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2 Einleitung

2.1 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist die hiufigste bosartige Erkrankung der Frau. Weltweit macht es
23% der weiblichen Malignome aus und ist fiir 14% der krebsbedingten Todesfille ver-
antwortlich (Jemal et al., 2011). Die Inzidenzen sind weltweit stetig ansteigend, allerdings
sind grofe Unterschiede zwischen entwickelten Industriestaaten und Entwicklungslédndern
zu verzeichnen. So stieg das kumulative Erkrankungsrisiko bei 15-79 jéhrigen Frauen in
Entwicklungslandern von 2,4% 1980 auf 3,8% 2010, in entwickelten Liandern von 6,5%
1980 auf 8,6% 2010 an. Die Zahl der Todesfille stieg weltweit von 250.000 1980 auf
425.000 2010 an. Allerdings konnten die Uberlebensraten deutlich verbessert werden,
was sich in einer abnehmenden Mortalitit-zu-Inzidenz Rate ausdriickt. Diese Rate sank
von 1980 bis 2010 in Entwicklungsldndern von etwa 0,37 auf 0,26 und in Industriestaaten
von etwa 0,32 auf 0,2 (Forouzanfar et al., 2011).

In Deutschland erkranken zurzeit jahrlich mehr als 58.000 Frauen an Brustkrebs. Damit
ist das Mammakarzinom in der Bundesrepublik fiir 29% aller Krebserkrankungsfille bei
Frauen verantwortlich. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren und
damit 6 Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter aller Krebserkrankungen. Die relati-
ven S-Jahresiiberlebensraten flir Brustkrebspatientinnen in Deutschland werden aktuell
mit 83 - 87% angegeben (Robert Koch-Institut, 2010).

Die Ursache des Brustkrebses ist noch weitgehend unklar. Bekannt sind unterschiedliche
Risikofaktoren, die zu einem hoheren relativen Erkrankungsrisiko fiihren:

Eine frithe erste Regelblutung fiihrt zu einem erhohten Brustkrebsrisiko (Brinton et al.,
1988; Hsieh et al., 1990; Kvale and Heuch, 1988). So hitten Frauen mit einer Menarche
jenseits des 15. Lebensjahres ein um 23% geringeres Risiko als Frauen mit einer ersten
Menstruationsblutung vor dem 12. Lebensjahr (Brinton et al., 1988). Moglicherweise
konnte eine frithe Menarche ein stiarkerer Risikofaktor fiir Brustkrebs darstellen, der vor
dem 50. Lebensjahr diagnostiziert wird, als fiir Brustkrebs, der nach der 5. Lebensdekade
diagnostiziert wird (Helmrich et al., 1983; Kampert et al., 1988). Jedoch belegen eine
Vielzahl von Untersuchungen, dass unabhéngig vom Zeitpunkt der Diagnose, eine friihe
Menarche ein Risikofaktor fiir Brustkrebs ist (Brinton et al., 1988; Choi et al., 1978;
Hsieh et al., 1990; Kvale and Heuch, 1988; Paffenbarger et al., 1980).



Kinderlosigkeit oder die spdte Geburt des ersten Kindes wurden ebenfalls als Risikofakto-
ren erkannt. Auch Unfruchtbarkeit, sowie das spite Auftreten der Menopause, erhohen
das Risiko an Brustkrebs zu erkranken (Kelsey et al., 1993). Neuere Daten weisen dar-
authin, dass das Alter zum Zeitpunkt jedweder Geburt und nicht nur der Ersten aus-
schlaggebend fiir eine Risikoerhohung ist. Geburten vor dem 30. Lebensjahr scheinen ei-
nen protektiven Effekt zu haben (Wohlfahrt and Melbye, 2001). Allerdings beeinflussen
diese reproduktiven Faktoren vor Allem das Risiko fiir Hormonrezeptor positive Mam-
makarzinome (Yang et al., 2011).

Orale Kontrazeptiva haben einen leichten Effekt auf das Brustkrebsrisiko. So ist dieses
bei gegenwirtigem und kiirzlich zuriickliegendem Gebrauch um 15 bis 20% erhoht, ver-
glichen mit Probandinnen, die niemals orale Kontrazeptiva eingenommen haben
(CGHFBC, 1996). Allerdings gleicht sich innerhalb von 10 Jahren nach dem Absetzen
der Priparate, unabhingig von der Dauer der Einnahme, das relative Risiko an jenes der
Nichtnutzerinnen an. Dies ist insbesondere von Relevanz, da Frauen, die orale Kontrazep-
tiva einnehmen jung sind und ohnehin ein geringes Risiko haben an Brustkrebs zu er-
kranken. Deshalb ist die Zunahme des Erkrankungsrisikos durch orale Kontrazeptiva von
geringer Bedeutung (La Vecchia et al.,, 2001). Die Hormontherapie zur Linderung
postklimakterischer Beschwerden erhoht das Brustkrebsrisiko (Collins et al., 2005; Far-
quhar et al., 2005; Greiser et al., 2005; Lee et al., 2005; Shah et al., 2005). Ein erhohtes
Risiko zeigte sich aber erst nach einer Anwendung {iber fiinf oder mehr Jahre (Lee et al.,
2005; Shah et al., 2005). Die Risikoerhohung ist bei kombinierten Ostrogen-Gestagen-
Priiparaten ausgeprigter als bei Ostrogen-Priparaten (Farquhar et al., 2005; Greiser et al.,
2005). Jedoch sinkt das Risiko nach Absetzen der Hormontherapie innerhalb weniger Jah-
re und unterscheidet sich dann nicht vom Risiko derjenigen Frauen, die niemals eine
Hormontherapie angewendet haben (Farquhar et al., 2005). Diese Ergebnisse sind Grund-
lage der aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Gyndkologie und Geburtshilfe.
In einer neuen Studie wurde die Hormontherapie als Risikofaktor fiir Brustkrebs in Frage
gestellt (Stevenson et al., 2011).

Ein viel diskutiertes Thema ist der Einfluss von Erndhrung auf das Brustkrebsrisiko. Die
festgestellten Effekte, wie das Absinken des Risikos durch viel Obst und Gemiise, sowie
das steigende Risiko durch den vermehrten Konsum von Grillfleisch, rotem Fleisch und
tierischen Fetten, bewerteten manche Autoren als geringfiigig (Ewertz et al., 2001; Fa-

ckenthal et al., 2001). Aktuell konnte kein Zusammenhang von erhohtem Brustkrebsrisiko



und dem Konsum von tierischen Fetten gefunden werden (Park et al., 2011). Jedoch
konnte eine neue Studie einen eindeutig protektiven Effekt von vermehrtem Gemiisekon-
sum aufzeigen (Masala et al., 2012). Offene Fragen in diesem Gebiet sind die Langzeitef-
fekte von Substanzen, die wihrend des Bratens entstehen (z.B. heterozyklische Amine),
oder auch Riickstidnde von Pestiziden auf Gemiise oder Obst.

Alkoholkonsum ist studieniibergreifend mit einem leichten Brustkrebsrisiko assoziiert
(Smith-Warner et al., 1998). Die Einnahme von Hormonen oder auch andere Faktoren,
wie zum Beispiel genetische Polymorphismen (Park et al., 2000), kdnnten das alkoholbe-
dingte Risiko beeinflussen.

Tabakkonsum wurde ebenfalls als Risikofaktor identifiziert. Allerdings spielt die geneti-
sche Ausstattung beziiglich verstoffwechselnder Enzyme hier eine grof3e Rolle. So konn-
ten verschiedene Metaanalysen fiir rauchende Frauen mit einem N- acetyltransferase 2
(NAT?2) langsam acetylierenden Genotyp ein um 27% erhohtes Brustkrebsrisiko im Ver-
gleich zu Nichtraucherinnen feststellen. Bei mehr als 20 Packyears wurde bei diesen
Frauen eine Risikoerhohung von 49% errechnet. Raucherinnen mit einem NAT2 schnell
acetylierenden Genotyp hatten kein erhohtes Risiko. Es konnten klare Dosis-Wirkungs-
Beziehungen beziiglich der Anzahl der Packyears und Gesamtdauer der Exposition herge-
stellt werden. Diese Ergebnisse waren fiir prd — und postmenopausalen Brustkrebs ein-
heitlich. Auch erhoht Passivrauchen das Brustkrebsrisiko vor der Menopause um 65%
bei, die selbst niemals geraucht hatten. Bei postmenopausalen Frauen ist die Beweislage
unzureichend. Fiir diese Zusammenhédnge gibt es iiberzeugende biologische Belege. So
enthdlt Zigarettenrauch iiber 20 verschiedene Karzinogene, unter anderen polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe und heterozyklische Amine, welche in Tierversuchen
iiber genotoxische Mechanismen Brustkrebs auslosen (Johnson et al., 2011).

Schon lange ist bekannt, dass Ubergewicht das Brustkrebsrisiko bei postmenopausalen
Frauen erhoht. Der Zusammenhang scheint weitestgehend unabhéngig von anderen Risi-
kofaktoren zu sein und sich mit zunehmendem Alter noch zu verstirken. Allerdings
scheint das Ansteigen des Brustkrebsrisikos durch steigenden body-mass-index (BMI) vor
allem in Léndern mit eher niedriger Brustkrebsinzidenz an Einfluss zu gewinnen. In
Hochrisikoldndern scheint sich das Risiko bei einem BMI von etwa 25kg/m? zu stabilisie-
ren, was bei Ldndern mit niedrigem oder mittlerem Risiko nicht der Fall ist. Die Ge-
wichtszunahme im Erwachsenenalter ist vor allem bei denjenigen Frauen ein einflussrei-

cher und konstanter Risikofaktor, die nach ihrer Menopause nicht an einer Hormonthera-



pie teilgenommen haben. Dieser Zusammenhang konnte durch den erhdhten endogenen
Ostrogen-Spiegel bei iibergewichtigen Frauen erklirbar sein. Korperliche Aktivitit, wel-
che mit einem geringerem Brustkrebsrisiko einhergeht, ist jedoch nicht von der Menopau-
se abhingig, sondern wirkt sich bei allen Frauen gleichermal3en aus (Vainio, 2002).

Epidemiologische und experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass Geschlechts-
hormone (Ostrogene, Progestagene, Androgene) eine wichtige Funktion bei der Entwick-
lung des Mammakarzinoms einnehmen. So deuten vor allem die Risikoerh6hung durch
eine friihe Menarche und eine spite Menopause auf eine Rolle von Ostrogen und auch
Gestagenen in der Pathogenese des Mammakarzinoms hin (Travis and Key, 2003). Auch
steigen die Neuerkrankungsraten, im Gegensatz zu nicht-hormonabhingigen Karzino-
men, wie dem kolorektalen Karzinom, nicht iiberproportional mit zunehmendem Alter an.
Die Inzidenzraten steigen pramenopausal deutlich steiler an als postmenopausal, wenn die
Eierstocke die Produktion von Ostrogen und Progesteron einstellen und die ovarielle An-
drogenproduktion nach und nach abnimmt (Key and Pike, 1988; Pike et al., 1993). Die
Ostrogen-Uberschuss-Hypothese ist hier von zentraler Bedeutung. Sie besagt, dass das
Brustkrebsrisiko durch erhdhte Ostrogenspiegel gesteigert wird, indem die zirkulierenden
Hormone am Brustgewebe mutagen und proliferationsfordernd wirken (Martin and
Boyd, 2008; Pike et al., 1993; Russo and Russo, 2004; Travis and Key, 2003). Ostradiol
erhoht die Zellteilungsrate von Brustdriisenzellen in vitro (Key, 1999). Ostrogene und ih-
re Metaboliten verursachen sowohl in Zellkultur als auch in Tierversuchen DNA-
Schédden, genetische Instabilitdt und Zellmutationen (Travis and Key, 2003). Das Risiko
ist bei denjenigen Frauen nach der Menopause hoher, die erhohte Testosteron — und
Androstendion — Plasmaspiegel haben, erniedrigte Spiegel des Sexualhormon bindenden
Globulins (SHBG), sowie erhohte Ostron — und Ostradiolspiegel und freies Ostradiol,
welches nicht an SHBG gebunden ist (Key et al., 2002; Pike et al., 1993; Tavassoli F.A.,
2003). Eine zweite wichtige Theorie ist die Ostrogen/Progesteron — Hypothese, welche
besagt, dass das Krebsrisiko bei erhohten Plasma — und Gewebsspiegeln beider Hormone
noch etwas hoher ist als bei alleinigem Ostrogeniiberschuss (Bernstein and Ross, 1993;
Key, 1999). Bei Frauen vor der Menopause konnte in mehreren Studien kein Zusammen-
hang von Brustkrebsrisiko und erhdhten Ostrogen-, Progesteron- und Androgen - Plas-
maspiegeln gefunden werden (Bernstein and Ross, 1993; Helzlsouer et al., 1994; Rosen-

berg et al., 1994; Secreto and Zumoff, 1994; Thomas et al., 1997). Allerdings fand eine
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neue umfangreiche Metaanalyse eine leichte Risikoerh6hung bei pramenopausalen Frau-
en durch erhohte endogene Ostradiolspiegel (Walker et al., 2011).

Eine der Folgen von Ubergewicht und mangelnder Bewegung ist die Entwicklung einer
Insulinresistenz. Erhohte Insulinspiegel konnten in Ovarien und Nebennieren zu einer
vermehrten Ausschiittung von Geschlechtshormonen, insbesondere Androgenen, sowie zu
einer Abnahme der Syntheserate der Leber und damit auch von SHBG, fiihren (Kaaks,
1996). Erhohte Plasmaandrogenspiegel fiihren vor allem postmenopausal zu verstirkter
Ostrogenproduktion im Fettgewebe und damit zu ansteigenden Ostron — und Ostradiol —
Spiegeln. Jedoch erhielt die Hypothese, dass chronische Hyperinsulindmie erklaren kdnn-
te, warum postmenopausal niedrige SHBG — Plasmaspiegel und erhohte Androgen — und
Ostrogenspiegel mit einem erhdhtem Brustkrebsrisiko assoziiert sind (Kaaks, 1996), nur
begrenzt Zuspruch (Del Giudice et al., 1998; Kaaks et al., 2002). Im Mausmodell fordert
Hyperinsulindmie die Bildung von Lungenmetastasen ausgehend von primdren Mamma-
karzinomen (Ferguson et al., 2012).

Zuletzt bleibt noch die Virus - Hypothese zu erwihnen, die auf der Grundlage von Tier-
experimenten entwickelt wurde. In Médusen ist hier der MMT-Virus, ein Retrovirus, ein
Ausloser fiir Brustkrebs und wird durch die Muttermilch auf die Tochtertiere {ibertragen
(Tavassoli, 2003). Auch sind erhohte Cytomegalievirus-Antikorperspiegel beim Men-

schen mit einem erhohten Brustkrebsrisiko assoziiert (Cox et al., 2010).

Mammakarzinome leiten sich aus Epithelien der Brustdriise, am hiufigsten aus den Epi-
thelzellen der terminalen duktulolobuldren Einheit ab. Brusttumore kdnnen aber nicht nur
vom Epithel, sondern auch wie das Lipom, vom Stroma der Brust oder wie der Phylloi-
destumor von beiden Geweben abstammen. 40 — 50% der Tumore treten im oberen dufle-
ren Quadranten der Brust auf.

Mammakarzinome metastasieren hiufig lymphogen und hdmatogen und neigen sehr friih
zu einer generalisierten Tumoraussaat. Nach einer Therapie mit rezidivfreiem Intervall
sind Spédtmetastasen nach iiber 10 Jahren nicht selten. Entlang der Lymphbahnen siedeln
sich die Karzinome vor allem in die axilliren Lymphknoten ab, aber auch retrosternale
und supraklavikulidre Lymphknoten sind betroffen. Uber die Blutbahn metastasieren
Mammakarzinome hdufig in Beckenknochen, Wirbelkorper oder Schéddelkalotte, aber
auch in Organe wie die Lunge, die Leber oder das Gehirn (Riede, 2004).
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Die Mehrzahl der Frauen stellt sich mit Symptomen vor, obwohl seit der Einfithrung des
Mammographie Screenings fiir die Altersgruppe der 50-69 jahrigen eine steigende Anzahl
von asymptomatischen Fillen diagnostiziert wird. Es gibt beim Mammakarzinom keine
spezifischen Zeichen oder Symptome, die eine sichere Differentialdiagnose zu einer Viel-
zahl von gutartigen Erkrankungen der Brust erlauben wiirden. Jedoch treten gutartigen
Erkrankungen bei jungen Frauen wesentlich hidufiger auf, wihrend bosartige Erkrankun-
gen haufiger bei ilteren Frauen sind. Das hiufigste Symptom bei Frauen sind Knoten in
der Brust, die sowohl schmerzhaft, als auch schmerzlos sein kénnen. Abnormitéten der
Brustwarze, Einziehungen oder Ekzeme sind weniger hdufig. Verdnderungen der Brust
sollten sowohl klinisch, als auch durch bildgebende Verfahren (Mammographie und Ult-
raschall) und durch eine feingewebliche Untersuchung abgekliart werden. Die Mammo-
graphie sollte stets Teil der Bildgebung sein, auBler bei Frauen unter 35 Jahren, bei wel-
chen dieses Verfahren aufgrund des dichten Driisenkorpers selten aussagekriftig ist.

(Tavassoli F.A., 2003).

Die Diagnose wird mit Hilfe einer Gewebeprobe gestellt, die entweder sonographie -
oder mammographiegesteuert mit einer Hohlnadel entnommen wird. Man unterscheidet
bei den invasiven Mammakarzinomen folgende Unterformen:

Die groBte Gruppe bilden die invasiven duktalen Karzinome, die sich vom Epithel der
terminalen Gangsegmente herleiten und keiner anderen Kategorie invasiver Mammakar-
zinome angehoren. Sie bekommen deshalb im Englischen das Kiirzel ,,NOS* (not other-
wise specified) angehédngt. In puplizierten Datensédtzen reichte ihr Anteil von 40% bis
75% (Elston C.W., 1998). Diese weite Spanne konnte bedingt sein durch die fehlende
Anwendung strenger Kriterien, die eine Zuordnung zu speziellen Unterformen erlauben
wiirde, und auch durch die Tatsache, dass manche Arbeitsgruppen Tumoren, die eine Mi-
schung aus duktalem NOS und einer Sonderform darstellen, der NOS — Gruppe und nicht
einer gemischten Kategorie zuordnen. Das tubulire Mammakarzinom stellt eine Sonder-
form dar. Es zeichnet sich durch eine hohe Gewebereife und eine gute Prognose aus. Thr
Anteil liegt bei unter 2%. Das papillire Mammakarzinom, ebenfalls eine Sonderform,
zeichnet sich durch gewucherte, papilldre Zellverbénde aus, die im Gegensatz zu gutarti-
gen Lisionen aus einem einzigen Zelltyp bestehen und nicht von Myoepithelzellen umge-
ben sind. Dieser Typ hat eine eher gute Prognose, tritt vor allem postmenopausal auf und

hat einen Gesamtanteil von unter 1-2%. Eine weitere Sonderform ist das muzinOse
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Mammakarzinom, welches seinen Namen durch die betrachtlichen Schleimmengen erhal-
ten hat, welche die Zellen im Extrazelluldirraum deponieren. Makroskopisch imponiert es
deshalb durch seine gallertartige Schnittfliche. Es zeichnet sich ebenfalls durch eine gute
Prognose aus, und macht 2% aller Mammakarzinome aus (Rasmussen et al., 1985; Scopsi
et al., 1994; Toikkanen and Kujari, 1989). Die Sonderform des medulldren Mammakarzi-
noms ist histologisch sehr zellreich und stromaarm. Die Zellen sind grof3 und undifferen-
ziert und bilden dichte Zellnester. Das Stroma ist unterschiedlich stark durch Lymphozy-
ten und Plasmazellen infiltriert. Das medulldre Karzinom soll eine bessere Prognose als
der duktale Typ haben (Jensen et al., 1997; Maier et al., 1977; Moore and Foote, 1949;
Pedersen et al., 1995; Rapin et al., 1988; Reinfuss et al., 1995; Richardson, 1956; Ridolfi
et al.,, 1977; Wargotz and Silverberg, 1988), allerdings wurde dies von anderen Arbeits-
gruppen in Frage gestellt (Black et al., 1983; Ellis et al., 1992; Fisher et al., 1990). Der
medulldre Typ hat einen Anteil von 1 bis 7% (Bloom et al., 1970; Rapin et al., 1988), ab-
héngig von der Strenge der angewandten diagnostischen Kriterien. Weitere Sonderformen
sind die kribriformen, mikropapilldren, apokrinen und metaplastischen Mammakarzino-
me. Diese und noch weitere Formen kommen aber insgesamt sehr selten vor und sollen
nur der Vollstidndigkeit halber erwédhnt werden. Auch in der Brust treten neuroendokrine
Tumore auf, die dhnliche morphologische Eigenschaften haben wie die neuroendokrinen
Tumore des Gastointestinaltraktes und der Lunge. Sie exprimieren in mehr als 50% des
Fille neuroendokrine Marker. Diese Tumore machen etwa 2 — 5% der Mammakarzinome
aus und treten vornehmlich im sechsten und siebten Lebensjahrzehnt in Erscheinung
(Sapino et al., 2001). Neuroendokrine Differenzierung tritt auch bei den insgesamt sehr
seltenen Brusttumoren des Mannes auf (Scopsi et al., 1991).

Die zweite grofe Gruppe neben den duktalen Karzinomen bilden die invasiven lobularen
Mammakarzinome (ILK). Sie haben einen Anteil von 5 bis 15% (du Toit et al., 1989;
Ellis et al., 1992; Martinez and Azzopardi, 1979; Sastre-Garau et al., 1996; Toikkanen et
al.,, 1997). In den letzten 20 Jahren wurde ein Anstieg der Inzidenz bei Frauen iiber 50
festgestellt (Li et al., 2000a). Dies wurde mit einem vermehrten Gebrauch von Hormon-
praparaten in Verbindung gebracht (Bonnier et al., 1995; Li et al., 2000b; O'Connor et al.,
1998). Das mittlere Alter beim ILK liegt 1 — 3 Jahre iiber dem medianen Alter bei invasi-
ven duktalen Mammakarzinomen (Sastre-Garau et al., 1996). Histologisch zeichnen sich
die ILK durch Kleinzelligkeit mit geringem Zusammenhalt der Epithelkomplexe und

folglich dissoziiertem Wachstum aus. Grund dafiir sind Verdnderungen oder fehlende
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Expression des E — Cadherin Gens, dessen Genprodukt an Zell-Zell-Verbindungen betei-
ligt ist. Klinische Besonderheiten sind die hdufige bilaterale Tumorentwicklung (8-19%
der Fille) (DiCostanzo et al., 1990; du Toit et al., 1989; Fechner, 1972). Einige Studien
fanden damit eine hohere Bilateralitédt als bei invasiven duktalen Karzinomen (Horn and
Thompson, 1988; Silverstein et al., 1994), andere Untersuchungen konnten keine signifi-
kanten Unterschiede feststellen (de la Rochefordiere et al., 1994; Healey et al., 1993; Par-
ker et al., 1989). Manche Untersuchungen fanden hiufig auch eine multizentrische Tu-
morentwicklung in der gleichen Mamma (DiCostanzo et al., 1990; Lesser et al., 1982),
was aber in anderen klinischen (Sastre-Garau et al., 1996) oder radiologischen (Le Gal et
al., 1992) Untersuchungen nicht bestétigt werden konnte.

Ausgesprochen wichtig fiir die Diagnosestellung und weitere Therapieplanung sind das
,»Grading* und das ,,Staging®. Ersteres basiert auf der Bewertung von tubulidrer Morpho-
logie, Kernpolymorphismen und Mitoserate. Jeder Faktor wird einzeln mit Hilfe eines
Scoring-Systems mit 1 bis 3 Punkten bewertet. Die drei Einzelscores werden nachfolgend
zu einem Gesamtscore von 3 bis 9 Punkten addiert. Man unterscheidet so Tumore mit
dem Differenzierungsgrad 1, 2 oder 3: G1 = hoch differenziert (3-5 Scorepunkte), G2 =
mittelgradig differenziert (6-7 Scorepunkte), G3 = wenig differenziert (8-9 Scorepunkte).
Viele Studien haben eine starke Assoziation zwischen dem histologischen Differenzie-
rungsgrad und dem Uberleben bei Mammakarzinomen festgestellt. Deshalb ist das ,,Gra-
ding* ein sehr wichtiger Prognosefaktor (Elston CW, 1998; Henson et al., 1991). Beim
»Staging wird der Tumor nach festgelegten Kriterien der WHO und UICC nach Tumor-

ausdehnung und Nachweis von Metastasen in bestimmte Stadien eingeteilt:

Pathologische TNM-Klassifikation der Mammakarzinome (Singletary et al., 2002)
(Abkiirzungen: LNN = Lymphknoten; AMI = Arteria mammaria interna)
pT-Primartumor

pTX - Primirtumor kann nicht beurteilt werden

pTO - kein Anhalt fiir Primértumor

Tis - Carcinoma in situ

pT1-Tumor <2 cm

pT1mic - Mikroinvasion < 0,1 cm

pT l1a - Tumor > 0,1 cm < 0,5 cm

pT 1b - Tumor >0,5cm < 1,0 cm

pT 1c - Tumor > 1,0 cm< 2,0 cm
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pT2 - Tumor > 2,0 cm < 5,0 cm

pT3 - Tumor > 5,0 cm

pT4 - Tumor jeder GroBe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut

pT4a - Tumor mit Ausdehnung auf die Brustwand

pT4b — Tumor mit Haut - Odem (inkl. Apfelsinenhaut), - Ulzeration oder Satellitenme-
tastasen der Haut der gleichen Brust

pT4c - Kriterien 4a und 4b gemeinsam

pT4d - inflammatorisches Karzinom

pN — Regionére Lymphknoten

PNX - regiondre LNN konnen nicht beurteilt werden

PNO - keine regionalen LNN - Metastasen

pN1mi - Mikrometastasen > 0,2 mm <2 mm

PN la - Metastasen in 1-3 ipsilateralen axilldiren LNN, > 1 Metastase > 0,2 cm

PN 1b - Metastasen in ipsilateralen LNN entlang der AMI mit mikroskopischen Metasta-
sen, die bei der Sentinel-LNN-Dissektion entdeckt wurden, aber nicht klinisch auffillig
waren;

PN 1c - Metastasen in 1-3 ipsilateralen axilliren LNN und in ipsilateralen LNN entlang
der AMI mit mikroskopischen Metastasen, die bei der Sentinel-LNN-Dissektion entdeckt
wurden, aber nicht klinisch auftféillig waren;

PN 2a - Metastasen in 4-9 ipsilateralen axilliren LNN, > 1 Metastase > 2 mm

PN 2b - Metastasen in klinisch auffélligen ipsilateralen LNN entlang der AMI bei Fehlen
axillirer LNN-Metastasen;

pN 3a - Metastasen in > 10 ipsilateralen axilliren LNN (zumindest eine > 2 mm) oder in
ipsilateralen infraklavikuldren LNN

pN 3b - Metastasen in klinisch auffdlligen LNN entlang der AMI mit > 1 axilliren LNN-
Metastase oder Metastasen in > 3 axillairen LNN und in LNN entlang der AMI mit mik-
roskopischen Metastasen, die durch Sentinel-LNN-Dissektion entdeckt wurden, aber
nicht klinisch auffillig waren;

PN 3c - Metastasen in ipsilateralen supraklavikularen LNN

pM-Fernmetastasen

pMX - Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
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MO - keine Fernmetastasen

pM1 — Fernmetastasen

Zusitzlich zu dieser Einteilung wird in der Primdrdiagnostik der Hormonrezeptorstatus
(Progesteron — und Ostrogenrezeptor) und der HER- 2-Status der Tumorzellen immun-
histochemisch oder mit FISH-Technik festgestellt. Auf der Grundlage dieser Daten und
unter Einbeziehung der Wiinsche und individuellen Risikofaktoren der Patientinnen wird
dann eine Therapieplanung erstellt.

Die Basis bildet hierbei eine chirurgische Therapie. Dabei wird der Tumor mit einem tu-
morfreien Rand exstirpiert (RO-Resektion) (Blichert-Toft et al., 1998). Der mikroskopisch
gemessene Sicherheitsabstand zwischen Tumor und Resektionsrand sollte beim invasiven
Karzinom mindestens Imm betragen (O'Higgins et al., 1998). Wenn immer moglich sollte
brusterhaltend operiert werden, da diese Methode mit anschlieBender Bestrahlung der al-
leinigen, sogenannten modifizierten Mastektomie (radikale, ganzheitliche Entfernung der
Brust) in punkto Uberleben gleichwertig ist (EBCTCG, 1995; Fisher et al., 2002; Verone-
siet al., 2002; Wald et al., 1995; Weaver et al., 2000). Je nach Tumorausbreitung miissen
auch angrenzende Lymphknoten entfernt werden. Hier hat die Einfiihrung der sogenann-
ten Sentinel-Node-Biopsie entscheidende therapeutische Verbesserungen gebracht. Bei
dieser Methode wird der erste Lymphknoten des Abflussgebietes mit Hilfe eines Radio-
nuklids aufgesucht, entnommen und histologisch untersucht. Ist er frei von Tumorzellen,
kann auf eine radikale Lymphknotenentfernung der Axilla verzichtet werden. Durch die-
ses Verfahren konnte eine deutliche Verminderung der Kurz — und Langzeitmorbiditdt er-
reicht werden. Die zusitzliche Bestrahlung der betroffenen Brust fiihrt zu einer Verbesse-
rung der lokalen Tumorkontolle (Clarke et al., 2005; Shafiq et al., 2007; Van de Steene et
al., 2004) und zu einer relevanten Senkung der Mortalitét (Clarke et al., 2005; Peto, 2006;
Shafiq et al., 2007; Vinh-Hung and Verschraegen, 2004; Whelan T, 2007). Beide Effekte
sind unabhidngig vom Alter der Patientinnen (de Bock et al., 2006; Fyles et al., 2004;
Hughes et al., 2004; Zhou and Recht, 2004). Auch nach Mastektomie wird bei einem ho-
hen Lokalrezidivrisiko zusétzlich bestrahlt und damit eine deutliche Senkung der lokalen
Rezidivwahrscheinlichkeit erreicht (Clarke et al., 2005; Clarke, 2000; EBCTCG, 1995;
Truong et al., 2004; Van de Steene et al., 2000; Van de Steene et al., 2004; Whelan T,
2007). Ein Nutzen der Nachbestrahlung des regionalen Lymphabflusses ist heute noch
nicht belegt und muss deshalb individuell entschieden werden (Recht et al., 2001; Truong

et al., 2004). Bei Patientinnen mit primédr inoperablen Tumoren wird derzeit eine primére
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systemische Chemotherapie mit anschlieBender Operation und Nachbestrahlung empfoh-
len (Kaufmann et al., 2003; Shenkier et al., 2004; Truong et al., 2004). Fiir die medika-
mentdse Behandlung der Primarerkrankungen stehen als Therapieformen die Chemothe-
rapie, die endokrine Therapie und die Antikorpertherapie einzeln oder in Kombination zur
Verfiigung (EBCTCG, 2006; M Clarke, 2005). Durch diese systemischen Therapien las-
sen sich die Rezidivrate und die Mortalitdt senken. Dies gilt fiir die Polychemotherapie
(insbesondere bei Gabe von Anthrazyklinen und Taxanen), fiir die medikamentdse Aus-
schaltung der Ovarialfunktion, sowie fiir Tamoxifen, Aromatasehemmer und Trastuzu-
mab. Das absolute Ausmal} dieser Effekte hdngt vom Risiko der Erkrankung ab
(Bethesda, 2001; Clarke, 1998; EBCTCG, 2006; M Clarke, 2005). Die adjuvante endo-
krine Therapie (Tamoxifen) oder Chemotherapie (Anthrazykline) konnen die kumulativen
15-Jahres-Mortalitdtsraten um jeweils 30% senken, in Kombination offenbar noch mehr.
Die hohe Effektivitit einer adjuvanten Antikorpertherapie mit Trastuzumab bei Patientin-
nen mit HER-2-iiberexprimierenden Tumoren ist gut belegt (Joensuu et al., 2006; Piccart-
Gebhart et al., 2005; Romond et al., 2005; Slamon et al., 2006).

Prognosefaktoren erlauben Ausssagen iiber Uberlebensraten, Rezidiv- und Metastasen-
neigung, sowie iiber Therapierbarkeit. Der Befall der Lymphknoten der Achselhéhle ist
der wichtigste prognostische Faktor bei Brustkrebspatientinnen. Viele Studien haben ge-
zeigt, dass mit zunehmendem Lymphknotenbefall die Zahl der krebsfreien Jahre abnimmt
und die Uberlebensraten zuriickgehen (Fitzgibbons et al., 2000).

Die Tumorgrofle erlaubt wichtige prognostische Ausagen iiber einen moglichen Lymph-
knotenbefall und das Uberleben, sogar bei kleinen Tumoren (T1a und T1b) (Chen and
Schnitt, 1998).

Die einzelnen histologischen Tumortypen unterscheiden sich in den 10-Jahre-
Uberlebensraten zum Teil erheblich. Fiir Brustkrebs im Allgemeinen betriigt die Rate et-
wa 55%. Beim duktalen Karzinom ist die Rate mit 35 — 50% vergleichbar oder leicht
schlechter (Ellis et al., 1992). Die Prognose der Sonderformen ist jedoch weitaus besser.
Das tubuldre Karzinom hat eine hervorragende Langzeitprognose (Carstens et al., 1985;
Carstens et al., 1972; Cooper et al., 1978; Ellis et al., 1992; McDivitt et al., 1982; Ober-
man and Fidler, 1979; Peters et al., 1981). Beim kribriformen Karzinom ergab sich eine
10 — Jahre - Uberlebensrate von 90% (Ellis et al., 1992) bis 100% (Page et al., 1983).
Beim medulldren Karzinom werden bis iiber 90% (Jensen et al., 1997; Rapin et al., 1988;

Wargotz and Silverberg, 1988), beim muzindsen Karzinom 80% (Komaki et al., 1988) bis
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100% (Fentiman et al., 1997; Norris and Taylor, 1965) angegeben. Beim lobulidren Karzi-
nom wurden im Vergleich zum duktalen Karzinom sowohl bessere (Dixon et al., 1982; du
Toit et al., 1989; Ellis et al., 1992; Silverstein et al., 1994; Toikkanen et al., 1997) als
auch schlechtere (Ashikari et al., 1973) Uberlebensraten festgestellt. Andere Untersu-
chungen konnten keine signifikanten Unterschiede feststellen (Peiro et al., 2000; Sastre-
Garau et al., 1996).

Der Malignitdtsgrad (Grading) der Tumoren ist ebenfalls von wichtiger prognostischer
Bedeutung. Unabhingig von Lymphknotenbefall und Tumorgré3e werden bei Tumoren
mit hoherem Malignititsgrad hiufiger Fernmetastasen und schlechtere Uberlebensraten
beobachtet (Contesso et al., 1987; Elston and Ellis, 1991; Fisher et al., 1993; Fitzgibbons
et al., 2000; Goldhirsch et al., 1998; Mansour et al., 1994; Nixon et al., 1996; Rosen et al.,
1989). Die Kombination aus histologischem Typ und Grading ldsst bessere prognostische
Aussagen zu als der histologische Typ nur fiir sich (Pereira et al., 1995).

Auch die Infiltration von Lymphgefaflen ist ein wichtiger und unabhingiger Prognosefak-
tor. Dies gilt insbesondere fiir Patienten mit T1/NO — Tumoren (Chen and Schnitt, 1998;
Lee et al., 1997; Leitner et al., 1995; Rosen et al., 1993; Rosen et al., 1981; Roses et al.,
1982). Man ist so in der Lage, Patientinnen zu identifizieren, die ein erhohtes Risiko fiir
einen Befall der axilliren Lymphknoten haben. Haut- und Muskelinfiltrationen, sowie
GefaBeinbriiche sind mit einer erhdhten Metastasierungsneigung korreliert (Riede, 2004).
Oft entscheidend fiir den Therapieerfolg, und damit auch wichtiger Prognosefaktor, ist der
sogenannte Rezeptorstatus. Die Zellen der meisten Mammakarzinome sind in variabler
Dichte mit Ostrogen (ER) — und/oder Progesteronrezeptoren (PR) bestiickt. Dies macht
ihre hormonelle Regulierbarkeit und ihr Ansprechen auf Antihormone (Tamoxifen, Aro-
matasechemmer) wahrscheinlich (Bundred, 2001; EBCTCG, 1992; Isaacs et al., 2001;
McGuire and Clark, 1992; Osborne, 1998). ER/PR — positive Tumoren sprechen in 60 —
70% der Fille auf Tamoxifen an, wahrend dies weniger als 10% der ER/PR — negativen
Tumore tun (ASCO, 1998; Fitzgibbons et al., 2000; Goldhirsch et al., 2001). Das Onko-
gen c-erb-B2 (Her2/neu) kodiert fiir ein Zellmembranprotein, welches in die Proliferation
und Differenzierung der Krebszellen involviert ist (ndheres im Genetikkapitel). Tumore
mit immunhistochemisch nachweisbarer Uberexpression dieses Onkogens lassen sich
durch spezifische monoklonale IgG-Antikorper (Herceptin) beeinflussen (Cobleigh et al.,
1999).

2.2 Genetik des Mammakarzinoms
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Krebs wird heute als eine genetische Erkrankung aufgefasst, da Tumore durch genetische
Verdnderungen, zum Beispiel Mutationen, entstehen. Verursacht werden diese durch
Einwirken von physikalischen (zum Beispiel Ultraviolette-Strahlung) — oder chemischen
(zum Beispiel Zigarettenrauch) Noxen, oder auch durch Virusinfektionen. Wenn diese
Verianderungen Gene betreffen, deren Produkte die Neubildung, Differenzierung und den
programmierten Zelltod (Apoptose) von Zellen steuern oder die Integritit des Genoms
kontrollieren, kann eine Zelle maligne entarten. Allerdings muss dafiir eine Zelle dafiir
vermutlich bis zu sieben Mutationen aufweisen (Greenblatt et al., 1994; Vogelstein and
Kinzler, 1993), da eine einzelne Verdnderung nicht ausreichen wiirde, um die komplexe
Zellmaschinerie zum Entgleisen zu bringen. Auch ist es sehr unwahrscheinlich, dass die
Lebenszeit einer einzelnen Zelle ausreicht, um alle nétigen Verdnderungen zu erlangen.
Deshalb werden Mutationen iiber mehrere Zellgenerationen angehéduft, wobei jede einzel-
ne Verdnderung die Wahrscheinlichkeit fiir eine weitere erhoht. Tumore leiten sich meist
von einer einzigen Korperzelle ab, sind also zundchst monoklonal. Da aber bald Neben-
zelllinien mit verschiedenen genetischen Verdnderungen entstehen, bestehen klinisch
fassbare Tumore meist aus einer heterogenen Zellpopulation (Riede, 2004).

Gene, die in die Krebsentwicklung involviert sind, lassen sich allgemein in Onkogene,
Tumorsuppressorgene und Suszeptibilitidtsgene einteilen.

Onkogene entstehen, wenn die physiologisch vorkommenden Protoonkogene durch Mu-
tation, Vervielfdltigung oder verdnderte Expression modifiziert wurden. Protoonkogene
werden nur in bestimmten Situationen exprimiert (zum Beispiel embryologisches oder re-
generatives Wachstum) und sind streng reguliert. Thre Genprodukte konnen Wachstums-
fakoren, Wachstumsfaktorrezeptoren oder auch intrazelludre Bestandteile von Signalket-
ten sein, welche ein Wachstumssignal von der Zelloberfliche zum Zellkern leiten. Voll-
ziehen sich solche Prozesse in unkontrollierter Weise, konnen Zellen maligne entarten.
Onkogene sind dominant, da die Mutation eines Allels bereits ausreicht, um einen Defekt
hervorzurufen.

Tumorsuppressorgene begrenzen unter physiologischen Bedingungen die Zellvermeh-
rung. Sie verhalten sich rezessiv, d.h. ein funktionstiichtiges Allel reicht aus, um eine
Wachstumskontrolle zu gewéhrleisten. A. G. Knutson formuliert zu diesem Sachverhalt
die ,,Two-Hit“-Theorie (Knudson, 1971). Sie besagt, dass zur Krebsentstehung zwei Mu-
tationsereignisse notig sind. Die erste Mutation betrifft das erste Allel. Findet dies bereits

in Keimzellen statt, besitzen alle Korperzellen diesen Defekt. Man spricht dann von
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Keimbahnmutation. Sie bildet die Grundlage fiir die familidren Tumorsyndrome. Findet
die erste Mutation in einer Korperzelle statt, spricht man von einer somatischen Mutation.
Die zweite Mutation betrifft dann das zweite noch intakte Allel in einer Korperzelle.
Suszeptibilitatsgene sind sowohl Gene, die fiir die genomische Integritdt verantwortlich
sind, als auch Tumorsuppressorgene, welche Tumorwachstum unterdriicken und Tumor-
zellen in die Apoptose zwingen. Aullerdem werden zu dieser Gruppe Gene gezihlt, die
die Ausbildung des ortstypischen Stromas steuern und erst in zweiter Linie das Wachstum
der Epithelzellen beeinflussen (Riede, 2004).

Verschiedene Arten von chromosomalen Verdnderungen kdnnen nun diese drei Genkate-
gorien betreffen und so zur Tumorentstehung beitragen. Die wichtigsten sollen hier auf-
gezéhlt und erldutert werden:

Die wichtigste genetische Alteration, die zu einer verstidrkten Expression eines Onkogens
filhren kann, ist die Genamplifikation. Sie fithrt zur Entstehung einer Vielzahl von Gen-
kopien. Verbleiben diese als mehrfache Sequenzkopien innerhalb des Chromosoms, wer-
den sie als ,,homogenously staining regions* (= HSR; deutsch: gleichartig anfarbbare Re-
gion) bezeichnet. Im Gegensatz dazu sind die ,,double minutes* sehr kleine Chromoso-
menstiicke, die aus dem Chromosom herausgeschnitten wurden (Cowell, 1982; Storlazzi
et al.,, 2010). Da sie kein Zentromer besitzen, werden sie bei der Zellteilung zufillig auf
die Tochterzellen verteilt (Barker et al., 1980; Kanda et al., 2001; Levan et al., 1976).
Chromosomale Umlagerungen kommen in mehreren Varianten vor. Bei einer Transloka-
tion konnen zwei Gene so fusionieren, dass ein neues Fusionsgen entsteht, dessen Produkt
ein Onkogen ist. Ein Beispiel hierfiir ist die Philadelphia-Chromosom-Translokation bei
der chronischen myeloischen Leukdmie. Bei der Inversion treten zwei Briiche an ver-
schiedenen Stellen des Chromosoms auf, wobei es zu einer Umlagerung um 180° kommt.
Beim Nebenschilddriisenadenom gelangt so das Protoonkogen Zyklin-D1 (Zellzyklusre-
gulator), welches im Bruchbereich liegt, in den Promotorbereich des Parathormon -
exprimierenden Gens und wird folglich {iberexprimiert (Riede, 2004). Auch kann infolge
eines DNA-Bruches genetisches Material verloren gehen. Dies wird als Deletion bezeich-
net und kann, sofern dies ein Tumorsuppressorgen betrifft, ebenfalls zur Tumorprogressi-
on beitragen.

Die schrittweise Entstehung von Tumoren konnte erstmals am Beispiel des Dickdarm-
krebses nachvollzogen werden (Fearon and Vogelstein, 1990). Hier entstehen aus den

Epithelzellen der Darmwand zuerst gutartige Adenome, aus denen dann die bosartigen
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Karzinome entstehen. AuBlerdem konnten bestimmte Verdanderungen auf DNA-Ebene mit
morphologischen Entwicklungsstadien assoziiert werden (Bardi et al., 1995; Kelemen et
al., 1994; Ried et al., 1996).

In der Mamma betreffen die frithesten fassbaren Veridnderungen die Regulation der Zell-
zahl in Form einer Hyperplasie. Der ndchste Schritt ist die atypische Hyperplasie, bei der
bereits mehrere kleine Zellklone genetisch instabil werden. Die Progression zu den nich-
tinvasiven (LCIS und DCIS) — und schlielich invasiven Karzinomen beruht dann auf ei-
ner kaskadenartigen Abfolge von genetischen Storungen (Riede, 2004). Das lange ange-
nommene Modell, dass linear alle diese Stadien auf dem Weg zum invasiven Mammakar-
zinom durchschritten werden miissen, hat sich aber als zu vereinfachend herausgestellt, da
heute verschiedene Entstehungspfade bekannt sind. So scheinen mittelgradig differenzier-
te invasive duktale Karzinome eine Gruppe zu sein, die iiber mehrere verschiedene Wege
entstehen kann und die zum Teil auch ein Endstadium in der Krebsentwicklung darstellt
(Buerger et al., 2001; Buerger et al., 1999b). Nach dem linearen Modell sollten sich aber
alle G3 differenzierten Karzinome aus G2 — differenzierten Karzinomen entwickeln. Kli-
nische Verlaufsstudien zeigten im Vergleich zur Referenzpopulation eine héchstens 1,5-
fache Erhohung des Entartungsrisikos fiir die duktale Hyperplasie, aber eine 4- bis 5-
fache Erhohung bei der atypischen duktalen Hyperplasie und eine 8-bis 10-fache Erho-
hung beim DCIS (Fitzgibbons et al., 2000). Die seltenen, gutartigen Adenome der Mam-
ma sind nicht mit einem erhdhten Risiko fiir maligne Entartung assoziiert. Lediglich Ade-
nome mit apokriner Differenzierung scheinen monoklonal zu sein und kénnten deshalb
eine Vorlduferldsion darstellen (Wells et al., 1995). Durch Mikrosatellitenanalyse konnen
Allelimbalancen in Zellen detektiert werden. Fehlt ein Allel, so spricht man vom Verlust
der Heterozygotie (LOH). LOH kann ein starker Hinweis auf neoplastische Verdnderung
in Zellen sein. Jedoch wurde LOH auch im umgebenden Bindegewebe von nichtinvasiven
(Moinfar et al., 2000) und invasiven (Kurose et al., 2001; Moinfar et al., 2000) Mamma-
karzinomen, sowie in morphologisch normal erscheinenden Milchgingen (Larson et al.,
1998) gefunden. Diese Befunde weisen darauf hin, dass in der Entwicklung von Brust-
krebs morphologisch erkennbaren Verdnderungen frithe genetische Alterationen voran-
schreiten. Auch scheinen Interaktionen zwischen Stroma — und Epithelzellen eine Rolle in
der Brustkrebsentwicklung zu spielen.

Die Mammakarzinome stellen eine sehr heterogene Gruppe von Erkrankungen dar. Zum

Beispiel wird mit zytogenetischen Methoden oder hochauflosenden Mikroarrays versucht,
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Untergruppen zu definieren, um herauszufinden, wie verschiedene Entwicklungsstadien
zusammenhdngen. So konnten neuerdings anhand von Expressionsprofilen Mammakarzi-
nome in ,luminal“, ,ERBB2 positive®, ,normal breast“ und ,basal-like* klassifiziert
werden (Perou et al., 2000). Wéhrend iiber die Zusammenhénge zwischen normalen Epi-
thelzellen, gutartigen Adenomen, Hyperplasien und malignen Krebsstadien oft noch gro-
Be Unklarheit herrscht (Boecker et al., 2001), konnten verschiedene Entwicklungswege
von bereits klonal verdnderten Zellen {iber nicht-invasive Karzinome zu invasiven Karzi-
nomen nédher beleuchtet werden. Zum Beispiel fiihren Verluste auf dem langen Arm von
Chromosom 16 (16q) und Zugewinne von 1q dazu, dass sich ein Zellklon zu einem LCIS
(zusitzlicher Verlust des E-Catherin-Gens) oder zu einem gut differenzierten DCIS ent-
wickelt. Zugewinne auf 17q12 fiihren hingegen zu einem schlecht differenzierten DCIS
(Boecker et al., 2001; Buerger et al., 1999a; Buerger et al., 2000). Unbalancierte Translo-
kationen zwischen 1q und 16p, Isochromosombildung 1q und Deletionen auf dem kurzen
Arm von Chromosom 3 (3p) sind hiufige Aberrationen, die, jede fiir sich, zu Brustkrebs
fiihren konnen. Auch Zugewinne auf 8q wurden hdufig beschrieben (Buerger et al.,
1999b; Teixeira et al., 2002; Tirkkonen et al., 1998). Neben diesen sogenannten mo-
noklonalen Entstehungspfaden gibt es auch polyklonale Tumorprogression, bei der der
maligne Phénotyp durch das Zusammenwirken mehrerer Zellklone zustande kommt, die
jeder fiir sich nicht bosartig sind. Kommunikation iiber Zell-zu-Zell-Kontakte und pa-
rakrine Sekretion von Signalmolekiilen konnten eine Erkldrung fiir dieses Phdnomen sein
(Teixeira et al., 2002). Im Folgenden soll auf die wichtigsten Gene bei der Entstehung
von Brustkrebs ndher eingegangen werden:

Das ERBB2 (HER2/neu) Onkogen gehort seit iiber 20 Jahren zu den am meisten be-
forschten Brustkrebsgenen. Es kodiert flir einen 185 kDa schweren Wachstumsfaktorre-
zeptor (Kallioniemi et al., 1992). HER2 ist Teil der ERBB — Rezeptorfamilie mit Tyro-
sinkinaseaktivitdt, zu der auch EGFR/HER1, ERBB3/HER3 und ERBB4/HER4 gehoren.
Nach Bindung ihrer Liganden dimerisieren diese Rezeptoren miteinander und aktivieren
sich selbst durch Autophosphorylierung. Dadurch werden intrazelluldr weitere Proteine
aktiviert. Dabei konnen diese Rezeptoren untereinander Heterodimere, oder mit demsel-
ben Rezeptortypen Homodimere bilden. An jedes Homo-/Heterodimer binden wiederum
nur spezifische Liganden. Auch konnen durch jede einzelne Kombination von Rezeptor-
dimer und spezifischem Liganden unterschiedliche intrazelluldre Signalkaskaden aktiviert

werden. Dadurch kommt eine erstaunliche Vielfalt von Signalméglichkeiten zustande
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(Olayioye et al., 2000). HER?2 ist jedoch der einzige ERBB-Rezeptor, fiir den bis heute
noch kein Ligand gefunden wurde. Allerdings stellt er den bevorzugten Dimerisie-
rungspartner fiir die anderen ERBB-Rezeptoren dar (Graus-Porta et al., 1997; Tzahar et
al., 1996) und spielt eine groBle Rolle bei der Signalverstirkung (Beerli et al., 1995;
Graus-Porta et al, 1995). Eine der wichtigsten Signalkaskaden, die iiber ERBB-
Rezeptoren aktiviert werden, ist der PI3K/Akt — Signalweg. Er ist in den meisten Tumo-
ren von Bedeutung, in Brustkrebs durch Mutationen im Akt-Protein (Bleeker et al., 2008;
Stemke-Hale et al., 2008) und in der p110a-Untereinheit des PI3K-Proteins (Bachman et
al., 2004; Saal et al., 2005; Stemke-Hale et al., 2008). Auflerdem ist bei Mammakarzino-
men ein Verlust des PTEN-Proteins hiufig, welches ein funktioneller Antagonist von
PI3K ist (Saal et al., 2005). HER2 ist in 15 — 25% der Mammakarzinome amplifiziert (Ali
et al., 1988; Slamon et al., 1987; van de Vijver et al., 1987) und/oder iiberexprimiert
(Corbett et al., 1990; Gullick et al., 1991; Kallioniemi et al., 1991; Paik et al., 1990; Tan-
don et al., 1989; van de Vijver et al., 1988; Venter et al., 1987). Die HER2 Amplifikation
oder Uberexpression ist ein Indikator fiir eine schlechte Prognose (Borg et al., 1991; Gul-
lick et al., 1991; Kallioniemi et al., 1991; Paik et al., 1990; Paterson et al., 1991; Slamon
et al., 1987; Slamon et al., 1989; Tandon et al., 1989; Tsuda et al., 1989). Aulerdem ist
sie mit einer erhohten Proliferationsrate (Borg et al., 1991; Kallioniemi et al., 1991), ei-
nem niedrigem Ostrogenrezeptorstatus (Borg et al., 1991; Gullick et al., 1991; Kallionie-
mi et al., 1991; Slamon et al., 1987; Tandon et al., 1989) und einem hohen Entdifferenzie-
rungsgrad (Gullick et al., 1991; Kallioniemi et al., 1991; Paik et al., 1990; Paterson et al.,
1991) bei duktalen Karzinomen assoziiert, was ihre herausragende Bedeutung bei der
Brustkrebsentwicklung unterstreicht.

Die Wirkung von Ostrogenen und Antidstrogenen auf die Brustepithelien wird iiber Os-
trogenrezeptorproteine (ER) vermittelt (Ip et al., 1979; Katzenellenbogen et al., 1987). Es
sind zwei verschiedene ER bekannt (ERa und ERp), die von zwei verschiedenen Genen
kodiert werden (Pettersson and Gustafsson, 2001). Der ER befindet sich intrazellular und
dimerisiert nach Bindung des Substrates, worauthin er im Zellkern als Transkriptionsfak-
tor die Expression von zahlreichen Proteinen steuern kann (Rachez and Freedman, 2001),
beispielsweise des Progesteronrezeptors (PR) (Narayanan et al., 2005). Weitere wichtige
ER-Zielgene sind cMYC (Dubik and Shiu, 1992; Prall et al., 1998a; Prall et al., 1998b),
welches in etwa 11% aller Mammakarzinome amplifiziert ist (Berns et al., 1992; Cuny et

al., 2000), sowie der Zellzyklusregulator CCND1 (Dubik and Shiu, 1992; Prall et al.,
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1998a; Prall et al., 1998b) welcher in 14% der Fille amplifiziert ist (Cuny et al., 2000). So
lassen sich Mammakarzinome grundlegend in ER-positive und ER-negative klassifizie-
ren. Letztere haben durch eine starke Expression von proliferationsfordernden Genen eine
deutlich schlechtere Prognose (Desmedt et al., 2008; Iwamoto et al., 2011; Reis-Filho et
al., 2010; Reyal et al., 2008; Wirapati et al., 2008). Der ER ist eines der wichtigsten the-
rapeutischen Zielproteine beim Mammakarzinom (Sunderland and Osborne, 1991). Mehr
als 70% aller Brustkrebse exprimieren den ER zum Zeitpunkt der Diagnose (Stierer et al.,
1993). Die routineméfige Bestimmung des ER-Status durch Immunhistochemie ist daher
das Fundament fiir eine Entscheidung zur Behandlung mit Antidstrogenen wie Tamoxifen
(Andersen and Poulsen, 1989). Die Uberexpression des ER kann auch durch eine Ampli-
fikation des entsprechenden Genlokus zustande kommen. So wurde die Amplifikation des
ESR1-Gens (kodiert fiir ERa) in 20% aller Mammakarzinome gefunden (Holst et al.,
2007; Tomita et al., 2009). Diese hohe Priavalenz wird gegenwértig noch kontrovers dis-
kutiert (Albertson, 2008; Brown et al., 2008; Reis-Filho et al., 2008; Vincent-Salomon et
al., 2008).

Der Progesteronrezeptor (PR) kommt in der Brustdriise in zwei verschiedenen Isoformen
vor (PRA und PRB), die beide von demselben Gen kodiert werden (Graham et al., 1995).
Er ist ebenfalls ein intrazelluldrer Rezeptor, der nach Bindung des Liganden als
Transkriptionsfaktor fungiert, aber auch unter anderem mit Signalmolekiilen des MAP-
Kinase-Signalweges interagieren kann (Dressing et al., 2009). 40% der Mammakarzino-
me sind sowohl ER als auch PR-positiv, weniger als 5% sind ausschlieBlich PR-positiv
(Osborne, 1998). Anhand des PR-Status konnen, unabhidngig vom ER-Status, gute Vor-
aussagen zum Ansprechen auf hormonelle Therapien bei fortgeschrittenen Mammakarzi-
nomen gemacht werden (Harris J, 1991; Ravdin et al., 1992).

Etwa 5-10% aller Mammakarzinom sind hereditdr (Honrado et al., 2005; Rahman and
Scott, 2007). Anfang der neunziger Jahre des 20. Jahrhunderts wurden die Gene BRCA1
und BRCA2 entdeckt (Hall et al., 1990; Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995; Wooster
et al.,, 1994). Keimbahnmutationen in diesen Genen sind fiir etwa 16% der hereditdren
Mammakarzinome verantwortlich (Peto et al., 1999; Ponder, 2000). Sie erhohen das Er-
krankungsrisiko um das 10- bis 20-fache, was einer Wahrscheinlichkeit von 70-80%
gleichkommt, bis zum siebzigsten Lebensjahr erkrankt zu sein (Narod and Foulkes,
2004). Bei beiden handelt es sich um Tumorsuppressorgene, deren Genprodukte unter an-

derem in die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen involviert sind (Gudmundsdottir
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and Ashworth, 2006; Turner et al., 2004). Mutationen, die funktionsunfihige Proteine
hervorbringen, bahnen somit den Weg fiir weitere unkontrollierte Verdnderungen des

Erbgutes.

2.3 TPD52

TPDS52 gehort der Tumor Protein D52 Familie an. Beim Menschen umfasst diese bisher
vier Mitglieder: D52 (Byrne et al., 1995), D53 (Byrne et al., 1996; Byrne et al., 1998a),
D54 (Byrne et al., 1998b; Nourse et al., 1998) und D55 (Cao et al., 2006). Diese Sequen-
zen kodieren fiir kleine hydrophile Polypeptide mit einer Lange von 180 bis 200 Amino-
sauren (AS) (Byrne et al.,, 1996; Nourse et al., 1998). Allen gemeinsam ist ein Coiled-
Coil-Motiv von etwa 50 AS, sowie eine PEST-Sequenz am N - und C-Terminus, welche
mit einer Regulation der Proteinstabilitdt assoziiert wurde (Byrne et al., 1996; Rogers et
al., 1986). Der zentrale Bereich der Polypeptide ist bei allen Mitgliedern der D52-Familie
und in allen Spezies hoch konserviert und umfasst auch das Coiled-Coil-Motiv. Dieses
wird fiir homodimere und heterodimere Interaktionen mit anderen D52-Mitgliedern sowie
anderen Bindungspartnern benétigt (Byrne et al.,, 1998b; Thomas et al., 2002). TPD52
kommt physiologisch in sekretorischen Epithelien vor. So findet man eine starke Expres-
sion unter anderem in exokrinen Zellen des Pankreas, der Trdnen — und Submandibu-
lardriisen, in den Hauptzellen des Magens, sowie Panethzellen (Groblewski et al., 1999).
TPDS52-Proteine liegen sowohl frei im Zystosol, als auch membrangebunden vor. Jedoch
enthdlt die AS-Sequenz keine lipid - assoziierten Motive, so dass davon ausgegangen
wird, dass TPDS52 iiber weitere Adaptorproteine an Phospholipidmembranen akkumuliert
(Thomas et al., 2001). So findet man das Protein in inaktiven sekretorischen Zellen vor al-
lem auf der zytoplasmatischen Seite des trans-Golgi-Apparates (Thomas et al., 2004). In
Drosophila-Zellen fiihrte ein Abschalten des D52-Orthologs mit siRNA zu einer Hem-
mung der Sekretion (Bard et al., 2006), in Zellen des Fadenwurms Caenorhabditis ele-
gans fiihrt ein Abschalten des Orthologs zu einer verminderten Fetteinlagerung in Dar-
mepithelien (Ashrafi et al., 2003). Eine neue Studie konnte nachweisen, dass TPD52 Cal-
cium-abhingig am Serin136 phosphoryliert wird und daraufhin an der Plasmamembran
akkumuliert. Sowohl eine Uberexpression als auch die Phosphorylierung von TPD52 wa-
ren mit einer vermehrten Anhdufung von LAMP1 an der Plasmamembran assoziiert

(Thomas et al., 2010b). Dies zeigt eine Funktion von TPD52 bei Calcium-abhéngigen ly-
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sosomalen Transporten auf und bestétigt vorangegangene Ergebnisse, die auf eine Rolle
bei intrazelluldren Transportprozessen hinwiesen.

Ein gut untersuchter Bindungspartner von TPD52 ist MAL2. Dies ist ein integrales
Membranprotein, welches an sogenannten ,,lipid rafts* in Epithelzellen lokalsiert ist. Es
soll fiir die Transzytose von Proteinen zusténdig sein, welche mit einem GPI-Anker aus-
gestattet sind (de Marco et al., 2002). Des Weiteren interagiert TPD52 Calcium-abhéngig
mit Annexin VI in Azinuszellen des Pankreas. Annexin VI kann ebenfalls an Phospholi-
pidmembranen binden und spielt zusammen mit TPD52 eine Rolle bei der Bildung und
dem Transport von Endosomen (Thomas et al., 2002). TPD53 interagiert mit Synaptobre-
vin 2 und Synaxin 1, die beide Teil des SNARE-Komplexes sind, welcher von Vesikeln
benétigt wird, um mit der Plasmamembran zu verschmelzen (Proux-Gillardeaux et al.,
2003). Eine Splicevariante von TPD53 bindet an 14-3-3 Proteine, welche selbst wiederum
mit einer Vielzahl von Signalmolekiilen im weitesten Sinne interagieren konnen (Boutros
et al., 2003). Die Aktivitdit von ASK1 wird durch TPD53 verstiarkt (Cho et al., 2004).
ASKI1 spielt eine zentrale Rolle bei der Cytokin —und Stressinduzierten Apoptose. Oft ist
die funktionelle Bedeutung der Proteininteraktionen unklar, jedoch wird deutlich, dass
TPDS52-Proteine eine Vielzahl von verschiedenen Funktionen innehaben.

TPD52 wurde 1995 zum ersten Mal beschrieben. Das Gen war aufgefallen, als eine
cDNA-Bibliothek, die aus einem primiren duktalen Mammakarzinom erstellt wurde,
nach iiberexprimierten Sequenzen durchsucht wurde. In-situ-Hybridisierungen von Brust-
krebs-Paraffinschnitten mit RNA-Proben konnten zeigen, dass das neu entdeckte
Transkript ausschlieBlich in Krebszellen zu finden war, nicht jedoch in den Zellen des
umgebenden Bindegewebes. Das TPD52 Gen konnte dann auf Chromosom 8q21 lokali-
siert werden (Byrne et al., 1995). Dies war von besonderer Bedeutung, da ein 8q Zuge-
winn zu den hdufigsten Verdnderungen bei Brustkrebs zéhlt, und 8q21 auf der Brust-
krebszelllinie SK-BR-3 als eigenstidndiges Amplikon gefunden worden war (Kallioniemi
et al., 1994). In dieser Zell - Linie konnte spéter gezeigt werden, dass das 8q21 Amplikon
aus drei eigenstindig amplifizierten Bereichen besteht. Das mittlere Amplikon enthilt
TPDS52. Der BAC-Klon RP11-795H2, der TPD52 markiert, war amplifiziert, wéhrend die
flankierenden Klone RP11-697N7 und RP11-35L24 normale Kopiezahlen anzeigten. Dies
weist darauf hin, dass TPD52 das Ziel - Gen des mittleren 8q21-Amplikons sein konnte
(Rodriguez et al., 2007). Uberexpression des TPD52-Gens sind heute in malignen Entar-
tungen der Brust (Balleine et al., 2000; Pollack et al., 2002; Rodriguez et al., 2007), der
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Prostata (Rubin et al., 2004; Wang et al., 2004), des Ovars (Byrne et al., 2005), der Lunge
(Chen et al., 1996; Zhu et al., 2007), des Kolons (Malek et al., 2002) sowie in Pankreas-
karzinomen (Loukopoulos et al., 2007), Seminomen (Alagaratnam et al., 2009; Skotheim
et al., 2006), Multiplen Myelomen (Largo et al., 2006), Ewing-Sarkomen (Machado et al.,
2011) und B-Zell-Malignomen (Tiacci et al., 2005) bekannt. In Karzinomen der Mamma,
der Prostata und des Ovars wurde gezeigt, dass ein Teil der Uberexpressionen auf Ge-
namplifikationen des 8q21.13 Lokus zuriickzufiihren sind (Balleine et al., 2000; Byrne et
al., 2005; Pollack et al., 2002; Rodriguez et al., 2007; Rubin et al., 2004; Wang et al.,
2004).

In Zell - Linien — und Tierversuchen wurde TPD52 hinsichtlich seiner Funktionen bei
Tumorentstehung und Progression untersucht. TPD52 wird Estradiol (Byrne et al., 1996)
— und Androgen-abhdngig (DePrimo et al., 2002; Nelson et al., 2002; Rubin et al., 2004;
Wang et al., 2004) exprimiert. Beide Hormone beschleunigen wiederum die Zellteilung in
Karzinomen der Mamma bzw. der Prostata. Ein weiterer Hinweis auf die strogenabhén-
gige Expression von TPD52 in Mammakarzinomen ist, dass TPD52 in Genexpressionsa-
nalyen mit Microarrays, zusammen mit dem Ostrogenrezeptor und anderen dstrogenab-
hiangigen Genen, ein charakteristisches Expressionsmuster bildet (Ross and Perou, 2001).
Einen dhnlichen Befund lieferte eine weitere Studie, in der TPD52 stirker in ER+ Tumo-
ren als in ER- Tumoren exprimiert wurde (Gruvberger et al., 2001). Die Transfektion von
3T3-Fibroblasten-Zellkulturen mit dem Mausortholog mD52 induzierten einen onkoge-
nen Phinotyp mit einer deutlich gesteigerten Proliferationsrate, einem Verlust der Kon-
taktinhibition zwischen den Zellen und der neu erworbenen Féhigkeit, in Softagar zu
wachsen. Die Implantation der transformierten Zellen in gesunde, immunkompetente
Mause fiihrte zur Bildung von Metastasen (Lewis et al., 2007). In der Prostatakarzinom-
Zelllinie LNCaP fiihrte eine Herabregulation der endogenen TPD52 Expression zu einer
gesteigerten Apoptoserate, wohingegen die Uberexpression eines EGFP-D52 Fusionspro-
teins zu verstirkter Zellproliferation und Zellmigration fiihrte. Es konnte auflerdem ge-
zeigt werden, dass TPDS52 die Zellmigration durch eine Bindung von avp3-Integrin an
das Matrixmolekiil Vitronectin iiber eine Aktivierung des Akt/PKB-Signalweges verstarkt
(Ummanni et al., 2008). Mamma — und Prostatakarzinome metastasieren u.a. in die Kno-
chen, deren extrazellulire Matrixproteine spezifisch an avp3-Integrin binden (Cooper et
al., 2002; Hullinger et al., 1998). Deshalb konnte TPD52 iiber eine avp3-Integrin vermit-

telte Zellmigration eine Rolle bei der Bildung von Knochenmetastasen spielen (Ummanni
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et al., 2008). PrLZ, ein weiteres Mitglied der TPD52 Familie, welches auf 8q21.1 kodiert
ist und vor allem in Prostatakarzinomen exprimiert wird, verstiarkt die Phosphorylierung
der Akt und Stat3 Proteine und bewirkt so eine Hochregulierung der Bcl-2 Expression.
Dadurch wird die Apoptose in Prostatakarzinomzellen verhindert (Zhang et al., 2011).
AuBlerdem verstdrkt PrLZ in Prostatakarzinomzellen die cMYC Genexpression und for-
dert Androgen-unabhingige Zellproliferation (Yu et al., 2010). Es konnte auch eine Ver-
bindung zwischen der funktionellen Rolle bei Vesikelbildung und Membranfusion und
der onkogenen Rolle hergestellt werden. TPD52 sammelte sich, vor allem bei hohen in-
trazelluldren Kalziumspiegeln, an vesikuldren Strukturen, die VAMPS8 enthielten.
VAMPS ist fiir die Fusion von Endomembranen bei Abschluss der Zellteilung notwendig
(Low et al., 2003). Dies weist stark darauf hin, dass TPD52 eine Schliisselrolle in Memb-
ranfusionsprozessen spielt, die bei der Zellteilung von schnell proliferierenden Tumorzel-
len notwendig sind (Thomas et al., 2010a). Impfstudien an Mausen zeigten eine mogliche
Bedeutung von TPDS52 als Therapieziel auf. Als wirksam erwiesen sich mD52-spezifische
iiberlappende synthetische Peptide, das mDS52 Protein in Kombination mit CpG-
Oligodesoxynukleotiden, sowie mD52 ¢cDNA zusammen mit GM-CSF. Es konnte eine
starke zelluldre Immunitdt in tumorkranken Méusen erzeugt werden, welche zu einem
verringerten oder ganz ausbleibendem Tumorwachstum und zu einem verlidngerten Uber-
leben flihrte. Dabei kam es zu keiner autoimmunen Reaktion gegen normale Zellen, die
physiologische Mengen an TPD52 exprimierten. AuBBerdem konnte die Bildung eines
immunologischen Gedichnisses gezeigt werden (Lewis et al.,, 2009; Mirshahidi et al.,
2009; Payton et al., 2008). TPD52 Uberexpression wurde auBerdem mit besserem An-
sprechen auf Radiotherapie in Verbindung gebracht (Niu et al., 2010).

2.4 Ziel der Arbeit

Bisherige Arbeiten weisen darauf hin, das TPD52 eine Bedeutung fiir die Entstehung,
Progression und die Therapie von Mammakarzinomen hat. Allerdings wurden Amplifika-
tionen bisher nur am Zell - Linienmodell oder an Primédrtumoren mit sehr geringen Fall-
zahlen untersucht. Daten zu klinischen Relevanz liegen bisher nur zur TPD52 Expression
vor. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Prdvalenz und prognostische Relevanz von

TPD52-Amplifikationen in humanen Mammakarzinomen anhand eines groflen und so-
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wohl klinisch als auch molekular gut charakterisierten Mammakarzinom-Tissue-Micro-

Arrays (TMA) zu kldren.
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3 Material und Methoden
3.1 Untersuchungsmaterial

311 Breast Prognosis TMA

Um die Amplifikationen epidemiologisch evaluieren zu konnen, wurde der ,Breast
Prognosis TMA* ausgewertet. Die Zusammenstellung dieses TMAs ist bereits beschrie-
ben worden (Ruiz et al., 2006) und wird in Tabelle 1 nochmals aufgefiihrt. Fiir 420 Pati-
enten ist die Art der adjuvanten Therapie bekannt. Eine Gruppe von 261 Patientinnen
wurde nur mit Tamoxifen behandelt und erhielt keine zusdtzliche adjuvante zytotoxische
Chemotherapie. Die Therapie wurde standardméBig fiir 5 Jahre durchgefiihrt, wobei al-
lerdings keine detaillierten Informationen erhéltlich waren. Die Behandlung und Evalua-
tion der Patientinnen erfolgte am Unispital Basel (Schweiz), dem Frauenkrankenhaus
Rheinfelden und dem Kreiskrankenhaus Lorrach im Zeitraum von 1985 bis 2000. Die be-
handelnden Arzte wurden kontaktiert und so die klinischen ,,follow-up*“-Daten der Patien-
tinnen gesammelt. Die Daten fiir das ,,staging® wurden den Pathologieberichten entnom-
men. Dazu gehdrten der maximale Tumordurchmesser, das pT-Stadium und der Lymph-
knotenstatus (Anzahl untersuchter und Anzahl positiver Lymphknoten, pN-Stadium).

Mit Hilfe des ,,Breast Prognosis TMA* wurden 2198 formalinfixierte, in Paraffin einge-
bettete Mammakarzinome untersucht, die aus 4 verschiedenen Kollektiven stammen. Die
Verwendung dieser Daten wurde durch die Ethikkommission des Universitétsspitals Ba-
sel genehmigt.

1) 648 Tumore stammen von Patientinnen, die aufgrund eines Mammakarzinoms am
Chirurgischen Spital des Kantonspitals Basel, an der Frauenklinik des Kantonspitals Ba-
sel, an der Frauenklinik Rheinfelden oder im Kreiskrankenhaus Lorrach operiert wurden
und deren Tumormaterial am Institut fiir Pathologie des Kantonspitals Basel untersucht
wurde. Zu allen Patientinnen sind Daten zum weiteren Krankheitsverlauf, zu angewand-
ten Therapien und zum Zeitpunkt des Auftretens von Rezidiven oder Metastasen vorhan-
den. So konnten sowohl tumorspezifische, wie auch Roh-Uberlebensraten angegeben
werden.

2) Weitere 324 Tumore wurden am Institut fiir Pathologie des Stadtspitals Triemli in Zii-
rich aufgearbeitet. Auch hier gibt es Daten zu angewandten Therapien, Rezidiven, sowie
zu Todeszeitpunkt und Todesursache. Auch bei diesen Patientinnen konnte man tumor-

spezifische und Roh-Uberlebensraten bestimmen.
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3) Zu 785 Mammakarzinomen, die am Institut fiir klinische Pathologie in Basel unter-
sucht wurden, liegen lediglich Daten zu den Roh-Uberlebensraten, nicht jedoch zu den
tumorspezifischen Uberlebensraten vor.

4) Zu 446 Mammakarzinomen, die am Institut fiir Pathologie des Kantonspitals Basel
aufgearbeitet wurden, konnten ebenfalls lediglich Daten zu den Roh-Uberlebensraten er-
hoben werden.

Das mittlere Uberlebensalter der Patientinnen betrug 62 Jahre (26 bis 101 Jahre), bei einer
mittleren Beobachtungszeit von 68 Monaten (1 bis 176 Monate). Die Roh-
Uberlebensraten wurden entweder durch die betreuenden Arzte der betroffenen Patientin-
nen oder iiber das Krebsregister in Basel erhoben. Tumorstadium, Tumordurchmesser und
Lymphknotenstatus der untersuchten Tumoren wurden jeweils den ersten pathologischen
Berichten (1992) entnommen.

Die histologischen Schnitte eines jeden Tumors wurden durch einen von zwei Pathologen
(Prof. J. Torhorst, Prof. G. Sauter) begutachtet, um den histologischen Tumortyp zu defi-
nieren und den histologischen Grad entsprechend der Einteilung von Bloom-Richard-

Elston (BRE) festzustellen (Elston and Ellis, 2002).

Tabelle 1: Breast Prognosis TMA

Histologie Fallzahl
Duktales Karzinom 1531
Lobuliires Karzinom 311
Muzindses Karzinom 69
Kribriformes Karzinom 64
Medulliires Karzinom 57
Tubuliires Karzinom 56
Papillires Karzinom 30
unbekannt 22
Apokrines Karzinom 15
Klarzelliges Karzinom 14
Atypisch medullires Karzinom 9
Metaplastisches Karzinom 7
Karzinosarkom 2
Lipidreiches Karzinom 2
Lipidreiches oder histiozytisches Karzinom 2
Neuroendokrines Karzinom 2
Kleinzelliges Karzinom 2
Adenoid-zystisches Karzinom 1
Histiozytisches Karzinom 1
Siegelring Karzinom 1
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Gesamt 2198

Stadium des Primartumors

pTi 815
pI2 1018
pT3 124
pT4 242
Lymphknotenstatus
PNO 944
pNI 789
pN2 121
Grading
Gl 543
G2 841
G3 651

Die Fille lassen sich beim ,,staging® und ,,grading* nicht auf 2198 summieren, da in einigen Féllen die Daten fehlen.

3.1.2 Reagenzien und Gerate

Anzucht von pBac-E.coli Klonen

e pBAC-E.coli-Klon RP11-795H2, RZPD: RPCIB753H02795Q, Vektor:
pBACe3.6

e Kulturmedium: Luria-Broth-Base (25g/1 dH,0); autoklaviert (Invitrogen)

e Antibiotikum Chloramphenicol (34 mg/ml Ethanol abs.) (SIGMA-
ALDRICH)

e Schiittelinkubator- Thermocycler K 15/300 (Incutec IH 50)

e Schiittelmaschine LS 10 (gerhardt)

DNA Extraktion
QIAprep Spin Miniprep KIT 250 von QIAgen; P1(20ml P1+200ul (10mg/ml)RNase A,
bei 4°C), (P2, N3, PE und EB (Elution Buffer: 10mM Tris-CL,pH 8,5) Puffer sowie

,»QIAprep spin“ Sdulen sind in diesem Extraktions KIT enthalten.
e Zenrifugen - Biofuge fresco (Heraeus Instruments)
e JOTA-AVE (B.Braun Biotech International)
e Thermomixer compact (Eppendorf)
e NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (peqLab)
e Sondenmarkierung
e Nick Translation System (Invitrogen)

e Digoxigenin 11 dUTP (Roche)
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e Polymerase I — 10 U/ul (Invitrogen)

e dNTP-Mix (Invitrogen)

e pBac-DNA-Losung (selbst hergestellt)

e DNAse Enzym Mix - 0,5 U/ul Pol I, 0,4mU/ul DNase I (Invitrogen)

e Minishaker IKA, Vibrofix VF1 Electronic (Janke&Kunkel IKA Labortech-
nik)

e Thermocycler

Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

1.Entparaffinierung,proteolytische Vorbehandlung und Hybridisierung
e Objekttrager (Starfrost)
e 24x32mm Deckglaschen (Marienfeld-Superior)
e Destilliertes Wasser (H,0)
e Ethanol (70%, 80%, 95%) (MERCK)
e Xylol (MERCK)
e VP 2000 Pretreatment Reagent; NaSCN, pH 5,4 (Vysis)
e VP 2000 Protease Bufter (0,01N HCL,pH 2,0); Pepsin 250mg (Vysis)
e Fixogum (Marabu)
e Hybrite - Thermobrite,Statspin (Abbot Molecular)
o Wasserbdder (GFL-Gesellschaft fiir Labortechnik; Typ:1002, Typ:1083)
e Heizplatte (MEDAX)
e Kiivetten 100 ml (Glaswerk Wertheim)
e Selbst hergestellte DNA-Sonde
e (COT Human DNA (Roche)
e Zentromersonde — CEP 8; Spectrum Orange (Abbot)
e Hybridisierungsmix (Master Mix 1.0: aus 5ml deionisiertes Formamid, 1g
Dextransulfat, 1,5ml 20xSSC; mit H,O auf 7ml aufgefiillt; pH=7
2. Detektion
e Fluorescent Antibody Enhancer Set for DIG Detection; (Roche) enthilt:
1. Blocking Solution (Losung aus niedermolekularen Proteinen)

2. Anti-DIG monoclonal antibody against digoxigenin mouse IgG1

3. Anti-Mouse-Ig-DIG-F(ab), fragment from sheep
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e DAPI — 0,2mM 4’5-Diamindino-2-Phenyl-Indol; Vectashield Mounting Me-
dium for Fluorescence with DAPI; H-1200 (Vector)

e Antifade — p-Phenylenediamine (PPD)

e Brutschrank (WTB BINDER)

e Epifluoreszenzmikroskop (Zeiss)

3. Waschpuffer

e Hybridisierungswaschpuffer:2xSSC+0,3%NP40;pH=7,25
(SSC=2xsodiumcitrat,NaCl),(NP40=Octylphenoloxypolyethoxyethanol)

e PBS-Phosphate buffered saline=Natriumchlorid,
(D1)Natriumhydrogenphosphat (DakoCytomation)

e Detektionswaschpuffer: 0,2% TWEEN in 1x PBS; pH=74
(TWEEN=Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat)

e pH-Meter —Digital pH Meter pH 525 (WTW-Wissenschaftlich Technische
Werkstitten)

3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung pBAC-E.coli-Klonen

Zuerst wurde der passende pBAC-E.coli Klon fiir die TPD52-Gensonde auf der Webseite
www.ensembl.org herausgesucht. Der Klon (BAC RP11-795H2, RZPD, Deutschland) hat
eine Liange von 187,2 kb und umfasst das gesamte TPD52-Gen, welches auf 8q21.13
liegt.
In einen 100 ml Erlenmeyerkolben werden 10 ml Medium gefiillt. Dieses wird mit 10 pl
der pBac-E. coli-Kultur aus dem Glycerol-Stock (150 ul Glycerol; autoklaviert in 2ml-
Kryor6éhrchen mit 850 ul E.coli-Kultur) oder mit einem Abstrich aus dem Stab-Stock an-
geimpft. Dazu wird mit abgeflammter Pinzette ein autoklavierter Zahnstocher gefasst. Es
werden 30 pl Chloramphenicol dazugegeben, da der Klon eine Chloramphenicolresistenz
enthilt. Die angeimpfte Kultur wird bei Raumtemperatur und 200 rpm im Schiittelinkuba-
tor fiir 2 Tage inkubiert. 10 pl der triib gewordenen Kultur werden in 10 ml frisches LB-
Medium iiberfiihrt und 30 pl Chloramphenicol iiberimpft. Diese Kultur wird bei 37°C und
200 rpm im Schiittelinkubator iiber Nacht inkubiert.
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www.ensembl.org herausgesucht. Der Klon (BAC RP11-795H2, RZPD, Deutschland) hat 

3.2.2 pBac-DNA-Extraktion aus einer pBac-E.coli-Flussigkultur

Die DNA wurde mit dem ,,QIAprep Spin Miniprep Kit* extrahiert. Es werden 3 ml (2 ml
+ 1 ml) der hergestellten pBac-E.coli-Fliissigkultur in ein 2 ml- Eppendorf-Réhrchen
iiberfiihrt fiir 90 Sekunden bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen.
Das entstandene Pellet wird in 250 pl Puffer P1 (Zusatz von RNAse) vollstindig re-
suspendiert. Es werden 250 pl Puffer P2 zugegeben, welcher SDS zur Spaltung der Zell-
membran und Denaturierung der Proteine, sowie NaOH zur Denaturierung der chromo-
somalen und Plasmid-DNA enthélt. Durch 6-8 maliges Invertieren wird die Probe durch-
mischt und inkubiert. Es werden 350 pl Puffer N3, welcher Natriumacetat enthélt, beige-
geben und durch 6-8 maliges Invertieren die Suspension neutralisiert und die Plasmid-
DNA renaturiert. Nach 10 - miniitiger Zentrifugation bei 13.000 rpm wird der Uberstand,
welcher die Plasmid-DNA enthélt in eine ,,QIAprep spin Sdule* iiberfiihrt. Diese wird fiir
60 Sekunden bei 13.000 rpm zentrifugiert, wobei die Plasmid-DNA an die Saule bindet
und der Duchfluss in einer Eppendortkiivette aufgefangen und spiter verworfen werden
kann. Die Sdule wird mit 500 pl ethanolhaltigem 70% PE-Puffer beladen und durch
Zentrifugation fiir 60 Sekunden bei 13.000 rpm gewaschen. Dieser Schritt wird einmal
wiederholt. Die Sédule wird in eine frische Eppendortkiivette gestellt, mit 50 ul auf 70°C
erwarmten Elutionspuffer EB beladen und anschlieBend 60 Sekunden bei Raumtempera-
tur inkubiert. Durch Zentrifugation fiir 60 Sekunden bei 13.000 rpm wird das Eluat in der
Eppendorfkiivette aufgefangen und bei 4°C aufbewahrt. Die Messung der Konzentration
und Reinheit der erhaltenen DNA erfolgt durch photometrische Messung (DNA Absorp-
tion bei 260 nm) am Nano Drop ND-1000 mit dem Programm: “ND3.1.0:Nucleic Acid*.
Die Leerprobe mit 1,5ul des verwendeten Elutionspuffers EB dient als Referenz. Die Pro-
ben, die einen ausreichenden DN A-Gehalt von mindestens 50 ng/ul und eine Reinheitsra-
tio (260/280 Absorptionsverhidltnis DNA/Proteine, welche die Probe verunreinigen) zwi-
schen 1,8 und 2,0 vorweisen, werden zur DIG-Nick Translation fiir die Sondenherstellung

welterverwendet.

3.2.3 FISH-Sondenmarkierung
Die Nick-Translation ist eine Methode zur Markierung von DNA. Mit dem Enzym DNase

werden Einzelstrangbriiche (,,nicks*) an der DNA gesetzt. Dann werden mit Hilfe des En-
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zyms Polymerase I, welches eine 5°‘-3°-Exonukleaseaktivitit besitzt, Digoxigenin-
markierte Nukleotide in den DNA-Strang eingefligt. Die Polymerase I baut dabei vom 5°-
Ende her die zum Komplementérstrang passenden Nukleotide ein und entfernt gleichzei-
tig am 3°‘-Ende einen Nukleotidbaustein. Da der zuvor erfolgte Einzelstrangbruch nicht
wieder verschlossen werden kann, wird die Liicke gewissermal3en verschoben, daher der
Name ,,Nick-Translation®. Die DNA wird dabei auch in Fragmente passender Lénge un-
terteilt. Dieses kann durch Gel - Elektrophorese kontrolliert werden.

Es werden 5 pl ANTP-Mix, ein Nukleotidmix ohne dTTP mit je 0,2 mM, in ein 0,5 ml
Eppendorfrohrchen pipettiert. Dann werden 1 pl Digoxigenin-dTTP (1 mM) hinzugege-
ben. Das zu verwendende Volumen der zuvor hergestellen DNA-L&sung ist aus der Kon-
zentration der Losung zu berechnen um einen 50 pl-Ansatz zu erhalten. Daflir wird die
optimale Menge der DNA von 2000 ng durch die Konzentration der aktuellen Probe ge-
teilt:

2000 ng / Xkonzentration der Probe NE/Hl = X bengtigte DNA-Losung ul

Ist das errechnete Volumen kleiner als die hochst zuldssige Menge von 38 pl, wird die
Differenz zu 38 pl mit dH,O aufgefiillt. SchlieSlich werden 5 pl Polymerase I-DNase-
Mix (0,5 U/ul Pol I, 0,4 U/ul DNase I) und 1 pl Polymerase I (10 U/ul) hinzugegeben.
Danach wird der 50 ul DIG-Nick-Translationsansatz gemischt und kurz zentrifugiert.

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber den DIG-Nick-Translationsansatz:

dNTP-Mix ohne dTTP Sul
Digoxigenin 11-dUTP lul
pBAC-DNA-Lésung 38ul
Pol I/ DNase Enzym Mix Sul
DNA Polymerase 1 lul
Ansatzmenge 50ul

Der Ansatz wird fiir 90 Minuten im Thermocycler bei 15°C inkubiert. Anschliefend wer-
den 5 pl Polymerase I-DNase-Mix zugegeben und in der Pipettenspitze durchmischt. Der
Sondenansatz wird weitere 15 Minuten im Thermocycler bei 15°C inkubiert. Die Reakti-
on durch Zugabe von 5 pl Stop-Puffer (0,5 M EDTA, pH 8,0) beendet. Zum Abschluss

wird der Ansatz im Vortex durchmischt, kurz zentrifugiert und bei 4°C gelagert.
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3.24 Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

3.24.1 Methode

FISH ist eine Methode, mit der zum Beispiel DNA-Sequenzen sichtbar gemacht werden
konnen. Um das zu untersuchende Gen TPD52 darzustellen, wurde eine selbst hergestell-
te TPD52-Gensonde verwendet. Als Referenz diente eine kommerzielle Sonde fiir das
Zentromer des Chromosoms 8, auf welchem TPDS52 liegt. Die Arbeitsschritte werden in
zwei Arbeitstage aufgeteilt. Am ersten Tag wird der zu untersuchende TMA auf dem Ob-
jekttrager entparaffiniert und vorbehandelt. AnschlieBend wird die Gen- sowie Zentro-
mersonde zur Hybridisierung auf den Objekttrager gegeben. Am zweiten Arbeitstag wer-
den unspezifische gebundene Sonden abgewaschen. Die korrekt hybridisierten Genson-
den werden mit Antikorpern detektiert, an die ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Da-
nach wird das Chromatin des Gewebes gegengefarbt und das Priaparat unter dem Fluores-

zenzmikroskop ausgewertet.

3.24.2 Vorbehandlung und Hybridisierung

Zum Entparaffinieren werden die 4um dicken TMA-Schnitte, die auf einen Objekttrager
fixiert sind dreimal in Xylol fiir jeweils 10 Minuten und anschlieBend zweimal in 96%
Ethanol fiir jeweils 5 Minuten gewaschen. Die Objekttrager werden fiir 3 Minuten auf ei-
ne 48°C warme Heizplatte gelegt, um das Ethanol zu verdampfen. Anschlieend werden
die Gewebe bei 80°C mit Pretreatment-Losung (NaSCN-pH=5,4) fiir 15 Minuten inku-
biert. NaSCN bindet an Disulfidbriicken und bricht damit die Tertidrstruktur von Protei-
nen im Gewebe sowie der Zellmembran auf. Die Objekttrager werden 2 Minuten in dH,O
bei Raumtemperatur gewaschen. AnschlieBend werden die Gewebeschnitte 150 Minuten
in einer Protease—Losung (0,01M HCL, (pH=2.0) + 250 mg Pepsin) bei 37°C inkubiert,
wodurch alle Proteine verdaut werden. Es wird erneut 2 Minuten in dH,O gewaschen.
Dann werden die Objekttriger fiir jeweils fiir 3 Minuten in 70%, 80% und 96% Ethanol
gestellt, wodurch dem Gewebe Wasser entzogen wird. Das vorbehandelte Gewebe er-
moglicht der Sonde einen leichten Zugang in den Zellkern, wo sie an die zu untersuchen-
de Sequenz binden kann.

Fiir die Hybridisierung werden 20 pl Sonden-Hybridisierungsmix benétigt. Dieser enthélt
14,5 pl kommerzielle Zentromersonde von Chromosom 8 (CEPS), 2,0 ul humane COT-
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DNA (1 g/ul) und 3,5 pl Sonden-DNA. In der CEP8-Losung sind 14 pl Basis-
Hybridisierungsmix enthalten. COT-DNA verhindert Kreuzhybridisierungen mit unspe-
zifischen und repetitiven DNA-Sequenzen. Der Basis-Hybridisierungsmix enthélt For-
mamid, welches die Denaturierungstemperatur der DNA senkt, indem es Wasserstoffbrii-
ckenbindungen schwécht. Dies erleichtert die Auftrennung des DNA-Doppelstranges.

Die 20 pl Sondenhybridisierungsmix werden auf die Objekttrager pipettiert und mit ei-
nem Deckgldschen abgedeckt. Die Deckgldschen werden mit Fixogum luftdicht versie-
gelt. Dies vermeidet ein Austrocknen wihrend der Hybridisierung. Da die kommerziellen
Zentromersonden bereits direkt mit einem lichtempfindlichen Fluorochrom markiert sind,
miissen ab diesem Zeitpunkt die Objekttrager vor Licht geschiitzt werden um ein friithzei-
tiges Ausbleichen zu verhindern. Die Objekttrager werden in den Thermobrite gelegt, dort
10 Minuten bei 72°C denaturiert und anschlieBend fiir 24-72 Stunden bei 37°C hybridi-

siert.

3.2.4.3 Waschen und Antikdrperdetektion

Die Objekttrager werden aus dem Thermobrite genommen, Fixogum und Deckgldschen
werden entfernt. Die Objekttrager werden kurz in Hybridisierungswaschpuffer bei Raum-
temperatur gestellt, bis weitere Kiivetten Hybridisierungswaschpuffer im Wasserbad eine
Temperatur von 72°C erreicht haben. Darin werden die Objekttrager 2 Minuten gestellt,
wobei die nicht gebundene Sonden-DNA abgewaschen wird.

Die Objekttrager werden kurz in PBS-Puffer gestellt und anschlieBend mit 500ul 1x Blo-
cking Solution eingedeckt. Diese besteht aus niedermolekularen Proteinen und séttigt
freie Bindungsstellen von proteinbindenden Oberflachen ab. Dadurch werden unspezifi-
sche Antikorperbindungen vermieden, was spiter unter dem Mikroskop als Hintergrund-
leuchten die Auswertung erheblich stéren wiirde. Nach 45 Minuten in einer dunklen In-
kubationskammer wird die Blocking Solution abgekippt und der Objekttriger mit dem
ersten Detektions-Antikorper fiir 75 Minuten bei 37°C (im Brutschrank) in einer feuchten
Kammer inkubiert. Danach werden die Objekttrager 3 Mal fiir jeweils eine Minute in De-
tektionswaschpuffer bei 37°C gewaschen um nicht gebundene Antikdrper (AK) zu ent-
fernen. Mit derselben Vorgehensweise werden der zweite und dritte AK inkubiert und ab-
gewaschen. Allerdings wird beim dritten Mal fiir jeweils 5 Minuten gewaschen.

Der erste AK bindet an das Hapten (Digoxigenin) der Gensonde. Der zweite AK bindet
an den ersten. Der dritte AK, an den ein Fluorochrom gebunden ist, bindet an den zweiten

AK. Dadurch entsteht eine Béumchenstruktur die der Signalverstirkung dient.
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Nach Waschung des dritten fluoreszenzgekoppelten Antikorpers muss der Objekttriager in
einem dunklen Raum lufttrocknen.

Auf die Objekttriger werden jeweils ein Tropfen DAPI/Antifade gegeben dann mit einem
Deckgldschen abgedeckt. DAPI firbt das Chromatin des Gewebes an und macht damit die
Zellkerngrenzen sichtbar, was bei der Auswertung die Zugehorigkeit eines Gen- oder
Zentromersignals zum jeweiligen Zellkern ermoglicht. Antifade verhindert das beschleu-

nigte Ausbleichen der Signale.

3.2.5 Auswertung

Die fertigen Objekttrager wurden mit dem Epifluoreszenzmikroskop ausgewertet. Dabei
wurde die Rate TPDS52-Signale / Zentromer 8-Signale in den einzelnen Krebszellen fiir
jede Gewebeprobe bestimmt. Als ,,Amplifikation* wurde das Vorliegen von mindestens
doppelt so vielen TPD52-Signalen wie Zentromer 8-Signalen (Rate TPD52 /Cep8 > 2,0)
definiert. Gewebeproben, die eine TPD52/Cep8-Rate grofler als 1,0 aber kleiner als 2,0
aufwiesen (1,0 < TPD52/Cep8-Rate < 2,0), wurden als ,,gains* gewertet. Gewebeproben
mit 2 Gensignalen und einer Rate TPD52/Cep8 = 1,0 wurden als ,,normal“ definiert, Pro-
ben mit mehr als 2 Gensignalen und einer Rate TPD52/Cep8 = 1,0 wurden als ,, polysom “
gewertet. Eine Rate TPD52/Cep8 < 1,0 wurde als ,, Deletion *“ definiert.

3.2.6 Statistik

Um den Zusammenhang zwischen histologischem Tumortyp, ,,Grading®, ,,Staging®, mo-
lekularen Parametern und Genamplifikationen darzustellen, wurden die ,,Contingency
table analysis* sowie der Chi-Quadrat-Test angewandt. Die Berechnung der Uberlebens-
kurven erfolgte nach Kaplan-Meier. Um den Zusammenhang zwischen Genamplifikatio-
nen und Patienteniiberleben zu untersuchen, wurde der Log-rank-Test verwendet. Die
Abhéngigkeiten der analysierten Variablen untereinander wurden mit Hilfe der Cox Reg-

ression in Relation zum Patienteniiberleben gesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 TPD52 Amplifikation im Mammakarzinom

Von den 2198 primidren Mammakarzinomen des Breast-Prognosis-TMA konnten 1351
(61,5%) erfolgreich mit FISH analysiert werden. Fiir 847 (38,5%) Gewebe-Spots konnte
der TPD52 Amplifikationsstatus nicht bestimmt werden, weil entweder die FISH-
Signalstdrke nicht ausreichte oder der Gewebespot wihrend der Vorbehandlung abge-
schwommen war.

Von den 1351 analysierbaren Tumoren zeigten 120 (8,88%) eine TPD52 Amplifikation
gemil den vordefinierten Kriterien (siehe: 3.2.5). Von diesen 120 amplifizierten Tumo-
ren wurden 16 (1,18%) als High-Level Amplifikationen (mehr als 10 Gensignale) vom
Cluster-Typ (Gensignale sind dicht gedringt oder als ,,Wolken* zu sehen) bewertet. 31
(2,29%) wurden als Low-Level Amplifikationen (weniger als 10 Gensignale) vom
Cluster-Typ eingestuft. Die restlichen 73 (5,40%) wurden als extrachromosomale Ampli-
fikationen bezeichnet, da sie zwar eine Gen/Zentromer-Rate von mindestens 2 aufwiesen,
die Signale aber nicht gedringt, sondern auf den ganzen Zellkern verteilt erschienen.

Vom analysierbaren Gesamtkollektiv zeigten 195 (14,43%) einen leichten Zugewinn
(,,gain). 1036 (76,68%) zeigten keinen Zugewinn oder waren polysom und wurden als

,hormal“ zusammengefasst.
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Kopiezahl TPD52
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Gains (195) Amplifikationen (120)

Abbildung 1: Verteilung der TPD52-Kopiezahl in 315 Mammakarzinomen mit TPD52-Gains und -Amplifikationen
gemif den vordefinierten Kriterien
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Abbildung 2: Beispiele von Mammakarzinomen mit (a) und ohne (b) TPD52-Amplifikation: Die roten Signale geben
die Kopiezahl von Chromosom 8 an, die griinen Signale zeigen die Kopiezahl des TPD52-Gens. FISH-Analyse,
630fache Vergroflerung. ((a)Slide F, Block A, Feld 7d; (b) Slide A, Block A, Feld 2i)

4.1.1 Assoziation zum Tumorphéanotyp

Die Haiufigkeit von TPD52-Amplifikationen nahm mit zunehmendem Entdifferenzie-
rungsgrad zu: 61/499 (12,22%) der G3-Tumore, 38/543 (7,00%) der G2-Tumore und le-
diglich 21/307 (6,84%) der G1-Tumore zeigten Amplifikationen. Ein dhnliche Haufig-
keitsverteilung war bei leichten Genzugewinnen zu beobachten: 99/499 (19,84%) der G3-
Tumore, 73/543 (13,44%) der G2-Tumore und nur 23/307 (7,49%) der G1-Tumore zeig-
ten ,,Gains®. Diese Unterschiede waren statistisch signifikant (p<<0,0001).
TPDS52-Amplifikationen waren hdufiger in pN2-Tumoren 11/80 (13,75%) als in pNI-
Tumoren 46/486 (9,47%) und pNO-Tumoren 43/560 (7,68%). Allerdings waren der Zu-
sammenhang zur Metastasierung statistisch nicht signifikant (p=0,4041).

Beim Zusammenhang von Tumorstadium und der Amplifikationshdufigkeit war eine
leichte Tendenz, jedoch kein statistisch signifikanter Zusammenhang festzustellen: bei
163/17 (10,43%) der pT4-Tumoren, 88/8 (9,09%) der pT3-Tumore, 638/55 (8,62%) der
pT2-Tumore sowie 453/39 (8,61%) der pT1-Tumore waren TPD52-Amplifikationen zu
finden (p=0,8987).

Die TPD52-Amplifikation traten gehauft bei 8/53 Fillen in Karzinomen vom medulldren
Typ (15,09%) auf. Lediglich 87/981 (8,87%) der duktalen und 9/162 (5,56%) der lobuli-
ren Karzinome zeigten eine Amplifikation. Allerdings waren diese Unterschiede statis-

tisch nicht signifikant.
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Tabelle 2: TPD52-Amplifikation und klinisch-pathologische Parameter invasiver Mammakarzinome

TPD52 Amplifikationsstatus
Auswertbar fiir TPD52 (n) Normal (%) Gain (%) Amplifikation (%)  P-Wert

Alle 1351 1036 (77%) 195 14(%) 120 (9%)

Histologie Duktales Karzinom 981 745 (76%) 149 (15%) 87 (9%)
Lobuldires Karzinom 162 134 (83%) 19 (12%) 9 (5%) 0,1325
Medullires Karzinom 47 29 (66%) 10 (19%) 8 (15%) 0,2360
*
Papillires Karzinom 15 11 (73%) 2(13%) 2(13%)
Kribriformes Karzinom 64 24 (75%) 4(13%) 4(13%)
Muzinéses Karzinom 36 32 (89%) 3 (8%) 1 (3%)
Andere 78 61 (78%) 8 (10%) 9 (12%)

pT-Stadium pTl 453 355 (78%) 59 (13%) 39 (9%) 0,8987
pT2 638 484 (76%) 99(16%) 55 (9%)
pT3 88 66 (75%) 14 (16%) 8 (9%)
pT4 163 124 (76%) 22 (14%) 17 (10%)

pN-Stadium pNO 560 440 (79%) 77 (14%) 43 (8%) 0,4041
pN1 486 363 (75%) 77(16%) 46 (9%)
N2 80 57(71%) 12 (15%) 11 (14%)

Grading Gl 307 263 (86%) 23 (7%) 21 (7%) <0.0001
G2 543 432 (80%) 73 (13%) 38 (7%)
G3 499 339 (68%) 99 (20%) 61 (12%)

ER Positiv 971 757 (78%) 137 (14%) 77 (8%) 0,0521
Negativ 316 227 (72%) 52 (16%) 37 (12%)

PR Positiv 447 351 (79%) 64 (14%) 32 (7%) 0,2326
Negativ 798 604 (76%) 114(14%) 80 (10%)

Die Prozentangaben wurden zur besseren Ubersicht auf — oder abgerundet
*Die medulldren Karzinome umfassen ebenfalls die atypisch medulliren Karzinome

412 Assoziation zu molekularen Parametern:

Die Daten zu den folgenden molekularen Parametern wurden in vorangegangenen Stu-
dien auf diesem Tissue Micro Array gesammelt. Die entsprechende Studie wird hinter
dem jeweiligen Parameter zitiert. Die Assoziationen zu diesen Parametern ergaben fol-
gende Ergebnisse:

Korrelation mit HER2-FISH-Daten (Al-Kuraya et al., 2004): 37/207 (17,87%) der HER2
amplifizierten Tumore waren ebenfalls TPD52 amplifiziert, wihrend nur 71/920 (7,72%)
der HER2 negativen Tumore eine Amplifikation von TPD52 aufwiesen (p<0,0001).
Korrelation mit cMYC-FISH-Daten (Al-Kuraya et al., 2004): 18/59 (30,51%) der cMYC-
Ampifizerten, 36/222 (16,22%) der cMY C-Gains und nur 43/775 (5,55%) der cMYC Ne-
gativen waren TPD52 amplifizert (p<0,0001).

Korrelation mit Ki67-IHC (Ruiz et al., 2006): Anhand des prozentualen Anteils der Ki67

exprimierenden Zellen, dem Ki67 Férbeindex, wurden die Tumore in die Gruppen ,,high®,
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»intermediate-high, ,,intermediate-low* und ,,low* unterteilt. 50/398 (12,56%) der Grup-
pe Ki67- ,high®, 25/288 (8,68%) der Gruppe Ki67- ,,intermediate-high®, 22/286 (7,69%)
der Gruppe Ki67-,intermediate-low* und 10/207 (4,83%) der Gruppe Ki67-,,low* waren
TPDS52 amplifiziert (p=0,0003)

Korrelation mit ER-IHC (Al-Kuraya et al., 2004) und PR-THC (Al-Kuraya et al., 2004):
Hier ergaben sich keine statistisch signifikanten Ergebnisse. Allerdings waren Amplifika-
tionen bei ER-Negativen Tumoren héufiger (11,71% Amplifikationen bei ER-negativen
gegen 7,16% bei ER-positiven; p = 0,0521).

Korrelation mit MDM2-FISH (Al-Kuraya et al., 2004): 12/72 (16,67%) der MDM2
Amplifizierten und lediglich 103/1157 (8,90%) der MDM2 Negativen waren TPD52
amplifiziert (p=0,0356).

Korrelation mit CCND1-FISH (Al-Kuraya et al., 2004), p5S3-IHC (Ruiz et al., 2006), p16-
IHC (Ruiz et al., 2006), BCL2-IHC (Ruiz et al., 2006): Hier ergaben sich keine statistisch

signifikanten Ergebnisse.

Tabelle 3: Korrelation von TPD52-Amplifikation mit anderen molekularen Parametern

TPD52 Amplifikationsstatus

Auswertbar fiir TPD52 (n) Normal (%) Gain (%) Amplifikation (%) P-Wert

CCNDI nicht-amplifizierts 973 751(77%) 140 (14%) 82 (8%) 0,0872
amplifiziert 250 178 (71%) 41 (16%) 31(12%)

eMYC nicht-amplifizierts 997 779 (78%) 139 (14%) 79 (8%) 00001
amplifiziert 59 27 (46%) 14 (24%) 18 (31%)

MDM2 nicht-amplifizierts 1157 882 (76%) 172 (15%) 103 (9%) 0,0356
amplifiziert 72 46 (64%) 14 (19%) 12 (17%)

HER2 nicht-amplifizierts 920 718 (78%) 131 (14%) 71 (8%) 00001
amplifiziert 207 130 (63%) 40 (19%) 37(18%)

aFasst Tumoren mit normalen Genkopiezahlen und Gains zusammen
Die Prozentangaben wurden zur besseren Ubersicht auf — oder abgerundet
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Abbildung 3: Anteil der Mamakarzinome, bei denen mindestens eines der Gene HER2, cMYC oder MDM2 amplifi-
ziert ist, bei gleichzeitigem Vorhandensein von TPD52-Amplifikation oder Gains
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Abbildung 4: Zusammenhang zwischen Ki67 Féarbeindex und TPD52-Zugewinnen in Mammakarzinomen
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4.1.3 Assoziation zur Patientenprognose

Die Kaplan-Meier Analyse zeigte, dass Patienten mit TPD52-Amplifikation signifikant
friiher starben als Patienten mit Tumoren ohne TPDS52-Amlifikation (p= 0,0022). Die
Prognose flir Patienten mit TPD52 “Gains* lag dazwischen. Die Multivariate Analyse mit
Hilfe der Cox Regression zeigte, dass die TPD52 Amplifikation ein von T-Stadium, No-
dalstatus und Grade unabhingiger prognostischer Faktor ist (p=0,037).
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Abbildung 5: Einfluss der TPD52 Amplifikation auf das Uberleben der Patientinnen
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Tabelle 4: Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens in Mammakarzinomen beziigliche des T Stadiums, Nodal Status, Gradings und

des TPD52-Amplifikationsstatus

Hazard Ratio fiir das 0 .

Gesamiiiberleben 95% Konfidenzintervall p-Wert
Tumor Stadium
pT1vs. pT2 1,363 0,861 -2,156 0,186
pT1vs. pT3 1,525 0,705 - 3,297 0,284
pT1vs. pT4 2,341 1,333 -4,112 0,003
Nodal Status
pNO vs. pN1 3,048 1,927 - 4,821 <0,0001
pNO vs. pN2 6,381 3,486 - 11,681 <0,0001
Tumor Grade
Gl vs. G2 1,193 0,650 -2,188 0,569
Gl vs. G3 2,684 1,519 - 4,741 0,001
TPDS52-Amplifikation
Normal vs. Gain 1,048 0,653 -1,684 0,845
Normal vs. Amplifikation 1,814 1,036 - 3,175 0,037
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie konnten 1351 Mammakarzinome erfolgreich mit FISH unter-
sucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass das Gen TPD52 in 8,88% der Mammakar-
zinome nach den zuvor definierten Kriterien amplifiziert ist.

Bisher wurden nur wenige Daten zur TPD52 Amplifikation publiziert. In einer Studie
wurde die Amplifikationshdufigkeit mit 9% (3/32 Féllen) angegeben (Balleine et al.,
2000). Dies stimmt gut mit den Daten der vorliegenden Studie {liberein. Allerdings sind
diese Ergebnisse eher wenig zuverldssig, da zum einen eine sehr geringe Fallzahl unter-
sucht wurde, die kaum eine zuverldssige Aussage iiber die Priavalenz der TPD52 Amplifi-
kation in Mammakarzinomen zuldsst. Zum anderen wurden diese Daten mit Southern
Blot gewonnen, welches eine veraltete Methode ist, die zum Nachteil hat, dass die DNA
aus dem gesamten Gewebe isoliert wird und so die Genome von Krebszellen und anderen
Zelltypen vermischt werden, so dass sozusagen ein ,,Verdliinnungseffekt* stattfindet. Da-
durch wiirde die Prdvalenz sogar eher unterschitzt werden. Eine FISH-Studie mit einem
kiinstlichen Hefechromosom als Sonde (YAC 936B3), welche das TPD52 Gen enthilt,
fand eine erhohte Kopiezahl sogar in 60% (6/10 Féllen) (Fejzo et al., 1998). Allerdings
lasst auch hier die geringe Fallzahl wohl kaum eine zuverldssige Aussage iiber die Préava-
lenz der TPD52 Amplifikation zu.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die TPD52-Amplifikation mit ei-
ner hohen Proliferationsaktivitidt, einem hohen Entdifferenzierungsgrad sowie mit
schlechteren Uberlebensraten signifikant korreliert. Dies deutet auf eine Bedeutung von
TPDS52 fiir die Tumorprogredienz. Die TPD52 Amplifikation war am hiufigsten in me-
dulliren Mammakarzinomen zu finden. Diese zeichnen sich durch eine hohe Prolifera-
tonsrate und die Expression von tumorrelevanten Proteinen wie EGFR aus (Matkovic et
al., 2008). Signifikant war diese Haufung jedoch nicht. Auch schienen Amplifikationen
tendenziell hdufiger bei ER-negativen Tumoren zu sein, allerdings war auch dieses Er-
gebnis nicht signifikant. Der Vergleich mit anderen molekularen Parametern zeigte, dass
bei HER2-, cMYC- und MDM2-Amplifikationen TPD52-Amplifikationen signifikant ge-
héuft auftraten. Die Daten zu diesen Parametern wurden in vorangegangenen Studien am
selben TMA gesammelt. In zahlreichen Studien, unter anderem solche die den gleichen
TMA verwendeten, konnte gezeigt werden, dass in bestimmten Mammakarzinomen ver-

schiedene DNA-Abschnitte hdufig amplifiziert sind (Al-Kuraya et al., 2004; Albertson,
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2006; Courjal et al., 1997; Courjal and Theillet, 1997; Melchor et al., 2005). Diese Unter-
gruppe zeigt einen sogenannten ,,Amplifikations“-Phinotyp. Die TPD52-Amplifikation
konnte ein Teil dieser Subgruppe sein, die sich durch hdufige Genamplifikationen und
grole genetische Instabilitdt auszeichnet. Tumore, die vielfdltige Genamplifikationen
aufweisen, zeichnen sich unter anderem durch eine schlechte Prognose aus (Cuny et al.,
2000). In einer der bereits erwdhnten Untersuchung konnte gezeigt werden, dass das
8g21-Amplikon aus drei unterschiedlichen Amplikons besteht und TPD52 das Zielgen
des mittleren sein konnte (Rodriguez et al., 2007). Des Weiteren konnte in einer Studie
(Balleine et al., 2000) eine positive Korrelation zwischen der TPD52-Genkopiezahl und
der Proteinexpression nachgewiesen werden. In der Brustkrebszelllinie SK-BR-3 korre-
lierte eine TPD52 Uberexpression mit erhdhten Zellteilungsraten, dem Verlust der Kon-
taktinhibition und der Féahigkeit in Softagar zu wachsen, wohingegen verminderte eine
TPDS52 Expression zu erhdhten Apoptoseraten fiihrte (Balleine et al., 2000; Rodriguez et
al., 2007; Shehata et al., 2008). Genamplifikationen wurden in Mammakarzinomen in et-
wa 2-16% der Félle gefunden: EGFR in 2% (Hadzisejdic et al.), MDM2 in 7%, cMYC in
11%, CCND1 in 14%, HER2 in 16% (Cuny et al., 2000). Die im Vergleich mittelméBig
hohe Privalenz von 8,88%, die in der vorliegenden Studie gefunden wurde, ist ein weite-
rer Befund, der fiir die Rolle von TPDS52 als Zielgen des mittleren 8q21-Amplikons
spricht. Die verwendete Gensonde markiert auBer TPD52 noch einen sehr kleinen 13 Kb
langen Abschnitt des Gens MRPS28. Das entsprechende Protein ist Bestandteil der klei-
nen ribosomalen 28S Untereinheit in Mitochondrien. Eine onkogene Funktion wurde bis-
her nicht beschrieben. Theoretisch ist also ein maligner Phianotyp denkbar, der durch eine
alleinige TPD52-Amplifikation gekennzeichnet ist, welche dem Tumor einen Selektions-
vorteil bietet. Allerdings wurden auch die beiden Amplikons proximal und distal des
TPD52-Amplikons bereits auf Ziel - Gene und ihre klinische und prognostische Relevanz
untersucht (Choschzick et al., 2010; Nguyen Huu et al., 2008). Das proximale Amplikon,
welches die potentiellen Ziel - Gene TCEB1 und TMEM?70 enthilt, ist ebenfalls mit einer
hohen Proliferationsaktivitit, einem hohen Entdifferenzierungsgrad, dem medulldren Sub-
typ, einer schlechten Prognose sowie mit signifikant hdufigeren HER2-, cMYC, -MDM2
und CCND1-Amplifikationen assoziiert. Auf 8q24 befindet sich auBerdem das Onkogen
cMYC, dessen Amplifikation eine relevante Rolle fiir Mammakarzinome zugeschrieben
wird (Escot et al., 1986). Auch Amplifikationen von 8p12 sind bekannt (Cingoz et al.,

2003). Etwa 60% der Mammakarzinome weisen ohnehin strukturelle und numerische
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Veranderungen auf (Courjal and Theillet, 1997; Tirkkonen et al., 1998), meist in Form
von geringen Genzahlverdnderungen, wie teilweise oder vollstindige Verluste von 8p
oder Zugewinne von 8q (Rummukainen et al., 2001). Es ist also ebenfalls denkbar, dass
die TPD52-Amplifikation zusammen mit anderen 8q21-Genamplifikationen im Sinne ei-
nes kumulativen Effektes einen malignen Phénotyp kennzeichnet.

Die vorliegende Studie konnte nachweisen, dass die TPD52-Amplifikation in Mamma-
karzinomen prognoserelevant ist. Daten zur klinischen Relevanz der TPD52 Amplifikati-
on sind bisher nicht publiziert worden. Jedoch wurde in einer Studie bereits die klinische
Bedeutung der TPD52 Uberexpression mit Hilfe von Immunhistochemie untersucht
(Shehata et al., 2008). Hierbei wurde ein Tissue Micro Array, bestehend aus 357 invasi-
ven Mammakarzinomen, analysiert. Zu den Gewebeproben lagen jeweils Daten unter an-
derem zu dem Tumorgrad und dem Patienteniiberleben vor. Eine hohe TPD52-Expression
war signifikant assoziiert mit einer geringeren Uberlebenszeit und einem hohen Entdiffe-
renzierungsgrad. 9% der Grad 1 Tumore, 18% der Grad 2 Tumore und 35% der Grad 3
Tumore wiesen eine hohe TPD52 Expression auf. Eine Multivariate Analysemethode
identifizierte die TPD52 Expression als einen unabhéngigen Pradiktor fiir das Patienten-
iiberleben. In der vorliegenden Studie wurde keine Expressionsanalyse gemacht, jedoch
passt die Prognoserelevanz der Expression gut zu den eigenen Befunden. Gestiitzt wird
dies durch die oben erwdhnte Studie (Balleine et al., 2000), in der eine signifikant positive
Korrelation zwischen TPD52 Genkopiezahl und TPD52 Expression, sowohl in Brust-
krebszelllinien als auch in Brustkrebsgewebeproben, nachgewiesen werden konnte.

Bei der Interpretation der vorliegenden Ergebnisse miissen auch methodische Probleme
beriicksichtigt werden. Die Amplifikationen wurden je nach Erscheinungsform unter dem
Mikroskop in extrachromosomale Amplifikationen und in Cluster -Amplifikationen un-
terteilt. Cluster sind unter dem Mikroskop auch bei méBiger Hybridisierungsqualitdt gut
und sicher zu erkennen, da die Gensignale dicht gedrangt in ,,Wolken* zusammenliegen
und so eine Zelle mit Genamplifikationen von einer Zelle mit diploidem oder polysomen
Chromosomensatz leicht unterschieden werden kann. In der vorliegenden Studie wurden
120/1351 (8,88%) der Mammakarzinome als amplifiziert gewertet. Davon waren
48/1351 (3,48%) Cluster - Amplifikationen. 73/1351(5,40%) wurden als extrachromoso-
male Amplifikationen gewertet, da die Gensignale hier nicht in ,,Wolken*, sondern deut-
lich getrennt voneinander auf den ganzen Zellkern verteilt erschienen. Tumorzellkerne

konnen mehrere 10 um im Durchmesser erreichen. Die Gewebe wurden jedoch mit einer
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Schichtdicke von 4 pm geschnitten. Dieses Problem wird auch als ,,nuclear truncation*
bezeichnet und bedeutet, dass hiufig auch genetisches Material verloren geht (de Pender
et al., 2001). Dies kann zu Schwierigkeiten bei der Diagnose einer extrachromosomalen
Amplifikation flihren, da man bei dieser Gen — und Zentromersignale exakt auszéhlen
muss und sich nicht auf das Vorhandensein eines ,,Clusters® verlassen kann. Wie oben
geschildert sind 8q-Abberationen hdufig. So konnten extrachromosomale Amplifikatio-
nen auch durch grofrdumige Veranderungen wie Isochromosomenbildung oder Vermeh-
rung groBerer Teile von 8q zustande kommen. In diesem Fall wire eine grofle Zahl von
Genen amplifiziert, wobei es weniger offensichtlich wére, bei welchem Gen es sich um
das Zielgen handelt. Hier konnte ein biologischer Effekt also gar nicht mafgeblich von
TPDS52 abhédngen. Trotzdem zeigen auch diese Félle in der statistischen Analyse Progno-
serelevanz. Dies ist aber zu erwarten, da auch diese Félle keine euploiden Chromosomen-
sdtze mehr haben, also genetisch instabil sind (Yildirim-Assaf et al., 2007).

Eine FISH-Studie an einer solch groflen Anzahl von Mammakarzinomen ist erst durch die
Tissue Micro Array (TMA) Technologie moglich geworden. Es wére unmoglich eine sol-
che Anzahl von einzelnen Geweben mit einem angemessenen Arbeits-und Zeitaufwand
zu untersuchen. Auch kann eine Sonde, welche selbst im Labor hergestellt werden muss,
nur schwierig eine gleichbleibende Qualitdt aufweisen. Unterschiedliche Qualitdten und
Hybridisierungseigenschaften wiirden auf Kosten der Vergleichbarkeit der Ergebnisse un-
tereinander gehen. Ein TMA, bei dem alle zu untersuchenden Gewebe auf wenigen Ob-
jekttragern Platz finden, ermoglicht eine Analyse aller Spots mit demselben Aliquot Son-
de. Somit ist ein hohes Mal} an Standardisierung gegeben. Die Gewebespots betragen 0,6
mm im Durchmesser und werden aus den Tumorgeweben ausgestanzt. Da Tumore jedoch
oft sehr heterogen sind, stellt sich die Frage, ob ein 0,6 mm Gewebsstanze reprisentativ
fiir den ganzen Tumor sein kann. Mehrere Studien konnten zeigen, dass sich mit einem
TMA, der eine ausreichend grofle Anzahl an Geweben enthilt, Assoziationen zwischen
molekularen Parametern und anderen Tumoreigenschaften mit hochreprasentativen p-
Werten nachweisen lassen (Hoos et al., 2002; Nocito et al., 2001; Torhorst et al., 2001).
Dies konnte auch an demselben Array, welcher in dieser Arbeit verwendet wurde, fiir das
Protein Ki67 gezeigt werden. Dieses wird als Indikator fiir die Proliferationsaktividt in
Zellen verwendet und ist sehr heterogen in einzelnen Arealen des Tumors exprimiert.
Trotz der Heterogenitét konnten hochsignifikante Zusammenhénge mit allen untersuchten

molekularen Parametern nachgewiesen werden (Ruiz et al., 2006).

50



TPDS52 wird als ein mdgliches Therapieziel bei Mammakarzinomen gesehen. Allerdings
basiert diese Annahme bislang lediglich auf Tiermodellen. So wurden bereits erfolgreich
therapeutische Strategien gegen Tumoren mit einer Uberexpression des TPD52-Proteins
im Mausmodel entwickelt. Payton et al. impften Méause mit dem Mausortholog mD52 zu-
sammen mit CpG-Oligodesoxynukleotiden (ODN), um eine verstiarkte Immunantwort zu
erreichen. Die Versuchstiere entwickelten messbare mD52 spezifischen IgG Titer und
bildeten spezifische zytotoxische T-Zellen. Eine Untersuchung der Organe konnte keine
Infiltration von Immunzellen nachweisen, was fiir die Induktion einer Autoimmunreakti-
on sprechen wiirde. Um einen Impferfolg nachzuweisen wurden den Tieren syngene Tu-
morzellen, welche mD52 iiberexprimieren, intramuskulér injiziert. Wéhrend alle unge-
impften Tiere der Kontrollgruppe tddliche Tumoren und Lungenmetastasen entwickelten,
wurden bei geimpften Tieren in bis zu 50% der Fille die injizierten Tumorzellen abgesto-
Ben. Die geimpften Tiere entwickelten keine Lungenmetastasen. Erfolgreich geimpfien
Tieren wurde 90 Tage nach der Erstinjektion erneut Tumorzellen gespritzt. Diese wurden
wiederum erfolgreich abgestof3en, was fiir die Bildung eines immunologischen Gedécht-
nisses spricht (Payton et al., 2008). Mirshahidi et al. konnten mit TPD52-spezifischen
iiberlappenden synthetischen Peptiden (OSP) eine spezifische Immunantwort von CD4+
- und CD8+ T-Zellen in tumorkranken Mausen erzeugen. Die Impfungen fiihrten zu ver-
ringertem Tumorwachstum und zu verlingertem Uberleben. Es konnte eine Langzeit-
Uberlebensrate von 40% erzielt werden. Nicht immunisierte Miuse verstarben hingegen
alle nach etwa 55 Tagen. Die Verwendung von CpG-ODN’s als Adjuvans flihrte zu einer
verstirkten Immunantwort und zu einer Anhebung der Langzeit-Uberlebensrate auf
62,5%. Etwaige Nebenwirkungen wurden dadurch nicht verstédrkt. Dabei kam es auch hier
zu keiner autoimmunen Reaktion gegen normale Zellen, die physiologische Mengen an
TPDS52 exprimierten (Mirshahidi et al., 2009). Lewis et al. impften Méuse mit mTPD52
cDNA zusammen mit GM-CSF und konnten damit hinsichtlich der Anzahl tumorfreier
Versuchstiere, als auch des immunologischen Gedéchtnisses, ein besseres Ergebnis als
mit der Protein-ODN Impfung erzielen. Auch hier wurde keine Autoimmunitét erzeugt
(Lewis et al., 2009). Aufgrund der Stabilitdt der DNA sind Genamplifikationen leichter zu
messen als eine RNA — oder Proteiniiberexpression. Daher kann die Kenntnis ihrer klini-
schen Bedeutung auch wichtig fiir die Diagnostik sein. Falls also zielgerichtete Therapien
gegen TPD52 klinische Anwendung fanden, wére es ist denkbar, Patientinnen durch den

Nachweis einer TPD52 Amplifikation fiir eine solche Therapie zu selektieren.
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6 Zusammenfassung

Das Onkogen TPD52 wird als mogliches Therapieziel bei Brustkrebs angesehen. Bisheri-
ge Studien haben sich vor allem auf die Expression des Gens beschrinkt. In Zell -
linienversuchen fiihrte die Uberexpression von TPD52 zu verstirkter Proliferation sowie
zu Zellenwachstum in Softagar. Unterdriickung der Proteinexpression trieb die Zellen
verstarkt in die Apoptose. Allerdings liegt TPD52 in einem Bereich des Genoms
(8921.13), welcher in 9-60 % der Mammakarzinome in erhohter Kopiezahl vorliegt
(Balleine et al., 2000; Fejzo et al., 1998). Aufgrund der Kombination von onkogener
Funktion und Genamplifikation ist TPD52 ein mogliches Zielgen des 8q21-Amplikons.
Die klinische Relevanz wurde bislang nur auf Proteinebene untersucht, auf DNA-Ebene
war dies bisher eine offene Fragestellung.

Ziel der vorliegenden Studie war es deshalb, die Haufigkeit und klinische Bedeutung der
TPDS52-Amplifikation an einem groflen Kollektiv von Mammakarzinomen zu untersu-
chen. Zu diesem Zweck wurden Verdnderungen der TPD52-Kopiezahl mit Hilfe der Flu-
oreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH) auf einem Tissue Micro Array mit iiber 2000 ver-
schiedenen Mammakarzinomen analysiert. Amplifikationen wurden in insgesamt 8,88%
der Tumore gefunden, 3,48% der Tumore zeigten sogenannte Cluster. Die Amplifikatio-
nen waren jeweils mit hohem Entdifferenzierungsgrad (p < 0,0001), hohem Ki67 Farbe-
index (p = 0,0003), sowie cMYC-, HER2- (jeweils p < 0,0001) und MDM2-
Amplifikationen (p = 0,0356) assoziiert. Keine signifikante Korrelation ergab sich mit der
Expression von ER, p53, p16, BCL2, sowie zu CCNDI1-Amplifikationen. Der Log-Rank
Test zeigte eine signifikant schlechtere Uberlebensrate bei Patienten mit TPD52-
Amplifikationen (p = 0,0022). Die Multivariate Cox Regressions Analyse ergab, dass die
TPDS52-Amplifikation ein von T-Stadium, Nodalstatus und Entdifferenzierungsgrad un-
abhangiger prognostischer Faktor ist (p=0,037).

Die vorliegenden Ergebnisse bestétigen die wichtige Rolle, die TPD52 bei der Entstehung
und Progression eines malignen Phénotyps spielt. Sie zeigen, dass die Genamplifikation
eine Untergruppe mit fortgeschrittenen, entdifferenzierten Mammakarzinomen mit un-
giinstiger Prognose kennzeichnet. Die Ergebnisse zeigen auBerdem, dass TPDS52-
Amplifikationen signifikant hiufiger in solchen Tumoren vorkommen, die sich bereits
durch die Amplifikation anderer Genloci auszeichnen. Die Studie unterstreicht damit auch

die Bedeutung von TPDS52 als Therapieziel.
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8 Anhang

8.1 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Breast Prognosis TIMA..........cooiiiiiiiiiiiiieeeiiiiee et e e s eiraee e

Tabelle 2: TPD52-Amplifikation und klinisch-pathologische Parameter invasiver
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Tabelle 3:  Korrelation von TPDS52-Amplifikation mit anderen molekularen
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Tabelle 4: Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens in Mammakarzinomen

beziigliche des T Stadiums, Nodal Status, Gradings und des TPDS52-
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8.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Verteilung der TPD52-Kopiezahl in 315 Mammakarzinomen mit

TPD52-Gains und -Amplifikationen geméll den vordefinierten Kriterien....

Abbildung 2: Beispiele von Mammakarzinomen mit (a) und ohne (b) TPD52-
Amplifikation: Die roten Signale geben die Kopiezahl von Chromosom 8
an, die griinen Signale zeigen die Kopiezahl des TPD52-Gens. FISH-
Analyse, 630fache Vergroflerung. ((a)Slide F, Block A, Feld 7d; (b) Slide

A, Block A, FEId 21) coeeeiiiiiiiiiee ettt

Abbildung 3: Anteil der Mamakarzinome, bei denen mindestens eines der Gene

HER2, ¢cMYC oder MDM2  amplifiziert ist, bei gleichzeitigem

Vorhandensein von TPD52-Amplifikation oder Gains ............ccccceeveeeeeennen.

Abbildung 4: Zusammenhang zwischen Ki67 Farbeindex und TPD52-Zugewinnen in
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Abbildung 5: Einfluss der TPD52 Amplifikation auf das Uberleben der Patientinnen...
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