldstes und wenig verstandenes Pnol3ehmidt-Matthiesen et al. 2002).

1.2 Progression des Mammakarzinoms

1.2.1 Krebsentstehung

Krebs ist eine Krankheit, die durch Veranderungea Genoms hervorgerufen wird. Damit
aus einer gesunden Korperzelle eine Krebszelldedr@s kann, muss sie verschiedene Sta-
dien der klonalen Evolution durchwandern. Diesesd&loder Tumorentstehung (Nowell
1976) geht von den Grundprinzipien der klassisat@nvinistischen Evolutionstheorie aus.
Nach diesem Konzept erhalt die Ursprungszelle eln@nors durch ein initiales Ereignis
einen Wachstumsvorteil gegeniiber den anderen Zdélladurch kann diese Zelle expandie-
ren und sich zu einem Klon identischer Zellen eckein. Von den Zellen des entstandenen
Klons wiederum wird eine Zelle von einem weiteraeifnis getroffen. Dieses Ereignis ver-
schafft der Zelle erneut einen Wachstumsvorteiegéger den anderen Zellen. Infolgedessen

wird diese Zelle vermehrt expandieren (Merlo e2806). Der Ablauf wiederholt sich so oft,
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bis ein Klon selektioniert ist, der sich den Kotltriechanismen des Wirtes komplett entzie-
hen kann. Es ist auch méglich, dass eine Zelleernem Ereignis getroffen wird, das einen
Nachteil gegenuber den anderen Zellen mit sichgbrinfolgedessen wird die Zelle zugrunde
gehen und die anderen, besser angepassten Zelldanvgeiterwachsen.

Die bisher als Ereignisse bezeichneten Veranderukganen durch Mutationen im Genom
verursacht werden. Die Mutationen kdnnen entweeéeeits in der befruchteten Eizelle vor-
handen sein (Keimbahnmutation) oder nach dem Bia€lilum auftreten (somatische Mutati-
on). Sie entstehen aus verschiedenen Grunden. €tteenMutagene (z.B. Tabakrauch) und
physikalische Mutagene (z.B. ionisierende Strahjsagvie biologische Mutagene (z.B. Hu-
manes Papillomavirus, Epstein-Barr-Virus) spielere avichtige Rolle (Martin und Gutkind
2009). Die DNA kann ebenfalls durch physiologisadrkommende Sauerstoffradikale ge-
schadigt werden. Spontane Mutationen wiederum kodnaef einen Fehler der DNA-
Polymerasen zurtickzufiihren sein. Viele der genanMatagene verursachen Krebs und
konnen daher auch als Karzinogene bezeichnet werden

Die Mutationen lassen sich in verschiedene Gruppiateilen. Auf DNA-Ebene werden

Punktmutationen (Austausch einer Base), Insertigi@mfligen einzelner oder mehrerer Ba-
sen), Deletionen (Verlust einzelner oder mehrei@se), Duplikationen (Verdopplung eines
Gens oder Teilen eines Gens) und Amplifikationerrélfaltigung eines Gens oder Geno-
mabschnittes) unterschieden. Sind Abschnitte voro@bsomen oder ganze Chromosomen

verandert, so wird dies als Chromosomenmutatioeibkret (Wagener und Miller 2010).

Betreffen die Mutationen Tumorgene, ist es moglddss Krebs entsteht. Damit Tumore ver-
ursacht werden, ist das Zusammenwirken mehrererofgene erforderlich: Kein einzelnes

Tumorgen kann alleine Krebs hervorrufen.

Die Tumorgene lassen sich grob in Onkogene/Protmgetke und in Tumorsuppressorgene
unterteilen. In den meisten Fallen handelt es siohGene, die hemmend oder fordernd auf
die Zellteilung, den Zelltod (Apoptose) oder didldiéerenzierung wirken. Sind Gene mit
dieser Funktion verandert, kbnnen unkontrollieZedwachstum und Tumorentstehung die
Folge sein (Rassow 2006).

Onkogene sind Gene, deren Produkte den malignereggaaktiv beeinflussen kénnen. Sie
entstehen durch Mutationen aus ProtoonkogenenPRidukte der Onkogene fordern meist

die Zellteilung und besitzen durch Mutation einesté@kte Wirkung. Sie wirken durch den
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Zugewinn an Aktivitat (Gain of function, GOF) zwnlge, am falschen Ort oder zur falschen
Zeit. Beispiele fur Onkogene sind die BCR/ABL-Treksition bei chronisch myeloischer
Leukdmie oder die Amplifikation des Her2/ERBB2-Géues Brustkrebs. Aus zwei verschie-
denen Grunden entstehen bei diesen Beispielen Gautgie (Tumorproteine) in erhéhten
Mengen oder mit erhdhter Aktivitat: Durch Umlagegueines Protoonkogens und daraus
resultierender Produktion eines neuen Genprod®@{@R(ABL) bzw. durch Verlagerung des
Protoonkogens in eine Region des Genoms mit holkeqaressionsrate (Her2/ERBB2) (Ras-
sow et al. 2006).

Tumorsuppressorgene hingegen verlieren durch Muti ihre Wirkung (Loss of function,
LOF). Sie wirken im Gegensatz zu Onkogenen normaise hemmend auf die Zellteilung
und férdern die Zelldifferenzierung, verlieren didsunktionen jedoch durch Mutation. Infol-
gedessen kann sich die Zelle schneller und haufejlem. Beispiele sind das p53-Gen und

das Retinoblastom-Gen (Knippers 2001).

Nicht nur Mutationen, also Veranderungen der Rdibhlge der Basenpaare im Genom, kon-
nen die Malignitat von Zellen hervorrufen. Der bidige Phanotyp von Tumorzellen kann
ebenfalls durch epigenetische Verdnderungen hezwaien werden. Dies betrifft all jene
vererbbaren Verdanderungen der Genexpression, clii¢ ini der DNA-Sequenz selbst codiert
sind. Durch diese Mechanismen kdénnen Gene abgéstchald infolgedessen der Phanotyp
von Zellen verandert werden (Jones und Baylin 208€)jspiele fur solche Mechanismen

sind die DNA-Methylierung sowie die Modifikation mdistonen.

Durch die Methylierung von DNA-Abschnitten konnerr@ abgeschaltet werden (engl. si-
lencing). In Tumorzellen ist die DNA insgesamt ehgpomethyliert. Die verminderte Me-
thylierung kann zu chromosomaler Instabilitéat fih(&den et al. 2003). Einzelne Cytosin-
Phosphat-Guanin-Dinukleotide (sogenannte CpG-Ifsebn Promotorregionen sind jedoch
vermehrt methyliert. Die entsprechenden Gene satticth inaktiv (Jones und Baylin 2002).
Handelt es sich bei dem entsprechenden Gen umusnoiBuppressorgen, kann dies zur Tu-
morentstehung beitragen. Dass diese Inaktivierumgu\gen auf den Phanotyp von Tumor-
zellen besitzt, zeigt sich durch die Behandlung Yamorzelllinien mit 5-aza-Cytidin oder
verwandten Substanzen. Die DNA-Methylierung wirdrivegert und die Gene reaktiviert.
Verminderte Proliferation, Apoptose und Verlust deflungsféahigkeit sind die Folge (Baylin
und Ohm 2006).
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Auch die Modifikation von Histonen kann Einflussfaie Prozesse innerhalb der Zelle ausu-
ben (Bernstein et al. 2007). Histone konnen durcatyierung und Methylierung modifiziert
werden. Dadurch wird Einfluss auf die Kompaktierayv. Entfaltung des Chromatins und
infolgedessen auch auf die Expression der betreffédene ausgeibt. Es kdnnen die Zelldif-
ferenzierung und die Ausbildung von Zelleigensdarafjesteuert werden (Wagener und Mul-
ler 2010).

Es zeigt sich, dass viele verschiedene Mechanistaeifumorentstehung beitragen konnen.
Sowohl die beschriebenen genetischen als auch regtigehen Verdnderungen sind in der
Lage, Tumoren zu verursachen. Damit aus einer Zaftgichlich ein Tumor entstehen kann,

missen jedoch verschiedene Veranderungen gleichizediner Zelle auftreten.

1.2.2 Mehrschrittkarzinogenese

Das Modell der Mehrschrittkarzinogenese geht deaasy dass aus einer normalen Epithel-
zelle durch physiologische und unphysiologischdpzeliferation Gber das Stadium des Car-

cinoma in situ ein invasives Karzinom entstehemkén Abb. 1.1). Das von Beckmann und

Niederacher entwickelte Modell veranschaulicht tBeeFaktoren, die dabei Einfluss auf die
Krebsentstehung ausiiben. Es wird deutlich, dassvdiénderungen der Zellen zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten stattfinden und die Enkling eines metastasierten Karzinoms
Uber mehrere Zwischenschritte stattfindet (s. Abb).

Die Zellen missen Eigenschaften wie eine geringepfgserate, Resistenz gegen Kontroll-
mechanismen des Wirtes sowie die Fahigkeiten zilass&timulation mit Wachstumssignalen

und zur unbegrenzten Replikation entwickeln. Fig Entstehung von Metastasen ist aul3er-
dem die Invasion in andere Gewebe in Form von ekfiortbewegung und die Fahigkeit zur

Angiogenese eine Grundvoraussetzung (Hanahan umnib@rg 2000).
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DNA-Schaden am Erbgut: Normale Eptihelzelle Wachstumsfaktoren:
Genetische Pradisposition EDF, IGF, TGF,

(BRCA1,2: p53; Rp Wachstumsfaktor-Re zeptoren:
EGF-R, Her2/ERBB2, IGFR,

Spontane DNA-Schéden:
Punktmutationen

Deletion

Insertion

Translokation
Amplifikation

Zellproliferation

Hormone und Rezeptoren

VA

Proliferationsfaktoren:
Wachstumsfakt./Re zept.,
OnkogeneC-ERBB-Familie,
C-MYC, RAS,

Zellzyklus-Regulatoren:
Rb, ERBB-Familie, p53, p16,

Adhaesionsmolekiile
E-Cadherin, CAF’'s

Metastasierungsfaktoren
NMEL, Integrin, CD44,

/

Zirkulierende
/ Tumorzellen \

Invasives Karzinom Fernmetastase

Angiogenese-Faktoren
APF, FGF,

v

N\

R VAVAY,

Invasionsfaktoren:
Proteasen (uPA, Cathepsine),
Kollagenasen I-V

Abb. 1.1: Modell der Mehrschrittkarzinogenese (acBnann und Niederacher 1997)

Ein Beispiel fur die Mehrschrittkarzinogenese ig¢ ddenom-Karzinom-Sequenz bei der
Entstehung des kolorektalen Karzinoms (Vogelsteal.€1988). Vogelstein et al. vermuteten,
dass die Mehrzahl der kolorektalen Karzinome ultefe8 genetischer Mutationen aus Ade-
nomen entstehen. Nach diesem Modell entsteht ddtdhationen aus normalem Epithel hy-

perproliferatives Epithel, das sich weiter zu einAdenom und spater zu einem Karzinom
entwickeln kann. Entscheidend ist jedoch die Akklation von verschiedenen Mutationen

wie Onkogen-Aktivierung und Tumorsuppressorgen-inacung sowie die daraus entste-

hende genomische Instabilitat (Vogelstein et aB8)9

Bei bestimmten Tumorentitdten lassen sich die éereZwischenstufen haufiger beobach-
ten (Kolonkarzinom, Cervixkarzinom). Durch Vorsougéersuchungen und anatomische Ge-
gebenheiten werden dort haufiger Zwischenstadi@bdzhtet. Beim Brustkrebs kennt man
als Vorstufe hauptséachlich das duktale Carcinontaitun (DCIS) und das lobulédre Carcinoma
in Situ (LCIS). Diese unterscheiden sich vom invasiKarzinom dadurch, dass sie die Ba-
salmembran als nattrliche Grenze respektieren tohd durchdringen. Das Malignitatskrite-

rium des invasiven Wachstums wird von diesen Véestules invasiven Mammakarzinoms
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nicht erfullt. Ob wéhrend der Entstehung eines Makarzinoms eine der Vorstufen DCIS
oder LCIS durchlaufen werden muss, ist umstritten.

1.2.3 Metastatische Kaskade

Ist ein Karzinom entstanden, besteht die Moglichkagass es metastatische Absiedlungen
bildet. Dazu ist eine Kaskade von zusatzlichen Nee&ungen der Zellen notwendig, die sie
befahigt, Metastasen zu bilden (s. Abb. 1.1).

Mit zunehmendem Wachstum des Primartumors sinldiradr bestimmten GrolRe die Sauers-
toffversorgung der einzelnen Zellen. InfolgedesBedet entweder Gefal3einsprossung statt
oder die Tumorzellen bewegen sich in das umgeb&mieebe. Fir die Migration sind dabei
zwei Eigenschaften notwendig: die Fahigkeit zurtRegion der Matrix (z.B. durch Matrix-
Metalloproteinasen) und die Invasion. Zur Invasiobenachbarte Gewebe mussen die Zellen
sich aktiv fortbewegen. Fir die Fortbewegung siilgeischaften der Tumorzellen wie Zell-
Matrix-Interaktionen, lokale Proteolyse zum Abbaun\Adhasionskontakten und ein dynami-
scher Umbau des Zytoskeletts erforderlich. Spabenkn die Zellen durch Freisetzung von
Botenstoffen wie z.B. VEGF Angiogenese verursachiemdie Neubildung von Blutgefal3en
Zu initileren und so besser mit Nahrstoffen undesstoff versorgt zu werden (Wagener und
Muller 2010).

Der erste Schritt der Metastasierung findet sta&nn Tumorzellen in Lymphbahnen oder
Blutgefal3e einwachsen. Sie kdnnen sich vom Zelamtddsen und mit dem Blut oder der
Lymphflissigkeit fortgetragen werden. Normalerweiged in Zellen, die den Substratkon-
takt verlieren, die Apoptose ausgelost (Meredithalefl993). Befinden sich Tumorzellen frei
in der Blutbahn missen sie deshalb gegen proapsgitet Reize resistent sein. Zusatzlich
befinden sich im Blut Zellen des Immunsystems, gedgren proapoptotischen Signale sich
die Tumorzelle ebenfalls schitzen muss (WageneMiilker 2010).

Um die Blutgefal3e wieder verlassen zu kdnnen, nmidse Tumorzellen Adharenzkontakte
zum Endothel ausbilden oder durch Embolisierundglapillarbett hangen bleiben. Sie bent-
tigen die Fahigkeit zur Extravasion (Verlassen Blesgefal3es) .

Hat die Tumorzelle im Zielorgan das Blutgefal3 v&stn, befindet sie sich im Organparen-
chym und kann durch Proliferation zu einer Metastasswachsen. Man geht davon aus, dass
einzelne Zellen nicht sofort mit der Zellteilunggo®en, sondern sich als Mikrometastasen in
einem Latenzzustand befinden, der auch als ,TunwrHancy” bezeichnet wird (Pantel et al.
1999).
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Metastasis of Solid Tumors

Primary Tumor

Infiltration and
Invasion

Proteolysis
and Migration

Metastases, My

isolated tumor cells, M;
""Micrometastases"'
-------- >

Evasion and '"Dormancy"'

Proliferation, Angiogenesis

Abb. 1.2: Metastasierungskaskade nach Pantel . 419819

1.2.4 Minimale residuelle Krebserkrankung

Die Ausbreitung der Zellen tber das Blut (Dissemrinng) kann bei Krebserkrankungen be-
reits in frlhen Stadien stattfinden. Durch techmes&ntwicklungen wurde es mdglich, ein-

zelne Krebszellen im Knochenmark und im Blut zue#geren. Es stellte sich heraus, dass
bereits Jahre vor dem Nachweis einer soliden Metastinzelne Tumorzellen gefunden wer-
den konnten. Existieren einzelne disseminierte Traeien im Knochenmark, so wird dies

als minimale residuale Krebserkrankung bezeichRantel et al. 2008). Entscheidend ist,
dass beim Mammakarzinom der Nachweis von dissertenidumorzellen im Knochenmark

einen unabhangigen Prognosefaktor fur ein kirzexeslivireies Intervall und eine kurzere

Gesamtuberlebenszeit darstellt (Braun et al. 20Dt&).Zellen kdnnen Uber Jahre im Latenz-
zustand der ,Tumor-Dormancy” verharren und erstespaktiviert werden. Welche Mecha-

nismen fur die Aktivierung notwendig sind, ist Geg&nd intensiver Forschung (Wikman et
al. 2008).
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1.3 HPGD

1.3.1  Allgemeiner Signalweg

Die 15-Hydroxyprostaglandindehydrogenase (HPGD)kist29 kD grol3es Enzym, das als
Homodimer im Cytoplasma vorliegt. Es ist in den Ablvon Prostaglandin E2 (PgEnvol-

viert (s. Abb. 1.3). HPGD inaktiviert PGEurch Oxidation der 15-Hydroxy-Gruppe zu einer
Keto-Gruppe. Das entstandene Produkt besitzt @he\gel geringere Wirkung als die Aus-

gangssubstanz (Tai et al. 2006).

Glycerophospholipide

J\ E (Phospholipase A2 (Stimu@s)

Arachidonséaure

J\ E ( PGH2-Synthase (COX))

weitere Prostanoide <:] PGH2
W ( cPGES, mPGES 1+2 )
PGE2
W [ HPGD )
Abbau ......

Abb. 1.3: Synthese und Abbau von Prostaglandin E2

Die Phospholipase A2 katalysiert die Freisetzung &cachidonsaure aus Phospholipiden in
der Zellmembran. Die entstandene Arachidonséurel wmschlieRend durch die PgH
Synthase zu Prostaglandin H2 umgewandelt. Das ER2@ir-Synthase ist besser bekannt
unter dem Namen Cyclooxygenase (COX). Das entstenB&H wird weiter zu Prostanoi-
den (Thromboxane, Prostacycline und Prostaglandii®, PGER) umgesetzt (Harris et al.
2005). Die Umwandlung in Prostaglandin E2 findetctiuProstaglandin E2-Synthasen statt
(Samuelson et al. 2007). Das entstandene;RRG#altet seine unterschiedlichen Wirkungen.
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Hat es seine Effekte verursacht, kann PRG#urch die 15-Hydroxyprostaglandin-
dehydrogenase (HPGD) abgebaut werden.

Die Wirkungen von PGEauf den Organismus sind vielfaltig. Sie werdenctuvier ver-
schiedene PGERezeptoren (EP1-4) vermittelt (Samuelson et @720Es handelt sich dabei
um G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Je nach Swlbtyygeren oder inhibieren die Rezepto-
ren die Adenylatzyklase oder sie erhbhen die cyisxdee Calciumkonzentration. So werden
durch den gleichen Reiz (Veranderung des Prostdigl&t?-Spiegels) unterschiedliche Reak-
tionen hervorgerufen (Rassow et al. 2006).

Prostaglandine spielen eine wichtige Rolle bei Eetstehung von Entzindung, Fieber und
Schmerz. So verursachen sie eine Erweiterung di&3@€Vasodilatation) und Uber die Er-
hoéhung der Permeabilitat der Kapillaren eine Sclumglund Ro6tung des betroffenen Areals.
Uber das Herabsetzen der Aktivierungsschwelle féirébotoxin-resistente Natriumkanale
zum einen und Uber die Stimulation der Weiterlegtwmon Schmerzreizen im Ruckenmark
und Gehirn zum anderen wird das Schmerzempfindedher Des Weiteren wird Uber EP3-
Rezeptoren im Hypothalamus die Kérpertemperatuhpeegelt, es entsteht Fieber (Kool-
mann und R6hm 2009, Rassow et al. 2006).

Um den Spiegel an Prostaglandinen zu senken uchizdindungen zu hemmen, Schmerzen
zu lindern und Fieber zu senken werden COX-Hemm@. (Acetylsalicylsdure) eingesetzt.
Durch Hemmung der COX (PGFBynthase) entsteht weniger Prostaglandin H2, da¥af-
stufe der Prostaglandine darstellt (s. Abb. 1.3).

Prostaglandine spielen zusétzlich eine wichtigdeRioir die Schleimsekretion im Magen und
die Durchblutung der Nieren. Sie besitzen im Kénpele weitere physiologische Funktionen
(Koolmann und R6hm 2009, Rassow et al. 2006).

1.3.2 Krebsentstehung und der COX-2/R&kgnalweg

Damit aus einer gesunden Korperzelle eine Krebszagltstehen kann, muss diese bestimmte
Eigenschaften, die notwendig fur die Tumorentwiokjwsind, verandern. Zu diesen Eigen-
schaften zahlen Verhinderung der Apoptose, Seltsivgung mit Wachstumssignalen, For-
derung der Angiogenese und Metastasierung. Dethkiebene COX-2/PGESignalweg hat
Einfluss auf viele dieser Eigenschaften (Greenhaaigil. 2009).

Erste Vermutungen, dass COX-2 die Apoptose beasdin konnte, entstanden, als dessen
forcierte Uberexpression zu hoheren Spiegeln amlélensfordernden Proteinen (BCL-2)

und erhdhter Resistenz gegentber proapoptotisceaemRfihrte (Tsujii und DuBois 1995).
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Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpress®ER4-Rezeptors zur Unterdriickung der
Apoptose fluhrte. Infolgedessen lasst sich davorgehen, dass Uber den COX-2/RGE
Signalweg die Apoptose gehemmt werden kann (Greggthet al. 2009, Wang und DuBois
2006, Hawcroft et al. 2007). Tumorangiogenese kdumeh die von COX-2 induzierte Pro-
duktion von VEGF hervorgerufen werden.

Die Selbststimulation mit Wachstumssignalen findietch PGE statt, das autokrin den PI3-
Kinase- und MAP-Kinase-Signalweg aktivieren kanesDVeiteren verursacht die Aktivie-
rung der PGERezeptoren EP1, EP2 und EP4 eine Aktivierung deBH:Signalweges (Wu
et al. 2010). Alle diese Signalwege vermitteln wstamsstimulierende Signale.

Einige Studien haben gezeigt, dass PGE Reorganisation des Cytoskeletts und dadureh di
Migration von Krebszellen férdert. Dies ist eins@stielle Fahigkeit, die Tumorzellen erlan-
gen mussen, um Metastasen bilden zu kénnen (HanatthwWeinberg 2000).

Es zeigt sich, dass viele der erforderlichen Eigeaien, die eine Zelle zur Entwicklung von
Malignitat benotigt, vom COX-2/PGESignalweg beeinflusst werden kdnnen.

Da potente COX-Hemmer bereits vorhanden sind, satdite man die Wirkung dieser Arz-
neimittel auf die Rate der Malignome. Man fand beralass das Risiko, bestimmte Tumoren
zu bekommen, gesenkt werden kann, wenn die Proba@d®X-Hemmer einnehmen. Es
konnte gezeigt werden, dass das Risiko, einen Timblagen, Darm, Osophagus, Prostata,
Lunge oder in der Brust zu entwickeln, reduzietrt(#ang und DuBois 2006). Das Risiko,
Darmkrebs zu bekommen, reduzierte sich beispietvdurch die regelméRige Einnahme
von COX-Hemmern Uber 10-15 Jahre um 40 bis 50% [[Bynand DuBois 1997). Infolge-
dessen stellte sich die Frage, ob man die vern@imebenwirkungsarmen selektiven COX-
2-Hemmer préaventiv verschreiben solle. Aufgrund dérdhten Rate an kardiovaskularen
Ereignissen unter COX-2-Hemmer-Einnahme wurde diéselanken jedoch verworfen (Bre-
salier et al. 2005).

1.3.3 Krebsentstehung und HPGD
Wie bereits dargestellt, konnte mehrfach nachgemiegerden, dass die COX und speziell
deren Produkt PGHN verschiedenen Tumoren vermehrt vorhanden Srelerhdhte Menge

an PGE fuhrte man auf die vermehrte Synthese dieser 8nbsuriick (Tai et al. 2007). Es

ist jedoch auch mdglich, dass durch geringeren Alber Substanz erhdhte Spiegel verur-
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sacht werden. HPGD ist fur den Abbau von R@EBerlasslich und kénnte dadurch Einfluss
auf die Entstehung von Tumoren besitzen.

Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass die MamgePGD in Tumor-Gewebeproben
haufig stark variiert. Sie war in 61% der nichtiklelligen Lungentumoren im Vergleich zu
umgebendem nichtmalignem Gewebe auf RNA-Ebene ralshdO-fach verringert (n=19)
(Ding et al. 2005). Des Weiteren fanden sich in 85#423) der kolorektalen Tumorproben
geringere HPGD-Mengen als im gesunden Gewebe (Badldt al. 2005).

Mit Hilfe von Transfektions-Assays konnte aul3erdgezeigt werden, dass die stabile Hoch-
regulation von HPGD in MDA-MB-231-Zellen dazu fuéyrtdass diese Zellen nach der Im-
plantation in Mause haufiger die Fahigkeit verloréamoren zu bilden. Die voribergehende
Hochregulation verursachte vermindertes klonaleshstaim (Wolf et al. 2006). Verschiede-
ne Arbeiten kommen also zu dem Ergebnis, dass morfzellen verschiedener Entitat die
Menge an HPGD verringert ist (Ding et al. 2005, Yétlal. 2006, Backlung et al. 2005).

Im Gegensatz dazu stellte sich jedoch bei der Satdiung von Prostatakarzinomen heraus,
dass HPGD in metastasierten Tumoren auf hohem WNiex@rimiert wird (Vainio et al.
2011). In einer Untergruppe der Tumorproben war HRGD-mRNA-Expression im Ver-
gleich zu gesundem Gewebe signifikant erhoht, olbwiEhdurchschnittiche HPGD-mRNA-
Expression unverandert war. Des Weiteren konnteivazeigen, dass das Wachstum der
Prostatakrebszelllinie LNCaP von der HPGD-Expressiohangt (Vainio et al. 2011).

HPGD

o+
W ++

B +++

Abb. 1.4: Farbeintensitat der Prostatatumorprobgalitinen et al. 2012)
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Abb. 1.5: Kaplan-Meyer-Uberlebenskurve der Brugdtkgatientinnen. Die Patientinnen wurden an-
hand der HPGD-Expression in zwei Gruppen eingetieit und high) (Lehtinen et al. 2012)

Im Anschluss daran von Lehtinen durchgefihnesilico-Genexpressionsanalysen kamen
zum gleichen Ergebnis (Lehtinen et al. 2012). Exlém sich mehrere Tumor-Typen (z.B.
Brustkrebs), bei denen ein Teil der Proben sehe iéngen an HPGD exprimierte. Die hohe

HPGD-Expression war mit einer schlechten Progneseziiert.

Wound healing after transfection 48 h timepoint
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Abb. 1.6: Wundheilungsassay-Ergebnisse: Die komtiiProliferations- und Migrationsfahigkeit
der Zellen wird untersucht. Die eingesetzten Ze{MdDA-MB-231 (SA) und MDA-MB-231) wurden
entweder mit HPGD-siRNA (,HPGD") oder scrambled-RN&cr") transfiziert. (Lehtinen et al.
2012)
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Zusatzlich wurde die Migrations- und ProliferatiGitggkeit von Brustkrebszellen mit unter-
schiedlichen HPGD-Leveln per Wundheilungsassayrsatht. Es sollten Erkenntnisse tber
die Funktion und Wirkung von HPGD gewonnen werden stellte sich heraus, dass die Fa-
higkeit der Zellen, eine kinstlich zugefigte WurmleverschlieRen reduziert ist, wenn per
HPGD-siRNA-Transfektion die HPGD-Menge in den Zelkerringert wird. Eine mégliche
Erklarung fur diese Beobachtung kdonnte sein, dd&SBi fur die Proliferation und Migration
der Zellen eine wichtige Rolle spielt (Lehtinenakt2012). Durch die Herunterregulation der
HPGD-Expression wirden diese beiden Zellaktivitgjestort und konnten die beobachteten
Effekte verursachen. Diese Ergebnisse von Lehtimgthizieren, dass HPGD bei Brustkrebs
eine andere Rolle spielen kdnnte als bei Darm- bdegenkrebs.

Es zeigt sich, dass die Erkenntnisse lber den Zusaimang zwischen HPGD und der Ent-
stehung von Krebs nicht in Einklang zu bringen siasl ist méglich, dass die vermehrte Ex-
pression von HPGD bei Brustkrebs im Gegensatz zieran Tumorentitaten mit einer
schlechteren Prognose assoziiert ist.

1.4 Migrations-Assays

Durch das schnelle Wachstum von Tumoren werdere Teis Tumorgewebes vermindert mit
Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt. Sind Tumoezelku weit von einem versorgenden
Blutgefal entfernt, kbnnen sie entweder durch dieBation von GefalReinsprossung oder
durch die Invasion und Migration in andere Bereides Tumors der Unterversorgung ent-
kommen. Zur lokalen Ausbreitung eines Tumors bewegieh die Tumorzellen in Lymph-
spalten oder direkt in das umliegende Bindegewdtsgéener und Muller 2010).

Es hat sich gezeigt, dass sich Zellen von Tumorghomer Metastasierungstendenz schnel-
ler fortbewegen als Zellen von Tumoren mit niedmgeMetastasierungstendenz. Diese Beo-
bachtung unterstreicht, von welcher klinischen eRa&hz das Migrationsverhalten der Tu-
morzellen ist. Die Migrationsfahigkeit ist fur diealigne Progression und Metastasenentste-
hung eine wichtige Eigenschaft der Tumorzellen @eam und Weinberg 2000).

Um die Migrationsfahigkeit von Zellen quantitatindi reproduzierbar zu untersuchen, wur-
den verschiedene Assays entwickelt. Die Zellenndein sich meist in oder auf einer Matrix,
die sie als Kontaktflache zur Fortbewegung nutzénnkn. Das Wanderungsverhalten der
Tumorzellen wird entweder kontinuierlich oder zustimten Zeitpunkten detektiert. Die

verschiedenen Assays unterscheiden sich hauptsddhinsichtlich der Anzahl der unter-
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suchten Zellen (Einzelzell-Assays, Populations-fsyaind der Anzahl der beobachteten
Ebenen (zweidimensional, dreidimensional) sowie Besbachtungszeitraums (Start-End-
Beobachtung, kontinuierlich). Es kbnnen zusétz&ciostanzgradienten angelegt werden, die
die Zellen veranlassen, sich in eine bestimmte tRighzu bewegen (Chemotaxis) (Entschla-
den et al. 2005).

Der Vorteil der Einzelzell-Assays gegenuber PoparatAssays besteht in der Mdglichkeit,
zwischen den Faktoren Migration und Proliferatiar dellen unterscheiden zu kénnen, so-
wie Aussagen Uber einzelne Zellen treffen zu kér(Detaestecker et al. 2007). Durch konti-
nuierliche Beobachtung der Zellen kann eine Aussdgg den zeitlichen Verlauf getroffen
werden. Ein angelegter Substanzgradient kann Etkese Uber Wirkungen liefern, ist je-
doch auch sehr viel komplexer in der Durchfiihrung kann infolgedessen zu widersprich-
lichen Ergebnissen fiihren (Entschladen et al. 2005)

Der von unseren Kooperationspartnern in Finnlanctityefihrte Wundheilungs-Assay (s.
Abb. 1.7) z&ahlt zu den zweidimensionalen Populatdssays. Nach dem Zufligen eines
schmalen Ritzes in einen Zell-Monolayer wird zueenbestimmten Zeitpunkt (hier nach 48
Stunden) Uberprift, inwieweit sich die kinstlicheiWdle wieder verschlossen hat. Die Ergeb-
nisse geben Auskunft Uber die kombinierte Proltfers- und Migrationsfahigkeit der einge-

setzten Zellen.

Scramble HPGD

MDA-MB-231

MDA-MB-231SA

Abb. 1.7: Wundheilungsassay mit MDA-MB-231 und MBB-231-(SA)-Zellen. Die Wundheilung ist
nach der HPGD-siRNA-Transfektion gestort und vegtamt. (Lehtinen et al. 2012)
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Bei dem in dieser Arbeit eingesetzten Zell-MigrageAssay handelt es sich um einen zwei-
dimensionalen Einzelzell-Migrations-Assay. Das Migynsverhalten einzelner Tumorzellen
wurde in zwei Dimensionen kontinuierlich Gber 1@r&ten beobachtet und ausgewertet. Die
eingesetzte Matrix bestand aus Typ-I-Kollagen (914 Typ-llI-Kollagen und sollte das
interstitielle Bindegewebe simulieren (Wagener ttidler 2010).

Abb. 1.8: In dieser Arbeit eingesetzter Zell-Migwas-Assay. Bild zu Beginn des Assays, die Linien
stellen den spater von den Zellen zurtickgelegtemn dée

Die aus dem Migrations-Assay gewonnenen Ergebgisken eine Auskunft Gber die Beweg-

lichkeit der einzelnen Zellen. In den eingesetZetien wurde die HPGD-Proteinexpression

variiert, um deren Einfluss auf die Zellmigrationtersuchen zu kénnen.

15 Fragestellung

In dieser Arbeit soll die Expression von HPGD inugkrebstumoren untersucht und an-
schlieRend mit klinischen Parametern der Patieatirkorreliert werden, um so eine statisti-
sche Aussage treffen zu kénnen, welchen EinfluesHiR GD-Expression bei Mammakarzi-
nompatientinnen besitzt.

Des Weiteren soll mit einem Einzelzell-Migrationssay der Einfluss von HPGD auf die
Migrationsfahigkeit von Brustkrebszellen untersugitden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Untersuchungsmaterial und Patientendaten

Das Untersuchungsmaterial und die Patientendatedenun den Jahren von 1999 bis 2007
in der Frauenklinik des Universitatsklinikums Hamip&ppendorf (UKE) gesammelt.

In diese Untersuchung wurden Tumorproben von Brab#patientinnen eingeschlossen, die
keine neoadjuvante Therapie vor der Operation bek@emhaben. Eine stattgefundene neoad-
juvante Therapie stellt aus diesem Grund ein Adasskriterium dar.

Bei allen Patientinnen wurde eine Knochenmarkpref@ommen, um die Bestimmung des

Knochenmarkstatus zu ermdglichen.

Es handelt sich um 556 Proben von 411 PatientinBen89 Patientinnen liegt zuséatzlich zur

Primartumorprobe eine Lymphknotenprobe vor. Durdpjelbestimmungen einiger Proben

entsteht ein Gewebe-Microarray mit 556 Proben:

Tab. 2.1: Probenibersicht. Die Anzahl der Patiemtim und die Art und Menge der vorliegenden
Proben sind dargestellt. Es ergibt sich die Anzidl Stanzen auf dem Gewebe-Microarray.

Anzahl Patientinnen Proben Anzahl Stanzen
300 eine Tumorprobe 300
22 zwei Tumorproben 44
72 eine Tumor-, eine LK-Probe 144
17 zwei Tumor-, zwei LK-Proben 68
Summe: 411 556

Zusatzlich zu den Tumor- und Lymphknotenproben warthformationen tber die Patientin-

nen erfasst, die ebenfalls fur diese Studie gemazten durfen. Es handelt sich um Anga-
ben, die sich aus Aufnahme- und Kontrolluntersugennder Patientinnen ergaben. Diese
umfassen neben dem Alter der Patientin Angaben déeiTumorstadium, das Vorliegen von
Lymphknotenbefall oder Metastasen, Hormonrezegturstund weitere Aussagen tber mo-
lekulare Eigenschaften des Tumors. Des Weiterggetidnformationen tber das Uberleben

der Patientin sowie den Zeitpunkt einer moglicheztadtasen- oder Rezidivdiagnose vor.
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Die wichtigsten klinischen Parameter der Patiemmnum Operationszeitpunkt verteilen sich

wie folgt:

Tab. 2.2: Klinische Parameter der Patientinnen

Histologie Lymphknotenstatus Metastasen

n % n % n %
duktal 279 | 67,9 negativ 255 | 62,0 keine 386 | 93,9
lobular 80 19,5 positiv 153 | 37,2 | vorhanden | 14 3,4
andere 52 12,7

k. Angabe 0 0,0 | k. Angabe 3 0,7 | k. Angabe 11 2,7

Das Durchschnittsalter der Patientinnen betrug ZDperationszeitpunkt 57,7 Jahre. Die
durchschnittliche Nachuntersuchungszeit (,Followtimpe”) betrug 54,5 Monate (0,1-105

Monate).

Die Patientinnen erklarten schriftlich ihr Einvéunstinis dariiber, dass die erhobenen Daten

und gewonnenen Gewebeproben zu Studienzweckenzgerarden dirfen.

2.1.2 Materialien fur die Zellkultur

2.1.2.1 Zellen

Fur alle Versuche wurden Zellen der Brustkrebsline MDA-MB-231 (SA) eingesetzt.
Diese sind eine speziell veranderte Unterform d&AWB-231 wt (Wildtyp) Zellen. Sie
stellen eine aggressive Unterform der Wildtypzetlan und besitzen die Eigenschaft, schnell
in die Knochen zu metastasieren (Mbalaviele 1996).

Die Zellen wurden von Dr. lljin, VTT Medical Biotbaology, Turku, Finnland zur Verfu-

gung gestellt.

2.1.2.2 Standardzellkulturmedium

Das fur die Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 (SA) gesetzte Zellkulturmedium setzte sich

wie folgt zusammen:

- 88% (v/v) DMEM Standard-Medium
- 10% (v/v) FCS, Hitze-inaktiviert (56°C, 30 min)
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-1% nicht-essentielle Aminosauren
- 1% Penicillin-Streptomycin
-2mM Glutamin

2.1.2.3 Kollagen-Matrix-Mix

Der 4x-Kollagen-Matrix-Mix fir den Zell-Migrationgssay setzte sich wie folgt zusammen:

- 50 pl Minimum Essential Eagle Medium pH 5
- 27 pl Bicarbonat pH 8
- 375 pl Pure Col pH 2 (99,9%iges reinstes Rinoléalgen; 97%

Typ-I-Kollagen, restlicher Teil: Typ-lll-Kollagen)

2.1.2.4 \Weitere Materialien und Medien

- FCS PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ostelnrei

- Trypsin/EDTA Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

- L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

- Penicillin-Streptomycin Invitrogen, Karlsruheeltschland

- DMSO Serva Electrophoresis GmbH, HeidelbBrtschland
- Pure Cob® Advanced Bio Matrix, San Diego, USA

- Bicarbonat Solution Sigma Aldrich, St. LouisSA

- Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM Standaradium)
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

- Minimum Essential Eagle Medium
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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- Minimum Essential Eagle Medium Non-essential AoaAcids

Gibcw®, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

- Opti — Minimum Essential Eagle Medium

Gibca®, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

- HPGD-siRNA Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
- scrambled RNA Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
- SiLentFect Bio-Rad, Mlnchen

2.1.3 Materialien fur molekularbiologische Methade

2.1.3.1 RNA-Extraktions-Kit

Zur Gewinnung von RNA aus kultivierten humanen kzdllinien wurde das RNeasy Micro
Kit der Firma Qiagen, Hilden, Deutschland eingesefzir Lyse der Zellen wurde eine
QIAshredder spin column aus dem RNeasy Mini — QtAdter Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) benutzt.

Soweit mdglich sind die Zusammensetzungen der Paéieh Angaben des Herstellers aufge-
fuhrt.

- RNeasy Micro Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutsctda
- RLT-Puffer enthalt Guanidiniumisothiocyanat
- RW-1-Puffer Waschpuffer mit Salz und Ethanol
- RPE-Puffer Waschpuffer mit Salz und Ethanol
- RDD-Puffer keine Herstellerangaben

- RNeasy Mini - QlAshredder Kit  Qiagen GmbH, Hild&eutschland
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- DNase aus dem RNase-Free DNase Set von der Braggn GmbH, Hilden, Deutschland

2.1.3.2 cDNA-Synthese-Kit

Zur cDNA-Synthese aus aufgereinigten mRNA-Proberdeulas First Strand cDNA Synthe-
sis Kit der Firma Fermentas Life Sciences, Leon;Reutschland bezogen.

2.1.3.3 PCR-Primer und -Fertigldsungen

Die PCR-Primer wurden von der Firma Sigma LifeeBice, St. Louis, USA synthetisiert.

Die PCR-Primer fur das RPLPO-Gen wurden von dem&iTIB MOBIOL Syntheselabor

GmbH, Berlin, Deutschland synthetisiert.

- PrimerHPGD f: CACGTGAACGGCAAAGTG

- PrimerHPGDr:  CTTCAAGATTCCAATCCACCA

- PrimerRPLPOf:  ACCCAGCTCTGGAGAAACTGC

- PrimerRPLPOr:  TGAGGTCCTCCTTGGTGAACA

Als PCR-Fertigreagenz wurde das MESA GREEN gPCRtdiisix Plus for SYBR® Assay

von der Firma Eurogentec, Seraing, Belgien bezogases enthélt nach Herstellerangaben:

- dNTPs (incl. dUTP)

- MeteoiTaq DNA Polymerase

- MgCl, (4 mM)

- SYBR® Green |

- stabilizers and passive reference

28



Material und Methoden

214 Materialien fiir immunologische Methoden
2.1.4.1 Detection-Kit
Um die Paraffin-eingebetteten Gewebe-Microarraysiimohistochemisch anzufarben wurde

das DAKO ChemMate Detection Kit (5001) der Firma K@, Glostrup, Danemark einge-

setzt. Dieses enthielt mehrere Loésungen, die sath rHerstellerangaben folgendermalf3en

zusammensetzten:

- LOsung A: Biotinylierter Sekundarantikorper; Zeegnti-Maus und
Ziege-anti-Kaninchen, 100ml, in gepufferter Lésung

- LOsung B: Streptavidin Peroxidase (HRP); Streipia kombiniert
mit Meerrettichperoxidase, 100ml, in gepuffertesuig

- Lésung C: DAB+ Chromogen (3,3 Diaminobenzidindétydro-
chlorid), 5ml, 50-fach konzentriert,

- Lésung D: HRP-Substratpuffer, 250ml, enthalt ¥eéastoff-

peroxidase

2.1.4.2 Priméarantikorper

Der Primarantikdrper gegen HPGD wurde in Kanincpeduziert und von der Firma Sigma
Life Science aus St. Louis, USA bezogen (HPA005679)

2.1.4.3 \Weitere Materialien

Fur die immunohistochemischen Anfarbungen wurdes d&eiteren folgende Materialien

eingesetzt:

- DAKO Real Antibody Diluent DAKO, Glostrup, Danemk

- Mayers-Hemalaun-L6sung Merck, Darmstadt, Deuésth
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- Alexa-Fluor 488 Donkey anti-Rabbit 1IgG
MoBiTec, Goéttingen, Deutschland

- DAKO ChemMate Peroxidase-Blocking Solution
DAKO, Glostrup, Danemark

- Albumin aus Rinderserum lyophilisiert (BSA)
Sigma Life Sciences, St. Louis, USA

2.15 Chemikalien

Alle Chemikalien sind, sofern nicht anders angegelfrodukte der Firmen Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmdjasghd Roche (Mannheim).

2.1.6 LOsungen

10 x TBS-T

-121,1¢ Trisbase
-175,3 ¢ NaCl
-1,71 RO

-10 ml Tween-20

- Titration mit 25% HCI auf pH 7,6

10 x Tris-EDTA-Puffer (pH 9)

- 800 ml HO
-12,11¢ Trisbase
-3,72¢9 EDTA

- Titration mit 25% HCIl auf pH 9
- auf 1000 ml mit KO auffillen
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PBS

- 1000 ml
-8,09
-0,2¢9
-1,44 g
-0,24 ¢

HO
NaCl
KCI
NaHPO,
KHPOy

siRNA-Dilutions-Puffer

-491¢g
-3,58¢
-0,22¢
- 450 ml

KOAc
HEPES
MgOAc
HO

- pH mit KOH (1M) auf 7,4 einstellen

- mit H,O auf ein Volumen von 500 ml auffillen

2.1.7 Gerate

- Mikroskop (Migration-Assay):

- Mikroskop (Immunfluoreszenz):

- Mikroskop (Immunhistochemie):

- Pipetman

- Pipette 2,5ul

- Pipette 10pl

- Pipette 20pl

- Pipette 200pl

- Pipette 1000l

Leica, Solms, Dethitand (10)

Zeiss, Jena, Dehnitnd (10,40)

Leica, Solms, Bsaiiand (10,20,40)

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsatila

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsatila

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsatila

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsutila

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsctl
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- Waage

- Zentrifuge (Zellkultur)

- Zentrifuge (normal)

- PCR-Bench

- PCR- Mastercycler realpléx

- Vortex

- Zellkultur-Arbeitsplatz

- Zellkultur-Inkubator

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Hettich GmbH & Co.KG uttlingen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Bahland

Hera Safe, Heraeus, Hanau, Deutsthla

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

HeraSafe, Heraeus, Haraeutschland

Flow Laboratories, Inglea, USA

- NanoDro® ND-100 Spectrophotometer

- Kamera

- Decloaking Chamber

- Heizlampe

- Heizplatte

- Objekttrager-Schnelltrockner

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

- Handschuhe puderfrei

- Pipettenspitzen

Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, USA

JVC, Yokohama, Japan

Biocare medical, Concord, USA

IKEA, Leiden, Niederlande

Medite, Burgdorf, Deutschland

Medite, Burgdorf,ubschland

Peha-Soft, Hartmanndétdieim

Sarstedt, NUmbrecht, Deutsdhlan
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- Tubes Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- 12-Loch-Platte Becton Dickinson Labware, Framklakes, USA

- Falcon-Tube 15ml Greiner Bio-One, Solingen, 3enland

- Falcon-Tube 50ml Greiner Bio-One, Solingen, 3enland

- Deckglaschen 22 x 22 mm Paul Marienfeld GmbH &K, Lauda-Konigshofen
- Objekttrager Elka Objekttrager, GlaswarenfabrilarK Hecht KG,

Sondheim, Deutschland

- Neubauer-Zahlkammer Superior, Paul Marienfeld &@m& Co.KG, Lauda-

Kdnigshofen, Deutschland

- Paraffin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

- Vaseline Roth, Karlsruhe, Deutschland

- PCR-Platte Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
- PCR-Folie Applied Biosystems, Foster City, USA
- Spritze B.Braun, Melsungen, Deutschland

- sterile Filter VWR International, West Chestd6A

- Fermacidal IC Products SA, Minusio, Schweiz

33



Material und Methoden

2.1.9 Software

- Microsoft Office 2007

- ISIS Version 4.4.24,

- SPSS

- Revolution Media

- Security Spy

- MedCalc

2.1.10 Hardware

- Laptop

- Computer (Videos)

- Computer (PCR)

Microsoft D GmbH, Unterdetsheim

MetaSystems GmbH, Altlugshéeutschland

Version 15, SPSS Inc., Delaware, USA

Version 0-5-8 Okt 08, Copytigdernd Niggeman

Version 1.5.3, Bensoftware, Lamd@rof3britannien

Version 7.3, MedCalc Software, Marikiee Belgien

Piranha, OCTO IT, Appenweier-Urloffen

iMac 7.1, Apple Inc., Cupeoti USA

DELL Optiplex, DELL Inc., RouRsbck, USA
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2.2 Methoden

221 Zellkulturmethoden

2.2.1.1 Standardzellkulturmethoden

Die Brustkrebszelllinie wurde in sterilen Gefal3em Birmen Nunc (Wiesbaden) und Falcon
(Heidelberg) kultiviert. Die Kultivierung fand inreem Inkubatorschrank in wassergesattigter
Atmosphéare bei 37°C und 10% ¢6tatt. Die Zellen wurden, sobald sie konfluent haen,
passagiert. Dazu wurden sie mit vorgewarmtem PB®agehen und anschlieRend mit
0,05%igem Trypsin/EDTA (Invitrogen, Karlsruhe) voBoden gelést. Durch Zugabe von
FCS-haltigem Medium wurde der Vorgang gestoppt.niN&entrifugation fur 3 Minuten mit
1200 rpm und Verwerfen des Uberstandes wurde digseflet in neuem Medium resuspen-

diert. Die Zellen wurden in einer Dichte von ca%d @ieder ausgesat.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Die eingesetzten Zellen kénnen durch Einfrieren-H&6°C in flussigem Stickstoff langere
Zeit gelagert und nach dem Auftauen wieder in Kujienommen werden. Die Zellen wurden
beim Einfrieren mit Dimethylsulfoxid (DMSO) versétDadurch wird den Zellen Wasser
entzogen und die Bildung von Eiskristallen verhimd&lindestens 2*19Zellen wurden nach
Zentrifugation in 1 ml Einfriermedium resuspendiddteses setzte sich zusammen aus 90%
(v/v) DMEM-Standardmedium und 10% (v/v) DMSO. DiellBuspension wurde in Kryo-
Roéhrchen (Nunc, Wiesbaden) tberfuhrt und 24 Stutder-80°C gelagert. Danach wurden
die Réhrchen zur Lagerung in flissigen Stickstdiérditihrt.

Um die eingefrorenen Zellen wieder in Kultur zu mem, wurden sie nach dem Auftauen
(37°C, Wasserbad) mit Zellkulturmedium gewascheit.di#sem Schritt fand die Entfernung

des toxischen DMSO statt. AnschlieRend wurden dited in Zellkulturflaschen ausgesat.

2.2.1.3 siRNA-Transfektion

Um die Funktion von Proteinen wie HPGD zu untersuclgibt es die Mdglichkeit, durch die

Transfektion mit small interfering RNAs (siRNAs)edMenge an Protein vortibergehend zu
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senken. Aus dadurch veranderten Eigenschaften elenidelten Zellen lassen sich Ruck-
schliusse auf die Aufgaben und Funktionen des exdBpnden Proteins ziehen.

Bei siRNAs handelt es sich um kleine RNAs, die nalerweise die Regulation von Zellakti-
vitdten beeinflussen. Sie werden von Genen codmtbewirken den Abbau anderer codie-
render RNA. Deren Menge kann so gesenkt werdealgedessen sinkt die Menge an expri-

miertem Protein.

In einem Eppendorfcup wurden bei Raumtemperatut QJ6iIRNA (20uM) mit 160 pl siR-
NA-Dilution-Buffer verdinnt. Die entstandene Loésungirde in ein Loch einer 12-Loch-
Platte ausplattiert. Es wurden in einem weiterepdapdorfcup 2,4 pl der Transfektions-
Reagenz SiLentFect mit 400 pl OptiIMEM verdiinnt @@dMinuten inkubiert. Dieser Ansatz
wurde auf die Losung, die sich bereits im Loch ti2d_och-Platte befand, gegeben. Die neu
hergestellte Lésung wurde 1 Stunde bei Raumtempenatubiert. Es wurde eine Zellsus-
pension mit 140.000 Zellen in 440 ul Zellkulturmedi hergestellt und ebenfalls ausplattiert.

Die entstandene Suspension wurde 72 Stunden b&ii8Kbbiert.

Es wurden biologische Triplikate und technische Iixage erstellt. Der beschriebene Vor-
gang wurde entsprechend dreimal durchgefiihrt um éime Erhohung der Stichprobenan-
zahl Storfaktoren und deren Auswirkungen auf digeBnisse zu minimieren. Die drei ein-
zelnen Transfektionen werden im Folgenden als Exat 1, Experiment 2 und Experiment

3 bezeichnet.

2.2.1.4 Zell-Migrations-Assay

Mit dem Zell-Migrations-Assay soll das Migrationskalten von MDA-MB-231 (SA)-Zellen
untersucht werden. Die Zellen wurden in einer Kamimeine 3D-Kollagenmatrix eingebet-
tet. Die Zellen wurden 16 Stunden gefilmt. Das Mtgnsverhalten konnte anschliel3end
ausgewertet und interpretiert werden.

Der Zell-Migrations-Assay wurde nach dem an der Witten/Herdecke von Dr. Bernd Nig-
gemann entwickelten Protokoll durchgefuhrt (Niggamat al. 2004).

Dazu wurden als erstes die zu untersuchenden Zelldwer Zellkulturflasche mit PBS ge-
waschen. Anschliel3end wurden sie mit 0,05%igem SiyeDTA versetzt. Sobald sich alle
Zellen vom Flaschenboden gel6st hatten, wurde dgpsin/EDTA-Verdau mit Zellkultur-

medium gestoppt. Die Suspension wurde 3 Minuten12m0 rpm zentrifugiert und das Zell-
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pellet in Zellkulturmedium resuspendiert. In eiddgubauer-Zahlkammer wurde die Zellzahl
bestimmit.

Es wurden 50.000 Zellen in 50 pul Medium resuspehdi@ diesen Zellen wurden 100 pl des
4x-Kollagen-Matrix-Mix gegeben. Die entstandene f@unsion aus Zellen und Kollagen-
Matrix-Mix wurde ohne Luftblasen zu erzeugen ineeworbereitete Objekttragerkammer
gegeben. Diese bestand aus einem an drei Seitémugf mit Wachs an einem Objekttrager
befestigten Deckglaschen (s. Abb. 2.1). Der Wachderim Gewichtsverhaltnis 2:1 aus Pa-
raffin und Vaseline hergestellt. Die Deckglaschemd uObjekttrager wurden vorher in

70%igem Ethanol desinfiziert. Der Abstand zwisckekttrager und Deckglaschen betrug
ungefahr 0,3 mm.

Wachs

Deckglaschen Objekttrager

Abb. 2.1: Objekttragerkammer. Das DeckglaschemistWachs (weiss) am Objekttrager fixiert. Die
offene Seite wird spater verschlossen.

Die zu einer Seite offene, beladene Objekttragerkamwvurde aufrecht fir 30 min bei 37°C

inkubiert. Das Kollagen polymerisierte und bildsiine Struktur aus. Abschliel3end wurde
die Matrix mit DMEM-Standardmedium Uberschichtet) Werschiebungen der Matrix inner-

halb der Kammer aufgrund von freien Raumen zu weldrn. Die vierte Seite der Kammer
wurde mit Wachs verschlossen.

Die Zellen wurden 16 Stunden lang unter dem Mikopskei 10-facher VergrofRerung mit

dem Program Security Spy gefilmt. Dabei befandeh die Kammern mit den Zellen unter

zwei Heizlampen, die eine durchgehend konstantep€estur von 37°C sicherstellten. Es
wurde ein Bereich der Kammer im Gesichtsfeld eiteditsin dem sich ca. 30 Zellen befan-

den, die einzeln und nicht in Gruppen vorlagen.
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Kamera

Heizlampe

Temperatur-
Regler

Warmekammer

Temperatur-Mess-Stab

Abb. 2.2: Versuchsaufbau

Zur Auswertung wurde ein Video geladen. Die Zellem Sichtfeld wurden anschliel3end
durchnummeriert. Es wurden nur Zellen ausgewaldtbs zum Ende des Videos nicht apop-
totisch wurden. Danach wurde der Film beschleunigteitraffer abgespielt. Das Originalvi-
deo mit einer Lange von 16 Stunden wurde in 10 Saén wiedergegeben. Das Video wurde
entsprechend der Anzahl der beobachteten Zellemfaobhabgespielt. Pro Durchlauf wurde
eine Zelle per Computer-Maus verfolgt und der zkgétegte Weg der einzelnen Zelle da-
durch nachvollzogen. Es entstanden Bilder mit dexéh der Zellen (s. Abb. 2.3).
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Abb. 2.3: Pfadbild mit eingezeichneten Wegen d#deZeEs wurden 30 Zellen ausgewahlt. Unmar-
kierte Zellen wurden zum Ende des Videos apoplotisc

Der Migrations-Assay wurde mit den zwei verschiederZellkolonien (HPGD-siRNA-
transfiziert und scrambled-RNA-transfiziert) auspExment 2 und Experiment 3 jeweils
zweimal durchgefuhrt. Es wurden technische Dupdikatstellt. Von den scrambled-RNA-
transfizierten Zellen aus Experiment 1 wurden edléfechnische Duplikate erstellt.

Mit den HPGD-siRNA-transfizierten Zellen aus Expeent 1 hingegen wurde lediglich ein
Migrations-Assay durchgefihrt. Die Zellzahl war @inen zweiten Assay nicht ausreichend.

2.2.1.5 Herstellung von Zytospins

Ein Objekttrager wurde mit einer Zellsuspension 20900 Zellen beladen und zentrifugiert
(3 Minuten, 1200 rpm). Die Zellen blieben nach dentrifugation auf dem Objekttréager haf-
ten. Der Objekttrager wurde tUber Nacht bei Raumggatpr getrocknet. Die Zellen befanden
sich auf der Oberflache des Objekttragers und wseefiir weitere Untersuchungsmethoden
zuganglich. Sie wurden anschlieBend per Immunfemeezfarbung angefarbt.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 RNA-Extraktion

Zur RNA-Extraktion aus der humanen Krebszelllini®@MMB-231 (SA) wurde das RNeasy
Micro Kit von Qiagen aus Hilden, Deutschland eiregesund nach dessen Protokoll verfah-
ren.

Die Zellen wurden nach Zentrifugation in Aliquotstmicht mehr als 5*10Zellen aufgeteilt
und in 350 pl RLT-Puffer resuspendiert. Die Prohede auf eine QlAshredder-Saule pipet-
tiert und diese in einem 2 ml Sammeltube platziach 2 Minuten Fullspeed-Zentrifugation
wurde das hergestellte Lysat mit gleichem Volum@®igem Ethanol versetzt. Dieses Lysat-
Ethanol-Gemisch wurde auf eine RNeasy MinElute spiomn transferiert und anschlieRend
in einem 2 ml-Sammeltube bei 10.000 rpm 15 Sekunzéeartrifugiert. Das entstandene Lysat
wurde verworfen und auf die Saule wurden 350 pl RNRuffer gegeben. Nach Zentrifugati-
on fur 15 Sekunden bei 10.000 rpm wurde das Lyseaue verworfen. In einem Eppendorf-
cup wurden 10 pl DNase | in 70 pl RDD-Puffer vendiiond gemixt. Die entstandene L06-
sung wurde auf die Saule aufgetragen und bei Rampaeatur fur 10 Minuten inkubiert.

Mit 350 pul RW-1-Puffer, der auf die Saule gegebemde, und Zentrifugation fur 15 Sekun-
den mit 10.000 rpm sollte die DNase aus der Sauemman geldst werden. Das Lysat wurde
verworfen und die Saule in einem neuen Sammeltidigigrt. Es wurden 500 pl RPE-Puffer
auf die Séaule gegeben und erneut 15 sekunden @A 0pm zentrifugiert. Daraufhin wurde
mit 500 pl 80%igem Ethanol und Zentrifugation fiMihuten mit 10.000 rpm bewirkt, dass
die Membran durchlassiger und pordser wurde. Satabeelund Lysat wurden verworfen.
Die Saule wurde in einem neuen Sammeltube fir Suddm mit Fullspeed zentrifugiert. Das
Sammeltube wurde mitsamt Lysat erneut verworfer. iule wurde in einem neuen Sam-
meltube platziert. Es wurden 14 pl RNase-freies 8&aaufgetragen und fur 2 Minuten inku-
biert. Mit diesem Schritt wurde die RNA von der #ageldst. Das nach Zentrifugation fur 1
Minute mit Fullspeed entstandene Lysat enthieltRIMA. Die RNA wurde bei -80°C gela-
gert.
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2.2.2.2 RNA-Konzentrationsmessung

Damit bei der sich anschlieRenden cDNA-Syntheser@DBNA eingesetzt werden konnten,
musste deren Konzentration bestimmt werden. Umedms bestimmen, wurde die RNA-

Konzentrationsmessung durchgefihrt. Sie fand mi¢rai Nano-Drop-Gerat (Thermo Fisher
Scientific) statt. Dazu wurde eine Probe von 1 gfbatragen und tber die Messung der Ex-
tinktion der RNA-Gehalt bestimmt. Bei einer Well@énge von 260nm betragt der Extink-
tionskoeffizient von RNA 0,027 (ug/migm™. Um zusatzlich zur Menge die Reinheit der
Probe messen zu kénnen, wurde der Quotient auExterktionen bei den Wellenlangen 260

nm und 280 nm gemessen und errechnet. Dieser golisehen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.2.3 cDNA-Synthese

Um die urspringliche RNA-Menge spater in der quatiien PCR bestimmen zu kdnnen,
muss die RNA in cDNA umgeschrieben werden. Dasespgatder PCR eingesetzte Enzym
MeteoiTaqg DNA Polymerase ist nicht in der Lage, einen RNAa8g als Vorlage fur einen
DNA-Tochterstrang zu benutzen. Es bendtigt cDNA,ainen zweiten Strang zu synthetisie-
ren. Im Gegensatz dazu ist die bei der cDNA-Symtlesgesetzte reverse Transkriptase in
der Lage, ausgehend von einem RNA-Strang einen cSNa&ng zu synthetisieren. cDNA ist
zusatzlich stabiler als RNA und fir die langerfgetLagerung der Proben vorteilhatft.

Die cDNA-Synthese wurde mit dem First Strand cDNyxtBesis Kit der Firma Fermentas
Life Science aus Leon-Rot, Deutschland durchgefifité Schritte fanden, wenn nicht ab-
weichend angegeben, auf Eis statt. Es wurden 20RN& mit 1 ul Random-Primer versetzt
und mit DEPC-behandeltem Wasser auf 11 pl aufgefdich Inkubation fir 5 Minuten bei
65°C wurden 4 pl 5xReaktionspuffer, 1 ul RiboLB&IRNaselnhibitor (20u/pl) sowie 2 pl
dNTP-Mix (10mM) und 2 pl M-MuLV Reverse Transkripga (20u/pl) zum RNA-Gemisch
hinzugegeben.

Nach Inkubation fir 5 Minuten bei 25°C folgte diklibation fir 60 Minuten bei 37°C. Die
Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70°C fur 5 Mimuteeendet. Die entstandenen cDNA-
Proben wurden bei —20°C gelagert.
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2.2.2.4 Quantitative Realtime-PCR (gPCR)

Um die spezifische Menge an mRNA in den Zellen assen, wurde die quantitative Real-
time-PCR durchgefihrt. Nachdem unspezifisch niaint sie HPGD-mRNA bzw. RPLPO-
MRNA, sondern samtliche RNA aus den Zellen extralgehe 2.2.2.2) und in cDNA umge-
schrieben wurde (siehe 2.2.2.3), fand durch dieRj@ spezifische Messung der HPGD-
MRNA bzw. RPLPO-mRNA statt. Diese lasst grob aefienge an entsprechendem Protein
in der Zelle schlie3en, da die Proteine an den film@n anhand der mRNA synthetisiert
werden.

Ein PCR-Zyklus unterteilt sich in die drei SchriRenaturation (15 Sekunden, 95°C), Annea-
ling (30 Sekunden, 60°C) und Elongation (30 Sekan@8°C). Wahrend der Denaturation
wird die doppelstrangige DNA in Einzelstrdnge atrfigient. Nach dem Annealing, in dem
sich die Primer an die DNA anlagern, findet dierifjation satt. Die DNA-Synthese erfolgt
durch die DNA-Polymerase ausgehend von bereitsavmidénen Primern. Die verschiedenen
Phasen kénnen durch die Temperatur gesteuert wekderft die PCR optimal, verdoppelt
sich mit jedem Zyklus die DNA-Menge des Abschrattgschen den Primern.

Die Menge an doppelstrangiger DNA lasst sich mindearbstoff SYBR-Green | messen.
Dieser bindet an doppelstrangige DNA und bildeeriKomplex aus, der Licht der Wellen-
lange 494 nm absorbiert und Licht der Wellenlangg& Bm emittiert. Dies lasst sich photo-
metrisch messen. Am Ende eines jeden Zyklus wirdisdMenge an doppelstrangiger DNA
bestimmit.

Die Menge an DNA verdoppelt sich mit jedem Zykluslerreicht irgendwann einen Schwel-
lenwert. Der Schwellenwert meint den Zeitpunkt,dam die Fluoreszenz erstmalig signifi-
kant starker ist als die Hintergrundfluoreszenzndehdem, wie viel spezifische cDNA zu
Beginn der qPCR eingesetzt wurde, wird dieser Stbmeert friher oder spater erreicht.
Um die Zeitpunkte miteinander vergleichen zu kénneimd der cycle threshold (ct-Wert)
angegeben, der beschreibt, in welchem Zyklus dew8kenwert erreicht wurde.

Zum Schluss der qPCR wird die Temperatur langsam8@C auf 95°C erhoht. Die Mel-
ting-Curve (leutsch Schmelzkurve) und somit die Reinheit der anatysie Probe soll be-
stimmt werden. Lief die qPCR optimal, so liegt amdg ein spezifisches PCR-Produkt in
sehr groRen Mengen vor. Es ist doppelstrangig aneine festgelegte Basenpaarlange. Wird
die Temperatur langsam erhéht, so trennen siciddppelstrdnge bei einer ganz bestimmten
Temperatur in Einzelstrdnge auf. Wie hoch diesehiétgt davon ab, wie lang das Fragment

und wie hoch der Anteil and Guanin- und Cytosinbhader eingesetzten DNA ist. Je langer
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das Fragment ist und je hoher der GC-Anteil deseBasschnittes, desto héher muss die
Temperatur sein, um den Doppelstrang aufzubreddEnMenge an doppelstrangiger DNA
l&sst sich mit SYBR Green | messen.

Nach einer optimalen PCR sollte bei einer bestimnmitemperatur ein Peak entstehen, der
anzeigt, dass sich bei dieser Temperatur die Depaabe in Einzelstrange aufgeteilt haben.
Sind bei der g°PCR Nebenprodukte entstanden, stzéesie eine andere Basenpaarlange als
das Hauptprodukt und trennen sich bei einer and&emperatur in Einzelstrange auf. Es

entstinden mehrere Peaks.
Die wie unter 2.2.2.3 beschrieben synthetisiert®l&Rvurde in der quantitativen Realtime-
PCR eingesetzt. Alle Schritte fanden auf Eis shi. folgenden Bestandteile wurden in die

einzelnen Locher einer 96-Well-PCR-Platte pipdttier

Tab. 2.2: Zusammensetzung der PCR-Proben

HPGD RPLPO
2x SYBR 7,5 ul 7,5 ul
H,O 1,7 ul 4,2 ul
HPGD Primer f 0,4 ul
HPGD Primer r 0,4 ul
RPLPO Primer f - 0,4 ul
RPLPO Primer r - 0,4 ul
cDNA 1/5 verdinnt 5ul 2,5l
Summe 15 pl 15 pl

Als Negativkontrolle wurde in ein Loch der Plattestatt cDNA HO gegeben. In dieser Pro-
be entsteht kein PCR-Produkt, solange keine Komtatoin mit DNA stattfand.

Danach wurde die Platte mit PCR-Folie verschlossem,Evaporationen und dadurch den
Verlust von einzelnen Bestandteilen des PCR-Mixesverhindern. Die Platte wurde im
PCR-Cycler (Eppendorf) platziert und das PCR-Prognagestartet. Das Program setzte sich

aus den folgenden Komponenten zusammen:
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Tab. 2.3: PCR-Programm

Zeit (min) Temperatur (°C)

2:00 55,0

10:00 95,0

0:15 95,0

0:30 60,0 ] 35 x

0:30 68,0

0:15 95,0
60,0 \ Innerhalb von 20:00 min (fur
95,0 Melting-Curve)

Die Auswertung fand mit dem zum gPCR-Cycler gehéeenProgramm Realplex 2.0 von
Eppendorf, Hamburg statt.

Samtliche Messungen wurden an Triplikaten durchyefiMogliche Messfehler sollten so
vermieden werden. Stimmten die drei gemessenenéWecht Uberein, so wurde der am
starksten abweichende Wert nicht in die Auswertmitgeinbezogen.

Es wurden die Mengen von RPLPO-mRNA und HPGD-mRMAtilnmt. RPLPO ist ein Pro-
tein, das kontinuierlich von Brustkrebszellen algichbleibendem Niveau synthetisiert wird.
RPLPO-mRNA sollte entsprechend in den verschiedéheben in gleicher Menge bezogen
auf die Zellzahl vorhanden sein. Ausgehend davordevaler Quotient aus RPLPO-mRNA-
Menge und HPGD-mRNA-Menge gebildet. So solltencla¢sErgebnisse, die beispielsweise
durch das Einsetzten verschiedener Mengen an cDiérsacht werden kénnen, vermieden

werden.

2.2.3 Immunologische Methoden

2.2.3.1 Immunhistochemische Farbung (IHC)

Um mit der immunhistochemischen Féarbung spezifisicie Zielstruktur (z.B. ein Protein)
anzufarben, existieren hauptsachlich zwei versemedvioglichkeiten. Einerseits ist es mog-
lich, gegen die Zielstruktur gerichtete AntikGrm@nzusetzen, die bereits mit einem Farbstoff
oder auf eine andere Art markiert sind (z.B. raklimy. Andererseits kann der Nachweis mit
einem Primarantikorper stattfinden, der erst dweltere Behandlungsschritte markiert wird
(s. Abb. 2.4). In dieser Arbeit wurde die zweitgente Variante gewahlt.
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Der HPGD-Antikorper ist gegen HPGD-Proteine geethind bindet sie spezifisch. Er wird
auf die zu farbenden Schnitte aufgebracht. Der Wachdieses Antikorpers findet im An-
schluss statt. Es werden mit Peroxidase gekoppakeindarantikorper eingesetzt. Sie sind
gegen den Fc-Teil des Priméarantikorpers gerichiet binden diesen. Im Folgenden produ-
ziert die Peroxidase Wasserstoffperoxid, welcheas \d&her farblosen Farbstoff DAB oxi-
diert und so eine Farbung verursacht (Graham undd<aky 1966). Endogene Peroxidasen,
die von Beginn an in der anzufarbenden Gewebeprobdganden sind, wirden eine Hinter-
grundfarbung (sog. Hintergrundrauschen) hervorrufed werden deshalb mit Wasserstoff-

peroxid-Losungen (bD.) geblockt.

Primar-AK ’ Sekundar-AK

=t

il

Abb. 2.4: Immunhistochemische Farbung (schematisch)

Die Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten GéedMicroarrays wurden zunachst durch
eine absteigende Alkoholreihe deparaffiniert undgchhelend im Dampfdruckinkubator
(Decloaking Chamber) fir 5 Minuten in Tris-EDTA-Rauf (pH 9) bei 120°C inkubiert. Durch
Waschen mit TBST (3 x 3 Minuten) wurden die Gewdberoarrays abgekuhlt. Daraufhin
wurden sie Uber Nacht bei 4°C mit dem Primarangkdpkubiert (Verdiinnung 1:100). Die-
ser wurde mit TBST (3 x 3 Minuten) abgewaschenwkisde nach dem Standardprotokoll
DAKO ChemMate Detection Kit (#K 5001) weiter fortgharen: Auf die Versetzung mit dem
biotinylierten Sekundarantikdrper (10 Minuten) ugidem weiteren Waschschritt mit TBST
(3 x 3 Minuten) folgte die Blockierung mit Peroxs#aBlocking Solution fir 5 Minuten.
Nachdem diese mit TBST (3 x 3 Minuten) entferntdeyrfand die Inkubation mit Streptavi-
din Peroxidase (10 Minuten) statt. Nach weiteremst®fan konnte abschlieRend mit DAB
spezifisch angefarbt werden.

Die Gegenfarbung der Zellkerne fand mit Mayers-HeonaLosung statt. Um die Gewebe-

Mircroarrays danach zu konservieren, wurden sieie aufsteigende Alkoholreihe (80%,
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96%, 100%, je 4 Minuten) eingebracht und am End&ylol (2 x 10 Minuten) inkubiert.
Zum Schluss wurden sie mit Eukitt und einem Deckgjtién abgedeckt.

2.2.3.2 Auswertung der immunhistochemischen Fag§lHC)

Zur Auswertung der Tumorprobenfarbung wurde der BHRT -Status bestimmt. Dieser setz-
te sich zusammen aus den Komponenten Intensitdh@)Anteil der angefarbten Zellen (P).
Da es sich bei HPGD um ein zytoplasmatisches Prdtendelt, wurde auch nur die zytop-
lasmatische Farbung beachtet und ausgewertet.beaditat wurde mit ,0“ fur keine Far-
bung, ,1“ fir schwache, ,2“ fur starke und ,3" f&ehr starke Farbung codiert. Auf3erdem
wurde der Anteil der Zellen ausgezahlt, die mit éetsprechenden Intensitat angefarbt wur-
den.

In einigen Fallen wurde der Tumor in mehreren Jaestenen Intensitatsgraden angefarbt. Es
wurden die beiden starksten Intensitdten und imeethen Prozentsatze angegeben. Fur die

Prozentsatze wurden wiederum Punkte vergeben:

Tab. 2.4: Auswertung der IHC. Bestimmung der Puaktedem Anteil der angefarbten Zellen

Prozentsatz Punkte
0% 0
1-29 % 1
30-69 % 2
70-89 % 3
90-100 % 4

Aus der Summe des Intensitatsgrades und den Pufikteden Prozentsatz ergab sich wie
folgt der HPGD-PT-Status:

Abb. 2.5: Auswertung der IHC. Bestimmung des HPGBBRatus

P+1 HPGD-PT-Status
0-4 negativ
5-7 positiv
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Wurde ein Tumor mit zwei verschiedenen Intensit@idgn angefarbt, wurden fur die Pro-
zentwerte einzelne Punkte vergeben und diese ziner&d Intensitatsgrad addiert. Der nied-
rigere Intensitatsgrad wurde nicht mit in die Adzfiteinbezogen.

Es folgen zwei Berechnungsbeispiele.

Sind in einer Tumorprobe alle Zellen schwach aniefavird er mit (1-100) beschrieben.
Fur 100% gefarbte Zellen werden 4 Punkte vergeBerergibt sich: 1| + P =1+ 4 =5
HPGD-PT-Status = 1.

Sind in einem Tumor 30% der Zellen stark angefanud die restlichen 70% der Zellen
schwach angefarbt, wird dies mit (2-30, 1-70) besben. Fur die einzelnen Prozentwerte
werden Punkte vergeben, der niedrigere Intensit@dsgyird nicht in die Addition mit einbe-
zogen. |+ RP+P,=2+2+ 3 =" HPGD-PT-Status = 1

Bei den Lymphknotenproben wurde die Bestimmung HES&D-LK-Status auf die gleiche
Art und Weise durchgefuhrt.

Wurden von einem Tumor oder Lymphknoten zwei Protegefarbt und stimmten die Féar-
beergebnisse nicht Uberein, so wurde das Ergebeigluiert. Bei fortbestehenden unter-
schiedlichen Intensitatsgraden und Anteilen wurdedie Probe mit der intensiveren Anfar-
bung in die Auswertung einbezogen.

Die Bestimmung der Status fand verblindet statt wndde parallel durch eine Pathologin
kontrolliert (Dr. R. Issa, Universitatsklinikum Egpdorf).

2.2.3.3 Immunfluoreszenzfarbung

Per Immunfluoreszenzfarbung sollte kontrolliert eem, ob die Herunterregulation von
HPGD durch HPGD-siRNA-Transfektion in MDA-MB-231 A% Zellen erfolgreich war. Als
Vergleich dienten scrambled-RNA-transfizierte Zelland MDA-MB-231 (SA)-Wildtyp-
Zellen.

Durch die Immunfluoreszenzfarbung soll das Prot¢é#GD spezifisch angefarbt und nach-
gewiesen werden. Die Zellkerne werden mit DAPI bdengefarbt. Unter dem Fluoreszenz-
mikroskop lassen sich die Zellen anhand der DARb#&g voneinander unterscheiden und
durch die fluoreszenzmarkierten HPGD-Antikorperkée®p lasst sich der HPGD-Gehalt der
einzelnen Zellen einschatzen.

Es wurden wie bereits unter 2.2.1.5 beschriebenspyhs mit unterschiedlich vorbehandelten
MDA-MB-231 (SA)-Zellen hergestellt. Diese wurdennzchst zweimal mit PBS gewaschen
und zur Fixierung mit 4% Formaldehyd in PBS fur Mlhuten bei Raumtemperatur inku-
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biert. Das Formaldehyd wurde durch dreimaliges Wasanit PBS entfernt. Die Zellen wur-
den durch das Aufbringen von 0,2% Triton X-100 I0r Minuten permeabilisiert. 0,2% Tri-
ton X-100 wurde wiederum mit PBS (3x) abgewasclanch Aufbringen von Blockierungs-
l6sung fur 30 Minuten wurden unspezifische Bindungkckiert. Danach wurde der HPGD-
Antikorper bei Raumtemperatur fur 90 Minuten zu detien gegeben. Er war im Verhaltnis
1:250 in Blockierungslosung verdiinnt. Die Blockiegalosung setzte sich zusammen aus 1%
(w/v) BSA in PBS. Es schloss sich viermaliges Wascimit PBS an. Der Sekundér-
Antikorper (1:500 in Blockierungslosung) wurde fir Minuten aufgetragen und im Dunkeln
inkubiert. Durch Waschen mit PBS wurde der Sekusmé«orper entfernt. Die Kernfarbung
fand mit DAPI (1 Minute) statt. Dieses wurde mitPBx) abgewaschen. Die Slides wurden
mit Mowiol eingedeckelt.

Die Auswertung fand unter einem Fluoreszenzmikrpstter Firma Zeiss aus Jena mit einem

40-fach vergolRernden Objektiv statt.

2.2.4 Herstellung eines Gewebe-Microarrays

Mit Hilfe der Gewebe-Microarray-Technik (TMA) koénnebis zu 1000 Gewebeproben

gleichzeitig auf einem Objekttrager untersucht wwerdDazu werden aus den in Paraffinblo-
cken eingebetteten Gewebeproben rohrférmige Sta(smmn Gewebezylinder) entnommen

und parallel angeordnet in einen neuen Paraffikbngesetzt (Kononen et al. 1998). Die
Gewebezylinder werden mit einer Hohlnadel, die rifrmendurchmesser von 0,6 mm be-
sitzt, aus dem Spenderblock entnommen. In den Hrgpfélock werden mit einem 0,6 mm

dicken Bohrer Locher gebohrt, in die diese Stanzieeinpassen. So kénnen bis zu 1000
Stanzen in einen Block gesetzt werden. Von dies@uokBrviederum werden Paraffinschnitte

angefertigt, auf denen entsprechend alle Gewebeprebrhanden sind. Um sich auf diesen
Schnitten besser orientieren zu kbnnen, werderGdigebezylinder in Quadranten angeord-
net. Entlang einer gedachten x- und y-Achse wedierProben einer Zahl und einem Buch-
staben zugeordnet, die deren genaue Position im Ttierspiegeln. So ist sichergestellt,

dass sich die Proben zuordnen lassen und keinee¢bsglungen stattfinden.

Mit den hergestellten Schnitten, die viele Tumobeno auf einmal enthalten, lassen sich die
Proben sehr viel einfacher und kostengunstigerrsunten, als wenn sie sich einzeln auf
Objekttragern befanden.

In dieser Arbeit wurden die Gewebe-Microarrays aheBend immunhistochemisch mit ei-

nem Antikorper gegen das Protein HPGD angefarls. ddisfihrliche Beschreibung des Pa-
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tientinnenkollektivs, das mit dem Gewebe-Microartayersucht wurde ist unter 2.1.1 zu
finden.

2.25 Statistik

Zur Auswertung der immunhistochemischen Farbeeigebrund der Daten der Patientinnen
wurde mit den Programmen SPSS Version 15 und Mifrésccel 2000 gearbeitet. Mit SPSS
wurden statistische Tests und die Bestimmung dgsiffkianzniveaus durchgefuhrt. Micro-
soft Excel diente zur Aufarbeitung der Daten und Etstellung von Statistiken und Diag-
rammen.

Der per Immunhistochemie bestimmte Status der EiemeTumorproben (s. 2.2.3.2) wurde
mit den klinischen Parametern der Patientinnengkiert. Die p-Werte wurden mit dem Prog-
ramm SPSS Version 15 bestimmit.

Bei klinischen Parametern mit zwei Auspragungsnubgkeiten (z.B. ER-Status negativ oder
positiv) wurde der p-Wert per univariater logistiec Regressionsanalyse berechnet. Fir kli-
nische Parameter mit mehr als zwei Auspragungswctigliten (z.B. prae-, peri- und postme-
nopausal) wurde der zweiseitige Korrelationsteshrigearson verwendet.

In der multivariaten logistischen Regressionsamalysirde der HPGD-Status der Tumoren
hinsichtlich der Prognosefaktoren ,Ruckfall* undrgkkheitsfreies Uberleben* der entspre-
chenden Patientinnen untersucht. Als Kovariaterdemiklinische Parameter der Patientinnen
eingesetzt, die in der univariaten binér logistestiRegressionsanalyse einen signifikanten
Zusammenhang mit den genannten Eigenschaften ,Rilickihd ,krankheitsfreies Uberle-
ben“ zeigten.

Mit dem Programm MedCalc 7.3 wurden die Kaplan-Meyberlebenskurven erstellt. Mit
ihnen soll die Uberlebenswahrscheinlichkeit im liien Verlauf abgeschéatzt werden. Zur
Berechnung der Uberlebenskurven wurden die Aussshititerien der Patientinnen erweitert.
Patientinnen, die bei Diagnosestellung Metastaséni@sen, sowie Patientinnen, die bereits
weniger als vier Monate nach der Operation verstarivurden nicht in die Berechnung der

Kaplan-Meyer-Kurven einbezogen.

Die hergestellten Videos des Migrations-Assays warthit der Software Revolution Media
(Version 0-5-8 Okt. 08) ausgewertet. Das aufgezatéhVideo wurde in 22 Abschnitte unter-
teilt. Es ergaben sich sogenannte Tackingzeitpurikés Programm bestimmte die Strecke,
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die eine Zelle im Zeitraum zwischen zwei Zeitpumki®iriickgelegt hatte. Die gewonnenen
Daten konnten in das Programm Excel 2000 expouigdtals Tabelle eingefligt werden.

Mit dem Programm Excel 2000 fand die ausfuhrlictegddanalyse statt. Es wurde die abso-
lute Distanz berechnet, die eine Zelle zurlickgethedte. Diese Strecke wurde in Relation zur
Zeit gesetzt und dadurch die Durchschnittsgeschghed bestimmt. Des Weiteren wurde
der prozentuale Anteil der Zeitpunkte, zu deneh die Zelle bewegte, bestimmt. Dieser ent-
spricht der Anzahl der Zeitrdume zwischen zwei Trag&eitpunkten, in denen eine Distanz
zurtickgelegt wurde, bezogen auf die Anzahl alletrdieme.

Aus den erhaltenen Werten (Distanz, Geschwindigkeiteil der Zeitpunkte mit Migrations-
aktivitat) fur die einzelnen Zellen wurden Durchsitswerte und Standardabweichungen fur
die sechs Einzelmessungen berechnet. Mit dem t-Westle der p-Wert fur die Paare
(HPGD-siRNA-transfiziert versus scrambled-RNA-trfazisrt) bestimmit.

AnschlielRend wurden die Werte aus den je drei Hmzesungen zusammengefligt und er-
neut Durchschnitt, Standardabweichung und p-Weddbmet. P-Werte unter 0,05 wurden als
signifikant, p-Werte unter 0,01 als hoch signifikamgestuft.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis der HPGD-Proteinexpression in Brusdgewebe

3.1.1 Patientenkollektiv und immunhistochemischebkng

Zum Nachweis der HPGD-Expression in Brustkrebst@mavurden Tumorproben auf einem
Tissue-Microarray (TMA,deutsch Gewebe-Microarray) per Immunhistochemie angeféarbt
Das Ziel bestand darin, eine mdgliche Korrelatianszhen Proteinnachweis und klinischen

Parametern sowie dem weiteren KrankheitsverlauPagentinnen zu tberprifen.

Von den 556 angefarbten Tumor- bzw. Lymphknotengmnoldste sich bei 100 Proben wah-
rend der immunhistochemischen Anfarbung die Tunadrvom Objekttrager oder lag gefal-
tet vor. Uber die Anfarbbarkeit von 51 Spots konkétne Aussage getroffen werden, weil
sich in der Schnittebene der Gewebeprobe keine Taetten befanden. Aufgrund von Dop-
pelbestimmungen konnten mit den 405 auswertbaretsJpussagen tber 371 Proben getrof-
fen werden. Diese setzten sich zusammen aus 295rpunbben und 76 Lymphknotenproben.
Bei 50 Patientinnen lagen gleichzeitig Ergebnisge die Proben aus Priméartumor und
Lymphknoten vor. Die klinischen Parameter alleriétdinnen waren in Erst- und Follow-up-
Untersuchungen erfasst worden und lagen zur Ausngrvor. Das Patientenkollektiv ist in
Tab. 3.5 dargestellt.

FUr jede Tumor- und Lymphknotenprobe wurde ausldinsitat der Farbung sowie dem
Anteil der gefarbten Tumorzellen wie unter 2.2.Beschrieben der entsprechende HPGD-
Status bestimmt. Ein negativer HPGD-Status entspewebeproben, in denen die Tumor-
zellen sich nicht anfarbten oder sich ein geringeteil der Tumorzellen wenig intensiv an-
farbte. Ein positiver HPGD-Status wurde Gewebepnahgyeordnet, in denen sich ein gole-

rer Anteil der Tumorzellen mit starkerer Intensaatarbte.

Im Folgenden wird der Begriff ,HPGD-PT-Status” fden HPGD-Status einer Primartumor-
probe verwendet. ,HPGD-LK-Status” steht fir den HRGtatus einer Lymphknotenprobe.

Um die Farbeergebnisse zu veranschaulichen, iSolgenden stellvertretend fur die Gesam-

theit an Tumorproben je eine Gewebeprobe des euspnden Intensitatsgrades abgebildet
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(Abb. 3.1 bis Abb. 3.7). Dabei ist zu beachtensdiie dargestellten Gewebeproben stellvert-
retend fur einen Intensitatsgrad der Farbung stefemprozentuale Anteil der gefarbten Zel-

len variiert. Keine der Lymphknotenproben zeigteedrarbung im Intensitatsgrad 3.

Abb. 3.1: Tumorprobe, Intensitatsgrad O: invasiv Abb. 3.2: Lymphknotenprobe, Intensitéatsgrad 0:
duktal, pT2, N3, MO, GllI duktulo-lobular, pT1, N1, MO, GlI
(20-fache VergrofRRerung) (20-fache VergrolRerung)

Abb. 3.3: Tumorprobe, Intensitatsgrad 1: Abb. 3.4: Lymphknotenprobe, Intensitatsgrad 1:
invasiv duktal, pT2, N1, MO, Glll invasiv duktal, pT2, N1, MO, GlII
(20-fache VergrolRerung) (20-fache VergroflRerung)

52



Ergebnisse

Abb. 3.5: Tumorprobe, Intensitatsgrad 2: Abb. 3.6: Lymphknotenprobe,
invasiv duktal, pT1, NO, MO, GlI Intensitatsgrade 1 und 2 (Mischform):
(20-fache VergrolRerung) invasiv duktal, pT2, N2, MO, GlII

(20-fache VergroRerung)

Abb. 3.7: Tumorprobe, Intensitatsgrad 3:
invasiv duktal, pT1, NO, MO, GlI
(20-fache VergrofRerung)

Die Positivkontrolle mit gesundem Kolongewebe féarkich intensiv an (s. Abb. 3.8). Als

Negativkontrolle eingesetztes gesundes Lymphknetsebe zeigte keine Farbung (s. Abb.
3.9). In Abb. 3.10 sind metastasierte Tumorzellehdem Farbeintensitatsgrad 1 zu erken-
nen, die sich in Lymphknotengewebe befinden.

Des Weiteren farbten sich in wenigen Gewebeprolierelme verteilt im Bindegewebe lie-

gende Zellen an, die als Makrophagen identifiziartden.
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Abb. 3.8: gesundes Kolongewebe, Positivkontradlieb. 3.9: gesundes Lymphknotengewebe, Negativ-
(40-fache VergroRRerung) kontrolle (40-fache Vergrol3erung)

Abb. 3.10: metastasierte Tumorzellen in
Lymphknotengewebe (40-fache Vergrof3erung)

In der sich anschlielenden Bestimmung des HPGD{RIIS zeigte sich, dass 61 der 295
angefarbten Primartumoren (21%) einen positiven BFR3-Status erhielten. Den Ubrigen
234 Primartumoren (79%) wurde ein negativer HPGDRS®dtus zugeordnet (s.Tab. 3.1).

Von den 76 Gewebeproben aus den Lymphknotenmetastabielten 12 Proben den positi-
ven HPGD-LK-Status (16%) und 64 Proben den negat(84%). (s.Tab. 3.2)

54



Ergebnisse

Tab. 3.1: Farbeergebnis der immunhistochemischem@&tumorfarbung

HPGD-PT-Status

negativ positiv
total n % n %
Priméartumoren 295 234 79 61 21

Tab. 3.2: Farbeergebnis der immunhistochemischaenphknotenfarbung

HPGD-LK-Status
negativ positiv
total n % n %
Lypmknotenmetastasen 76 64 84 12 16

Bei 50 Patientinnen lagen gleichzeitig Ergebnis8e die Proben aus Primartumor und
Lymphknoten vor (s.Tab. 3.3). Bei 39 dieser 50 étdinnen (78%) stimmten HPGD-PT-
Status und HPGD-LK-Status Uberein. Bei sieben Retieen (14%) hingegen war der
HPGD-PT-Status positiv und im Gegensatz dazu d€sBHRK-Status negativ. Bei vier Pa-
tientinnen (8%) erhielt der Primartumor einen negat HPGD-PT-Status wahrend die
Lymphknotenfarbung einen positiven HPGD-LK-Stattgab.

Tab. 3.3: Farbeergebnisse bei Patientinnen, fursdieohl ein Ergebnis der Primartumorfarbung als
auch der Lymphknotenfarbung vorlag.

HPGD-LK-Status
negativ positiv
negativ 36 4
HPGD-PT-Status _
positiv 7 3

3.1.2 HPGD-Expression: Korrelation mit klinischen Paragnet

Die Korrelation mit klinischen Parametern ist inb&lle 3.4 dargestellt. Unterschiedliche
Fallzahlen kommen zustande, wenn bei einem TeiPdgientinnen die entsprechende klini-

sche Angabe nicht bekannt ist. Die p-Werte wurdencld univariate logistische Regressions-
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analyse (Eigenschaften mit zwei mdglichen Ausprggtormen, z.B. ER-Status) oder mit
dem zweiseitigen Korrelationstest nach Pearsone(iSighaften mit drei moéglichen Auspra-
gungsformen, z.B. Tumorstadium) bestimmt.

Die berechnete Odd’s Ratio (OR) bezeichnet dasuelRisiko, das eine Patientinnengruppe
gegenuber der anderen hinsichtlich eines bestimiatelgnisses besitzt. So betragt das Risi-
ko einer Patientin mit positivem HGPD-Status, eifgickfall zu erleiden, das 2,5-fache des
Risikos, das eine Patientin mit negativem HPGDStdtesitzt. Das Konfidenzintervall (KI:
1,3-4,9) gibt den Bereich an, in dem das relativ@kB (OR) mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95% liegt.

56



Ergebnisse

Tab. 3.4: Korrelation der Farbeergebnisse mit ldichen Parametern. In der linken Spalte befinden
sich die Ergebnisse der Primartumorfarbungen, in iehten Spalte die Ergebnisse der Lymphkno-
tenfarbungen, ,n.s.” steht fir ,nicht signifikant*.

HPGD-PT-Status HPGD-LK-Status
negativ positiv p- Odds negativ.  positiv p- Odds
totn| n % n_ % Wert Ratio totn| n % n_ % Wert Ratio
Histologie
Duktal 206 | 160 77,7 46 22,3 n.s. 45 |37 822 8 17,8 ns.
Lobulér 55 | 49 89,1 6 109 18 |16 889 2 111
Andere 34 |25 735 9 265 13 |11 846 2 154
Alter
unter Durchschnitt 143 | 110 76,9 33 23,1 n.s. 41 |31 75,6 10 24,4 0,04 0,19
Uber Durchschnitt 152 (124 81,6 28 18,4 35 |33 943 2 57 (0,04-0,9)
Tumorstadium
pT1 154 | 115 74,7 39 253 0,05 27 |25 926 2 7,4 ns.
pT2 114 | 97 85,1 17 14,9 32 |26 81,3 6 188
pT3+4 26 | 22 846 4 154 17 |13 76,5 4 235
Lymphknotenstatus
pNeg 185 (148 80 37 20 n.s.
pNpos 108 | 85 78,7 23 21,3
Metastasen
MO 276 | 220 79,7 56 20,3 n.s. 64 |57 89,1 7 10,9 ns.
M1 11 9 818 2 182 8 |5 625 3 375
Grading
Gl 16 9 56,3 7 438 0,04 2 2 100 0 O n.s.
Gll 161 | 126 78,3 35 21,7 37 |32 865 5 135
Glll 112 | 93 83 19 17 35 |29 829 6 17,1
Knochenmarkstatus
negativ 207 | 163 78,7 44 21,3 n.s. 54 |44 815 10 18,5 n.s.
positiv 79 | 63 79,7 16 20,3 20 {18 90 2 10
TumorgroiRe
unter Durchscnitt 182 | 139 76,4 43 23,6 n.s. 34 |32 941 2 59 ns.
Uber Durchschnitt 103 | 86 83,5 17 16,5 40 |32 80 8 20
Menopausaler Status
perimenopausal 16 | 11 688 5 31,3 ns. 4 3 75 1 25 ns.
pramenopausal 80 | 62 77,5 18 225 25 |19 76 6 24
postmenopausal 192 | 154 80,2 38 19,8 45 |40 889 5 111
Hormonrezeptoren
negativ 54 | 44 815 10 18,55 n.s. 17 |11 64,7 6 353 0,02 0,2
positiv 241 | 190 78,8 51 21,2 59 |53 89,8 6 10,2 (0,06-0,8)
Her-2-Status
negativ 63 | 50 79,4 13 20,6 n.s. 22 |19 86,4 3 13,6 n.s.
positiv 202 | 158 78,2 44 21,8 46 |38 826 8 174
Ki-67
<20% 159 [123 77,4 36 22,6 n.s. 40 |34 85 6 15 ns.
>20% 106 | 85 80,2 21 19,8 27 |22 815 5 185
Rckfall
nein 237 | 195 82,3 42 17,7 0,01 2,5 50 |43 86 7 14 ns.
ja 49 | 32 653 17 34,7 (1,3-49) | 24 |19 79,2 5 208
Krankheitsverlauf
Uberlebt 256 | 209 81,6 47 18,4 0,07 2,2 58 |50 86,2 8 13,8 n.s.
gestorben 27 |18 66,7 9 333 (ns) (0953) | 16 |13 81,3 3 188
Krankheitsfreiheit
ja 233|192 82,4 41 17,6 0,008 2,6 46 |39 84,8 152 ns
nein 45 | 29 644 16 35,6 (1,3-5,2) | 21 |19 90,5 9,52
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Es zeigt sich, dass die Tumoren von Patientinndrumorstadium pT1 haufiger einen positi-
ven HPGD-PT-Status haben (25,3%) als Tumoren vdrerR@mnen mit den prognostisch
schlechteren Tumorstadien pT2 (14,9%) und pT3+440% Diese Unterschiede sind in der
univariaten Analyse signifikant (p = 0,05).

Ahnliche Ergebnisse sind hinsichtlich des Gradimgsbeobachten. In 43,8% der Tumoren
mit Grade | ist der HPGD-Nachweis im Primartumosipe. In Tumoren mit dem prognos-
tisch schlechteren Grade 1l (21,7%) und Gradellfl,§%) liegt dieser Anteil niedriger. Auch
hier zeigt die univariate Analyse, dass die Beohaujen signifikant sind (p = 0,04).

Des Weiteren ist zu beobachten, dass von den Hatien, die im weiteren Verlauf der
Krankheit ein Rezidiv entwickelten 34,7% einen peen HPGD-PT-Status besitzen. Bei den
Patientinnen, die spater kein Rezidiv bekommen mabetragt der Wert 17,7%. Diese Beo-
bachtung ist signifikant (p=0,01). Die Wahrschahkeit, ein Rezidiv zu bekommen ist bei
Patientinnen mit positivem HPGD-Nachweis im Priméror 2,5-fach (KlI: 1,3-4,9) erhoht.

In Hinblick auf todliche Verlaufe zeigt die StatksParallelen. 33,3% der im Krankheitsver-
lauf sterbenden Patientinnen des untersuchten IKkoidehaben einen positiven HPGD-PT-
Status, wohingegen dieser Prozentwert bei den élmmtlen Patientinnen 18,4% betragt.
Diese Beobachtung ist jedoch nicht signifikant (p,67).

Die Analyse kommt zu einem &hnlichen Ergebnis binttich des krankheitsfreien Uberle-
bens der Patientinnen. Krankheitsfreies Uberlebeimindass die Patientinnen weder einen
Ruckfall hatten noch gestorben sind. Es stellt betaus, dass 35,6% der Patientinnen, die im
weiteren Verlauf der Untersuchung entweder eineokRall bekommen oder versterben, ei-
nen positiven HPGD-Nachweis in der Primartumorprbbesitzen. Dieser Prozentsatz liegt
bei Patientinnen, die krankheitsfrei Gberleben 17it6% niedriger. Die Wahrscheinlichkeit,
ein Rezidiv zu bekommen oder im weiteren Verlauf ideankheit zu sterben ist bei Patien-
tinnen mit positivem HPGD-Nachweis im Priméartume8-fach erhéht (Kl: 1,3-5,2). Diese
Beobachtung ist hoch signifikant (p = 0,008).

Die Korrelation der restlichen klinischen Parametet dem HPGD-PT-Status zeigt keine

signifikanten Zusammenhange.

In den Lymphknotenmetastasen ist der HPGD-Nachimefbhéngigkeit vom Alter der Pa-
tientinnen und vom Hormonrezeptorstatus der Tumesrdndert. Bei 24,4% der Patientin-
nen, deren Alter unter dem Durchschnitt der untdrean Kohorte liegt ist der HPGD-
Nachweis in den Lymphknotenmetastasen positiv.dgaidlteren Patientinnen ist dieser Pro-

zentwert mit 5,7% niedriger. Diese Beobachtungigifikant (p = 0,04).
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AulRerdem zeigt sich, dass, wahrend von den Hormepter-negativen Patientinnen 35,3%
einen positiven HPGD-LK-Status haben, dieser Wertden Hormonrezeptor-positiven Pa-
tientinnen 10,2% betréagt. Auch diese Beobachtuingjgsifikant (p = 0,02)

Die Korrelation der restlichen klinischen Parametetr dem Ergebnis der Lymphknotenfar-

bung zeigt keine weiteren signifikanten Zusammeghan
In der multivariaten Analyse wurden im Anschlussjeinigen klinischen Parameter unter-
sucht, die in der univariaten Analyse einen sigaiften Zusammenhang mit dem HPGD-

Status aufwiesen. (s.Tab. 3.5)

Tab. 3.5: Multivariate Analyse der klinischen Paeter ,Rickfall“ und ,Krankheitsfreiheit”.

HPGD-PT-Status
negativ positiv p- Odds
totn| n % n % Wert Ratio
Ruck fall
nein 237 |195 82,3 42 17,7 0,001 3,8
ja 49 | 32 653 17 34,7 (1,7-8,1)
Krankheitsfreiheit
ja 233 (192 82,4 41 17,6 0,001 3,7
nein 45 | 29 64,4 16 35,6 (1,7-8,1)

In der multivariaten Analyse wurden fiir das EresgiRickfall* als Kovariaten die klinischen
Parameter Tumorstaging (T), Lymphknotenstatus Mtastasenstatus (M) und Tumorgrof3e

eingesetzt, weil diese in der univariaten Analyiser signifikanten Zusammenhang mit dem

Ereignis ,Rickfall* zeigten. Es stellt sich in dawultivariaten Analyse heraus, dass Patientin
nen mit einem positiven HPGD-Nachweis im Primartureme signifikant héhere Wahr-

scheinlichkeit haben, einen Ruckfall zu erleiden(Q(01). Die Wahrscheinlichkeit war im

Vergleich zu Patientinnen mit einem negativen HP&&zhweis im Primartumor 3,8-fach

erhoht (KI: 1,7-8,1).

Die multivariate Analyse des Parameters ,krankfreitss Uberleben* wurde mit den Kova-
riaten Tumorstaging (T), Lymphknotenstatus (N), &¢dsenstatus (M), Grading (G) und
TumorgrofRe durchgefihrt. Diese wurden eingesetl, sie in der univariaten Analyse einen
signifikanten Zusammenhang mit dem krankheitsfrdidrerieben der Patientinnen aufwie-
sen. In der multivariaten Analyse zeigt sich, deatientinnen mit einem positiven HPGD-

Nachweis im Prim&rtumor eine signifikant erhdhtenrgéaheinlichkeit haben, zu sterben oder
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einen Ruckfall zu erleiden (p=0,001). Ihr Risikoimm Vergleich zu Patientinnen mit negati-

vem HPGD-Nachweis im Primartumor 3,7-fach erhoHt (K7-8,1).

Die multivariate Analyse der erhobenen Daten kormmgammenfassend zu dem Schluss,
dass ein positiver HPGD-Nachweis im Primartumorerimnabhangigen Risikofaktor fir

einen Ruckfall darstellt. Des Weiteren ist der pesi HPGD-Nachweis im Primartumor

ebenfalls ein unabhangiger Risikofaktor dafur, ddies Patientinnen den Brustkrebs nicht
krankheitsfrei Gberleben.

3.1.3 HPGD-Expression und der weitere Krankhertaué

Um zu Uberprifen, ob der HPGD-Status in Zusammenmmait einem kiirzeren Uberleben
oder einem friheren Rickfall steht wurden die KayNeeyer-Kurven berechnet. Dazu wur-
den die Patientinnen anhand des durchgefihrten HR&ibweises in zwei Gruppen unter-
teilt. Es existieren Angaben Uber alle 321 Patrem@n aus Follow-up-Untersuchungen tber
die Dauer des Uberlebens und der Rezidivfreihais der Kombination dieser Informationen

ist es mdglich, Uberlebenskurven und Riickfallkurzarbestimmen.
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Abb. 3.11: Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patieren in Abhangigkeit des HPGD-PT-Status

In den Kaplan-Meyer-Uberlebenskurven des Patiemiéaitivs zeigen sich Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen im Verlauf der KungerApb. 3.11). In der Patientinnengrup-

pe mit einem positiven HPGD-PT-Status sind zwerdatach Diagnosestellung (24 Monate)
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92% der Patientinnen am Leben. In der Patientinngipg mit negativem HPGD-PT-Status
betragt dieser Wert 95%. Nach funf Jahren (60 Menktben noch 88% (positiver HPGD-
PT-Status) bzw. 93% der Patientinnen (negativer BHRG-Status). Am Ende des Beobach-
tungszeitraumes von 100 Monaten haben von dennfiatien mit positivem Status 73%
Uberlebt. Bei den Patientinnen mit negativem Sthdgs dieser Prozentwert mit 93% deutlich
hoher.

Die beschriebenen Beobachtungen sind nicht sigmifikp = 0,072).
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Abb. 3.12: Rezidivfreiheit in Abhangigkeit des HRBD-Status

Die Analyse der Rezidivfreiheit in Abhangigkeit vdi#iPGD-PT-Status zeigt, dass Patientin-
nen mit einem positiven Status haufiger und friRezidive bekommen (s. Abb. 3.12). Nach
2 Jahren haben 86% der Patientinnen mit positivéhGB-PT-Status kein Rezidiv entwi-
ckelt. In der Patientinnengruppe mit negativem HP&BDStatus liegt dieser Wert mit 93%
hoher. Es haben also zwei Jahre nach Diagnosegjeldi% der Patientinnen mit positivem
und 7% der Patientinnen mit negativem HPGD-PT-Statn Rezidiv entwickelt. Nach funf
Jahren haben 74% der Patientinnen mit positivem BHBP-Status kein Rezidiv entwickelt.
Bei Patientinnen mit negativem HPGD-PT-Status lp¢tléeser Wert 89%.

Nach 100 Monaten haben 60% der Patientinnen mitipes Farbeergebnis kein Rezidiv
entwickelt im Vergleich zu 85% der Patientinnen magativem Farbeergebnis. Diese Beo-
bachtung ist signifikant (p = 0,010).
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Krankheitsfreies Uberleben n=274
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Abb. 3.13: Krankheitsfreies Uberleben in Abhangigkem HPGD-PT-Status

Werden die vorherigen beiden Analysen kombinigéigst sich eine Aussage dartber treffen,
wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass die Pditimen sowohl tberleben als auch rezi-
divfrei sind. Es stellt sich heraus, dass auch tiiePatientinnen mit einem positiven HPGD-
Nachweis eine schlechtere Prognose besitzen (s.3AbB). Nach zwei Jahren haben 84% der
Patientinnen mit positivem HPGD-PT-Status Uberieitt zusatzlich keinen Ruckfall erlitten.
Dieser Wert betragt bei Patientinnen mit negati¢RGD-PT-Status 90%. Funf Jahre nach
der Operation haben 73% der Patientinnen mit pesitiHPGD-PT-Status rezidivfrei tber-
lebt im Gegensatz zu 85% der Patientinnen mit megrat HPGD-PT-Status. Am Ende des
Beobachtungszeitraumes von 100 Monaten sind noéh & Patientinnen mit positivem
HPGD-PT-Status am Leben und haben kein Rezidiv iekélt. Dieser Wert liegt bei den
Patientinnen mit negativem HPGD-Nachweis deutlichdr (80%). Diese Beobachtung ist
ebenfalls signifikant (p = 0,015).

Es zeigt sich, dass die Wahrscheinlichkeit, einidRezu entwickeln oder zu sterben, bei Pa-
tientinnen mit einem positiven HPGD-PT-Status hdkeals in der Gruppe der Patientinnen
mit negativem HPGD-PT-Status.

Die Analyse der Lymphknotenfarbung erlaubt ebesfalie Kaplan-Meyer-Kurven fir das

Uberleben, die Rezidivfreiheit sowie das krankligite Uberleben zu bestimmen. In die Be-
rechnung wurden dabei alle Patientinnen eingesséigsfur die der HPGD-LK-Status be-
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stimmt werden konnte (n=76) und fur die Angabernrig@n entsprechenden klinischen Para-

meter vorlagen.

Uberleben n =66
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Abb. 3.14: Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patieren in Abhangigkeit vom HPGD-LK-Status

Es zeigt sich, dass am Ende des Beobachtungszeésader Anteil der Gberlebenden Patien-
tinnen in beiden Gruppen ungefahr gleich hoch sstAbb. 3.14). Des Weiteren zeigt die
Uberlebenskurve fiir Patientinnen mit positivem HRS@tus sehr groRe Stufen. In der
Gruppe der Patientinnen mit negativem HPGD-Staitus diese kleiner. Die grof3en Stufen
entstehen aufgrund der geringen Anzahl an Patieenim der untersuchten Gruppe.

Die Beobachtungen treffen ebenfalls fur die Kurdem Rezidivfreiheit und des krankheits-
freien Uberlebens zu (s.Abb. 3.15 und Abb. 3.16).
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Rezidive n==65
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Abb. 3.15: Wahrscheinlichkeit fir Rezidivfreihait &atientinnen in Abhangigkeit vom HPGD-LK-
Status

Krankheitsfreies Uberleben n=67

[=]
(=]

w
(=

Krankheitsfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)

80
HPGD-LK-Status
— negativ
=== positiv

70

60

50 Q ] ] ] ] ] ]

0 20 40 60 80 100 120
Zeit (Monate) p= 0,693

Abb. 3.16: Krankheitsfreies Uberleben in Abhangigkem HPGD-LK-Status

Es ist zu beobachten, dass die Patientinnen mitiy@ma HPGD-Nachweis in der Lymphkno-
tenprobe keine signifikant veranderte Uberlebemi®r dRezidivwahrscheinlichkeit haben (s.
Abb. 3.14 und Abb. 3.15). Die Wahrscheinlichkeit Kilankheitsfreies Uberleben ist ebenfalls
nicht signifikant verandert (s. Abb. 3.16).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass vermehngeMan HPGD-Protein in den Primér-
tumorzellen im untersuchten Kollektiv signifikaréufiger bei Patientinnen mit dem prognos-
tisch glnstigeren Tumorstadium pT1 und Grade | g wurden. Aul3erdem zeigte sich,
dass Patientinnen, die im weiteren Krankheitsvég#en Rickfall erlitten oder nicht krank-

heitsfrei Gberlebten, signifikant haufiger einersiiwen HPGD-Nachweis im Tumor besalien.
Die Kaplan-Meyer-Uberlebenskurven zeigen ebenfallass Patientinnen mit positivem
HPGD-Nachweis signifikant haufiger und friher Readerleiden oder nicht krankheitsfrei

uberleben.

Der positive HPGD-Nachweis stellt sich in der mudtiaten Analyse als unabhangiger Risi-
kofaktor fiir einen schlechteren Krankheitsverlaarf (Rezidivfreiheit, krankheitsfreies Uber-
leben).

Die Analyse der Lymphknotenfarbung zeigt einen ifikggmten Zusammenhang mit jinge-

rem Alter der Patientinnen und negativem Hormorperstatus.

3.2 Migrationsverhalten von Brustkrebszellliniert mduzierter HPGD-Expression

Um die Funktionen, die das Protein HPGD in dereallstibt genauer zu untersuchen wurde
ein Migrations-Assay durchgefiihrt. Der HPGD-Gelvalh Brustkrebszellen wurde reduziert
und im Anschluss die Migrationsfahigkeit der so dradelten Zellen untersucht. Als Ver-
gleich wurden unbehandelte Brustkrebszellen eingesbie Reduktion der Proteinmenge
wurde durch quantitative Realtime-PCR und Immuntsaenzfarbung kontrolliert.

Es wurde die Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 (SA)wéhlt, weil diese in vorangegange-
nen Experimenten eine hohe Beweglichkeit zeigte HREGD exprimiert (Lehtinen et al.
2012).

3.2.1 Immunfluoreszenzfarbung

Mit Hilfe dieser Farbemethode lassen sich spetifiBeoteine anfarben und nachweisen. In
dieser Arbeit wurden vorhandene HPGD-Proteine mira fluoreszenzmarkierten Antikor-

per detektiert (Alexa-Fluor 488) und erscheinerolggdessen unter dem Mikroskop grin.
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt und ersobkei blau. Aus der Intensitat der Fluo-
reszenzfarbung lassen sich somit Rickschlisse i@uMénge an vorhandenem HPGD-

Protein ziehen.
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Jeweils zwei Zytospins mit MDA-MB-231 (SA)-Wildtyplten, HPGD-siRNA-transfizierten
Zellen und scrambled-RNA-transfizierten Zellen wendnittels Immunfluoreszenz angefarbt
(s. Abb. 3.17 - 3.19).

Abb. 3.17: MDA-MB-231 (SA) (Wildtyp, unbehandelthmunfluoreszenzfarbung mit DAPI und
HPGD-Antikérper mit Alexa-Fluor 488 Donkey anti-RettigG

Abb. 3.18: MDA-MB-231 (SA) nach HPGD-siRNA-Transbelk Immunfluoreszenzfarbung mit DAPI
und HPGD-Antikorper mit Alexa-Fluor 488 Donkey aRabbit IgG
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Abb. 3.19: MDA-MB-231 (SA) nach scrambled-RNA-Tieki®n, Immunfluoreszenzfarbung mit DA-
Pl und HPGD-Antikérper mit Alexa-Fluor 488 DonkeaytiaRabbit IgG

In unbehandelten MDA-MB-231 (SA) Wildtyp-Zellen ereinen die Kerne blau und das
Zytoplasma intensiv grun (s. Abb. 3.17). Die Griibtéing deutet auf reichlich vorhandenes
HPGD im Zytoplasma hin. Der HPGD-Gehalt dieser eteikt entsprechend hoch.

Im Unterschied dazu zeigen die Brustkrebszellerdenen per HPGD-siRNA-Transfektion
der HPGD-Gehalt reduziert werden sollte keine adee schwache Grinfarbung des Zytop-
lasmas (s. Abb. 3.18). Die Menge an HPGD in digagten ist im Vergleich zu den Wild-
typzellen reduziert.

In scrambled-RNA-transfizierten Brustkrebszellescieint das Zytoplasma griin. Die Inten-
sitat ist &hnlich stark wie in den Wildtypzellen fbb. 3.19). Dies spricht dafir, dass in den
scrambled-RNA-transfizierten Zellen und Wildtypeellgleich viel HPGD-Protein vorhanden

war.

3.2.2 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Nachdem mittels RNA-Extraktion die gesamte RNA-Meragis den Zellen extrahiert wurde
(Standardprotokoll RNeasy Micro Kit, Qiagen) farabdJmschreiben in cDNA statt.

Zu Beginn wurde aus jeweils bis zu 5*1Zellen die RNA gewonnen. Die gemessenen RNA-
Konzentrationen betrugen zwischen 24,4 und 183/InBer Quotient aus den Extinktionen
bei 260 und 280 nm lag bei allen Einzelmessungeschsn 1,8 und 2,0.

Um vergleichbare Ergebnisse zu garantieren, wuideder sich anschlieenden cDNA-

Synthese immer gleiche Mengen an RNA eingesetd) (). Das Umschreiben in cDNA
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wurde nach dem Standardprotokoll (First Strand cDBiMthesis Kit, Fermentas Life Scien-

ces) durchgefihrt.

3.2.3 Quantitative Realtime-PCR

Der Erfolg der siRNA-Transfektion wurde zusatzlairch quantitative Realtime-PCR (qRT-
PCR) kontrolliert. Es sollte gemessen werden, wad HPGD-mRNA nach der siRNA-
Transfektion in den Zellen existierte.

Dazu wurde in der quantitativen Realtime-PCR dienygean HPGD-mRNA und RPLPO-
MRNA in den Zellen bestimmt. HPGD ist das Protei@essen mRNA-Konzentration in den
Zellen gemessen werden soll. RPLPO ist ein Prottas, als Vergleichsparameter dient. Es
stellt einen Teil der 60S-Untereinheit der Ribosonmehumanen Zellen dar und wird deshalb
in den verschiedenen Korperzellen auf konstantemedNi synthetisiert (Gabrielsson et al.
2005). Anhand der Menge an RPLPO-mRNA l&sst siehAtizahl der zu Beginn eingesetzten
Zellen abschatzen. Eventuell voneinander abweiaghékisgangsmengen kénnen bestimmt
werden und aus falschen Anzahlen resultierendeesF&tihnen vermieden werden. Die relati-
ve HPGD-Menge wurde also durch die Messung der RRMEnge als Skalierungsparameter

und anschlieBende Nutzung deZ-Methode bestimmt.
Es wurden von allen Messungen Triplikate erstalit, eine méglichst hohe Genauigkeit si-
cherzustellen. Bei nicht tbereinstimmenden Wertemde der am starksten abweichende

Wert nicht in die weiteren Berechnungen einbezogen.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten quantitativentiReaPCR sind tabellarisch zusammen-
gefasst (s. Tab. 3.6).
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Tab. 3.6: Messergebnisse der Realtime-PCR

Differenz

Mittelwert| St.-abw. | Mittelwert| St.-abw. Differen Quotient | Ergebnis
Probe RPLPO | RPLPO | HPGD HPGD AC si./Kon. | HPGD%
SiRNA (expl| 17,3 0,1 31,0 0,1 13,6 12766
11,4 8,8
Kontrolle (expl| 17,9 0,0 28,0 0,4 10,1 1121
SiRNA (exp2| 25,0 0,2 36,8 0,0 11,7 3373
64,4 1,6
Kontrolle (exp2| 20,2 0,0 25,9 0,8 5,7 52
siRNA (exp3| 20,9 0,1 29,9 0,0 9,0 516
263,2 0,4
Kontrolle (exp3| 27,2 0,2 28,1 0,3 1,0 2

Die Menge an HPGD-mRNA konnte durch die Transfektiat SIRNA erfolgreich verringert

werden. In den Experimenten 1, 2 und 3 waren 8B®&% bzw. 0,4% der urspriinglichen
Menge an HPGD-mRNA vorhanden.
Um die Reinheit der Proben hinsichtlich des PCRiBktes zu untersuchen wurde die Mel-

ting-Curve gemessen. Diese zeigt einen einzelnak.Fss ist ein PCR-Produkt synthetisiert

worden (s. Abb. 3.20). Die Primer haben spezifigebhunden, es sind keine Nebenprodukte
entstanden. Die Quantifikations-Analysen bezieheh suf HPGD-mRNA bzw. HPGD-
cDNA und nicht auf ein Nebenprodukt aus der qRT-PCR
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Abb. 3.20: Melting-Curve von vier gPCR-Produktecm&PLPO-cDNA-gPCR. Es entsteht ein Peak

bei 78,5 °C.
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Abb. 3.21: Negativprobe mit,B. Der Schwellenwert wird nicht erreicht.

In der Negativprobe mit #D entstand kein PCR-Produkt (s. Abb. 3.21). Es la@awron aus-
gegangen werden, dass die Proben und eingesetzitstaBzen nicht mit fremd-DNA konta-
miniert waren. Die gemessenen Mengen an cDNA esxtBen den in den Zellen tatséchlich
vorliegenden Mengen und wurden nicht durch spatgewollt hinzugefligte RNA oder DNA

verfalscht.

In der quantitativen Realtime-PCR konnte nachgesvieserden, dass die Menge an HPGD-
MRNA erfolgreich gesenkt werden konnte. Mittels lomfiuoreszenzfarbung konnte zusatz-
lich bestatigt werden, dass auch die Menge an HP@iein in den HPGD-siRNA-

transfizierten Zellen reduziert ist.

3.24 Einzelzell-Migrations-Assay

Nach der erfolgreichen Reduktion der Menge an HARB@ein in den Brustkrebszellen wur-
de mit diesen der Einzelzell-Migrations-Assay dgefiihrt um die Migrationsfahigkeit der
Zellen zu untersuchen. Da die Zellen wahrend deN#&Transfektion zur Reduktion der
HPGD-Menge unterschiedlichen Chemikalien und Medaisgesetzt wurden, die mogli-
cherweise die Proteinexpression beeinflussen kgrnmerden alle Messungen zum Vergleich

ebenfalls an Kontrollzellen durchgefiihrt. Die Katizellen erfuhren die gleichen Behand-
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lungsschritte wie die zu untersuchenden Zellempghdvurde anstelle der HPGD-siRNA bei
den Kontrollzellen scrambled-RNA eingesetzt. Dibssteht aus zuféllig aneinandergereihten
Basenpaaren und entwickelt keine Wirkungen. Somuniinkein moglicher Effekt der siRNA-
Transfektionsmedien auf die Eigenschaften der Aedtmtrolliert werden.

Die Versuche wurden dreimal durchgefuhrt und irejpddurchgang wurden, abgesehen von

einem siRNA-Experiment, biologische Duplikate diste

Das Verhalten der tber einen Zeitraum von 16 Stumpee Videokamera beobachteten Zellen
konnte im Anschluss analysiert werden.

Von den ca. 30 Zellen, die sich in einem Gesichdsiefanden, wurden bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums im Mittel ca. vier bis setéléen apoptotisch. Die restlichen Zellen
Uberlebten den Zeitraum. Die einzelnen Zellen wiesie sehr unterschiedliches Migrations-
verhalten auf. Sowohl bei den HPGD-siRNA-transfitgae Zellen als auch bei den scramb-
led-RNA-transfizierten Kontrollzellen fanden sicleli@én, die sich wenig bewegten und Zel-
len, die gréf3ere Distanzen zuriicklegten.

Das Gesichtsfeld zu Beginn des Migrations-AssaisnisAbb. 3.22 dargestellt. Die Zellen
sind nummeriert und die im Beobachtungszeitraum dem einzelnen Zellen zurtickgelegten

Pfade mit Linien dargestellt.
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Abb. 3.22: scrambled-RNA transfizierte MDA-MB-238), Experiment 3 (Kontrolle), Bild zu Beginn
des Beobachtungszeitraumes, danach zuriickgelestie Bind eingezeichnet.

3.2.5  Statistische Auswertung

Die per Computermaus nachvollzogenen Wege wurddabellarische Form tberfihrt und
die gewonnen Daten ausgewertet. Das Programm Ra&volMedia teilte die Videos in 22

Tackingzeitpunkte auf. Es lieferte zu jeder einealrZelle Informationen dartber, welche
Strecke sie im Zeitraum zwischen zwei Tackingzeiiqten zurtickgelegt hatte. Aus der
Summe aller einzelnen Streckenabschnitte ergabdséchuriickgelegte Distanz. Die Distanz
dividiert durch die Dauer der Beobachtungszeit lerdi@ Durchschnittsgeschwindigkeit. Der
Anteil der Zeitpunkte mit Migrationsaktivitat ergaich durch das Verhéltnis der Zeitraume,

in denen die zurtickgelegte Distanz nicht null kptrur Anzahl aller Zeitraume.
Im Folgenden sind die berechneten Werte in Ubeistisbellen (s. Tab. 3.7 - 3.9) und Abbil-

dungen (s. Abb. 3.23.1 - 3.25.2) dargestellt. DigelBnisse der einzelnen Zellen aus den Ex-
perimenten sind im Anhang zu finden (s. Tab. 613).

72



Ergebnisse

Tab. 3.7: Zurickgelegte Distanz der Zellen _
aus den drei Einzelmessungen und kombi Distanz
niert: Mittelwerte und Standardabweichung, (um)
p-Wert aus t-Test
100 A
Distanz
Mittelwert | St.-abw. p-Wert
siRNA1 31,17 15,61 <0,01 80 1
cntrll 59,92 18,19
SIRNA2 32,16 19,76 <0,01
cntrl2 51,09 20,00 60 -
SIRNA3 32,64 19,03 0,012
cntrl3 47,04 31,10 —
alle siRNA | 32,19 18,67 <0,01 40 -
alle cntrl 51,23 24,84
20 A
0
alle siRNA alle cntrl
Abb. 3.23.1: Kombinierte Analyse der zuriickgelegten
Distanz
Distanz
(Hm)
100 4
80 -
60 -| .
40 4 —_
20
0
siRNA1 cntrl 1 SiRNA2 cntrl 2 SiRNA3 cntrl 3

Abb. 3.23.2: Ergebnisse der Einzelmessungen déckgelegten Distanz
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Tab. 3.8: Durchschnittsgeschwindigkeit der
Zellen aus den drei Einzelmessungen un Geschwindigkeit
kombiniert: Mittelwerte und Stand- (um/h)
ardabweichung, p-Wert aus t-Test
6
Geschwindigkeit
Mittelwert | St.-abw. p-Wert 51
SIRNAL 1,30 0,65 <0,01
cntrll 2,50 0,76 4]
SIRNA2 1,89 1,16 <0,01
cntrl2 3,01 1,18
SIRNA3 1,59 0,93 <0,01 3
cntrl3 2,29 1,52
alle siRNA 1,66 1,01 <0,01 -
alle cntrl 2,64 1,29 2
l -
0
alle siRNA alle cntrl
Abb. 3.24.1: Kombinierte Analyse der Durchschnitts-
geschwindigkeit
Geschwindigkeit
(Hm/h)
6
5 -
4 -
3 —
2 ) —
1 | . ‘
0
SiRNA 1 cntrl 1 SiRNA 2 cntrl 2 SiRNA 3 cntrl 3

Abb. 3.24.2: Ergebnisse der Einzelmessungen dect3ohnittsgeschwindigkeit
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Tab. 3.9: Anteil der Zeitpunkte mit Migrati- . _
onsaktivitit aus den drei Einzelmessungen Zeitpunkte mit
und kombiniert: Mittelwerte und Standard- Migrationsaktivitat (Anteil)
abweichung, p-Wert aus t-Test 10
Zeitpunkte mit Migrationsaktivitat —
Mittelwert | St.-abw. p-Wert 081
SiRNA1 0,65 0,20 <0,01 _
cntrll 0,91 0,09
SIRNA2 0,67 0,21 <0,01 067
cntrl2 0,78 0,14
SIRNA3 0,64 0,20 0,015
cnrit3 0,74 0,16 0.4 1
alle SIRNA | 0,65 0,20 <0,01
alle cntrl 0,79 0,15
0,2 |
0,0
alle siRNA alle cntrl

Abb. 3.25.1: Kombinierte Analyse der Zeitpunkte mit
Migrationsaktivitat (Anteil)

Zeitpunkte mit Migrationsaktivitat (Anteil)
1,0 J_
0,8 - — .
0,6 ) -
0,4
0,2
0,0 T T T T T
SIRNA 1 cntrl 1 SIRNA 2 cntrl 2 SiRNA 3 cntrl 3

Abb. 3.25.2: Ergebnisse der Einzelmessungen dgrufgite mit Migrationsaktivitat (Anteil)
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Die analysierten Parameter Distanz, Geschwindigkait Zeitpunkte mit Migrationsaktivitat
zeigen einen Zusammenhang mit der Art der eingeseiellen.

So ist die zurtickgelegte Distanz der Kontrollzelteit ~51um grol3er als bei HPGD-siRNA-
transfizierten Zellen (~32um). Die Kontrollzellealdien also eine gro3ere Strecke zurtickge-
legt als die HPGD-siRNA-transfizierten Zellen. landBoxplots der drei Einzelexperimente
(s. Abb. 3.23.2) ist zu erkennen, dass in jedexednen Messung die durchschnittlich von den
Kontrollzellen Gberwundene Distanz groRer war aésdiér HPGD-siRNA-transfizierten Zel-
len. Der Unterschied ist in den Einzelexperimerges und zwei hoch signifikant und in Ex-
periment drei signifikant (s. Tab. 3.8). In der kmmerten Analyse der drei Einzelexperimen-
te ist ebenfalls zu erkennen, dass die Kontrobreleiter wanderten (s. Abb. 3.23.1), auch
hier ist der beobachtete Unterschied hoch signifika. Tab. 3.7).

Die durschnittliche Geschwindigkeit der Kontrolleel war mit ~2,6 pum/h ebenfalls héher als
die der HPGD-siRNA-transfizierten Zellen mit ~1,/fh. In den Einzelexperimenten war die
Geschwindigkeit der Kontrollzellen hoher als die s@avindigkeit der HPGD-siRNA-
transfizierten Zellen (s. Abb. 3.24.2). Die beoliatdn Unterschiede sind hoch signifikant (s.
Tab. 3.8). In den Boxplots der kombinierten Anal{@eAbb. 3.24.1) ist zu erkennen, dass die
Kontrollzellen durchschnittlich schneller wandert@s die HPGD-siRNA-transfizierten Zel-

len. Auch dieser Unterschied ist hoch signifikemtTab. 3.8).

Der Anteil der Zeitpunkte mit Migrationsaktivitdetsagt bei den Kontrollzellen 79%. Sie
bewegten sich wahrend der Beobachtungsphase imh&zimitt zu 79% der Zeitpunkte. Die
siRNA-transfizierten Zellen zeigten in 65% der Peikte eine Migrationsaktivitat und be-
wegten sich entsprechend seltener. In der komiemeknalyse und in den Einzelexperimen-
ten ist der beschriebene Gradient zu beobachtexb(s.3.25.1 und Abb. 3.25.2). Der veran-
derte Anteil an Zeitpunkten mit Migrationsaktiviiat in den Experimenten 1 und 2 sowie in
der kombinierten Analyse hoch signifikant verandertExperiment 3 ist er signifikant ver-
andert (s. Tab. 3.9). In der kombinierten Analys@yizsich, dass sich die HPGD-siRNA-

transfizierten Zellen hoch signifikant seltener egien.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich didD4dMRBIA-transfizierten Zellen im

Durchschnitt langsamer, Uber eine geringere Distantz seltener als die Kontrollzellen be-

wegten. Die Mittelwerte sind entsprechend verscholbe keiner der elf Einzelmessungen
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bewegten sich die HPGD-siRNA-transfizierten Zelterrchschnittlich schneller oder weiter

als die Kontrollzellen.

Der mit dem t-Test berechnete p-Wert ist in faktraVergleichen kleiner als 0,01 und in den
restlichen Messungen geringer als 0,05. Die Venamdgn sind also entweder hochsignifi-

kant (<0,01) oder signifikant (<0,05). Alle beobtten Eigenschaften der unterschiedlich
behandelten Zellen stellen sich bei kombiniertealfse der Messergebnisse als hoch signifi-

kant dar.
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4 Diskussion

Brustkrebs ist mit weltweit mehr als 1,3 Millioneeuen Fallen pro Jahr eine der haufigsten
Krebserkrankungen der Frau (Ferlay et al. 2010% Baftreten von Fernmetastasen stellt im
Krankheitsverlauf ein kritisches Ereignis dar. Digrchschnittliche Uberlebensprognose von
Brustkrebspatientinnen wird durch vorhandene Fetastasen stark reduziert und betragt
nach dem ersten Auftreten von Knochenmetastasem ceexc20 Monate (Coleman und Ru-
bens 1987). Aus diesem Grund wird ein besserestaratsis der zur Metastasenentstehung

beitragenden biologischen Prozesse angestrebt.

Die entscheidende Herausforderung bei der Behagdham Brustkrebspatientinnen bleibt

weiterhin, fir jede einzelne Patientin die fur eimale Therapie auszuwahlen. Die grofRe
Variabilitdt der Brustkrebstumoren untereinandercimaes erforderlich, spezielle Therapie-
Schemata zu entwickeln. Um die wegweisende Entduhgi welche Patientin welche The-

rapie erhalt, zu optimieren und dadurch unndétigas zu mindern, ist es erforderlich, weitere
pradiktive Faktoren zu identifizieren, die eine fdmeempfehlung ermdglichen. Einige pra-
diktive Faktoren, die mit einem ungunstigen Krantdwerlauf assoziiert sind, wurden bereits
entdeckt (z.B. positiver Lymphknotenstatus, schiedtistologische Differenzierung, Gro3e

des Tumors) (Valagussa et al. 1978, Kollias e1987). Welche Eigenschaften der Tumoren
dartiber hinaus einen Einfluss auf den Krankheitauébesitzen und dadurch eine optimale

Therapieempfehlung erméglichen, ist Gegenstanasinter Forschung.

In sich zum Teil widersprechenden Untersuchunggerigeen stellte sich heraus, dass die
Eigenschaften der 15-Hydroxyprostaglandindehydrager{HPGD) sie zu einem Protein mit
maoglichem Einfluss auf den Krankheitsverlauf maclenwird vermutet, dass die Hauptauf-
gabe der HPGD im Abbau von Prostaglandin E2 ()@H inaktiven Metaboliten besteht
(Tai et al. 2007, Tatsuwaki et al. 2009) . Der Gepeeler der HPGD, die Cyclooxygenase 2
(COX-2), ist an der Bildung von PGReteiligt. Uber diese Funktionen sind beide Engym
den COX-2/PGESignalweg eingebunden (Tai et al. 2006). Welchekkanen die HPGD

daruber hinaus besitzt, ist nicht geklart.

Da die Rolle des COX-2/PGEignalweges in der Krebsentstehung bereits saifel@r Zeit
Gegenstand intensiver Forschung ist und einiggge@onnnenen Ergebnisse nur schwer mi-

teinander zu vereinbaren sind, scheint weitergeh@&mischung dringend notwendig. In vie-
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len Arbeiten wurden die Einflisse des COX-2/B&kgnalweges auf die Karzinogenese be-
reits untersucht. Dabei lag der Schwerpunkt hdafigden Wirkungen von COX-2 und P&E
(Sheng et al. 2001). In wenigen Arbeiten stand daggedoch die Rolle der HPGD im Fokus
(Tai et al. 2007). Der Effekt der HPGD auf die Ksehtstehung ist weiterhin unklar, weil
bisher nur einige kleinere Untersuchungen zu dieSkeama durchgefuhrt wurden. Diese be-
ziehen sich zum gro3en Teil auf Tumoren andereitdan. AuRerdem existieren keine Stu-

dien zur prognostischen Relevanz mit gréReren &alln.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welckarnfluss die HPGD auf die Entstehung und
Progression von Brustkrebs ausubt. Per immunhistadthem Nachweis in Brustkrebstu-
morproben an einem grof3en Patientenkollektiv samigchlielBender Korrelation mit Klini-
schen Parametern sollte eine mégliche prognostiReievanz veranderter HPGD-Mengen
untersucht werden. Zusatzlich wurde in Brustkrelbsagedie sehr beweglich und entspre-
chend aggressiv sind, die HPGD-Menge reduziert,immAnschluss einen mdglichen Ein-
fluss auf die Migrationsfahigkeit der Zellen zu kalieren. Die Fahigkeit zur Migration lag
im Fokus, weil sie eine kritische Eigenschaft dalstdie Tumorzellen erlangen missen, um
Metastasen auslosen zu kdnnen. Tumorzellen migdeaas einem Ort im Korper zu einem
anderen bewegen kdnnen, wenn sie sich vom Primértiésen und an einem anderen Ort

anwachsen wollen.

In der durchgefihrten immunhistochemischen Anfagouan HPGD-Proteinen in 295 Tu-

morproben zeigte sich, dass 21% der Primartumoie@ B auf hohem Niveau exprimieren.
Im gesunden Brustgewebe der Proben konnte HPGD natthgewiesen werden. Lediglich
einzelne als Makrophagen identifizierte Zellen imliegenden Gewebe farbten sich an. Als
Negativkontrollen eingesetztes gesundes Lymphkgetisaebe zeigte keinen Proteinnach-
weis, die mit gesundem Kolongewebe durchgefuhr&tivkontrolle farbte sich intensiv an.

Da HPGD ein zytoplasmatisches Enzym ist, war diensive Farbung in den meisten Tu-

morproben tatsachlich auf das Zytoplasma beschrankt

Die im Anschluss durchgefuhrte Korrelation mit kdichen Parametern der Patientinnen zeig-
te, dass das Auftreten von HPGD in den Tumorzdiiasichtlich des krankheitsfreien Uber-
lebens und des Auftretens von Rezidiven mit eimggimstigen Prognose assoziiert ist. Fur
Patientinnen mit einem positiven HPGD-Nachweis diar Wahrscheinlichkeit, ein Rezidiv

zu bekommen oder nicht krankheitsfrei zu Uberlelsemifikant erhoht. Auch bezuglich des
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Gesamtluberlebens hatten die Patientinnen mit HP&tipen Tumoren insgesamt ungunsti-
ge Krankheitsverlaufe, die Unterschiede stellten $edoch als nicht signifikant heraus. In
der multivariaten Analyse der Daten zeigte siclgsddie Wahrscheinlichkeit, ein Rezidiv zu
bekommen, fir Patientinnen, die an einem HPGD exprenden Tumor erkrankt waren 3,8-
fach (KlI: 1,7-8,1) erhoht ist. Die Wahrscheinliciikelass sie nicht krankheitsfrei tberleben
ist ebenfalls 3,7-fach (KI: 1,7-8,1) erhoht. Diegetmals an einem grol3en Patientenkollektiv
gewonnenen Daten deuten an, dass HPGD bei BrustkiiebFunktion eines Onkogens be-
sitzt.

Diese Beobachtungen kdnnen ebenfalls durch diebBrgge der Lymphknotenfarbung ge-
stutzt werden. Es zeigt sich, dass das VorliegenH¥8GD in der Lymphknotenprobe signifi-
kant mit prognostisch ungunstigen Faktoren (negatidormonrezeptorstatus und niedriges
Erkrankungsalter) assoziiert ist und somit einenvwdiis auf das Vorliegen eines aggressiven
Tumors gibt.

Uberraschenderweise stellte sich in der univariétemlyse der Daten aus den Primartumoren
heraus, dass das Vorliegen von HPGD in den Prirméntzellen grenzwertig signifikant
(p=0,05) mit niedrigem Tumorstadium und signifikdpt0,04) mit dem niedrigen Grade |
assoziiert ist. Es wére zu erwarten, dass die ipesHPGD-Expression entweder einen Zu-
sammenhang mit prognostisch ungiinstigen Eigenschatier keinen Zusammenhang zeigt.
Niedriges Tumorstadium und niedriges Grade sindyggen prognostisch giinstige Eigen-
schaften. Es ist moglich, dass die HPGD in stadkiffbgenzierten Zellen (Grade l1ll) in gerin-
gen Mengen vorliegt, weil die zur Erh6hung der HREBnge notwendigen Substanzen und
Enzyme nicht mehr exprimiert werden.

Bei 50 Patientinnen war es maoglich, sowohl den HR®BGtatus als auch den HPGD-PT-
Status zu bestimmen. In 78% der Falle stimmterbdiden Eigenschaften Gberein. Die von
den Primartumoren in die Lymphknoten gewandertdleZeeranderten in diesen Féllen ihre
Eigenschaften hinsichtlich der HPGD-Expression niBlei 8% (4/50) der untersuchten Pro-
ben wurde HPGD in den Lymphknotenmetastasen exgriymicht jedoch im Primartumor.
Es ist moglich, dass jene Zellen, die HPGD in hoiafe exprimieren, eher zur Migration
fahig waren und deshalb in die Lymphknoten wand#emmten. Die so befahigten Zellen ma-
chen nur einen Teil des Primartumors aus, der degi@en negativen HPGD-PT-Status er-
halt. Bei 14% (7/50) der Probenpaare fand sich HR@Primartumor, nicht jedoch in den
Lymphknotenproben. Eine mégliche Erklarung ist,sddi® durch HPGD besser zur Migrati-
on befahigten Tumorzellen in die Lymphknoten metsistten und dass dort die Verringe-

rung des HPGD-Spiegels einen Wachstumsvorteil gdggmanderen Zellen mit sich brachte.
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Ein niedrigerer Anteil HPGD-positiver Tumorzellendudeshalb negativer HPGD-LK-Status
waére die Folge.

Zur HPGD-Expression bei Brustkrebstumoren existigrach unserem Kenntnisstand derzeit
drei Studien. In einer grof3en silico Datenanalyse wurde die HPGD-mRNA-Menge in nor-
malem Brustgewebe (n=13) und Brusttumorproben (Ar8&tersucht (Lehtinen et al. 2012).
Es zeigte sich, dass HPGD in einer UntergruppeTd@noren in hohem MalRe exprimiert
wurde. Die zusatzlich bestimmten Kaplan-Meyer-Kuarzeigten ein signifikant schlechteres
Uberleben fiir Patientinnen mit hoher HPGD-Exprasjw=0,029). Die hier vorgelegte Ar-
beit ist Teil der Studie von Lehtinen et al. 20d& genannten Daten basieren jedoch auf ei-
nem anderen Patientenkollektiv und wurden ebentallbhangig von den hier gewonnenen
Ergebnissen erhoben und ausgewertet.

In einer anderen kleineren Untersuchung von Mammakamproben (n=19) und gesundem
Brustgewebe (n=21) stellte sich heraus, dass di&DHProteinexpressionsraten in Brust-
krebsgewebe signifikant héher sind als in normalzewebe (Thill et. al. 2010).

Im Gegensatz dazu zeigte sich in einer kleineniStulss in 36% der untersuchten Mamma-
karzinome (n=26) eine auf unter 50% der Kontrolteduzierte HPGD-mRNA-Expression
vorlag (Wolf et al. 2006). Die hohe HPGD-mRNA-Exgs®n war signifikant mit prognos-

tisch ginstigen Faktoren (positiver ER-Status uedniges Staging) assoziiert.

Die Hypothese, dass das Vorhandensein von HPGD eingiinstigen Einfluss auf die Prog-
nose der Patientinnen besitzt, wird auch durch rssu@rostatakarzinomen gewonnene Er-
gebnisse bekréaftigt (Vainio et al. 2011). In dieS¢éundie zeigten Vainio et al. (2011), dass
HPGD in fortgeschrittenen und metastasierten Pladstazinomen Uberexprimiert wird. Bei

23% der Patienten (11/47) mit metastasiertem Redstezinom konnte eine starke HPGD-
Proteinexpression nachgewiesen werden. Aul3erdegtezsich, dass das Wachstum sowie
das Uberleben der Prostatakrebs-Zelllinie LNCaP MRGD abhangen. Diese Ergebnisse

deuten auf einen wachstumsstimulierenden sowiegoptotischen Effekt von HPGD hin.

Die Rolle von HPGD ist ebenfalls in anderen Gewelnatersucht worden. In 19 Paaren von
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen und gesundamdengewebe war die HPGD-mRNA-
Menge auf unter 50% des Normalgewebes reduziertg(Bt. al. 2005), wahrend bei Darm-

krebstumoren in 85% der untersuchten Kolonkarzinmoimgn (n=23) im Vergleich zu nicht-
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malignem Darmgewebe sowohl die HPGD-mRNA-Menge {ihNan-Blot) als auch die
HPGD-Proteinexpression (Western-Blot) reduziert (Backlund et al. 2005).

Des Weiteren existieren drei Untersuchungen zuteRaodn HPGD bei Magenkarzinomen
(Jang et al. 2008, Kim et al. 2011 und Tatsuwalile009). Sie kommen zu dem Ergebnis,
dass die HPGD-Menge in den untersuchten Magentunrexduziert ist. So war die HPGD-
Proteinmenge in Tumorproben (n=28) im Vergleichgesundem Gewebe signifikant gerin-
ger (Jang et al. 2008) wéahrend in 74% der Magemamgproben (n=70) HPGD-Proteine
nicht nachgewiesen werden konnten (Kim et al. 20AL)3erdem war im Vergleich zu ge-
sundem Gewebe der HPGD-Spiegel in Magenadenome) yesringert und in Magenkarzi-
nomen (n=4) zusatzlich reduziert (Kim et al. 2011).

In der bisher gro3ten veréffentlichten Studie zmigtatsuwaki et al. (2009), dass in 65% der
Magenkarzinomproben (n=210) keine HPGD-Expressiachgewiesen werden konnte und
dass in Magenkarzinomproben (n=26) im Vergleiclgeaundem Gewebe 5-fach niedrigere
HPGD-mRNA-Mengen vorliegen (Tatsuwaki et al. 200@iRerdem war der immunhisto-
chemische Nachweis von HPGD-Protein (n=71) bei 4@%Proben negativ und mit kirze-
rem Uberleben assoziiert (p=0,005) (Tatsuwaki.€2@09).

Auf den ersten Blick widersprechen einige dieseteDalen hier gewonnenen Ergebnissen.
Bei genauer Betrachtung zeigt sich jedoch, dasiber Aussage lber hohe oder niedrige
HPGD-Mengen der Vergleichsparameter entscheidendghrend in den angefiihrten Ar-
beiten die HPGD-Menge in den Tumoren meist mit Nagewebe verglichen wurde, fand
hier eine Unterscheidung der Tumoren untereinastdét. In dieser Arbeit wurde in der Ge-
samtheit der untersuchten Mammakarzinome eine @rygm Tumoren identifiziert, die
HPGD auf einem héheren Niveau synthetisieren @sadderen Tumoren. Inwiefern sich die
Tumoren mit niedrigen HPGD-Mengen vom umgebendesurygen Gewebe unterschieden,
war im Unterschied zu den genannten Arbeiten andemgppen nicht Gegenstand der Unter-

suchung.

Unsere Ergebnisse sind Uberraschend angesichtgederutung, dass die Haupteffekte von
HPGD wabhrscheinlich tber den Abbau von BGE&rmittelt werden (Ding et al. 2005). P&SE

wurde in einigen vorangehenden Studien als Onkdgschrieben. Erhohte Mengen HPGD
wirden den Abbau dieser Substanz férdern und die@@anitat senken. Die durch vermehrt

im Gewebe vorhandenes P&tervorgerufenen Effekte stimmen mit vielen der Hamahan
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und Weinberg eingefiihrten ,Hallmarks of Cancer” fldhan und Weinberg 2000) Uberein.
So kann PGEdie Apoptose hemmen (Sheng et al. 1998) und dies®&ersorgung der Zellen

mit Wachstumssignalen (Greenhough et al. 2009) s@noangiogenetische Wirkung (Fuku-
da et al. 2003) fordern. Die Toleranz gegenubeaoptotischen Signalen (Tsujii und Du-
Bois 1995) und die Fahigkeit zur Invasion und Mignma (Sheng et al. 2001) wird durch
PGE; ebenfalls unterstitzt.

Welche Wirkungen HPGD jedoch - abgesehen von deflekE&uf den PGESpiegel - be-
sitzt, ist weiterhin ungeklart. Es ist moglich, d&$PGD, sobald es in hohen Mengen vorliegt,
einen anderen Einfluss auf die Zellen ausitbt alspbgsiologischen Gewebespiegeln. Um
diese Hypothese zu Uberpriufen, flihrten unsere Katipaspartner einen Wundheilungsas-
say durch, der Ruckschlisse auf die Migrations- Braliferationsfahigkeit von Zellen zu-
lasst (Lehtinen et al. 2012). Einer konfluent wactten Zellkolonie wurde eine kinstliche
Wunde zugefigt; im Anschluss wurde die Heilunggjiéit der umgebenden Zellen beo-
bachtet. Sind diese in der Lage, sich fortzubewagah zu teilen, wird die Wunde schnell
verschlossen. Die Migrations- und Proliferationgfibit kann eingeschéatzt werden. Brust-
krebszellen mit per HPGD-siRNA-Transfektion reduds HPGD-Spiegeln wurden mit
Kontrollzellen verglichen. Zellen mit verringertétPGD-Mengen waren signifikant weniger
in der Lage, zu wandern und sich zu teilen, umVdiendflache wieder zu verschliel3en. Well
die Unterscheidung zwischen Zellteilung und -peshtion mit dieser Untersuchungsmethode
nicht maglich ist, wurde in dieser Arbeit ein Eifeadl-Migrations-Assay durchgefthrt, der

diese Trennung zulasst.

Die Migrationsfahigkeit ist fir Tumorzellen Voragssung dafir, Fernmetastasen auszubil-
den und deshalb aus therapeutischer Sicht eisdigs Ereignis. Um diesen Zusammenhang
genauer zu untersuchen wurde ein Migrations-Assi&yBrastkrebszellen durchgefihrt. Bei
den untersuchten Zellen handelte es sich um dibagaressive Brustkrebszelllinie MDA-
MB-231 (SA). Der HPGD-Gehalt der Zellen wurde vatdgehend per siRNA-Transfektion
verringert und der Erfolg der Transfektion mittéismunfluoreszenz (s. Abb. 3.17 bis 3.19)
und quantitativer Realtime-PCR (s. Tab. 3.6) kdhém. Es stellte sich heraus, dass sich die
Zellen mit hdherem HPGD-Spiegel hoch signifikantetif schneller und tber eine langere

Distanz bewegten.
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Diese Beobachtung stitzt die Ergebnisse des irr amderen Studie durchgefihrten Wund-
heilungsassays (Lehtinen et al. 2012) und die Vaurngy dass HPGD eine Rolle bei der epi-
thelial-mesenchymalen Transition (EMT) spielt (Liebh et al. 2012). Ihre Untersuchungser-
gebnisse lassen annehmen, dass HPGD die EMT fofdertGewebespiegel an mesenchy-
malen Markern war auf Grund der Herunterregulation HGPD reduziert. Erhéhte HPGD-
Mengen wirden also eine Zunahme an mesenchymalekeMaund dartber die epithelial-

mesenchymale Transition fordern.

Die EMT ist fur Epithelzellen wichtig, um die Fakigyt zur Migration und Invasion zu erlan-
gen (Behrens et al. 1989). Sie verandern ihre Maqggie von epithelial zu mesenchymal,
verlieren also ihre basal-apikale Polaritat uncetbZellkontakte auf, um die Fahigkeit zur
Migration zu erlangen (Thiery 2003). Die so veratele Zellen sind eher in der Lage, an ei-
nen anderen Ort des Korpers zu gelangen und Mséastau bilden. Im Migrations-Assay
zeigte sich, dass Zellen mit hohem HPGD-Gehalksté&zur Migration befahigt sind als Zel-
len mit niedrigem HPGD-Gehalt. Aus diesem Grundrkdie Beobachtung aus der immun-
histochemischen Farbung, dass Patientinnen, dieofienmmit hohem HPGD-Gehalt haben,
eine schlechtere Prognose besitzen, durch die Biggebdes Migrations-Assays untermauert
werden. Schliel3lich kann ein Primartumor, in deoh ellen mit hoher Beweglichkeit be-
finden, eher Metastasen auslosen und so die Pregiersbetroffenen Patientin verschlech-

tern als ein Tumor, der diese Eigenschaften niekitit.

Ahnliche Ergebnisse wurden an Lungentumorzellerchrésben (Tai et al. 2007). Es wurde
der Effekt von HPGD auf die Zellmorphologie anatysi Eingesetzte Lungen-
Adenokarzinom-Zellen (A549-Zellen) veranderten iNterphologie von epithelial zu mesen-
chymal sobald sie HPGD Uberexprimierten. Aul3erdeigte sich eine positive Korrelation
zwischen HPGD-Expression und mesenchymalen Mar&afrden Zellen (N-cadherin und
Fibronectin) sowie eine inverse Korrelation mitteplialen Markern (E-cadherin und [3-
catenin). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Réswlta Lehtinen und sind ein Hinweis dar-
auf, dass HPGD in die epithelial-mesenchymale Tiians(EMT) in férdernder Weise invol-

viert ist.

Weitere Arbeiten zu den Wirkungen von HPGD aufZedimigration existieren derzeit noch
nicht; in zwei Arbeiten wurden dagegen die Effekten PGE auf die Migrationsfahigkeit
untersucht (Sheng et al. 2001, Buchanan et al.)2@08 Wirkung von PGEauf die Morpho-
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logie von Kolonkarzinomzellen (LS-174) wurde an#adys Es stellte sich heraus, dass sie
vermehrt Zellfortsatze und -auslaufer bilden, eamkthte Beweglichkeit besitzen und die
Organisation der Zellen in Kolonien gestort wirdh¢8g et al. 2001). Des Weiteren waren mit
PGE inkubierte Zellen haufiger in der Lage, sich zavbgen und eine Distanz zu Uberwin-
den (Buchanan et al. 2003).

Bei den eingesetzten Zellen handelte es sich idelnefFéllen um Kolonkarzinomzellen und
nicht, wie in dieser Arbeit, um Mammakarzinomzell&s ist mdglich, dass PG Abhén-
gigkeit vom Gewebetyp verschiedene Wirkungen vahis Des Weiteren ist nicht zufrie-
denstellend geklart, inwiefern HPGD Wirkungen basidlie unabhéngig von PGEermittelt

werden.

Dass die Rolle des COX-2/P@Bignalweges kompliziert und nicht komplett versiam ist,
wird durch eine zunehmende Anzahl von Erkenntnissennoch nicht in Einklang miteinan-
der zu bringen sind, gestitzt. So zeigte sich, das#&nzahl und Grol3e der intestinalen Tu-
moren bei Mausen reduziert war, wenn ihnen regebgn@las PGEAnalogon 16,16-
dimethyl-PGE injiziert wurde (Wilson und Potten 2000). Des Wedin zeigte sich an COX-
2-Uberexprimierenden transgenen Mausen, die indelggen erhdhte PGESpiegel im Haut-
gewebe besalien, dass sie resistenter gegenibemidumerenden Mal3hahmen waren (Bol
et al. 2002). Wenn PGEalso tumorinhibierende Wirkungen besitzt, wie diegiden Arbei-
ten nachweisen konnten, waren erhohte HPGD-Spragelem Auftreten von Tumoren ver-

gesellschaftet.

Eine Vielzahl an Verdoffentlichungen geht davon alsss HPGD ein Tumorsuppressor ist.
Diese Annahme beruht auf diversen Experimentergcjecauch auf der Beobachtung, dass
die Wirkungen von PGEeher als tumorinduzierend und wachstumsforderndesirdnet
werden kdnnen, denn als tumorunterdrickend. DéieehSpiegel an PGRvird dabei meist
auf eine Uberexpression von COX-2 zuriickgefiihidass sich die Tumor-reduzierende Wir-
kung von selektiven COX-2-Hemmern erklaren lieRas®das Abbauenzym von PGHIr
Regulation des PGEGewebespiegels beitragt, wurde dabei lange auBbkt gelassen. Au-
Rerdem zeigt sich, dass Arbeiten zum COX-2/RGignalweg existieren, die zu dem Ergeb-
nis kommen, dass die Wirkungen von BGicht so einfach wie anfangs vermutet sind und
dass entsprechend die Komplexitat dieses Signabvagdt zu unterschatzen ist. Welche
Wirkungen HPGD ausubt, die nicht mit einer Verandegr des PGESpiegels zusammen-
hangen, ist weiterhin ungeklart. Zusatzlich hanigt \Wirkung der einzelnen beteiligten En-
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zyme und Metabolite womadglich von weiteren bishebekannten Faktoren ab (z.B. Art des
Gewebes, Hypoxie). Uber zahlenmaRig groRere Urdewsigen der HPGD-Menge in Tumo-
ren verschiedener Entitdten und ihren EinflusschefPrognose der entsprechenden Patien-
tinnen lasst sich hoffentlich die prognostische waindglich therapeutische Relevanz dieses
Enzyms besser einschatzen. Um den Signalweg bessstehen und gegebenenfalls zielge-
richtete Medikamente entwickeln zu kdnnen, die (dee Beeinflussung des COX-2/P&E
Signalweges oder die Aktivitat der HPGD wirken, uwatitere Forschung auf diesem Gebiet

notwendig.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwiafdie Hydroxyprostaglandindehydrogenase
(HPGD) einen Einfluss auf die Entstehung und dagRyssion des Mammakarzinoms ausubt.
Dazu wurde ein Tissue-Microarray mit Gewebeproben Brustkrebspatientinnen erstellt.
Dieser enthielt sowohl Proben aus den Primartumaterauch aus den Lymphknoten der
Patientinnen. Die vorhandene Menge an HPGD-Prateiden unterschiedlichen Geweben
wurde immunhistochemisch bestimmt; in der sich his@enden statistischen Auswertung
der gewonnenen Daten wurde die prognostische Reteder HPGD genauer analysiert.

Des Weiteren sollte der Einfluss der HPGD auf digristionsfahigkeit von Tumorzellen ge-
nauer untersucht werden. Dazu wurde die Menge &[HProtein in der Brustkrebszelllinie
MDA-MB-231 (SA) per siRNA-Transfektion vorubergeltegesenkt und der Erfolg dieser
Reduktion mittels Realtime-PCR sowie Immunfluorezt@rbung kontrolliert. Im Anschluss
fand die Bestimmung der Migrationsfahigkeit dernveobehandelten Zellen in einem Einzel-

zell-Migrationsassay statt.

Die durchgefiihrte immunhistochemische Farbung eeigRl % der 295 Tumorproben sowie
in 16 % der 76 Lymphknotenproben eine hohe HPGDReRtkonzentration in den Krebszel-
len (s. Tab. 3.1 und Tab. 3.2). Fur 50 Patientinagnsowohl ein Ergebnis fur die Priméartu-
mor- als auch fir die Lymphknotenprobe vor. Bei%8&lieser Proben stimmten die beiden
Ergebnisse Uberein (s. Tab. 3.3).

Die statistische Aufarbeitung der gewonnenen Datigte, dass der Nachweis von HPGD-
Protein in den Primatumorzellen signifikant mitesm ungtinstigen Krankheitsverlauf asso-
Ziiert ist (s. Tab. 3.4). Patientinnen, die im wedin Krankheitsverlauf keinen Ruckfall erlit-
ten, besal3en in 18 % der Falle einen positiven HR@Ehweis. Bei Patientinnen mit Rick-
fall war dieser Anteil auf 35 % erhoht. Dieser Unthied ist sowohl in der univariaten als
auch in der multivariaten Analyse der Daten sigmifit (s.Tab. 3.4 und 3.5). Ein ahnlicher
Zusammenhang findet sich in Bezug auf die Krankfreiheit. Patientinnen, die im weiteren
Krankheitsverlauf sowohl tberlebten als auch kraitkfrei blieben, hatten in 18 % der Falle
einen positiven HPGD-Nachweis. Bei den andereneRtainen waren 36 % der Primér-
tumorproben HPGD-positiv. Auch dieser Unterschiaslegst sich in der univariaten und der
multivariaten Analyse als signifikant (s. Tab. 3dnd 3.5). Die Kaplan-Meyer-
Uberlebenskurven zeigen, dass Patientinnen mit @tinmoren, die HPGD auf niedrigem

Niveau exprimieren, signifikant seltener und sp&eridive erleiden und zusatzlich langer
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krankheitsfrei Gberleben (s. Abb. 3.12 und Abb.33.Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass HPGD bei Mammakarzinomen die Funktion eindo@ans besitzt.

Im zusatzlich durchgefuhrten Migrationsassay korautBerdem gezeigt werden, dass HPGD
die Fahigkeit der Tumorzellen zur Migration férdétachdem per Realtime-PCR (s.Tab. 3.6)
und Immunfluoreszenzfarbung (s. 3.2.1) die erfolyre Reduktion der HPGD-Mengen
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich im Mignaassay, dass die Zellen mit hohem
HPGD-Gehalt in grol3em Mal3e in der Lage waren, gichewegen. Sie wanderten weiter (s.
Abb. 3.23.1) und schneller (s. Abb. 3.24.1) und &gten sich haufiger (s. Abb. 3.25.1). Diese
Beobachtung verdeutlicht, dass die UberexpressisnHPGD die Mobilitat und dariiber hi-
naus das Metastasierungspotenzial von Brustkrdbezeththt. Eine mdgliche Erklarung fur
die beobachtete Verschlechterung der Prognose abeninnen mit hohen HPGD-Spiegeln
stellt das durch HPGD gesteigerte Metastasierungapial der Brustkrebszellen dar. Ist in
den Primartumoren der Patientinnen vermehrt HPGibaralen, so kann die Migrationsfa-
higkeit der Tumorzellen geférdert werden und diehvgaheinlichkeit fiir die Entstehung von

Metastasen ist erhoht. Die Prognose der Patientimmel dadurch unguinstiger.

Es ist moglich, dass HPGD seine Wirkungen tberndséde PGESpiegel vermittelt. Inwie-
fern HPGD daruber hinaus Einfluss auf die Zellelétsist weiterhin nur unzureichend ge-
klart. Es ware aus diesem Grund interessant zusudeen, inwiefern verédnderte HPGD-
Mengen einen Einfluss auf den P&SEpiegel der eingesetzten Zellen und Tumorproben ha
ben. In sich anschlieBenden weiteren klinischen labdrexperimentellen Untersuchungen

konnte dieser Zusammenhang untersucht werden.

Die hier gewonnenen Ergebnisse deuten an, dass ¢#96&D gerichtete Medikamente fir

Patientinnen, die unter einem Mammakarzinom leigoerteilhaft sein kdnnten.
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6 Anhang

6.1 Einzelzell-Migrations-Assay: Ergebnisse derzélexperimente

Tab. 6.1: Zurtickgelegte Distanz der Zellen in um.

Distanz

siRNA siRNA siRNA siRNA  siRNA cnt cnt cnt cnt cnt cnt

215D 146.A 146.D 216.A 216D | 215B 215C 146.B 146.C 21.6.B 21.6.C
Zelle 1 39,1 17,3 26,4 25,5 31,9 60,1 51,0 33,7 30,0 47,3 16,4
Zelle 2 69,2 19,1 47,3 17,3 28,2 76,4 89,2 54,6 77,4 65,5 30,9
Zelle 3 20,0 24,6 30,9 71,9 87,4 49,1 101,0 30,9 46,4 38,2 42,8
Zelle 4 22,8 23,7 55 28,2 14,6 71,0 37,3 106,5 92,8 12,7 22,8
Zelle 5 36,4 20,0 22,8 29,1 41,9 54,6 63,7 64,6 58,2 51,9 34,6
Zelle 6 58,2 28,2 57,3 41,0 15,5 62,8 43,7 61,9 66,4 65,5 31,9
Zelle 7 23,7 10,0 27,3 10,0 60,1 58,2 53,7 89,2 57,3 41,0 26,4
Zelle 8 10,9 28,2 26,4 31,9 38,2 58,2 59,2 57,3 51,0 179,3 24,6
Zelle 9 51,0 10,9 34,6 13,7 28,2 101,9 59,2 24,6 56,4 80,1 117,4
Zelle 10 25,5 29,1 39,1 33,7 22,8 41,0 58,2 36,4 32,8 30,0 127,4
Zelle 11 30,0 61,0 38,2 12,7 35,5 55,5 72,8 28,2 67,3 40,0 35,5
Zelle 12 41,0 15,5 19,1 40,0 22,8 36,4 47,3 62,8 39,1 24,6
Zelle 13 49,1 90,1 49,1 41,0 28,2 66,4 44,6 35,5 41,0 28,2
Zelle 14 27,3 17,3 36,4 18,2 20,0 53,7 49,1 48,2 17,3 17,3
Zelle 15 45,5 25,5 13,7 51,0 15,5 23,7 20,9 19,1 41,9 88,3
Zelle 16 31,9 69,2 16,4 9,1 26,4 51,9 28,2 38,2 43,7
Zelle 17 40,0 80,1 41,0 50,1 71,9 78,3 45,5 108,3 25,5
Zelle 18 10,9 0,9 67,3 22,8 27,3 54,6 48,2 86,5 31,9
Zelle 19 20,0 43,7 13,7 27,3 67,3 51,9 37,3 34,6 61,9
Zelle 20 17,3 26,4 28,2 7,3 64,6 41,0 64,6 61,9 44,6
Zelle 21 8,2 45,5 22,8 14,6 21,8 70,1 83,7 38,2 32,8
Zelle 22 26,4 12,7 17,3 51,0 72,8 17,3 87,4 36,4 51,9
Zelle 23 28,2 9,1 29,1 49,1 43,7 38,2 58,2 44,6
Zelle 24 15,5 46,4 86,5 30,0 35,5 61,0 23,7 35,5
Zelle 25 24,6 52,8 22,8 24,6 44,6 61,9 39,1
Zelle 26 20,0 21,8 62,8 20,9 59,2 40,0 17,3
Zelle 27 41,9 45,5 8,2 13,7 31,9 31,9
Zelle 28 30,9 15,5 14,6 41,9 65,5 23,7
Zelle 29 41,0 7,3 41,9 42,8 61,9
Zelle 30 17,3 13,7 69,2 36,4
Mittelwert: 31,2 30,7 334 29,8 35,6 62,6 57,9 49,0 53,0 49,5 43,7
Standardabw.: 15,6 22,5 17,4 17,3 20,6 16,2 19,8 21,2 19,0 32,1 30,1
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Tab. 6.2: Geschwindigkeit der einzelnen Zellenrimihu

Geschwindigkeit

siRNA siRNA siRNA siRNA  siRNA cnt cnt cnt cnt cnt cnt

215D 146.A 146.D 21.6.A 216.D| 215B 215C 146.B 146.C 21.6.B 21.6.C
Zelle 1 1,6 1,0 1,6 1,2 1,6 2,5 2,1 2,0 1,8 2,3 0,8
Zelle 2 2,9 1,1 2,8 0,8 1,4 3,2 3,7 3,2 4,6 3,2 1,5
Zelle 3 0,8 1,4 1,8 3,5 4,3 2,0 4,2 1,8 2,7 1,9 2,1
Zelle 4 0,9 1,4 0,3 1,4 0,7 3,0 1,6 6,3 55 0,6 1,1
Zelle 5 15 1,2 1,3 1,4 2,0 2,3 2,7 3,8 3,4 2,5 1,7
Zelle 6 2,4 1,7 3,4 2,0 0,8 2,6 1,8 3,6 3,9 3,2 1,6
Zelle 7 1,0 0,6 1,6 0,5 2,9 2,4 2,2 52 3,4 2,0 1,3
Zelle 8 0,5 1,7 1,6 1,6 1,9 2,4 2,5 3,4 3,0 8,7 1,2
Zelle 9 2,1 0,6 2,0 0,7 14 4,2 2,5 1,4 3,3 3,9 57
Zelle 10 1,1 1,7 2,3 1,6 1,1 1,7 2,4 2,1 1,9 1,5 6,2
Zelle 11 1,3 3,6 2,2 0,6 1,7 2,3 3,0 1,7 4,0 2,0 1,7
Zelle 12 1,7 0,9 1,1 2,0 1,1 1,5 2,8 3,7 1,9 1,2
Zelle 13 2,0 53 2,9 2,0 14 2,8 2,6 2,1 2,0 14
Zelle 14 1,1 1,0 2,1 0,9 1,0 2,2 2,9 2,8 0,8 0,8
Zelle 15 1,9 1,5 0,8 2,5 0,8 1,0 1,2 1,1 2,0 4,3
Zelle 16 1,3 4,1 1,0 0,4 1,3 31 1,7 1,9 2,1
Zelle 17 1,7 4,7 2,4 2,4 3,5 4,6 2,7 53 1,2
Zelle 18 0,5 0,1 4,0 1,1 1,3 3,2 2,8 4,2 1,6
Zelle 19 0,8 2,6 0,8 1,3 3,3 3,1 2,2 1,7 3,0
Zelle 20 0,7 1,6 1,7 0,4 3,2 2,4 3,8 3,0 2,2
Zelle 21 0,3 2,7 1,3 0,7 1,1 4,1 4,9 1,9 1,6
Zelle 22 1,1 0,7 1,0 2,5 3,6 1,0 51 1,8 2,5
Zelle 23 1,2 0,5 1,7 2,4 2,1 2,2 3,4 2,2
Zelle 24 0,6 2,7 51 15 1,7 3,6 14 1,7
Zelle 25 1,4 3,1 1,1 1,2 2,6 3,6 1,9
Zelle 26 1,2 1,3 31 1,0 3,5 2,4 0,8
Zelle 27 2,5 2,2 0,4 0,8 1,9 1,6
Zelle 28 1,8 0,8 0,7 2,5 3,9 1,2
Zelle 29 2,4 0,4 2,0 2,5 3,0
Zelle 30 1,0 0,7 4,1 1,8
Mittelwert: 1,3 1,8 2,0 15 1,7 2,6 2,4 2,9 3,1 2,4 2,1
Standardabw.: 1,3 1,0 0,8 1,0 0,7 0,8 1,2 1,1 1,6 1,5 1,5
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Tab. 6.3: Anteil der Zeitpunkte mit Migrationsalttiv der einzelnen Zellen

Zeitpunkte mit Migrationsaktivitat (Anteil)

siRNA siRNA siRNA siRNA  siRNA cnt cnt cnt cnt cnt cnt

215D 146.A 146D 216.A 216.D| 215B 215C 146.B 146.C 216.B 21.6.C
Zelle 1 0,73 0,64 0,77 0,5 0,73 0,95 0,95 0,8 0,73 0,86 0,41
Zelle 2 0,86 0,59 0,86 0,5 0,73 1,00 0,95 1,0 0,91 0,91 0,82
Zelle 3 0,41 0,55 0,86 0,9 0,95 0,95 0,95 0,7 0,86 0,86 0,77
Zelle 4 0,50 0,82 0,23 0,6 0,55 1,00 0,86 0,9 0,91 0,45 0,55
Zelle 5 0,64 0,59 0,55 0,5 0,77 0,95 0,86 0,9 0,73 0,82 0,73
Zelle 6 0,82 0,68 0,91 0,8 0,55 1,00 0,77 0,9 0,95 0,82 0,68
Zelle 7 0,50 0,32 0,73 0,5 0,86 0,95 0,82 1,0 0,86 0,82 0,45
Zelle 8 0,36 0,77 0,73 0,7 0,59 1,00 0,91 0,9 0,82 0,95 0,55
Zelle 9 0,82 0,36 0,73 0,5 0,59 1,00 0,95 0,7 0,82 0,95 0,86
Zelle 10 0,82 0,77 0,86 0,8 0,64 0,86 0,91 0,7 0,64 0,91 0,86
Zelle 11 0,73 0,91 0,86 0,5 0,77 0,95 0,95 0,7 0,77 0,68 0,55
Zelle 12 0,73 0,27 0,45 0,8 0,55 0,77 0,8 0,68 0,91 0,50
Zelle 13 0,82 0,91 0,86 0,8 0,77 0,86 0,9 0,59 0,86 0,77
Zelle 14 0,68 0,50 0,82 0,5 0,82 1,00 0,9 0,82 0,64 0,36
Zelle 15 0,95 0,59 0,45 0,7 0,32 0,59 0,5 0,50 0,82 0,77
Zelle 16 0,86 0,86 0,45 0,1 0,73 0,9 0,64 0,86 0,59
Zelle 17 0,86 0,91 0,91 0,6 0,77 0,9 0,68 1,00 0,55
Zelle 18 0,36 0,05 0,91 0,5 0,68 1,0 0,77 1,00 0,68
Zelle 19 0,68 0,86 0,50 0,7 0,82 0,8 0,68 0,59 0,73
Zelle 20 0,55 0,59 0,64 0,4 0,86 0,9 0,82 0,95 0,64
Zelle 21 0,18 0,73 0,64 0,4 0,68 0,9 0,95 0,73 0,50
Zelle 22 0,73 0,41 0,45 1,0 0,82 0,4 0,91 0,82 0,77
Zelle 23 0,73 0,41 0,68 0,9 0,95 0,8 0,91 0,95
Zelle 24 0,36 0,91 0,86 0,5 0,55 0,9 0,59 0,77
Zelle 25 0,64 0,95 0,6 0,59 0,7 0,91 0,68
Zelle 26 0,55 0,59 0,8 0,59 0,9 0,77 0,50
Zelle 27 0,77 0,9 0,18 0,4 0,73 0,82
Zelle 28 0,73 0,2 0,50 0,7 0,64 0,64
Zelle 29 0,82 0,1 0,82 0,73 0,82
Zelle 30 0,64 0,5 0,82 0,82
Mittelwert: 0,65 0,62 0,71 0,59 0,68 0,97 0,88 0,80 0,77 0,81 0,64
Standardabw. 0,20 0,23 0,18 0,22 0,17 0,04 0,11 0,15 0,12 0,14 0,15
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15-Hydroxyprostaglandin dehydrogenase associates with poor
prognosis in breast cancer, induces epithelial -mesenchymal
transition, and promotes cell migration in cultured breast cancer
cells
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Abstract

Breast cancer is the most frequent cancer and the leading cause of cancer-related deaths in women worldwide, The
prognosis of breast cancer is tightly correlated with the degree of spread beyond the primary tumaour. Arachidonic
acid (AA) and prostaglandin E; (PGE;) are known to regulate tumour metastasis enabling epithelial - mesenchymal
transition (EMT). However, the detailed role of 15-hydroeyprostaglandin dehydrogenase (HPGD), the key enzyme
degrading prostaglandin Ez, remains unclear in breast cancer. Here, we show that HPGD mBNA is overexpressed
in a subset of clinical breast cancers compared to normal breast tissue samples and that high HPGD mRBNA
expression associates with poor progmosis. Immunchistochemical staining of primary breast cancer and [ymph
node metastasis tissue samples confirmed high HPGD protein expression in 20% of the samples, a5 well as
associated HPGD expression with aggressive characteristics, such as increased risk of disease relapse and shorter
disease~free survival. Results from cultured cells indicated abundant HPGD expression in highly metastatie
breast cancer cells, and impairment of HPGD expression wsing RNA interference led to & significant decrease
in transforming growth factor-f signalling, in cellular srachidonic acid levels as well as in cell migration,
Furthermore, gene expression microarray analysis followed by quantitative RT-PCR validation showed that HFGD
silencing decreased aryl hydrocarbon receptor signalling and induced mesenchymal-epithelial transition. In
conclusion, our results indicate that HPGD is highly expressed in metastatic and aggressive breast cancer and
promotes EMT and migration in breast cancer cells.

Copyright © 2012 Pathological Society of Great Britaln and Irefand. Published by |abn Wiley & Sons, Lid.

Keywords: breast cancer; metastasis; HPGD,; arachidonic acid; mesenchymal - epithelial transition
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cntrl
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DCIS
DMEM
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DNA
dNTPs
dUuTP
EDTA
EGF
EGFR
EMT
EP1-4
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ERBB2
et al.
FCS
FGF

Abbildung
Antikorper
B-Zell-Lymphom-2-Protein
Breakpoint cluster region-Abelson murinekemia viral
oncogene homolog 1

Breast Cancer Gene 1/2
beziehungsweise

circa

Cluster of Differentiation 44
komplementare DNA

control @t.: Kontrolle)

control @t.: Kontrolle)
Cyclooxygenase

Cycle Threshold

Diaminobenzidin
Diamidinphenylindol

duktales Carcinoma in situ
Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Desoxyuridintriphosphat
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Epidermaler Wachstumsfaktor
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FISH Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung
GOF Gain-of-function

HER2 human epidermal growth factor receptor 2
HPGD Hydroxyprostaglandindehydrogenase
HRP Horseradish Peroxidase

IGF Insuline-like growth factor

IGFR Insuline-like growth factor receptor
IHC Immunhistochemie

incl. inclusive

k. keine

kD Kilodalton

Kl Konfidenzintervall

LCIS lobulares Carcinoma in situ

LK Lymphknoten

LNCaP Prostatakarzinomzelllinie

LOF Loss-of-function

MAP-Kinase Mitogen-activated protein Kinase

MDA-MB-231(wt)
MDA-MB-231(SA)

Brustkrebszelllinie (Wildtyp)

Brustkrebszelllinie (aggressive Urdg)

Mm. Musculi (dt.:Muskel)

MRNA messenger RNA

n Anzahl der untersuchten Falle

n.s. nicht signifikant

neg negativ

NME1 Protein expressed in non-metastatic cells 1
OR Odds ratio (Chancenverhaltnis)

pl6 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A)
p53 Tumor protein 53

PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerasekettenreaktion

PGE Prostaglandin E2

PGH, Prostaglandin H2

P13-Kinase Phosphoinositid-3-Kinase

pos positiv
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