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Einleitung

A. EINLEITUNG

A.1.1. Das Mammakarzinom

A.1.1.1. Inzidenz

Das Mammkarzinom ist der hdufigste bosartige Tumor der Frau in der Welt, nach
Schiatzungen der WHO erkrankten im Jahr 2000 iiber eine Million Frauen an einem
Mammakarzinom, 370.000 verstarben daran. Fiir Europa ging man im selben Jahr von
350.000 Neuerkrankungen und 130.000 Sterbefillen aus (Tyczynski, 2002). Das mittlere
Lebenszeitrisiko von Frauen an Brustkrebs zu erkranken, betrdgt in Deutschland 9,2 %; das
heiB3t, durchschnittlich jede 11. Frau erkrankt im Lauf ihres Lebens an Brustkrebs (Schon et
al., 2004). Innerhalb Deutschlands steht das Mammakarzinom nach wie vor an erster Stelle in
der Rangfolge der Krebsinzidenz bei Frauen (vor Darmkrebs, Lungen-Ca., Corpus uteri,
Ovarialkarzinom und Magenkrebs). Bis zum Ende der 1980er Jahre stieg die
Brustkrebsinzidenz in Deutschland deutlich an, in geringerem Malle auch die Sterblichkeit. In
den letzten Jahren sind die Beobachtungen fiir Inzidenz und Mortalitit weitgehend stabil. Die
Arbeitsgemeinschaft Bevolkerungsbezogener Krebsregister und das Robert-Koch-Institut
geben 47.517 Neuerkrankungsfille fiir das Jahr 2000 (Arbeitsgemeinschaft
Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2002). In einer Pressemitteilung vom
September 2006 berichtet das Bundesministerium fiir Gesundheit, dass im Jahre 2004 mehr als
55.000 Frauen neu an Brustkrebs erkrankt seien. Im selben Jahr seien insgesamt 17.592 an den

Erkrankungsfolgen verstorben.
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A.1.1.2. Altersverteilung

Brustkrebs ist die wichtigste Krebserkrankung bei jiingeren Frauen. Im Alter zwischen 35 und
59 Jahren gehen rund 40 % der Krebsneuerkrankungen und knapp 30 % der Todesfille an
Krebs auf das Konto von Brustkrebs. Das Erkrankungsrisiko nimmt mit fortschreitendem
Alter zu. Das mittlere Erkrankungsalter liegt etwas iiber 60 Jahre. Der Altersanstieg der
Inzidenzraten ist besonders auffillig zwischen 30 und 50 Jahren. Bei etwa 40% aller

erkrankten Frauen wird die Diagnose damit vor dem 60.Lebensjahr gestellt (s. Diagramm 1).
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Diagramm 1:  Schiitzungen der altersspezifischen Brustkrebs-Inzidenz in Deutschland 2000;

Quelle: Arbeitsgemeinschaft Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2004

A.1.1.3. Mortalitit

Auch beziiglich der Mortalitit ist das Mammakarzinom in Deutschland die hiufigste
Krebstodesursache bei Frauen und belegt mit 18 % den ersten Rang bei den Frauen. 2003
verstarben laut Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes 17.173 Frauen in

Deutschland an Brustkrebs. Seit 1997 ist die Brustkrebsmortalitiit riickldufig. In den Jahren

100
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2000 bis 2002 hat sie gegeniiber den Jahren 1990 bis 1992 in fast allen Altersgruppen iiber 40

Jahren abgenommen (s. Diagramm 2).
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Diagramm 2: Entwicklung der altersspezifischen Brustkrebs-Mortalitiit in den Jahren 1990-2003 fiir
Frauen im Alter ab 40 Jahren Brustkrebssterbefille je 100.000 Frauen;
Quelle: Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamts (RKI 23.Juni 2007)

A.1.1.4. Atiologie

Obwohl die Atiologie des Mammakarzinoms in vielen Punkten unbekannt ist, sprechen eine
Reihe von Indizien dafiir, dass genetische Faktoren, hormonelle Imbalancen und
Umweltfaktoren eine Rolle spielen.

Folgende mit einem erhohten Krebsrisiko verbundenen Faktoren sind beim Mammakarzinom

von besonderer Bedeutung (Bocker, 1997):

» Genetische Disposition. 1,2- bis 3 fach erhohtes Krebsrisiko bei Vorkommen von
Brustkrebs bei Verwandten ersten Grades (Mutter, Schwester, Tochter)

» Mutationen im BRCA 1- und BRCA 2-Gen (Tumorsuppressorgene) mit vollstindigem
Funktionsverlust

» Frithe Menarche/spite Menopause. Erhohtes Risiko, wenn die erste Menarche vor dem

12. Lebensjahr auftrat und bei Menopause nach dem 55. Lebensjahr
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» Nulliparae und spite Erstgebdarende. Wenn das erste Kind nach dem 35. Lebensjahr der
Mutter geboren wird, ist das Mammakarzinomrisiko der Mutter um das 2- bis 3-fache
erhoht.

> Hormonelle Imbalancen. Moglicherweise hat ein erhohter Ostrogenspiegel EinfluB auf
die Entwicklung von Mammakarzinomen.

> Adipositas, auf Grund der Ostrogenproduktion im Fettgewebe

» Alter. Die Haufigkeit von Mammakarzinomen nimmt mit dem Alter der Frau zu,
allerdings verlangsamt sich der Anstieg nach der Menopause.

» Karzinom der kontralateralen Mamma stellt ebenfalls ein erhohtes Krebsrisiko dar.

Folgende Erkrankungen der Mamma gehen mit einem erhohten Risiko fiir ein invasives

Mammakarzinom einher:

> Proliferierende Mastopathie. Bioptisch nachgewiesen, bedeutet sie statistisch ein 1,5-
bis 2,6 fach erhohtes Krebsrisiko

» Lobulidres Carcinoma in situ (LCIS) und atypische lobulidre Hyperplasie

» Duktales Carcinoma in situ (DCIS) und atypische duktale Hyperplasie.

A.1.1.5. Klassifikation des Mammakarzinoms

A 1.1.5.1. Pathomorphologie des Mammakarzinoms

Die histologische Typisierung invasiver Mammakarzinome folgt den Vorgaben der aktuellen

WHO-Klassifikation (WHO, 2003):

» Invasives duktales Karzinom, not otherwise specified (=NOS): mit 40-75 % die grofite
Gruppe infiltrierend wachsender Karzinome
- gemischter Typ
- pleomorphes Karzinom (schlechte Prognose)

- Karzinom mit osteoklastenartigen Riesenzellen

4
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YV V VYV VYV

YV V V V V

- Karzinom mit chorionkarzinomartigen Merkmalen
- Karzinom mit melanotischen Merkmalen
Invasives lobuldres Karzinom: mit einer Inzidenz von 5-15 % zweithédufigste
Karzinomform
Tubuldres Karzinom: selten, Inzidenz 1-2 %, giinstige Prognose
Invasives kribriformes Karzinom: selten, Inzidenz <1 %, prognostisch sehr giinstig)
Medulldres Karzinom (selten, Inzidenz 1-7 %, malig gute Prognose, typische und
atypische Variante)
Muzindses Karzinom und andere Muzin-reiche Tumoren
- Muzindses Karzinom
- Zystadenokarzinom und zylinderzelliges muzinoses Karzinom
- Siegelringzell-Karzinom
Neuroendokrine Tumoren
- Solides neuroendokrines Karzinom
- Atypischer Carcinoidtumor
- kleinzelliges Karzinom
- groBzelliges neuroendokrines Karzinom
Invasives papillidres Karzinom (selten, Inzidenz 1-2 %, giinstige Prognose)
Invasives mikropapilldres Karzinom
Apokrines Karzinom (selten)
Metaplastische Karzinome
- rein epitheliale metaplastische Karzinome
= Plattenepithelkarzinom
= Adenokarzinom mit Spindelzell-Metaplasie
= Adenosquaméses Karzinom
=  Mukoepidermoides Karzinom
- gemischtes epithelial-/mesenchymales metaplastisches Karzinom
Lipidreiches Karzinom
Sekretorisches Karzinom
Onkozytires Karzinom
Adenoid-zystisches Karzinom

Azinuszell-Karzinom
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» Glykogenreiches Klarzellkarzinom
> Sebazeoses Karzinom

» Inflammatorisches Karzinom

A.1.1.5.2. Histopathologisches Grading

Fiir invasive Karzinome wird das Grading nach Elston und Ellis empfohlen (Elston & Ellis,
1991). Es erfolgt die semiquantitative Beurteilung der histo- und zytologischen Kriterien an
primér fixiertem und in Paraffin eingebettetem Material. Bewertet werden Tubulusbildung,
Kernpolymorphie und Mitoserate. Hierbei werden die vergebenen Scorewerte addiert und

ergeben das Grading (s. Tabelle 1).

Summenscore G-Gruppe Definition

3,45 G, gut differenziert

6,7 G, miBig differenziert
8.9 Gs3 niedrig differenziert

Tabelle 1: Grading der invasiven Mammakarzinome nach Elston und Ellis

A.1.1.5.3. Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation (6.Auflage, UICC (2002)

pT - Primértumor

Die pathologische Klassifikation erfordert die Untersuchung des Primértumors ohne
makroskopisch erkennbaren Tumor an den Resektionsrindern. Ein Fall kann nach pT
klassifiziert werden, wenn an den Resektionsrindern Tumorgewebe nur histologisch
nachgewiesen wird.

Bei der pT-Klassifikation wird zur Bestimmung der Tumorgré8e nur die invasive Komponente
gemessen. Wenn ein Tumor aus einer grofen in-situ-Komponente (z.B. 4 cm) und einer

kleinen invasiven Komponente (z.B. 0,5 cm) besteht, wird der Tumor als pT}, klassifiziert.

6
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Die pT-Kategorien entsprechen den T-Kategorien.

pTx Priméartumor kann nicht beurteilt werden
pTo kein Anhalt fiir Priméartumor
pTis Carcinoma in situ
pTis (DCIS) Duktales Carcinoma in situ
pTis (LCIS) Lobuléres Carcinoma in situ
pTis (Paget) M. Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor.
Der M. Paget kombiniert mit einem nachweisbaren Tumor wird
entsprechend der Grof3e des Tumors klassifiziert.
pTi Tumor 2 cm oder weniger in grofter Ausdehnung
PT1 mic Mikroinvasion 0,1 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung
pTia Mehr als 0,1 cm, aber nicht mehr als 0,5 cm in groter Ausdehnung
PTiv Mehr als 0,5 cm, aber nicht groBer als 1 cm in groBter Ausdehnung
pTic Mehr als 1 cm, aber nicht groBer als 2 cm in groter Ausdehnung
pT2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 5 cm in grofter Ausdehnung
pTs Tumor mehr als 5 cm in groB3ter Ausdehnung
pT4 Tumor jeder GroBe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand® oder Haut,
soweit unter pT4, bis pT4q beschrieben
pTsa Ausdehnung auf die Brustwand.
Die Brustwand schlieB3t die Rippen, die Interkostalmuskeln und den
vorderen Serratusmuskel mit ein, nicht aber die Pektoralismuskulatur.
PTap Odem (einschlieBlich Apfelsinenhaut) oder Ulzeration der Brusthaut
oder Satellitenmetastasen der Haut der gleichen Brust
pTac Kriterien 4a und 4b gemeinsam
PTa4 Entziindliches (inflammatorisches) Karzinom
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PN — Regioniire Lymphknoten

Die pathologische Klassifikation erfordert die Resektion und Untersuchung zumindest der
unteren axilliren Lymphknoten (Level I). Hierbei sollten sechs oder mehr Lymphknoten
histologisch nachgewiesen worden sein. Das Mindestmal} fiir zwei untersuchte Level sind
zehn Lymphknoten (Level II: mittlere Axilla; Level III: apikale Axilla). Weitere regionire
Lymphknoten sind ipsilateral gelegene infraklavikuldre Lymphknoten, Lymphknoten an der
A. mammaria interna und supraklavikuldre Lymphknoten. Zervikal und kontralateral gelegene
Lymphknotenmetastasen werden als Fernmetastase (pM;) klassifiziert.

Die Untersuchung einer oder mehrerer Schildwichterlymphknoten (,,sentinel-Lymphknoten-
Biopsie®) kann fiir die pathologische Klassifikation herangezogen werden. Eine
Klassifikation, die allein auf der Untersuchung des Schildwichterlymphknotens, ohne
nachfolgende Untersuchung der axilliren Lymphknoten beruht, sollte mit dem Zusatz (sn)

bezeichnet werden, z.B. pN;(sn).

PN« regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden (zur
Untersuchung nicht entnommen oder frither entfernt)

pNo keine regionidren Lymphknotenmetastasen
Fille mit isolierten Tumorzellen in regiondren Lymphknoten werden als
pNods) klassifiziert. Isolierte Tumorzellen sind definiert als einzelne
Tumorzellen oder kleine Kluster von Zellen, die nicht Grofer als 0,2
mm in der groBten Ausdehnung sind und die iiblicherweise durch
immunhistochemische oder molekulare Methoden entdeckt und
manchmal in der HE-Farbung verifiziert werden konnen.
Typischerweise zeigen isolierte Tumorzellen keine metastatische
Aktivitit wie Proliferation oder Stromareaktion.

pN; mi Mikrometastase (groBer als 0,2 mm, aber nicht gréBer als 2 mm)

pN; Metastase(n) in 1-3 ipsilateralen axilliren Lymphknoten und/oder in
ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit
mikroskopischer(en) Metastase(n), nachgewiesen durch Untersuchung

des Schildwichterlymphknotens, aber klinisch nicht erkennbar.

8
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pN>

pN;

lea

PNy

lec

pNZa

pN2y,

pNSa

(Als ,klinisch erkennbar*“ werden Metastasen bezeichnet, die durch
klinische = Untersuchung oder durch bildgebende Verfahren
(ausgeschlossen Lymphszintigraphie) diagnostiziert werden oder vom
Pathologen makroskopisch erkannt werden.)

Metastase(n) in 1-3 ipsilateralen axilliren Lymphknoten, zumindest
eine Metastase mehr als 2 mm in grof3ter Ausdehnung.

Lymphknoten  entlang der A. mammaria interna  mit
mikroskopischer(en) Metastase(n), nachgewiesen durch Untersuchung
des Schildwichterlymphknotens, aber nicht klinisch erkennbar.
Metastasen in 1-3 axilldren Lymphknoten und Lymphnoten entlang der
A. mammaria interna mit mikroskopischer(en) Metastase(n),
nachgewiesen durch Untersuchung des Schildwéchterlymphknotens,
aber nicht klinisch erkennbar.

Metastase(n) in 4-9 axilliren Lymphknoten oder in klinisch
erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne
axilldre Lymphknotenmetastasen.

Metastase(n) in 4-9 axilldren Lymphknoten, zumindest eine Metastase
mehr als 2 mm in grof3ter Ausdehnung.

Metastase(n) in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna ohne axillare Lymphknotenmetastasen.

Metastasen in 10 oder mehr ipsilateralen axilldren Lymphknoten oder in
ipsilateralen infraklavikulidren Lymphknoten oder in klinisch
erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit
mindestens einer axilliren Lymphknotenmetastase oder mehr als 3
axilldren Lymphknoten mit klinisch nicht erkennbarer(en), nur
mikroskopisch nachweisbarer(en) Metastase(n) in Lymphknoten entlang
der A. mammaria interna oder Metastase(n) in supraklavikuldren
Lymphknoten.

Metastase(n) in 10 oder mehr ipsilateralen axilliren Lymphknoten
(zumindest eine groBer als 2 mm) oder in ipsilateralen infraklavikuldren

Lymphknoten.
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pNap

pN3c

M - Fernmetastasen

Metastase(n) in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna bei mindestens einer axilldren
Lymphknotenmetastase oder Lymphknotenmetastasen in mehr als 3
axilliren Lymphknoten und in Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna nachgewiesen durch Untersuchung des/ der
Schildwichterlymphknoten(s), aber nicht klinisch erkennbar.

Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikuldren Lymphknoten.

Die pM-Kategorien entsprechen den M-Kategorien.

pMi
pMy
pM;

Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Die Kategorien M; und pM; konnen wie folgt spezifiziert werden:

Lunge
Knochen
Leber

Hirn
Lymphknoten
Andere Organe

PUL Knochenmark MAR
0SS Pleura PLE
HEP Peritoneum PER
BRA Nebenniere ADR
LYM Haut SKI
OTH

10
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R-Klassifikation

Die pTNM-Klassifikation kann durch die Residualtumor (R) —Klassifikation ergénzt werden
(UICC, 2002). Das Fehlen oder Vorhandensein von Residualtumor wird durch die R-
Klassifikation beschrieben. Der Operateur bewertet und dokumentiert den intraoperativen

Befund. Fiir den Pathologen ist die Klassifikation in Bezug auf den Resektionsrandstatus

relevant.

Ry Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden
Ry Kein Residualtumor

R, Mikroskopischer Residualtumor

R, Makroskopischer Residualtumor

A.1.1.6. Prognostische Faktoren des Mammakarzinoms

Die Metastasierung von Krebs ist die bei weitem hdufigste Todesursache von Krebspatienten

und ist fiir das Mammakarzinom bisher als nicht heilbar anzusehen.

Fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patientinnen ist es sehr entscheidend, in welchem
Stadium der Tumor diagnostiziert wird. Bis heute ist der axilldre Lymphknotenstatus beim
Mammakarzinom der stirkste Prognosefaktor. Bei einem lokal begrenzten Primidrtumor mit
negativem Lymphknotenstatus liegt die relative 5-(10-) Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit
bei 94,8 % (86,4 %), wihrend dieser Wert bei Befall von zehn und mehr Lymphknoten nur
noch bei 48,1 % (27,3 %) erreicht (Sauer, 2005).

Weitere, sogenannte ,klassische Prognosefaktoren sind Grosse und Ausdehnung des
Primirtumors  (pT;-T4), Beurteilung des Malignitdtsgrades (G;-Gs), Anzahl von
Fernmetastasen (Myp-M;) und der Steroidhormonrezeptoren-Status (Ostrogen- und

Progesteronrezeptoren).
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Nach den Erhebungen des Tumorregisters Miinchen lautet das relative Fiinf- und
Zehnjahresiiberleben fiir die jeweiligen pT-Kategorien wie folgt:
e pT;91,0 % und 81,7 %, wobei: pT12 96,9 % und 90,3 %
pTib 98,1 % und 91,2 %
pTic 91,9 % und 80,9 %
e pT, 78,3 % und 62,9 %
o pT361,5 % und 40,7 %
e pT447,1 % und 30,7 %

Auch wenn das histologische Grading mit anderen Prognosefaktoren korreliert ist, ergibt sich
univariat eine gute Trennung fiir die bekannte Klassifikation.
Das relative Fiinf- bzw. Zehnjahresiiberleben kann fiir

e  Gi-Tumoren mit 99,6 % bzw. 94,1 %

®  Go-Tumoren mit 87,5 % bzw. 73,7 %

e und fiir G3-Tumoren mit 69,8 % und 55,3 % angegeben werden.

Desweiteren wird in den meisten Studien Patientinnen mit Ostrogenrezeptor-positiven
Tumoren unabhingig vom Status der Lymphknoten eine bessere Prognose zugesprochen
(Knight et al., 1977; McGuire, 1986). Der Verlust der Ostrogenrezeptor-Expression dagegen
spricht fiir eine fortgeschrittene Entwicklung des Tumors. Somit ist die Bestimmung des
Hormonrezeptorstatus gemédll den Empfehlungen des 8. Internationalen-Experten-Konsensus
zur Primértherapie des frithen Mammakarzinoms in St. Gallen, 2003, obligat durchzufiihren

(Goldhirsch et al., 2003).

Auch histologisch-morphologische Kriterien sind von hoher prognostischer Bedeutung. So
haben definierte Sonderformen, wie z.B. tubulire, papillire und muzindse Karzinome, eine
signifikant bessere Prognose als duktale. Ein histologisch nachweisbarer peritumoraler

Tumoreinbruch in die Lymph- oder Blutgefdl3e weist auf eine schlechte Prognose hin.

Neben diesen ,klassischen® Prognosefaktoren, deren Nachweis iiberwiegend in unabhingigen

Studien belegt ist, erlangen auch immer mehr sogenannte ,neuere” tumorbiologische
12
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Prognosefaktoren eine weitreichende Bedeutung. Ihr Einfluss auf das rezidivireie und/oder

Gesamtiiberleben der Patientinnen ist zum Teil noch nicht mit gleicher Evidenz belegt.

Weitgehend anerkannt als prognostischer Marker ist die Bestimmung des Status des
Urokinase-Plasminogenaktivators (uPA), sowie seines Inhibitors PAI-1. Diese Faktoren haben
sich vor allem bei Patientinnen ohne Lymphknotenbefall als gute Indikatoren fiir das

Rezidivrisiko erwiesen (Prechtl et al., 2000; Janicke et al., 1993).

Zunehmende Bedeutung erhidlt auch HER2/neu-Onkoprotein, ein transmembranérer
Wachstumsfaktorrezeptor vom Tyrosinkinase-Typ. Ca. 25% der invasiven Mammakarzinome
zeigen eine Uberexpression des HER2/neu-Onkoproteins. Dies ist offenbar in den meisten
Féllen auf eine Amplifikation des HER2/neu-Gens zuriickzufithren. Eine HER2/neu-
Uberexpression ist in der Regel mit einem aggressiveren Verlauf der Tumorerkrankung und
einer Herunterregulierung des Hormonrezeptorstatus korreliert (Konecny et al., 2003). Eine
unabhingige prognostische Relevanz einer HER2/neu-Uberexpression ist allerdings nicht
endgiiltig geklirt, da die Korrelation zwischen HER2/neu-Status und Krankheitsverlauf durch
seine pradiktive Bedeutung hinsichtlich des Ansprechens auf Systemtherapie iiberdeckt wird
(Yamauchi et al, 2001). Eine moglichst frithzeitige Bestimmung des HER2/neu-Status ist
allerdings empfehlenswert im Hinblick auf eine spitere Therapie mit dem humanisierten
Antikorper Herceptin™ (Trastuzumab). Diese Therapie ist in der metastasierten Situation

zugelassen und wird in der adjuvanten Situation im Rahmen von Studien angeboten.

Als ein weiterer ,neuer Prognosefaktor zidhlt der immunzytochemische Nachweis
disseminierter epithelialer Tumorzellen im Knochenmark, die mit Hilfe von Antikérpern
gegen epithelzellspezifische Zytokeratine in Knochenmarkbiopsien detektiert werden (Braun
et al., 2000). In der neuen TNM-Klassifikation (UICC, 2002) wird ein positiver

Knochenmarkstatus nicht als Metastasierung gewertet, sondern getrennt klassifiziert.

Alle weiteren ,,neuen‘‘ Prognosefaktoren, wie andere tumorassoziierte Proteolysefaktoren (z.B.
Kathepsine, Matrixmetalloproteinasen) oder zellkinetische Parameter (z.B. S-Phase, Ploidie,
Ki-67, MIBI, PCNA), sowie neue molekulare Ansitze (z.B. Cyclin E, RNA-

Expressionsmuster, Proteomics) sind derzeit noch Gegenstand der Forschung und sollten
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auBerhalb von Studien nicht bestimmt werden. Aus der Bestimmung solcher Faktoren leiten

sich derzeit keine klinischen Konsequenzen ab.

A.1.2. Onkogenese

Die Entstehung eines Tumors beginnt mit der Transformation einer somatischen Zelle in eine
maligne Tumorzelle. Diese Verdnderung kann u.a. ausgelost werden durch krebsauslosende
Noxen (Karzinogene), wie z.B. ionisierende Strahlen, UV-Strahlen, chemische Karzinogene
(z.B. Nitrosamine), Tumor(Retro-)viren, Onkogene und Verlust von Tumorsuppressorgenen.
Die Auswirkung eines oder mehrerer Karzinogene (Synkarzinogene) kann durch

Kokarzinogene (Promotoren) unterstiitzt oder verstiarkt werden.

Karzinogene iiben ihre Wirkung an der DNA aus und fithren dort zu bleibenden
Verdnderungen (Initiation), auch wenn die Noxe nur kurzfristig wirksam war (,,Hit-and-run*-
Wirkung). Die DNA-Verdnderung wird dann von einer einzigen transformierten
Ursprungszelle auf die Tochterzellen des Tumors weitergegeben und stellt den Ausgangspunkt

der nach einer unterschiedlich langen Latenzzeit einsetzenden klonalen Expansion dar.

Ist das urspriingliche normale Gewebe vollstindig durch atypische Zellen ersetzt, die
Basalmembran aber noch nicht durchbrochen, spricht man von einem Carcinoma in situ. Aus
einem Carcinoma in situ kann schlieBlich das invasive Karzinom entstehen. Hierfiir ist im
Rahmen der Tumorzell-Dissoziation eine Ablosung einzelner Tumorzellen aus dem
organisierten Tumorzellverband und das aktive Einwachsen von Tumorzellen in das
umgebende Gewebe (Invasion) (Mundy, 1997). Damit sich Tumorzellen aus dem Zellverband
ablosen konnen, muss die Zahl an zelluldren Adhisionsmolekiilen (CAM's = Cell adhesion
molecules) vermindert sein (Hoffman, 2003). So ermoglicht z.B. E-Cadherin als

Oberfldchenprotein eine Adhision von Epithelzellen untereinander (Vleminckx et al., 1991).

Synergistisch fiir die Invasivitdt der Tumorzelle wirken Enzyme, die eine temporédre und

reversible Auflosung (Degradation) der Basalmembran (bestehend aus Kollagen Typ IV und
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Glykoproteinen wie Laminin) und der extrazelluldren Matrix (zusammengesetzt aus Kollagen
Typ I, I V und VI, Fibrin, Fibronektin, Proteoglykane) ermoglichen (Mundy et al., 1997;
Mignatti, et al., 1986; Mignatti & Rifkin, 1993; Liotta et al., 1991; Andreasen et al., 1997 und
2000).

Eine wesentliche Rolle spielen dabei Sekretion und Aktivierung von degradierenden Enzymen
(wie z.B. Matrixmetalloproteinasen, Plasminogenaktivatoren und Gykosidasen) durch die

Tumorzelle und/oder Fibroblasten.

Die aktive amoboide Fortbewegung der Tumorzelle in der enzymatisch eroffneten
Gewebestruktur wird durch spezifische CAM's vermittelt. Zu den am weitesten verbreiteten
zdhlen die Integrine. Diese sind an einer Reihe von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen
entscheidend beteiligt (Aumailley et al., 1998), vermutlich auch an der himatogenen Aussaat
von Tumorzellen (Hynes, 1992). Mit der extrazelluliren Doméne der Integrine haftet sich die
Tumorzelle an Laminin, Fibronektin, Vitronektin oder andere verschiedene Komponenten der
EZM an, wobei mehrere Integrine oft sogar dieselbe Komponente binden konnen (Hynes,
1992). Die intrazelluldre Doméne sorgt fiir die Bewegung durch die Aktinfilamente (Giancotti

et al., 1999).

Gelangen invasive Tumorzellen in Lymph- und/oder Blutgefifie, konnen sie in einen anderen
Bereich des Korpers gelangen, aus dem Gefdll wieder austreten und in dieser Lokalisation
durch An- und Weiterwachsen eine Tochtergeschwulst bilden (Metastasierung, griech.:
metastasis = Wegzug). Wihrend das Ablosen der Tumorzellen aus dem Zellverband mit einer
verminderten Expression von CAM's einhergeht, ist am Ort der Tumormetastasierung
wiederum eine erhohte Expression von CAM's fiir das Anheften an die EZM notwendig

(Mundy, 1997).

Das Tumorwachstum ist in hohem Mal3e von einer tumoreigenen Gefdllversorgung abhéngig.
Bis zu einer Tumorgrofe von 1-2 mm® kénnen Tumorzellen durch Diffusion ernihrt werden.
Das weitere Wachstum hingt dann allerdings von der Bildung eines eigenen Gefil} fiihrenden

Tumorstromas ab (Angiogenese) (Stromblad & Cherech, 1996).
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Induziert wird die Neovascularisierung durch Sekretion von Vascular-Endothelial-Growth
Factor (VEGF) und B-Fibroblast-Growth Factor (8- FGF) durch Tumorzellen. Der initiale
Stimulus ist dabei die Hypoxie, die allgemein in Tumoren auftritt, bedingt durch eine
Minderversorgung der schnell proliferierenden Zellen (Dang & Semenza, 1999).

Die Angiogenese startet mit einem begrenzten Untergang der Basalmembran durch Proteolyse
ihrer Bestandteile, gefolgt von der Auswanderung von Endothelzellen aus dem Gefédsslumen.
AnschlieBend proliferieren diese Zellen in die sie umgebende Matrix und bilden
tubulusdhnliche Strukturen, aus denen sich schlieBlich die neuen Gefifle formieren (Folkman
& Shing, 1992). Die proliferierenden neuen Gefdle haben fragmentierte Basalmembranen, die
leichter von Tumorzellen penetriert werden konnen. Endothelzellen dieser Neovaskularisation
produzieren auch extrazellulire Matrix degradierende Enzyme, die nicht nur die Penetration
der Endothelzellen ermdglichen, sondern auch die Invasion der Tumorzellen selbst (Engel et
al., 1996). Zu den Enzymen, die Komponenten der EZM abbauen, zidhlen die
Plasminogenaktivatoren sowie die Matrixmetalloproteinasen (MMP"s).

Entscheidend fiir die Ausformung eines Gefélles scheint die lokale Begrenzung der Proteolyse
zu sein, wie in vitro-Untersuchungen nahe legen. So wachsen stimulierte Endothelzellen, die
auf einem Fibringel aufgebracht wurden, in Gegenwart eines unspezifischen
Serinproteinaseinhibitors wie Aprotinin in Form von Kapillaren, wihrend sie ohne Inhibitor

das gesamte Gel auflosen.

Abbildung 1 zeigt die relevanten Schritte in der Entwicklung von der Entartung eines benignen Tumors
zum malignen Tumor. Dabei sind neben der Initiation, Promotion, die Angiogenese, Invasion und
Migration wichtige Schritte der Metastasierung und Focus fiir Grundlagenforschung und klinische
Anwendungen. (Coussens et al., 2002)
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A.1.2.1. Aufbau und Funktion der extrazelluliren Matrix (EZM)

Unter dem Begriff der extrazelluldren Matrix (EZM) wird eine grosse Zahl unterschiedlicher
extrazelluldr gelegener Proteine zusammengefasst, in welche die Zellen eines Gewebes
eingebettet sind. Zu den wesentlichen Bestandteilen dieser Matrix gehoren einerseits
unlosliche fibrillire Makromolekiile wie die Kollagene, andererseits auch 16sliche Polymere
wie die Proteoglykane sowie eine Vielzahl kleinerer Glykoproteine wie beispielsweise
Fibronektin, Laminin oder Nidogen. Eine qualitativ und quantitativ korrekt zusammengesetzte
Matrix ist eine Grundvoraussetzung fiir die strukturelle Integritit und Funktionsfihigkeit eines

jeden Gewebes.

Die Vorstellung der EZM als starres Geriist, welches lediglich fiir den Zusammenhalt eines
Gewebes notwendig ist, hat sich in den letzten Jahren grundlegend gewandelt. Mit
zunehmendem Versténdnis der Heterogenitit der einzelnen Proteinfamilien der EZM und dem
Aufkldren der komplexen Strukturen stellte sich heraus, dass den einzelnen Domiinen dieser
groBen Molekiile ganz unterschiedliche Funktionen zukommen und es ist nunmehr gut
bekannt, dass sie direkt mit Zellen interagieren und den Stoffwechsel, die Proliferation sowie

das Wachstumsverhalten kontrollieren konnen.

Die EZM beeinflusst iiber vielfédltige Mechanismen die Freisetzung und Aktivitdt von
Zytokinen und iibt so einen indirekten Einfluss auf ganz unterschiedliche biologische
Vorginge aus. Es ist somit nicht verwunderlich, dass Zell-Matrix-Wechselwirkungen eine
grofle Rolle bei Remodelierung der EZM spielen, sowohl wihrend physiologischer Prozesse,
wie z.B. Embryogenese, Ovulation (Beers et al., 1975), postmenopausale Mammainvolution
(Ossowski et al., 1979) und Wundheilung (Grgndahl-Hansen et al., 1988; Schafer et al., 1994),
als auch wihrend pathologischer Prozesse wie Entziindungen (Aktivierung von Makrophagen

und Proteasen) und Tumormigration/-invasion.

Die extrazelluldre Matrix unterliegt selbst in Geweben, welche gleichsam ruhen und keinen
groBeren Wachstums- oder Umbauvorgédngen unterworfen sind, einem stindigen, sorgfiltig

balancierten Gleichgewicht zwischen Neubildung und Abbau. Der Abbau wird durch eine
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Vielzahl verschiedener Proteasen gewdhrleistet, welche sich entsprechend der strukturellen
Eigenschaften des jeweiligen enzymatisch aktiven Zentrums in Serin-, Zystein-, Aspartyl-,
sowie Metalloproteinasen (s. Tabelle 2) einordnen lassen. Erst eine Veridnderung in der
Balance zwischen proteolytisch wirksamen Proteinen und deren Inhibitoren wird mit der

relevanten Degradation der EZM in Zusammenhang gebracht.

Proteasenfamilie Untergruppe

Serin-Proteasen Plasmin

Elastase

Kathepsin G
Matrixmetalloproteinasen Kollagenasen

Gelatinasen

Stromelysine

Membranstindige MMP's (MT-MMP’s)
Zystein-Proteasen Kathepsin B

Kathepsin L
Aspartyl-Proteasen

Tabelle 2. Proteasenfamilien und ihre Untergruppen

So kommt es z.B. wihrend schwerer Entziindungsvorginge (z.B. Multiorganversagen nach

Polytrauma, Sepsis, Peritonitis) zur Ausschiittung verschiedener Mediatoren und Effektoren.

Bei invasivem Tumorwachstum bedienen sich die entarteten Zellen proteolytischer Systeme.
Insbesondere die Serinproteasen sowie die Matrixmetalloproteinasen (MMP's) scheinen fiir
die Zellmigration von besonderer Bedeutung zu sein (s. Abbildung 2). So zeigte sich bei
invasiven Brusttumoren eine im Vergleich zu gutartigen Geschwulsten erhéhte Plasminogen-
Expression, die sich in den Bereichen invasiven Wachstums konzentriert (Clavel et al., 1986).
Ebenso ist bereits eine vermehrte Expression von Proteasen aus der Familie der MMP's zu
beobachten, die eng mit der Tumorinvasion und Metastasierung assoziiert ist (Westermarck &
Kihéri, 1999). Dariiber hinaus wurde auch eine Assoziation von Aspartyl- oder Zystein-

Proteasen mit Tumorzellinvasion beschrieben (s. Tabelle 2). Wihrend der Metastasierung
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muss v.a. die Degradation der Basalmembran von Gefidssen mehrfach erfolgen. Den
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 scheint wihrend dieses Vorgangs eine Schliisselstellung

zuzukommen, da diese in der Lage sind Kollagen IV zu spalten.

— Inhibitoren: PAI-1, PAI-2
O
pro-u-PA, t-PA

Plasminogen
Abbau
O Extrazelluldre
Zelle Matrix
\
Plasmin

Y -
pro-MMP —)>

= Inhibitoren: TIMP-1, TIMP-2

Abbildung 2. Interaktion des Urokinase-Plasminogenaktivator- und Matrixmetalloproteinasen-Systems

beim Abbau der EZM

In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der groBite Teil der
matrixdegradierenden proteolytischen Aktivitét nicht von den Tumorzellen selbst, sondern von
dem umliegenden Fibroblasten ausgeht. So wird z.B. EMMPRIN (extracellular matrix
metolloproteinase inducer), ein Mitglied der Immunoglobulinfamilie, das an verschiedenen
Zellen als Oberfldchenantigen exprimiert wird (Guo et al., 1997), durch die Tumorzelle
gebildet und induziert die verstirkte Expression von Matrixmetalloproteinasen durch
Fibroblasten. Weiterhin sind die Tumorzellen in der Lage, die sie umgebenden Endothelzellen
durch Zytokine und Wachstumsfaktoren ebenfalls zur Sezernierung von matrixdegradierenden

Enzymen, Proliferation und Induktion zur Neoangiogenese anzuregen.
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A.1.3. Das Matrixmetalloproteinasen (MMP) — System

Ausgehend von der initialen Entdeckung, dass ein Kaulquappenscheibchen Kollagen auflésen
kann, wurde in fast allen menschlichen Tumoren die proteolytische Aktivitit der MMP"s

entdeckt (Gross et al., 1962).

Matrixmetalloproteinasen bilden eine Familie von Zink-abhingigen Enzymen, von denen
bereits mehr als 24 verschiedene Endopeptidasen beim Menschen beschrieben wurden
(Ravanti & Kahari, 2000), welche aufgrund ihrer strukturellen Merkmale und ihrer

Substratspezifitit in vier Untergruppen eingeordnet werden konnen (Woessner, 1998).

Bei
den Kollagenasen,
den Stromelysinen

den Gelatinasen handelt es sich um sezernierte Enzyme, wohingegen

YV V V VY

die membransténdigen Metalloproteinasen mittels einer Transmembrandoméne in der

Plasmamembran verankert sind.

Zusammengenommen verfiigen die MMP's iiber ein sehr weites Substratspektrum, so dass sie
nahezu alle Komponenten der extrazelluldren Matrix wie Kollagene, Laminin oder Elastin

abbauen konnen.

In den meisten Tumoren werden MMP's von den Tumor- und den Tumor-umgebenden
Stromazellen gebildet, wo eine vermehrte Expression am invasiven Rand des Tumors
beobachtet werden konnte, um an dieser Stelle die EZM gemeinsam stark abzubauen (Basset

et al., 1997; Johnson et al., 1998; Heppner et al., 1996; Johansson et al., 1999).

Die Kollagenasen MMP-1, MMP-8 und MMP-13 sind fiir den proteolytischen Abbau der
fibrillaren Kollagene vom Typ I, II, III und V verantwortlich, die nach ihrer Spaltung zu
amino-terminalen 3- und carboxy-terminalen Y4-Fragmenten bei Korpertemperatur schnell

denaturieren und von anderen MMP's (v.a. Gelatinasen wie MMP-2 und MMP-9) weiter
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degradiert werden (Kéhiri et al., 1997; Shapiro, 1998; Woessner, 1998). Kollagenasen kénnen
immer dann nachgewiesen werden, wenn in der Umgebung ein hoher Umsatz an

extrazelluldrer Matrix stattfindet.

Stromelysin-1 (MMP-3) und -2 (MMP-10) sowie Matrilysin (MMP-7) und die Metallo-
Elastase aus Makrophagen (MMP-12) werden zur Subgruppe der Stromelysine
zusammengefasst (He et al., 1989). Metallo-Elastase und Matrilysin konnen dariiber hinaus

auch Elastin proteolytisch abbauen. Stromelysin-1 (MMP-3) und andere spielen ausserdem

eine wichtige Rolle in der Aktivierungskaskade von MMP-1 und MMP-9 (Okada et al., 1992).

Gelatinase A (MMP-2) und Gelatinase B (MMP-9) verdauen Gelatine, Laminin, Nidogen

und sind vor allem in der Lage, die Basalmembran aufzulosen (Simon et al., 1999).

MMP-9 kann die Kollagene der Typen I, II und V spalten (Okada et al., 1995). Andere
Untersuchungen iiber die Substratspezifitit der Gelatinasen bewiesen ihre Fihigkeit,
Kollagene der Typen IV, V, VII und X sowie Fibronectin und Elastin abzubauen (Murphy et
al., 1991, Senior et al., 1991, Matrisian et al., 1992).

MMP-9 wird von epithelialen Zellen, vor allem von Keratinozyten, exprimiert und zusétzlich
auch in den sekretorischen Granula von Neutrophilen und Eosinophilen gespeichert (Stahle-
Bickdahl et al., 1993). Immunhistochemische Untersuchungen zeigen aber auch eine
Expression von MMP-9 in Tumorzellnestern selbst auf (Sugiura et al., 1998). Jedoch
konzentriert sich auch bei diesen die Expression auf die invasive Front des Malignoms, wo
nicht nur die Matrix lysiert wird, sondern dadurch auch Wachstums- und Angiogenesefaktoren
frei werden, die zuvor in der Extrazellularmatrix gebunden waren (Kerkeld et al., 2003). Diese
Interaktion zwischen Tumorgewebe und dem Mikromillieu hebt die Bedeutung von MMP-9

fiir das maligne Verhalten eines Tumors hervor.

Die EZM-MMP Interaktionen sind sehr komplex. Ein Beispiel hierfiir bietet die Tatsache, dass
die EZM als Reservoir fiir unterschiedliche Wachstumsfaktoren und Zytokine dient. So bindet
das EZM-Protein Decorin TGF-f, was nach dessen Abbau durch z.B. MMP-2 und -3 frei wird
und seine biologische Funktion ausiiben kann. Interessanterweise ist eine der Funktionen die
Unterdriickung der Expression von MMP-Genen, so dass hier ein negativer-Feedback
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Mechanismus zu Tragen kommt (Imai et al, 1997). Einen Uberblick iiber die bekannten

MMP"s und ihre Substrate bietet die u.g. Tabelle 3.

MMP Enzym, Synonme Molekulargewicht Kollagen-Substrat weitere
Inaktive/aktive Form Substrate
MMP-1 Kollagenase-1, 55 kDa/45kDa LILIL VIL VIIL X A, G,
Fibroblast Kollagenase MMP-2, MMP-9
MMP-2 Gelatinase A, 72 kDa/66 kDa LI, IO, IV, V, VII, A, G, E, F, L,
Type IV Kollagenase X, XI MMP-9, MMP-13
MMP-3 Prokollagenase, 57 kDa/ 45 kDa IL 10, IV, IX, X, XI A, G, E, F, L,
Stromelysin-1 MMP-7, MMP-8,
MMP-13
MMP-7 Matrilysin 28 kDa/19 kDa v, X A, G, E, F, L,
MMP-1, MMP-2,
MMP-9
MMP-8 Kollagenase-2 75 kDa/58 kDa L IL OO0, V, VII, VIII, A,G,E,F,L
X
MMP-9 Gelatinase B, 92 kDa/86 kDa IV, V, VII, X, XIV A,G, EF
Type IV Kollagenase
MMP-10 Stromelysin-2 57 kDa/44 kDa L 1v, v A,G,EF
MMP-11 Stromelysin-3 51 kDa/44 kDa A,F L
MMP-12 Makrophagen 54 kDa/45 kDa und v G EF,L
Metalloelastase 22 kDa
MMP-13 Kollagenase-3 60 kDa/48 kDa L IL II0, IV A, G
MMP-14 MT1-MMP, 66 kDa/56 kDa I, I, IIT A, G, E, F L
MT-Metalloproteinase-14 MMP-2, MMP-13
MMP-15 MT2-MMP, 72 kDa/60 kDa G, F, L, MMP-2
MT-Metalloproteinase-15
MMP-16 MT3-MMP, 64 kDa/52 kDa MMP-2
MT-Metalloproteinase-16
MMP-17, MT4-MMP, 57 kDa/53 kDa
MT-Metalloproteinase-17
MMP-18 Kollagenase-4 70 kDa/53 kDa
MMP-19 RASI-1 54 kDa/45 kDa
MMP-20 Enamelysin 54 kDa/22 kDa Amelogenin
MMP-21 XMMP (Xenopus lacvis)
MMP-22 CMMP (chicken)
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MMP Enzym, Synonme Molekulargewicht Kollagen-Substrat weitere
Inaktive/aktive Substrate
Form

MMP-23

MMP-24 MT5-MMP,
MT- Metalloproteinase-24
MMP-25 MT6-MMP,
MT-Metalloproteinase-25
MMP-26 Endometase, Matrilysin-2
MMP-27
MMP-28 Epilysin

Tabelle 3: MMP's und ihre Substrate; MT = Membran type, RASI = rheumatoide Arthritis-assoziierte
Autoantigen, A = Aggrecan, G = Gelatin, E = Elastin, F = Fibronektin, L. = Laminin

A.1.3.1. Struktur der MMP's

MMP's sind durch zwei Zink-Ionen und zwei bis drei Kalzium-Ionen zur Stabilisierung im
katalytischen Zentrum charakterisiert. Weiterhin enthalten sie eine N-terminale Signalsequenz,
die Prda-Doméne, die nach der Synthese abgespalten wird (s. Abbildung 3). AuBer
Stromelysin-3 (MMP-11) und den membranstidndigen MMP's, die im Golgi-Apparat der Zelle
aktiviert werden, werden alle iibrigen MMP's als Zymogene sezerniert und im
Extrazellularraum durch Abspaltung der Pro-Doméne aktiviert (Kédhéri et al., 1997; Shapiro,
1998; Woessner, 1998; Murphy et al., 1997). Die Abspaltung der Pro-Doméne fiihrt zu einer
Verinderung der Konformation und legt so die katalytische Doméne mit dem aktiven Zentrum
frei (Nagase et al., 1999). Die Spezifitit wird weniger iiber die katalytische Doméne selbst
gewihrleistet, die eine starke Homologie zwischen den einzelnen MMP-Subtypen aufweist,
sondern eher durch die groe Bindungsstelle am Carboxy-Terminus der Enzyme (Woessner,
1998). Bei allen MMP's, bis auf MMP-7 (= Matrilysin, dem kleinsten MMP), MMP-23 und
MMP-26 gibt es eine sog. Haemopexin/Vitronektin-dhnliche C-terminale Doméne, die fiir die
jeweilige Substratspezifitit verantwortlich ist (Allan et al., 1991; DeClerck et al., 1993; Baragi
et al., 1994). Die MMP"s binden also schon in ihrer nicht aktiven Form an Proteine der EZM

und werden erst durch Abspaltung der Pro-Domine aktiv. So ist eine rasche Aktivierung der
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MMP's sichergestellt. Die aktivierten MMP's konnen dann diffus im gesamten
Extrazellularraum enzymatisch wirksam werden. Ein kleinerer Teil der MMP's liegt
membrangebunden vor (MT-MMP's). Diese sind an einer lokalen Degradation von
Matrixproteinen oder in Zusammenarbeit mit sezernierten MMP's an einer

Tumorzellbewegung in FEinzelzellbewegungen und Zellkohortenbewegungen beteiligt

(Nabeshima et al., 1999 und 2000; Legrand et al., 1999).

Gelatinasen (z.B. MMP-2 und MMP-9) enthalten zusitzlich 3 Fibronektin-dhnliche Doménen

in der katalytischen Doméne, die die Bindung an Gelatin ermoglichen.

katalytische Doméne

‘ Pra-Domane ‘ Fibronektin-hnliche Insertion, z.B. in MMP2

. Pro-Domine i katalytisches Zentrum Zn++
- Hemopexin Doméne

Abbildung 3. Struktur der MMP's
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A.1.3.2. Aktivierung und Inhibierung der MMP"s

Aktivierung der MMP"s

Eine Aktivierung der MMP's erfolgt, wie bereits in Kapitel A 1.3.1. beschrieben, durch
enzymatische Abspaltung der Pro-Doméne vom Zymogen. Hierbei sind uPA und PAI-1 als
Co-Aktivatoren von vielen MMP's bekannt (Nagase, 1997; Vassalli et al., 1991). Aullerdem
aktiviert Plasmin bestimmte Prometalloproteinasen (He et al., 1989; Mazzieri et al., 1997,
Murphy and Docherty, 1992; Werb et al., 1977). So ist bekannt, dass die proteolytische
Aktivierung von MMP-1 hauptsichlich durch Plasmin erfolgt.

Desweiteren sind Aktivierungskaskaden der MMP's untereinander moglich, so kann z.B.
MMP-9 durch MMP-13, dieses wiederum durch MT1-MMP aktiviert werden (Johansson et
al., 1997; Murphy et al., 1997).

Endogene Inhibition der MMP"s

Die Inaktivierung der MMP's erfolgt zum einen durch Autokatalyse in kleinere und damit

nicht mehr aktive Proteinfragmente.

Zum anderen wird die Aktivitit durch TIMP's (= tissue inhibitor of matrix metalloproteinases)
kontrolliert (Greene et al., 1996). Es konnten bislang vier verschiedene TIMP's (TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 und TIMP-4) identifiziert werden. Die spezifische Inhibition der MMP"s
erfolgt durch eine N-terminale Domine der TIMP's, die mit der zink-bindenden Region der
MMP's interagiert und dadurch zu einer direkten (reversiblen) Hemmung der MMP-Aktivitit
fiihrt (Sternlicht & Werb, 2001). So kann TIMP-1 beispielsweise MMP-1 und MMP-3
inaktivieren und TIMP-4 inhibiert MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7 und MMP-9 (Kleiner et
al., 1993; Stetler-Stevenson et al., 1990; Woessner, 1991).

TIMP-1, TIMP-2, TIMP-4 werden in l6slicher Form sezerniert und TIMP-3 kommt an die
EZM gebunden vor (Kleiner & Stetler-Stevenson, 1999). Dabei werden TIMP's im Rahmen
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der tumorinduzierten Gewebereaktion wihrend des Invasionsprozesses von Fibroblasten in

dem tumorumgebenden Stroma gebildet (Heppner et al., 1996).

Hierbei sei der Vollstindigkeit halber erwidhnt, dass TIMP's abhédngig von der
Gewebekonzentration neben ihrer inhibitorischen Rolle auch eine stimulierende Funktion auf
MMP's ausiiben konnen. So konnte z.B. gezeigt werden, dass TIMP-1 Fibroblasten zur
Produktion von MMP-1 stimulieren kann (Clark et al., 1994) und TIMP-2 ist in die
Aktivierung von MMP-2 involviert (Murphy et al., 1997).

Gomez et al. wiesen eine positive Korrelation zwischen TIMP-und MMP-Expression und
schlechter Prognose maligner Erkrankungen nach. Die widerspriichlichen Ergebnisse konnten
durch die binodale Funktion der TIMP's zustande kommen. Zum einen sind sie in der Lage
MMP's zu inaktivieren und zum anderen iibernehmen sie eine Schliisselrolle in einer

Zelloberflachen-abhingigen MMP-Aktivierungskaskade (Gomez et al., 1997).

Somit ist die Rolle von TIMP"s in der Regulierung von MMP-Aktivitit und Krebsprogression

in vivo noch unklar.

Exogene MMP Inhibition

Die pharmokologische Inhibition der MMP-Expression wurde in vielen verschiedenen Studien
untersucht. So konnte nachgewiesen werden, dass synthetisch hergestellte MMP-Inhibitoren
die MMP-Aktivitit der Mammakarzinom-Zellinie MDA-MB-231 auf den Knochenabbau
blockieren (Yoneda et al., 1999).

Synthetische MMP-Inhibitoren wie Hydroxyamate sind kleine (M; < 600) Peptide, die dem
fibrilliren Kollagen &dhnlich sind. Sie interagieren mit dem Zink-Ion in der katalytischen
Doméne der MMP"s und inhibieren ihre Aktivitit. Somit hemmen sie die Tumorvergroferung
durch die Entwicklung einer ,,fibrotic capsule* um den Tumor herum und durch Hemmung der
Tumor-induzierten Angiogenese. Die hauptsdchliche unerwiinschte Nebenwirkung zeigt sich
in Muskelschmerzen, welches durch Inhibierung der MMP's, welche physiologische

Umbauvorginge des Normalgewebes in Sehnen und Gelenken bewirken, zustande kommt
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(Brown, 1998). Batimastat wird gut toleriert, aber muss auf Grund der schlechten Wasser-
Loslichkeit intraperitoneal verabreicht werden (Rasmussen et al., 1997). Marimastat ist
wasserloslich und kann per os gegeben werden. Beides sind Breitspektrum-Hydroxymate
MMP-Inhibitoren. Nicht nur auf Grund der genannten Nebenwirkungen ist es ein Ziel,
selektive Inhibitoren gegen bestimmte MMP"s zu entwickeln. Bestimmte MMP"s (MMP-3, -7,
-9 und -12) hemmen die Angiogenese durch Bildung von Angiostatin aus Plasminogen und
somit wire deren Ausschaltung nicht erwiinscht. Spezifische MMP-Inhibitoren gegen
Kollagenasen oder Gelatinasen sind bereits entwickelt, aber die ndheren Untersuchungen
zeigten, dass MMP-Inhibitoren mit &hnlichem Inhibitionsprofil in vitro, vollig
entgegengesetzte Effekte auf Tumorwachstum und Metastasierung in vivo haben kénnen

(Brown, 1998).

A.1.3.3. Regulation der MMP"s

Die Regulation der MMP's erfolgt wie bereits in Kapitel A 1.3.2. beschrieben auf
Proteinebene durch Aktivatoren (Serinproteasen oder MMP"s untereinander) und Inhibitoren
(z.B. TIMP's). Daneben konnten Faktoren identifiziert werden, die von Tumorzellen
produziert werden und zu einer erhdhten Expression verschiedener MMP's in Stromazellen
fiihren. Einer dieser Faktoren, EMMPRIN, wurde in Kapitel 1.2.1. vorgestellt und kann die
Expression von MMP-1, MMP-2 und MMP-3 durch Fibroblasten induzieren (Guo et al., 1997;
Nagase & Woessner, 1999; Biswas et al., 1995).

Desweiteren wird die Expression von MMP's in Tumorzellen auf Transkriptionsebene
reguliert. So ist die basale Expression von verschiedenen MMP’s (1, 3, 7, 9, 10, 12 und 13) in
Zellkulturen niedrig und ihre Transkription kann durch extrazelluldre Stimuli, wie z.B.
Zytokine und Wachstumsfaktoren angeregt werden (Birkedal-Hansen et al., 1993; Kéhiri &
Saarialho-Kere, 1997; Shapiro, 1998; Woessner, 1998; Vincenti et al., 1996; Benbow &
Brinckerhoff, 1997).
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1. Transkription der MMP-Gene

2. Sekretion synthetisierter MMP"s

3. Aktivierung inaktiver Proformen

4. Inhibition aktiver MMP's (z.B. durch TIMP's)

5. Degradation aktiver Enzyme

Tabelle 4. Regulationsebenen der MMP-Aktivitiit.

In einigen Untersuchungen ist bereits eine Regulation der MMP-Gen-Expression durch AP-1-
Faktoren beschrieben worden. So ist ein AP-1-Element in der Promoter-Region (etwa an der
Stelle -70) jedes induzierbaren MMP-Genes bekannt (Fini et al., 1998; Crawford & Matrisian,
1996). Dieses Element ist in der Lage Mitglieder der AP-1-Faktoren als Jun/Jun Homodimere
oder Jun/Fos Heterodimere zu binden und somit verschiedene regulierende Aufgaben zu
verantworten. Westermarck et al. konnten zeigen, dass das proximale AP-1-Element, welches
sich zwischen -72 und -66 befindet, eine wichtige Rolle in der transkriptionellen Regulation
der MMP-1 Genexpression iibernimmt. Mutationen an dieser Stelle reduzieren die basale
Sekretion von MMP-1 und das Ansprechen des MMP-1-Promoters auf externe Stimuli (Lee et
al., 1996; Doyle et al., 1997; Westermarck et al., 1997, Crawford & Matrisian, 1996). So
zeigten Benbow et al., dass die Bindung von Fos und Jun als AP-1-Dimer an die Promoter-
Region von Kaninchen-MMP-1 den Effekt von Phorbolester vermittelt (Benbow et al., 1997).
Am MMP-9-Promoter sind ebenfalls TRE-Elemente bekannt, welche AP-1-Bindungsstellen
enthalten (Sato et al., 1993) (s. Abbildung 4).
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Abbildung 4. Regulierende Elemente an der Promoter Region in humanen MMP-Genen modifiziert nach
Benbow and Brinckerhoff (1997). Die Boxen beinhalten folgende cis-Elemente: AP-1=activating protein-1;
PEA3=polyoma enhancer A binding protein-3; TIE=TGF- inhibitory element; GC=Sp-1 binding site;
SBE=STAT binding element; C/EBP-B=CCAAT/enhancer binding protein-B; NF-kxB=nuclear factor-xB

Auch extrazelluldre Signale (wie Zytokine, Wachstumsfaktoren, Stress, UV-Licht und
onkogene Transformation) aktivieren den nukledren AP-1 Transkriptionsfaktor-Komplex,
welcher aus Mitgliedern der Jun- und Fos-Proteinfamilie besteht. Diese binden an die AP-1-
Bindungsstelle und aktivieren die Transkription der jeweiligen MMP-Gene. Dem MMP-2-
Promoter fehlt diese AP-1-Bindungsstelle (Huhtala et al., 1990). TGF-B und Glukokortikoide

scheinen eine supprimierende Wirkung auszuiiben (Nagase & Woessner, 1999).

Die Signalvermittlung von den Zellmembran-Rezeptoren, induziert durch Wachstumsfaktoren,
Zytokine, Hormone und Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen, erfolgt durch die
Phosphorylierung durch GTP- und MAP-Kinase-(mitogen activated protein Kkinases)
assoziierte Signalwege (Minden et al., 1997; Robinson et al., 1997; Lewis et al., 1998; Korzus
et al., 1997). Sie regulieren die Fihigkeit von AP-1-Transkriptionsfaktoren an DNA zu binden,

so wie die Transaktivierungskapazitit.

So benutzen vor allem inflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNF-oo MAPK-

Signaltransduktionswege wie ERK (extracellular signal regulated), SAPK (stress-activated
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protein kinase)/JNK (Jun N-terminale Kinase) und p38, um die Expression von MMP-1 und
MMP-2 zu verstirken (Reunanen et al., 1998). Diese unterschiedlichen
Signaltransduktionswege fiihren letztendlich zu Transkriptionsfaktoren wie p53, NF-kB, jun
und fos bzw. AP-1 (Heterodimer aus jun und fos), die sich im Zellkern an die entsprechenden

Promoter der MMP-Gene binden und so diese induzieren (Sternlicht & Werb, 2001).

UV-Licht fithrt iiber die stressaktivierte Janus Proteinkinase JNK ebenso zur verstirkten

Induktion von MMP-1 und MMP-3 in dermalen Fibroblasten (Reunanen et al., 1998).

Ein weiteres wichtiges cis-Element, welches in dieser Arbeit nur der Vollstindigkeit halber
erwihnt werden soll, ist die Polyomavirus enhancer A (= PEA3) Bindungsstelle.
PEA3-Elemente, welche ETS-Transkriptionsfaktoren binden, sind in allen induzierbaren
MMP-Promotern entdeckt worden, mit Ausnahme des MMP-12-Promoters. Sie sind
angrenzend an das kleinste AP-1-Element lokalisiert (s. Abbildung 4). ETS-Proteine bilden
gewohnlicherweise keine Dimere und binden nicht alleine an DNA, sondern ziehen es vor
Komplexe mit anderen Transkriptionsfaktoren, z.B. AP-1-Faktoren zu bilden, fiir die sie
Koaktivatoren bilden (Sharrocks et al., 1997; Carrere et al., 1998). Die Expression von ETS-1
und verschiedenen MMP's ist ortlich in Stroma-Fibroblasten angrenzend an den invasiven
Rand von verschiedenen Tumoren lokalisierbar (Bolon et al., 1995 und 1996; Wernert et al.,
1994). ETS-1 Expression ist auBlerdem beschrieben wihrend der Tumorvaskularisation
(Wernert et al., 1992). Die Aktivitit der ETS-Transkriptionsfaktoren wird auch durch ERK-1,
-2, JINK/SAPK und p38 Wege reguliert (Robinson et al., 1997; Lewis et al., 1998; Leppa et al.,
1998).

Diese hochspezifischen Signaltransduktionskaskaden erlauben durch Amplifikation,

Feedback, Crosstalk und Abzweigen/Ausbreiten der initialen Signale eine prézise Regulierung

der Genexpression in Situationen wie der Tumorzellinvasion.
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A 1.3.4. Rolle der MMP's in der Tumorbiologie

Die Tumorinvasion verlduft in mehreren Schritten, in denen Zellmotilitit und Proteolyse unter
Einwirkung des umgebenden Stromas eng miteinander verbunden sind. So werden MMP"s
nicht nur von Tumorzellen, sondern auch von Fibroblasten und inflammatorischen Zellen
gebildet und sezerniert. Die Expression der MMP's zeigt ihr grofites Ausmass an der
Tumorfront, dem Ort zwischen Tumor und Bindegewebe mit aktiver Tumorinvasion
(Nakanishi et al., 2000) und Degradation der EZM (Basset et al., 1997; Johnson et al., 1998;
Heppner et al., 1996; Johansson et al., 1999). Fiir die erhthte Motilitit der Tumorzellen beim
Invasionsprozess und fiir die Grossenzunahme der Mikrometastasen (Koop et al., 1994,
Chambers et al., 1997) ist eine erhohte MMP-Aktivitit erforderlich. Ausserdem scheinen
MMP's bei der Angiogenese und bei der Intra- und Extravasation von Tumorzellen eine

wichtige Rolle zu spielen (Kim et al., 1998).

Bergers et al. zeigten wie MMP-9 in Pankreasinselzelltumoren die Bildung von Gefédssen
durch Freisetzung von VEGF bewirken kann (Bergers et al., 2000). Dennoch ist die Situation
auch hinsichtlich der Neubildung von Gefdssen durch Malignome im Zusammenhang mit
MMP's nicht eindeutig. So féordern MMP-2, MMP-7, MMP-9 und MMP-12 die Konversion
von Plasminogen in Angiostatin (Patterson et al., 1997; Lijnen et al., 1998; Dong et al., 1997).
Andere MMP's generieren Endostatin. Angiostatin und Endostatin sind potente Inhibitoren
der Gefédssneubildung (Cornelius et al., 1998), so dass hier eine Angiogenese-limitierende

Funktion der MMP"s erkennbar wird.

Beeindruckende Beweise fiir die Beteiligung der MMP's an der Tumorinvasion lieferten
Nabeshima et al., 2000. Ausgehend von der Entdeckung der perizellulidren fibrinolytischen
Aktivitit der zellmembranstindigen Membran-Typ-MMP (MT-MMP) (Sato et al., 1994;
Hiraoka et al., 1998), konnte diese Arbeitsgruppe den Beweis fiihren, dass MMP's an der
Tumorzellinvasion beteiligt sind und dieser Prozess durch den synthetischen MMP-Inhibitor
Batimastat gehemmt werden kann. Nabeshima et al. beschrieben die Tumorzellbewegung in

Einzelzellbewegungen (single cell locomotion) und Zellkohortenbewegungen (cohort
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migration) unter dem Einfluss zellmembranstindiger MT-MMP's und sezernierter MMP's

(Nabeshima et al., 1999).

In den Untersuchungen zur Funktion der MMP's bei der Zellbewegung liel sich auch eine
dichotome Eigenschaft der MMP"s zeigen. Aufler den bekannten Eigenschaften der MMP"s
wie Ab-, Um- und Aufbau der EZM lieB sich eine "Pfadfinder"-Funktion nachweisen, die den
Weg eines Tumorzellverbandes im Gewebe steuert. Diese "Pfadfinder"-Funktion der MMP"s
lasst sich nicht nur bei Tumorzellen, sondern auch bei der physiologischen Migration von
Zellen des Alveolar- und Bronchialsystems nachweisen (Nabeshima et al., 1999 und 2000;

Legrand et al., 1999).

Die MMP's haben nicht nur die Funktion von Wegbereitern fiir die malignen Zellen, sondern
konnen auch aktiv in deren Differenzierung eingreifen. So haben Sternlicht et al.
nachgewiesen, dass MMP-3 zu phinotypischen Anderungen im Brustgewebe von transgenen
Miusen fiihrt, was in einem aggressiveren Verhalten der Tumorzellen resultiert. Diese
Anderung kann aber durch eine gleichzeitige Expression von TIMP-1 verhindert werden
(Sternlicht et al., 1999). Diese Ergebnisse wurden auch in anderen Studien mit transgenen
Miusen bestitigt. Es wurde herausgefunden, dass MMP-iiberproduzierende Méuse spontan
Geschwiilste entwickelten. Im Gegenzug weisen Miuse, die MMP-2 nicht exprimieren ein
abgeschwichtes Tumorwachstum und Angiogenese auf (Itoh et al., 1998). Weiterhin zeigte
sich bei Miusen, denen MMP-7 fehlte eine Reduktion von intestinaler Tumorgenese (Wilson
et al., 1997). Ahnliche Ergebnisse liefern auch Versuchstiere mit einer Uberexpression von
TIMP. Die verschiedenen Studien fithren zu der These, dass MMP"s nicht nur aufgrund ihrer
EZM-abbauenden Aktivitdt die Tumorinvasion begiinstigen, sondern selbst tumorausldsende

intrinsische Wirkungen haben.

Aufgrund ihrer komplexen Expressionsmuster und Regulationsmechanismen konnen MMP's

bisher nicht (wie uPA) als Prognosefaktoren eingesetzt werden.
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A 1.4 Das Plasminogenaktivator-System

Das Plasminogenaktivator-System besteht aus den Komponenten Plasmin, seinen Aktivatoren
uPA (urokinase-type plasminogen activator, benannt nach dem Urintrakt als erstem
Nachweisort) und tPA (tissue plasminogen activator = Gewebeaktivator von Plasminogen),
sowie dem zelluliren Rezeptor (UPAR=CD87) und den Inhibitoren PAI-1 (plasminogen
activator inhibitor-1) und PAI-2 (plasminogen activator inhibitor-2) (Irigoyen et al., 1999;
Vassalli et al., 1991; Andreasen et al., 1997 und 2000; Schmitt et al., 1997 und 2000; Reuning
et al., 1998).

Das Plasminogenaktivator-System ist vor allem aus der Blutgerinnungskaskade und dabei
speziell aus der Fibrinolyse bekannt. Hier baut Plasmin Fibrin im vaskuldren System ab. Das
hauptséchlich in der Leber produzierte inaktive Zymogen Plasminogen (Raum et al., 1980)
wird durch die von Endothelzellen produzierte Serinprotease tPA zum funktionellen Enzym
Plasmin abgebaut, das letztendlich Fibrin in verschiedene Fibrinabbauprodukte, wie z.B. in die
diagnostisch gebrauchten D-Dimere zersetzt (Chandler et al., 2000). Dieser katabolische
Schenkel der Fibrinolyse hat zur Erhaltung der Homdoostase einen Gegenpart, der vor allem
von O-Antiplasmin und den Serpinen (Serinprotease-Inhibitoren) PAI-1 und PAI-2 gebildet

wird.

Wihrend tPA eine wichtige Rolle in der Fibrinolyse einnimmt, induziert uPA die
Plasminogenaktivierung im Gewebe, was zur Einbeziehung des Plasmins in die
Umbauvorginge der EZM wihrend physiologischer und pathologischer Prozesse fiihrt.

So konnte bei verschiedenen Tumoren wie z.B. in Hirn, Brust, Magen, Dickdarm deutlich
erhohte Expression der Komponenten des proteolytischen Plasminogenaktivator-System und
eine positive Korrelation mit deren Tumormalignitidt entdeckt werden (Arai et al., 1998; Baker

et al., 2000; Dublin et al., 2000).
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A 1.4.1. Der Urokinase-Plasminogenaktivator

Der Urokinase-Plasminogenaktivator (uPA) ist ein glykosyliertes, 52 kDa groB3es Protein und
wurde urspriinglich aus Urin isoliert (Williams, 1951). uPA z&hlt zu den Serinproteinasen und
wird als einkettiges Proenzym sc-uPA (single chain-uPA) u.a. von Nierentubulizellen,
Fibroblasten und Tumorzellen sezerniert (Dang et al., 1985; Schmitt et al., 1992). Dies besitzt
nur beschrinkte proteolytische Eigenschaften, die etwa 250mal geringer sind als die von uPA
(Petersen et al., 1988). Im Plasma wird uPA nur in der einkettigen, inaktiven Form gefunden
und aktivierter uPA wird schnell durch im UberfluB vorhandenen Plasminogen-Aktivator-

Inhibitor-1 (PAI-1) abgefangen.

uPA ist aus drei funktionellen Doménen aufgebaut:

» Die growth factor-like domain (GFD) ist 6 kDa (AS 1-48) grof3 und enthilt die uPAR-
Bindungsregion (uPA-Rezeptor-Bindungsregion), welche von Aminosédure 19 bis 31
reicht (Magdolen et al., 1996).

» Die zweite Domine ist die sogenannte Kringeldomédne (AS 49-131), welche
Homologien zu den Kringeldominen von Prothrombin und Plasmin(ogen) aufweist.

» Die katalytische (dritte) Domine, stellt eine typische Serinproteinase-Domine mit den

Aminoséduren der katalytischen Triade dar (His 204; Asp 255 und Ser 356).

Durch die Spaltung der Bindung Lys 158-Ile 159, z.B. durch Plasmin, Trypsin, Kallikrein,
Kathepsin B oder Kathepsin L entsteht aus dem einkettigen pro-uPA der zweikettige,
enzymatisch aktive HMW-uPA (high molecular weight-uPA) (Kobayashi et al., 1991;
Goretzki et al., 1992; Andreasen et al., 1997). HMW-uPA setzt sich aus der sogenannten A-
und der B-Kette zusammen, welche durch eine Disulfidbriicke (Cys 148-Cys 279)
miteinander verkniipft sind. Die A-Kette besteht aus der GFD- und Kringel-, die B-Kette aus
der Serinproteinase-Doméne. Durch Spaltung von HMW-uPA zwischen Lys 135-Lys 136

entsteht zum Einen das sogenannte aminoterminale Fragment (ATF) und zum Anderen der
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low molecular weight-uPA (LMW-uPA), der nicht mehr an uPAR binden kann, da die uPAR-
Bindungsstelle im Bereich des ATF liegt (Appella & Blasi, 1990; Magdolen et al., 1996).

LMW-uPA beinhaltet die Serinproteinase-Doméne, d.h. sie kann Plasminogen zu Plasmin
aktivieren (Appella & Blasi, 1990). Plasmin selbst kann dann direkt EZM-Bestandteile
lysieren, z.B. Fibronektin und Laminin (Werb et al., 1980) oder weitere Kollagenasen und
Wachstumsfaktoren aktivieren (Reuning et al., 1998) und gilt zusammen mit uPA als stirkster
Aktivator von Matrixmetalloproteinasen (MMP"s) (Nagase, 1997; Vassalli et al., 1991; He et
al., 1989; Mazzieri et al., 1997; Murphy & Docherty, 1992; Werb et al., 1977), wobei durch
Abspaltung einer Peptidkette das Proenzym der MMP's in die aktive Form iiberfithrt wird
(Inuzuka et al., 2000; Mazzieri et al., 1997). Untersuchungen der Plasminogenaktivierung iiber
einzelne Faktoren des fibrinolytischen Systems zeigen, dass die Aktivierung von
Matrixmetalloproteinasen mit der Plasminogenaktivierungskaskade stark assoziiert ist

(Chapman, 1997).

A.1.4.2. Der Urokinase-Plasminogenaktivator-Rezeptor (uPAR)

Der uPA-Rezeptor (uUPAR) ist ein 55 kDa-Protein, das mit dem aminoterminalen Ende an die
A-Kette von uPA bindet und auch pro-uPA binden kann (Vassalli et al., 1985; Ellis & Dano,
1992). Zusitzlich zur uPA-Bindungsstelle besitzt uPAR eine weitere Bindungsstelle mit hoher
Affinitit (K4 < 30 nM) zu Vitronektin (Wei et al., 1994; Hgyer-Hansen et al., 1997), einer
Komponente der extrazelluliren Matrix (Deng et al., 1994; Waltz et al., 1994; Kanse et al.,
1996).

A.1.4.2.1. Proteolytische Funktion des Plasminogenaktivator-Systems

Nach Bindung an uPAR wird uPA proteolytisch gespalten und dadurch aktiviert (Petersen et

al., 1988). Dieses fiihrt zu einer bis zu 40-fach gesteigerten Plasminogenaktivierung (Lee et

al., 1994; Ellis et al., 1991).
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Anders als die meisten Plasmamembran-Rezeptoren ist uPAR nach Bindung mit dem
Liganden nicht phosphoryliert, der uPA/uPAR-Komplex wird nicht internalisiert und es folgt

auch keine Rezeptor-Down-Regulation.

Erst die Bindung von Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) an den uPA/uPAR-Komplex
fiihrt zu einer Internalisierung des terndren Komplexes in die Zelle (Nykjaer et al., 1992 und
1997; Conese et al., 1995; Cubellis et al., 1990; Estreicher et al., 1990). Hier werden dann
uPA und PAI-1 von uPAR abgetrennt und degradiert. Der uPAR wird grofitenteils wieder an
die Zelloberfldache gebracht (,,recycling*), wo er erneut pro-uPA binden kann (Cubellis et al.,
1990; Nykjaer et al., 1997; Herz et al., 1992; Andreasen et al., 1994). Dieser Prozess dient
moglicherweise der Regulation des Plasminogenaktivator-Systems, da z.B. uPAR an einer
anderen als der Internalisierungsstelle wieder an die Zelloberfliche gebracht werden kann, und
es so zu einer Fokussierung der proteolytischen Aktivitit kommen kann (Andreasen et al.,
2000). Dieses bestitigen auch Lokalisierungs- und Expressions-Studien, welche ergaben, dass
uPAR in erster Linie von den Tumorzellen, uPA allerdings nur von den Tumorzellen an der
Invasionsfront und von den Stromazellen gebildet werden. Die gleichzeitige Expression von
uPA und seinem Rezeptor uPAR korreliert streng mit gesteigerter Invasivitit der Tumorzellen

(Wu et al., 2002).

Bindet der Plasminogenaktivator-Inhibitor-2 (PAI-2) an einen uPA/uPAR-Komplex, so wird
dieser nicht internalisiert. uPA wird dabei in zwei Teile gespalten und dadurch inaktiviert

(Ragno et al., 1995).

A.1.4.2.2. Nicht-proteolytische Funktion des Plasminogenaktivator-Systems

Neben seiner Funktion bei der fokalen Proteolyse konnte die Beteiligung des uPAR wéhrend
der gerichteten zelluldren Migration beobachtet werden. Hierbei ist ein Wechsel von
perizelluldrer Proteolyse und anschliessender Adhédsion von Zellen notwendig. Die Bindung
von Zellen an Komponenten der EZM (z.B. Vitronektin) wird durch uPAR, PAI-1 und
zelloberfldachenassoziierte Adhésionsrezeptoren der Integrinfamilie beeinflusst. uPAR besitzt
zusitzlich zur uPA-Bindungsstelle eine mit hoher Affinitéit (K4 < 30 nM) zu Vitronektin (Wei

et al., 1994; Hgyer-Hansen et al., 1997), einer Komponente der extrazelluldren Matrix (s.
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Abbildung 5a) (Deng et al., 1994; Waltz et al., 1994; Kanse et al., 1996). Bindet uPA an
uPAR, wird die Bindung des uPAR an Vitronektin verstirkt (s. Abbildung 5b). Vitronektin
steigert die Zellmigration und der spezifische Rezeptor a,B3-Integrin ist verantwortlich fiir die
Zellmotilitdt (s. Abbildung 5c¢). Bei der Interaktion von uPAR mit Vitronektin konkurrieren
uPAR und PAI-1 um dieselbe Bindungsstelle an der zentralen Region des N-terminalen Endes
der sogenannten Somatomedin B-Doméne des Vitronektins und konnen somit die Interaktion
von Vitronektin mit Integrinen unterbinden (Deng et al., 1994 und 1996; Steffanson and
Lawrence, 1996; Kanse et al., 1996; Sidenius et al., 2000; Preissner et al., 1999). PAI-1
konkurriert mit uPAR um die Bindung an Vitronektin und lockert so die
uPA/uPAR/Vitronektin-Bindung und ermdglicht somit die Reduktion von uPAR-vermittelter
Adhision auf Vitronektin. Allerdings verliert PAI-1 durch die Bindung an uPA ihre Affinitit
an Vitronektin zu binden und somit ist wieder eine Zelladhédsion und Migration der
Tumorzelle moglich (s. Abbildung 5d).
Der uPAR/a,B3-Integrin-Gehalt einer Tumorzelle einerseits und der PAI-1-Gehalt andererseits
scheinen fiir eine kontrollierte Loslosung bzw. Anheftung der Zelle an die extrazelluldre
Matrix verantwortlich zu sein (Loskutoff et al., 1999; Ossowski et al., 2000). Jegliche
mengenmissige Verinderung dieser Komponenten zueinander fiihrt zu einer Anderung des
adhdsiven, migrativen und invasiven Verhaltens der Karzinomzelle. Daher ist die
Zellausbreitung und Migration in einer vitronektinreichen EZM abhingig von der relativen
Menge an PAI-1 und uPA:
1. Uberschuss an uPA gegeniiber PAI-1 fordert die Adhisionsfihigkeit der Zelle (s.
Abbildung 5Se).
2. Uberschuss an PAI-1 gegeniiber uPA inhibiert die Integrin-Bindung und blockiert
die uPAR-vermittelte Zelladhidsion an Vitronektin und fordert die Loslosung der

Zelle (s. Abbildung 5 d).
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Abbildung 5. a.-f. Interaktion zwischen Tumorzelle, uPAR, ayp;-Integrin, Vitronektin (=VN), uPA und PAI-1
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A.1.4.2.3. Induktion der AP-1-Expression durch uPA-uPAR Bindung

Untersuchungen konnten zeigen, dass der uPA-Rezeptor nicht nur fiir die Aktivierung von
uPA und die Migrationsrichtung eine wesentliche Rolle spielt, sondern auch in eine komplexe
Signaltransduktionskaskade eingebunden ist (Dumler et al., 1994 und 1998; Bohuslav et al.,
1995; Resnati et al., 1996; Wang, 2001). Obwohl uPAR keine intrazellulire Domine besitzt
und somit das Signal iiber Adaptorproteine in die Zelle gelangen muss (Dumler et al., 1993;
1994 und 1999), kommt es zur Aktivierung von Serin-Kinasen, Fokal-Adhision-Kinasen,
Tyrosinkinasen und Janus-Kinasen und u.a. zur Regulation der Transkription bestimmter
Gene. Vor diesem Hintergrund wurde berichtet, dass z.B. in Ovarialkarzinomzellen die
Bindung von uPA an uPAR zur Induktion der Expression von Transkriptionsfaktoren, wie z.B.
c-fos fiihrt (Dumler et al., 1994). Weiterhin beobachteten Konakova et al., dass in der
humanen HT1080 Fibrosarkom-Zellinie die uPA-Wirkung iiber p38 und ERK-2 vermittelt
wird, welche letztendlich zu einer Zunahme der c-fos Genexpression fiihrte (Konakova et al.,
1998). Diese Erkenntnisse erzeugten die Hypothese, dass die Bindung von uPA an uPAR zu
einer Induktion der AP-1-Aktivitét fithren kann.

A.1.4.3. Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren (PAIs)

Drei Inhibitoren von uPA konnten identifiziert werden: PAI-1, PAI-2 und die Protease Nexin.
Die Plasminogenaktivator-Inhibitoren PAI-1 und -2 bilden dquimolare, stabile Komplexe mit

uPA. Sie gehoren zur Klasse der Serpine (Serin-Proteinase-Inhibitoren).

PAI-1 ist ein glykosyliertes einkettiges Protein (52 kDa), welches von Blutplittchen,
Endothelzellen, Tumorzellen und Zellen des Tumorstromas exprimiert wird (Erickson et al.,
1984 und 1985; Kruithof et al., 1986). PAI-1 unterscheidet sich von allen anderen Serpinen
dadurch, dass es nur eine sehr kurze Halbwertszeit von etwa 2 h aufweist, und dabei von einer
aktiven in eine latente, inaktive Form iibergeht (Erickson et al., 1985; Pannekoek et al., 1986).

Es ist ein spezifischer Inhibitor des uPA. PAI-1 liegt im Plasma in seiner aktiven Form im
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Vergleich zu den Aktivatoren in einem zweifachen molaren Uberschuss vor, so dass unter

physiologischen Bedingungen keine Aktivierung von Plasminogen zu erwarten ist.

Neben der Fihigkeit von PAI-1, freie Serinproteasen (uPA) zu binden und somit die
proteolytische Aktivitdt zu hemmen, kann PAI-1 durch Bindung an den uPA/uPAR-Komplex
die uPA-Aktivitit inhibieren, da es anschliessend zur Internalisierung kommt und die uPA-
Wirkung beendet wird. Die Internalisierung und die Beteiligung von PAI-1 in den
schrittweisen Migrationsprozess sind bereits im vorausgegangenen Kapitel beschrieben. Die
Féahigkeit von PAI-1, Zelladhidsion iiber Integrine zu inhibieren scheint unabhéngig von der

Funktion als Proteaseinhibitor zu sein.

PAI-2 besitzt ein Molekulargewicht von 60 kDa und ist zu 38 % mit PAI-1 identisch. PAI-2
ist unter physiologischen Bedingungen im Serum nicht nachweisbar, wird aber z.B. in der
Schwangerschaft von Trophoblastzellen der Plazenta exprimiert (Kawano et al., 1968). Im

Gegensatz zu PAI-1 ist das inhibitorische Potential ca. 15mal kleiner (Ellis et al., 1990).

A 1.4.4. Regulation von uPA

Vergleichbar mit der Aktivierung und Induktion der MMP-Gene ist eine Regulation des
Urokinase-Plasminogenaktivators auf transkriptioneller Ebene bekannt und bereits in vielen
experimentellen Arbeiten untersucht. Die uPA-Transkription wird {iiber verschiedene
Mechanismen gesteuert, wie zum Beispiel cAMP, Calcitonin, Wachstumsfaktoren
(Epidermal-, Hepatozyten- (=HGF) und Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2 (=FGF-2)),
Tumorpromoter, verschiedene onkogene Produkte, Retinoide, Glukokortikoide, usw. (Cirillo

et al., 1999).

So konnte nach experimentellen Untersuchungen der Wachstumsfaktoren- und
Phorbolesterabhiingigen transkriptionellen Regulation im humanen uPA-Gen ein Enhancer-
Komplex beschrieben werden, welcher eine 120 bp Region umfasst und 2 kb 5°-wirts des
Transkriptionsbeginnes liegt (Nerlov et al., 1991 und 1992; Rgrth et al., 1990; Verde et al.,
1988).
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Dieser uPA-Enhancer besteht aus einer ETS-Bindungsstelle (=EBS) und einer c-Jun-ATF-2
Bindungsstelle (5°-AP-1). Diese beiden angrenzenden Bindungsstellen sind stark voneinander
abhingig und einzeln nicht induzierbar. Die Abhingigkeit der ETS-Proteine von AP-1-
Faktoren wurde bereits im Kapitel A 1.3.3. beschrieben.

Ein zweites ETS-AP-1-Element liegt am 5 -Ende des uPA-Genes (-5,3 kb beim Menschen)
und wirkt mit dem 3 ETS-AP-1-Element als Antwort auf die TPA- und FGF-2-Induktion
zusammen (D’Orazio et al., 1997).

Am 3"-Ende des uPA-Promoters konnte eine weitere AP-1-Bindungsstelle nachgewiesen
werden (uPA 3°-TRE). Die Wirkung zwischen diesen induzierbaren Elementen wird durch
eine 74-bp Protein-bindende Domine, dem ,Cooperation mediator element* (=COM)
moduliert (Nerlov et al., 1992). COM interagiert mit vier verschiedenen nukledren Proteinen
(,,urokinase enhancer factors 1-4*) (Berthelsen et al., 1996; De Cesare 1996 und 1997).
Wihrend uPA-5"TRE und 3"TRE unabhiéngig als TRE's reagieren konnen, zeigt die isolierte
COM-Region keine transkriptionell-stimulierende Aktivitit. Sie scheint eine reine strukturelle

Funktion am uPA-Enhancer zu haben.

Neben der Regulation auf Transkriptionsebene kommt die posttranskriptionale Kontrolle

der uPA-Enzymaktivitét auf verschiedenen Stufen vor:

1. Proenzym-Aktivierung (vrgl. Kapitel A 1.4.1.)

2. Interaktion mit uPAR, Zellmembran oder EZM-Bindungsstellen (vrgl. Kapitel A
1.4.2)

3. Inhibierung durch spezifische Gewebeinhibitoren (PAI 1 und 2) (vrgl. Kapitel A
1.4.3.)

A 1.4.5. Regulation von PAI-1

Die Regulation von PAI-1 ist auf Transkriptionsebene durch AP-1-Proteine induzierbar
(Olmen et al., 1999). Rinehart-Kim et al. untersuchten c-Jun-induzierbare Gene und konnten
hierunter auch AP-1-Bindungsstellen am PAI-1-Promoter nachweisen. Weitere AP-1-
Bindungsstellen konnten im Intron 3, Intron 7 und Intron 8 identifiziert werden (Rinehart-Kim

et al., 2000).
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A 1.4.6. Klinische Relevanz des Plasminogenaktivator-Systems

Ein erstmals 1976 beschriebener von Karzinomzellen gebildeter Plasminogenaktivator konnte
als uPA identifiziert werden (Astedt and Holmberg, 1976). Seitdem wird die Schliisselrolle
von uPA zusehends evident. Das erhohte Vorkommen steht in enger Verbindung mit einem
invasiven und aggressiven Phinotyp von Tumoren (Schmitt et al., 1997; Reuning et al., 1998).
Deshalb wurden der Gehalt der Serinprotease uPA, uPAR und der Inhibitoren PAI-1 und PAI-
2 in vielen soliden malignen Tumoren bestimmt und die prognostische Relevanz fiir das

Gesamt- und rezidivfreie Uberleben der Patienten untersucht.

Duffy et al. zeigten bereits 1988, dass Patientinnen mit einer erhdhten uPA-Aktivitit im
Mammakarzinom ein signifikant kiirzeres DFS-Intervall (=,,disease-free survival®; rezidivfreie
Uberlebenszeit ) aufwiesen als Patientinnen mit geringer uPA-Aktivitit im Tumor.

1989 und 1990 stellten Jdnicke et al. und Duffy et al. (1990) unabhingig voneinander fest,
dass das uPA-Antigen ein statistisch signifikanter Prognosefaktor beim priméren
Mammakarzinom ist. Diese Ergebnisse wurden von vielen anderen Gruppen bestitigt
(Spyratos et al., 1992; Foekens et al., 1992; Grgndahl-Hansen et al., 1993; Ferno et al., 1994).
1991 berichteten Jinicke und Kollegen, dass ein hoher PAI-1-Wert im Primértumor ebenfalls
mit einer schlechten Prognose beim Mammakarzinom korreliert. Andere Gruppen wie zum
Beispiel Foekens et al. (1994), Duffy et al. (1996) und Kute et al. (1998) konnten dieses
ebenfalls bestitigen. Die Studien ergaben, dass PAI-1 sowohl bei nodal-negativen als auch bei
nodal-positiven Mammakarzinom-Patientinnen mit der Aggressivitit der Erkrankung in
Verbindung gebracht werden konnte. Bei den nodal-negativen Patientinnen war das PAI-1 ein
nahezu gleich starker prognostischer Marker wie uPA. In dieser Subgruppe waren die Protease
und ihr Inhibitor unabhingig voneinander von prognostischer Bedeutung (Jdnicke et al.,
1993). Die anfangs unerwartete Beobachtung, dass der hohe Tumorgehalt -eines
Proteaseinhibitors mit einer schlechten Prognose fiir die Patientinnen einherging, wurde im
Verlauf durch die tumorbiologischen Erkentnisse aus der Grundlagenforschung immer
verstidndlicher. So wurden zunehmend auch nicht-proteolytische Funktionen der Enzyme
erkannt wie die Wirkung der einzelnen Komponenten des Proteinaseaktivator-Systems

wihrend des Adhésions- und Migrationsvorganges.
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Die Aufnahme sowohl der uPA- als auch der PAI-1-Messungen in den Routinepanel fiir
prognostische Faktoren beim Mammakarzinom wurde von der EORTC-Rezeptor und

Biomarker Study Group empfohlen (Blankenstein, 1997).

Hohe uPA- und PAI-1-Konzentrationen wurden auch in Zervix-, Blasen-, Nieren-, Magen-,
Pankreas-, Kopf- und Hals- sowie Leber-Karzinomgewebe gleichbedeutend mit einer
Progression der Tumorerkrankung und einer schlechteren Prognose fiir das Gesamt- und
rezidivfreie Uberleben des Patienten nachgewiesen (Reuning et al., 1998; Schmalfeldt et al.,
1995; Kuhn et al., 1999; Foekens et al., 1994; Schmitt et al., 1997 und 2000). Auch in
Ovarialkarzinomen zeigten quantitative Untersuchungen der Komponenten des
Plasminogenaktivator-Systems einen prognostischen Wert von uPA und PAI-1. Patientinnen
mit erhohten uPA- und PAI-1-Konzentrationen im Ovarialkarzinomgewebe haben eine
schlechtere Prognose fiir das Gesamt- und rezidivfreie Uberleben als Patientinnen mit
niedrigen uPA- und PAI-1-Werten (Schmalfeldt et al., 1995; Kuhn et al., 1999; Tecimer et al.,
2000).

A 1.5.1 Der AP-1-Komplex

Faktoren des “activating protein-1"(AP-1)-Komplexes sind als Onkogene zu betrachten, die in
zwei Gruppen unterteilt werden konnen: die Jun-Faktoren c-Jun, Jun-B und Jun-D (Hirai et al.,
1989; Ryder et al., 1988 und 1989) und die zur Fos-Familie gehorigen c-Fos, FosB, Fra-1 und
Fra-2 (Cohen & Curran, 1988; Zerial et al., 1989; Angel & Karin, 1991; Nishina et al., 1990).

Unter den AP-1-Faktoren enthalten die c-Fos- und FosB-Proteine eine C-terminale
Transaktivierungsdoméne, welche Fra-1 und Fra-2 fehlt, so dass diesen Faktoren eine
inhibitorische Funktion der AP-1-Aktivitit zugesprochen wird (Wisdom et al., 1993).

Die Aktivitit aller Fos-Faktoren wird posttranslational durch Phosphorylierung (z.B. durch
MAPK, PKA oder PKC) modifiziert. Hierdurch kommt es zu einer Proteinstabilisierung,
Verstirkung der AP-1-Bindungsaktivitit und Einfluss auf das Transaktivierungspotential
(Gruda et al., 1994; Hurd et al., 2002; Rosenberger et al., 1999).
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Die Jun-Faktoren konnen untereinander eine Bindung iiber sogenannte ,leucine zipper
regions“ eingehen und Homodimere ausbilden. Auflerdem konnen sich Mitglieder der Jun-
Familie mit Mitgliedern der Fos-Familie formieren und Heterodimere bilden (Karin et al.,
1997). In-vitro-Studien zeigen, dass Jun-Fos-Heterodimere stabiler sind und eine stidrkere

DNA-Bindungsaktivitit besitzen als Jun-Jun-Homodimere (Ryseck & Bravo, 1991).

Die jeweiligen Dimere binden wiederum an bestimmte DNA-Sequenzen (TRE = 12-O-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) responsive element) innerhalb vieler Promotoren und
spielen bei der Regulation von Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose, Angiogenese
und Invasion eine entscheidende Rolle als Transkriptionsfaktoren (Tulchinsky, 2000; van Dam

et al., 2001, Shaulian et al., 2001; Jochum et al., 2001).

So werden viele Proteasen, die an der Tumorinvasion und Metastasierung beteiligt sind, von
AP-1-Transkriptionsfaktoren reguliert (MMP's, uPA, PAI-1, TIMP-1 (Belguise et al., 2005;
Cirillo et al., 1999). In vielen experimentellen Studien konnten die o.g. TRE-Elemente in den
einzelnen Genen nachgewiesen werden. Dieses ist im Kapitel A 1.3.3. und Kapitel A 1.4.4.

ausfiihrlich beschrieben.

A 1.5.2. Klinische Relevanz der AP-1 Transkriptionsfaktoren

Es gibt Untersuchungen, die die Rolle der AP-1-Faktoren bei Mammakarzinomen gepriift
haben. So konnte in Ostrogenrezeptor-positiven MCF-7 Zellen erhohte Expression von FosB
und fehlendes Fral nachgewiesen werden, wohingegen in der Ostrogenrezeptor-negativen,
hoch invasiven MDA-MB-231-Zelllinie verstiarkte Expression von Fral nachweisbar war
(Bamberger et al., 1999; Philips et al., 1998). Immunhistochemisch konnte diese Beobachtung
in klinischem Material von Mammakarzinomen bestétigt werden (Bamberger et al., 2000;
Milde-Langosch et al., 2003). Das FosB-Protein und ihre m-RNA-Expression liessen sich in
lobuldren und duktalen Zellen des Mamma-Normalgewebes nachweisen, auBerdem in gut-
differenzierten Tumoren, wihrend es bei schlecht-differenzierten und Steroidrezeptor-

negativen Tumoren nicht detektierbar war. Sequenzierungsuntersuchungen und RT-PCR
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zeigten, dass FosB in diesen Fillen nicht durch Mutationen inaktiviert wird, sondern die
Downregulation hauptsédchlich auf transkriptionaler Ebene erfolgt (Milde-Langosch et al.,

2003).

In Westernblot-Untersuchungen an Mammakarzinomgeweben korrelierten hohe Expressionen
von FosB mit geringer Zellproliferation und hoherem Differenzierungsgrad des
Tumorgewebes, wohingegen hohe Fra-1-Expressionen mit hoher Expression von
Proliferationsmarkern wie Ki67 und Cyclin-E korrelieren (Bamberger et al., 1999; Milde-
Langosch et al., 2000).

Auch Kustikova et al. konnten nachweisen, dass in Mamma-Adenokarzinom-Zellinien
(CSML) der Maus eine positive Korrelation zwischen Fra-1-Expression und hoherer
Malignitit des Tumors einhergeht. So zeigten schwach invasive und nicht metastasierende
CSMLO Zellen nach Induktion mit Fra-1 ein hohes invasives Potential und gesteigerte

Motilitdt (Kustikova et al., 1998).

Auch in anderen Tumoren ist das Vorhandensein von AP-1 Faktoren weit untersucht. So sind
Regulationen in Endometriumkarzinomen (Bamberger et al., 2001), Zervixkarzinomen (Prusty
et al., 2005), Ovarialkarzinomen (Bani et al., 2004), Kolorektalen Karzinomen (Vial et al,
2003), Osophaguskarzinomen und hepatozelluliren Karzinomen (Mikula et al., 2003)

beschrieben.

A.1.6. Ziele der Arbeit

MMP-1, MMP-9 und PAI-1 gehoren zu denjenigen Proteinen, deren Beteiligung am
Invasionsgeschehen bereits beobachtet wurde und in deren Promoterregion AP-1-
Bindungsstellen bekannt sind. Ziel dieser Arbeit war es Informationen iber
Regulationsmechanismen zu erhalten, die wéhrend der Progression des Mammakarzinoms

eine Rolle spielen.
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Zu diesem Zweck wurden dann folgende Versuche durchgefiihrt:

» Untersuchung der Expression von MMP-1, MMP-9, PAI-1 und PAI-1/uPA-Komplex in

75 Mammakarzinomen durch Western Blot.
» Vergleich mit der Expression der Transkriptionsfaktoren c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2, c-Jun,

Jun-B, Jun-D. Hierzu wurde ein bereits untersuchtes Kollektiv um weitere 22 Karzinome

erweitert und statistische Korrelationen durchgefiihrt.
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B.1. MATERIAL

B.1.1. Gerite und Verbrauchsmaterialien

Gerite /

Verbrauchsmaterialien

Elektrophoresekammer

Transferkammer

PCR-Gerit

Taumelschiittler
Glasplatten

Spacer

Halteklammern fir die

Glasplatten

Kiamme fiir Geltaschen

Eppendorf-Hiitchen
Blottingpapier
Immobilon P Membran

Schwimme zum Transfer

Rontgenfilme

Rontgenfilm-

Entwicklungsgerit

Densitometer

Hersteller

SE 600 and 660 Standard Dual Cooled Gel

Electrophoresis Units, Amersham

Elektrophoresis Power Supply EPS 601,

Amersham Pharmacia, Biotech

Trio Thermoblock TB1, Biometra biomed.

Analytik, Gottingen
Rocky 3D, Frobel Labortechnik, Lindau
18x16 cm with Hoefer SE 400/SE 600

2cmx 16 cm x 1.5 mm,

Hoefer No. SE 6119-1-1.5

Clamp assy universal 16 cm, Hoefer No.

SE 6119-1-1.5

Comp, 12 wells, 1.5 mm, Hoefer No. SE
511-12-1.5, Amersham P.B., USA

Eppendorf, Hamburg
Whatman
Millipore Corporation, MA 01730, USA

Foam Sponges, " thick, Hoefer No. TE 45
F-%

Hyperfilm ECL Rontgenfilme, Amersham

Pharmacia Biotech

Protec, Oberstenfeld

GS 700, Bio-Rad Laboratories, Miinchen
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B.1.2. Chemikalien

Chemikalie
Proteinaseinhibitorcocktail

BCA Protein Assay Kit

BSA (Albumin-Standard)

40% Acryl-/ Bisacrylamid 37:1

SDS

Glycerin
TEMED

Tricine
Bromphenolblau
Mercaptoethanol

Rainbow-Marker

Blocking reagent

Chemiluminescence- Lsg.

B.1.3. Pufferlosungen fiir die Proteinextraktion und das Western Blotverfahren

Lysispuffer

0,05 M
1 %
10 %

Hersteller
Sigma P-8340
St.

Pierce, KMF Laborchemie,

Augustin
Pierce, Rockford, USA

40 % stock solution mixture (37:1

ratio), #A-6050, Sigma
71725, Sigma
#1.04091.1000 Merck
#35925.01 Serva
Sigma, FW 179.2
Sigma, B-0126
Bio-Rad 161-0710
MWM

Amersham Pharma cia, Biotech,

14.3-220 kDalton,

Freiburg
#1096176, Boehringer

Super Signal® West Pico Pierce,
Rockford, IL 61105

Tris-HCI, pH 6,8
SDS

Saccharose
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Gelpuffer

Anodenpuffer

Kathodenpuffer

Pcsb-1

Pcsb-2

Transferpuffer:

Blockingpuffer:

3M
0,3 %

0.2M

0,1M
0,1M
0,1 %

50 mM
1%
10 %

50 mM
3 %

10 %
0,01 %
10 %

0,1M
0,193 M

0,1M
0,15M
1 %

Tris-HCI, pH 8,45
SDS

Tris-HCI, pH 8,9

Tris-HCI, pH 8,25
Tricine

SDS

Tris-HCI, pH 6,8
SDS

Saccharose

Tris-HCI, pH 6,8
SDS

Saccharose
Bromphenylblau

Mercaptoethanol

Tris

Glycin

Maleinsiure
NaCl

Blocking reagent

auf pH 7,5 mit NaOH einstellen.
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B.1.4. Priméarantikorper

MMP-1

Verdiinnung:

MMP-9

Verdiinnung:

PAI-1

Verdiinnung:

Actin

Verdiinnung:

c-Jun

Verdiinnung:

junB

Verdiinnung:

junD

Verdiinnung:

c-Fos

Verdiinnung:

FosB

Verdiinnung:

Fral

Verdiinnung:

Fra2

Verdiinnung

0,02 M Tris-HCI, pH 7,6
0,137 M NaCl
0,05 % Tween 20

mouse anti-MMP-1 (Ab-6 von Calbiochem-Novabiochem)
1:1000

mouse anti-MMP-9 (Ab-3 von Calbiochem-Novabiochem)
1:1000

mouse anti-PAI-1 (Ab-1 von Calbiochem-Novabiochem)
1:100

goat anti-actin (I-19 von Santa Cruz)

1:10000

rabbit anti-c-Jun (KM-1 von Santa Cruz)
1:200

rabbit anti-junB (210 von Santa Cruz)
1:100

rabbit anti-junD (329 von Santa Cruz)
1:2000

rabbit anti-c-Fos (4 von Santa Cruz)
1:1000

rabbit anti-FosB (102 von Santa Cruz)
1:200

rabbit anti-Fral (R20 von Santa Cruz)
1:400

rabbit anti-Fra2 (Q-20 von Santa Cruz)
1:800
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B.1.5. Sekundirantikorper

MMP-1, MMP-9 und PAI-1 anti-mouse-IgG (von Santa Cruz)
Verdiinnung: 1:2000
AP-1 Faktoren anti-rabbit-IgG (von Santa Cruz)
Verdiinnung: 1:5000

B.2. Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Studie wurden 75 Mammakarzinompatienten und 4 Mammakarzinom-
Zelllinien (s. Kapitel B.4) untersucht. Die Tumoren stammten von 74 weiblichen und einem
minnlichen Patienten.

Die Patienten erhielten in einem Zeitraum zwischen den Jahren 1994 und 2001 in der
gynikologischen Abteilung des Universitidtskrankenhauses Eppendorf eine operative
Therapie.

Das mediane Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung betrug 58 Jahre (25-
90Jahre). Zum Zeitpunkt der Primértherapie lag bei 67 Patienten ein Primértumor vor, bei 8
Tumoren handelte es sich um ein intramammires Rezidiv. Die Stadieneinteilung erfolgte nach
der TNM-Klassifikation (UICC) und konnte bei insgesamt 7 Tumoren nicht eindeutig erhoben
werden (s. Kapitel B.3).

Die Verlaufsdaten konnten fiir 51 Patientinnen erhoben werden. Die mediane
Nachbeobachtungszeit der Patientinnen, die zum Zeitpunkt dieser Analyse noch lebten, betrug
52,5 Monate (6- 110 Monate). Innerhalb des Beobachtungszeitraumes erlitten 14 Patienten
(27,5 %) ein Rezidiv und 6 Patientinnen (11,8 %) starben.
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B.3 Klassifikation der untersuchten Tumoren

Faktoren N (%)
Lymphknotenbefall (N) 67

0 = kein Befall 30 (44,8)

1 = positiver Befall 37 (55,2)
Histologie 75

ductales Ca. 59 (78,7)

lobuléres Ca. 11 (14,7)

muzinoses Ca. 4 (53)

medullédres Ca. 1 (1,3)
Stadium (UICC; nur der Primirtumoren) 68

1 13 (19,1)

2 39 (57,4)

3 4 (59)

4 12 (17,6)
Grading 75

G 1 = gut differenziert 3 (4)

G 2 = maBig differenziert 36 (48)

G 3 = undifferenziert 36 (48)
Steroidhormonrezeptorstatus 73

PR positiv 53 (72,6)

PR negativ 20 (27.4)

ER positiv 54 (74)

ER negativ 19 (26)
Ki67 75

Expression < 50 % 56 (74,7)

Expression > 50 % 19 (25,3)

Tabelle 5. Verteilung der histomorphologischen, klinischen und tumorbiologischen Faktoren bei Patienten
mit Mammakarzinom aus dem untersuchten Kollektiv (n = 75).

B.4. Beschreibung der Zelllinien
In dieser Arbeit werden 4 verschiedene Mamma-Zelllinien mit unterschiedlichen

Eigenschaften beziiglich des Rezeptorstatus mit untersucht. Teilweise wurden sie als

Positivkontrolle herangezogen.
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Zelllinie HBL-100, ATCC HTB-124

Aus scheinbar normalem humanem Mammaepithel geziichtete Zelllinie. Sie ist SV40

positiv und daher nicht wirklich mit ,,gesunden‘* Mammaepithelzellen vergleichbar.

Zelllinie T47D, ATCC HTB-133

Aus humanen duktalen Mamma-Karzinomzellen geziichtete Zelllinie. Ostrogen- und

Progesteronrezeptor-positiv, exprimiert die Isoformen Progesteronrezeptor A und B.

Zelllinie MDA-MB-231, ATCC- HTB-26

Aus humanen Mamma-Adenokarzinomzellen geziichtete Zelllinie, Ostrogen- und

Progesteronrezeptor negativ.

MCF-7

Aus humanen Mamma-Karzinomzellen geziichtete Zelllinie, (")strogen— und

Progesteronrezeptor positiv.
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C.1.

C.2.

M ETHODEN

Proteinextraktion aus den Tumoren und den Zelllinien

Die Gewebsstiicke der Tumoren und der Zelllinien wurden bei -80 ° C gelagert.
Homogenisatoren und Probenpuffer (Pcsb-1 — s. Kapitel B 1.3) wurden auf Eis
vorgekiihlt.

Gewebsstiicke wurden aus der -80°C- Truhe in fliissigen Stickstoff gelegt.

Samtliche folgende Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

Mit dem sterilen Skalpell wurde ein ca. 5x5 mm groBes Gewebsstiick vom Tumor
herausgeschnitten, in Alufolie eingepackt und mit Hilfe eines Hammers zerkleinert.
Dann wurde das Packchen erneut mit einer Pinzette in fliissigen Stickstoff gehalten
und die Gewebestiicke in den Homogenisator iiberfiihrt.

Gewebepulver wurde mit 2 ml Pscb-1 und 20 pl eines Proteinaseinhibitorcocktails
(Sigma protease inhibitor cocktail P8340) versetzt und im Homogenisator griindlich
auf Eis gemorsert, dabei gingen die Proteine in Losung, Reste an nicht 16slichem
Material wurden bei 13 000 Upm fiir 3 Minuten abzentrifugiert.

Der Uberstand, der unter anderem die 15sliche Fraktion des Proteins enthielt, wurde in
gekiihlte Eppendorf-Hiitchen iiberfiihrt und in Aliquots zu ca. 0,5 ml bei -80°C
eingefroren.

Fiir die Konzentrationsbestimmung wurden 25 ul der Probenlésung im Verhiltnis 1:5
mit Pcsb-1 verdiinnt und bis zur Messung bei -20°C gelagert.

Entsprechend wurden die kultivierten Zelllinien in Pcsb-1 lysiert und fiir die

Proteinkonzentrationsbestimmung vorbereitet.

Konzentrationsbestimmung von Proteinen/Zelllinien mittels BCA-Protein Assay

Die Konzentration von Proteinen wurde mit der BCA-(=Bicinchoninsdure) Methode ermittelt.

Mit Hilfe von BSA-(=Bovine Serumalbumin) Proteinstandards wurden Eichlosungen

verschiedener bekannter Konzentrationen (25-1000 pg/ml) hergestellt.

Parallel hierzu wurden die Proteinextrakte mit Pcsb-1 1:5 verdiinnt (s.0.) und die Losungen

auf Eis gelagert. Losungen A und B aus dem BCA-Kit wurden 50:1 gemischt.
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Im Doppelansatz wurden zu je 50 ul Eichlésungen und 1:5 verdiinnten Probelosungen 1 ml
des BCA-Reagenzes gegeben, gut gemischt und die Ansitze fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert.

Das Reaktionsprinzip dieser Nachweismethode basiert darauf, dass Proteine in alkalischer
Losung Cu®*-Ionen zu Cu'*-lonen reduzieren (Biuret-Reaktion) und dann mit
Bicinchoninsiure einen violetten Komplex bilden. Zu beachten ist, dass die Proteinprobe frei
von Reduktionsmitteln wie zum Beispiel groferen Mengen von Zuckern sein muss, da die
Messung sonst fehlerhaft ist.

Die Menge dieses Farbstoffkomplexes wurde bei 562 nm in einem Photometer bestimmt. Der
zugehorige Extinktionskoeffizient wurde mit Hilfe einer Kalibriergeraden mit BSA-
Proteinstandards parallel zu jeder Messung ermittelt. Die den Extinktionen entsprechenden
Proteinkonzentrationen der Proteinextrakte aus den Tumoren und den Zelllinien konnten
anhand der Standardkurve ermittelt werden. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration

wurde das 40 ug entsprechende Volumen fiir jede Probe errechnet.

C.3. Westernblotanalyse

C.3.1. Analytische diskontinuierliche SDS-Polyacryamidgelelektrophorese
(Laemmli, 1970, modifiziert)

Bei der analytischen Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
wurden Proteingemische einer grofenabhidngigen Auftrennung im elektrischen Feld
unterworfen. SDS hat als anionisches Detergenz zwei Wirkungen auf Proteine. Es fiihrt zum
einen zu einer Auflésung von Quartédr- und Tertidrstrukturen und zum anderen bindet es im
Uberschuss in konstantem Verhiltnis (1,4 g SDS/1 g Protein) an Proteine, was eine
gleichartige negative Ladung pro Masseneinheit bewirkt.

Diese negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe wandern im elektrischen Feld zur Anode.
Zur Auftrennung der Komplexe nutzt man die Molekularsiebeigenschaften von
Polyacrylamidgelen (PAA-Gel) aus. Dabei ist die Beweglichkeit bei den meisten Proteinen
umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus ihrer molekularen Masse. Das
diskontinuierliche Puffersystem nach Laemmli (1970) bewirkt eine Konzentrierung der

Proben an der Ubergangsstelle zwischen Sammelgel und Trenngel, was zu einer hohen
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Auflosung bei der anschlieenden Trennung fiihrt. Zur Bestimmung des Molekulargewichts
unbekannter Proteine ldsst man Eichproteine bekannten Molekulargewichts mitlaufen (—
. Eichgerade).

Die Porengrofle des Gels wird durch das Verhiltnis der Konzentration an Acrylamid zum
Quervernetzer N-N'-Methylenbisacrylamid bestimmt. Der Acrylamid-Anteil (% T) und der
Vernetzungsgrad (% C) sind daraus resultierende GroBen, die ein Polyacrylamidgel

charakterisieren:

9% T = Acrylamid (g) + Bis (g) / Volumen (ml) x 100
. % C = Bis (g) / Acrylamid (g) + Bis (g) x 100

Der % T-Anteil bestimmt den Trennbereich eines PAA-Geles.

C.3.2. Herstellung von diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen

» Glasplatten, Spacer, Gummis im Kammerunterteil und Probenkdmme wurden mit abs.
Ethanol gereinigt.

» Die Glasplatten wurden zusammengesetzt, dabei wurde darauf geachtet, dass die
Gummis oben und unten nicht iiberstehen. Dann wurde der Fuflteil der Gelkammer fiir
bis zu zwei Gele eingesetzt und befestigt.

» Trenngel-Losung (s. Tabelle 6) wurde in einem Messzylinder angesetzt.

Gelkonzentration: 8 % 10 %
Trennbereich: 80-100 kD  40-80kD
87% Glycerin 4¢g 4¢

Aqua dest. 10 ml 8,5 ml
Gelpuffer mit SDS 10 ml 10 ml
Acrylamid/ Bisacrylamid 40 % | 6 ml 7,5 ml
TEMED 15 pl 15 pl

APS 10 % 150 pl 150 pl

Tabelle 6. Zusammensetzung des Trenngels (30 ml)
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Erst kurz vor dem Gielen wurden TEMED und ,Starter*-Ammoniumpersulfat-
Losung (10 %) zugegeben und gut vermischt.

Die Gelkammer wurde zu 3 mit Trenngel gefiillt, ohne dass Luftblasen entstanden.
Jedes Gel wurde ca. 3-4 mm mit Aqua dest. Uberschichtet, so dass eine glatte
Oberfliche entstand.

Das Gel wurde mindestens 30 min. auspolymerisiert, dann das Aqua dest. abgegossen
und Restwasser mit gefaltenem Papierhandtuch aufgesaugt.

Die Probenkdmme wurden eingesetzt.

Sammelgel-Losung (s. Tabelle 7) wurde in einem Messbecher angesetzt.

Aqua dest. 7,9 ml
Gelpuffer (ohne SDS) 3,1 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 40 % 1,5 ml
TEMED 15 ul

APS 10 % 150 pl

Tabelle 7. Zusammensetzung des Sammelgels (12,5 ml)

Ebenfalls kurz vor dem Giellen wurden TEMED und "Starter"-Ammoniumpersulfat-
Losung (10 %) zugegeben und gut vermischt.

Die Sammelgel(e) wurden langsam aufgegossen.

Die Gele wurden mindestens 30 min auspolymerisiert, dann die Probenkdmme
entfernt.

Mit Hilfe der Probenkimme waren zwolf Taschen zur Aufnahme der Proteinproben
entstanden. Die Taschen wurden mit entionisiertem Wasser mittels Mikropipette
gereinigt.

Gelkammer(n) wurden mittels Klammern an der Kathodenpufferkammer befestigt.
Zur Auslaufprobe wurde die Kathofenpufferkammer zur Hélfte mit Aqua dest. gefiillt
und 30 min. stehen gelassen.

In der Zwischenzeit wurden die Proben vorbereitet.
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C.3.3.

>

C.34.

Probenvorbereitung und Elektrophoreselauf

Die Proteine wurden aus der Gefriertruhe entnommen, zum Auftauen in der Hand
erwiarmt und aufgemischt.

Die Proben wurden vorbereitet, indem Aquivalente von 40 ug Protein mit Pcsb-1 auf
ein Volumen von 50 ul aufgefiillt und im Verhéltnis 1:1 mit Pcsb-2 (s. Kapitel B 1.3)
versetzt wurden. Wenn das entsprechende Volumen grofler als 50 ul war, wurde das
gleiche Volumen an Pcsb-2 hinzugegeben. Das Endvolumen der Proben lag meistens
bei 100 pl, maximal bei 204 ul. Als Molekulargewichtsmarker lief bei jedem Gel ein
Rainbow-Marker (Amersham) in einer Tasche mit, ausserdem eine Positivkontrolle,
welche das zu untersuchende Protein enthielt. Dem Pcsb-2 war zur Verfolgung der
Wanderungsgeschwindigkeit gesittigte wassrige Bromphenolblau-Losung
beigemengt.

Die Proben wurden gut aufgemischt und 5 min. lang im Thermocycler (PCR-Geriit)
bei 99°C inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde die Ausflaufprobe ausgegossen, die erforderlichen Mengen
an Anoden- und Kathodenpuffer (s. Kapitel B 1.3) vorbereitet und in die jeweiligen
Elektrophoresekammern gefiillt.

Nach Abkiihlen der Protein-Proben auf Raumtemperatur wurden sie mit 12 000
U/min. fiir 2 min. zentrifugiert.

Die Proben wurden in die Geltaschen mit Hilfe von speziellen, lang ausgezogenen
Mikropipetten (Biozym) einpipettiert.

Die Elektrophorese erfolgte iiber einen Zeitraum von 17-28 Stunden bei
Raumtemperatur nach Anlegen einer Stromstidrke von 30 mA und einer variierenden
Spannung von 50-75 V (in Abhingigkeit vom Molekulargewicht des

nachzuweisenden Proteins).

Elektro-Blotting

Sobald die Lauffront (Bromphenolblau) das Ende des Trenngels erreicht hatte, wurde
die Stromquelle abgeschaltet und die Glasplatten wurden aus der Apparatur gelost.

Die Proteinbanden wurden mittels Elektro-Blotting von dem SDS-Polyacrylamidgel
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C.3.5.

auf eine Polyvinyldifluorid- (PVDF) Membran transferiert. Fiir die Transferprozedur
wurden das SDS-Gel und die Membran zwischen puffergetrinkte Papiere plaziert
(Sandwich-Aufbau) und an ein elektrisches Feld angelegt.

Es wurden pro Gel 6 Filterpapiere (Whatman 3 MM), die ein wenig grofler waren als
das Gel, und eine Immobilon P-Membran (PVDF-Membran) von der Grofle des
Elektrophoresegels zugeschnitten und vorbereitet.

Zur ausreichenden Benetzung war es notwendig, die Immobilon P-Membran vor
Gebrauch in 100% Methanol, danach in Aqua dest. und schlieBlich in Transferpuffer
zu inkubieren.

Lauffront des Acrylamidgels und Sammelgel wurden mit einem Skalpell entfernt und
entsorgt.

Die Blot-Membran wurde luftblasenfrei auf das SDS-Polyacrylamidgel aufgebracht,
dariiber wurden 3 Lagen Filterpapier, die jeweils zuvor in Transferpuffer getridnkt
waren, gelegt. Durch das Gegenlegen einer sauberen Glasplatte wurde der Stapel
umgedreht und das Gel von der Glasplatte gelost. Dann wurden weitere 3 Lagen in
Transferpuffer getrinkte Whatman-Papiere auf das Gel gelegt.

Es wurden an beiden Seiten, wie bei einem Sandwich, in Transferpuffer getrinkte
Schwidmme angebracht, dann darauf geachtet, dass auf der Seite auf der sich die
Membran befand das Anodengitter, auf der Gegenseite das Kathodengitter angelegt
wurde.

Der Transfer erfolgte in der mit Transferpuffer gefiillten Transferkammer durch
Anlegen einer Stromstédrke von 400 mA iiber einen Zeitraum von 3-4 Stunden.

Zu beachten war, dass die Transfergeschwindigkeit von der Proteingréfe und von der
Stromstdrke abhing. Gemidll der negativen Ladung der Proteine im SDS-Gel
wanderten sie im elektrischen Feld in Richtung Anode. Sie wurden aufgrund

hydrophober Wechselwirkungen an die Membranoberfldche gebunden.

Blockierung

Nach erfolgtem Transfer der elektrophoretisch getrennten Proteine wurde die
Membran in Methanol getridnkt und bei Raumtemperatur 30 min. getrocknet.
Die Membran wurde erneut in Methanol geschwenkt, dann in Aqua dest.

Anschlieend wurde zur Verminderung der unspezifischen Bindungsstellen des
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C.3.6.

C.3.7.

Antikorpers die Blotmembran in Blockingpuffer bei 4°C im Kiihlschrank iiber Nacht
gelagert.

Membranen, die nicht am nédchsten Tag verwendet wurden, wurden eine Minute in
Methanol getridnkt, 15 min. bei Raumtemperatur erneut getrocknet und bei -20°C

gelagert.

Inkubation mit priméren und sekundiren Antikorpern

Der Blockingpuffer wurde abgegossen.

Ein gegen das zu untersuchende Protein gerichteter Primérantikorper (s. Kapitel B 1.4)
wurde in optimierter Konzentration mit einem Gemisch aus TBST und
Blockierungspuffer (im Verhiltnis 9:1) verdiinnt und die Membran darin iiber 1
Stunde bei Raumtemperatur auf dem Rocky-Taumelschiittler inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen 4 10 Minuten mit TBST auf dem Schiittler erfolgte die
Inkubation mit dem Sekundirantikorper fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler. Bei den Sekundirantikorpern handelt es sich um Meerrettich-Peroxidase-
gekoppelte Antikorper, die je nach Primérantikorper gegen Maus-, Kaninchen- oder
Ziegen-IgG gerichtet sind.

Die Losung wurde abgegossen und der Antikorperiiberschuss auf der Membran wurde
entfernt, indem sie fiir viermal zehn Minuten mit TBST auf dem Schiittler gewaschen

wurde.

Detektion

Zur Fiarbereaktion wurden 20 ml eines auf Luminol basierenden ECL-
Detektionsreagenzes (Super-Signal West Pico kit, Pierce) zur Membran gegeben und
fir 5 min. auf dem Schiittler inkubiert. Das Luminolsubstrat wurde durch die
Peroxidase am Sekunddrantikdrper oxidiert. Dabei entsteht ein Reaktionsprodukt,
welches einen hoheren, jedoch labilen Energiezustand hat. Beim Riickfall auf den
energetischen Ausgangszustand werden Lichtquanten freigesetzt, die den Rontgenfilm
an dieser Stelle schwérzen. Der Grad der Schwirzung ist somit ein MaB fiir die Menge

an zu untersuchendem Protein.
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C.3.8.

Nach 5 Minuten wurde die ,,Super-Signal“-Losung abgegossen und die Membran mit
der Pinzette in eine Klarsichtplastikhiille iiberfiihrt. Dann wurde diese in eine
Rontgenkassette gelegt.

In einer Dunkelkammer wurde ein Rontgenfilm auf die Membran gelegt. Die
Expositionszeiten variierten je nach Antikorper zwischen 10 Sekunden und 10
Minuten. Nach Erreichen der gewiinschten Expositionszeit wurde der Rontgenfilm in

einem Entwicklungsgerit entwickelt.

Densitometrische Auswertung des Western Blots

Die Schwirzung des Films war ein Mass fiir die vorhandenen Proteinkonzentrationen.
Die quantitative Auswertung der Schwirzung der Banden auf dem Film erfolgte
densitometrisch mit der Software Quantity One. Gemessen wurde die Absorption der
spezifischen Bande in Bezug auf einen Hintergrund-Parameter. Die Absorption pro
Flicheneinheit wurde nach Integration in Absorptionseinheiten x mm” angegeben. Es
wurde um die Signalbanden ein rechteckiges Messfeld gelegt. Bei gleichmifBiger
Farbung des Hintergrundes wurde fiir alle auszuwertenden Signalbanden das gleiche
Messfeld fiir den Hintergrundabgleich definiert.

Um sicherzustellen, dass vergleichbare Mengen an Protein in den Tumor-
Proteinproben enthalten sind, wurde fiir alle Karzinome auch die Expression an Aktin
mit Hilfe der Westernblotanalyse bestimmt. Aktin ist ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 46 kDa. Es ist in allen eukaryoten Zellen enthalten. Es
existieren drei unterschiedliche Klassen an Aktin-Proteinen (alpha, beta und gamma),
von denen beta- und gamma-Aktin in Filamenten vorkommen. Alle untersuchten
Karzinome und die Zellinie T47D zeigten eine vergleichbar starke Expression an
Aktin. Bei denjenigen Fillen, bei denen die Aktinexpression stirker als 10 % von der
durchschnittlichen Expression abwich, wurde ein Korrekturfaktor berechnet. Mit
diesem Faktor wurden die Expressionswerte der anderen gemessenen Proteine

multipliziert.
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C 3.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Einsatz des Computerprogramms SPSS 10.0
(Statistical Package for the Social Sciences 10.0). Die Ergebnisse wurden tabellarisch und
graphisch dargestellt. Neben Mittelwertberechnungen und Standardabweichungen sind auch
Assoziationen und Korrelationen mit dem integrierten Korrelationstest nach Pearson
berechnet worden. Die Priifung der Nullhypothese erfolgte durch Berechnung des y *~Tests
nach Pearson beziehungsweise bei Vierfeldertafeln der Priifgrosse nach Fisher und bei
schwach besetzten Mehrfeldertateln mittels Hulton-Freeman-Test. Bei geordneten 2 x R-
Tafeln wurde zusitzlich das Ergebnis des linearen Tests angegeben. Die berechneten p-Werte
sind im Sinne deskriptiver Masszahlen aufzufassen und geben die Wahrscheinlichkeit an, mit
der man bei gegebener Unabhingigkeit der beiden Merkmale einen derart beobachteten oder
noch grosseren Wert fiir die Priifgrosse erhalten wiirde. Kleine p-Werte sprechen also gegen
die Annahme der Unabhingigkeit. Es wurde hinsichtlich der Signifikanz ein p-Wert <0,05 als
ein signifikantes Ergebnis gewertet, p-Werte grosser 0,05 wurden folglich als nicht

signifikantes Ergebnis gewertet.
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D ERGEBNISSE

D.1 Ergebnisse zu den AP-1-Faktoren

Die Expression von AP-1-Faktoren in 53 Mammakarzinomen des gleichen Kollektives wurde
bereits 1999 mit Hilfe der Westernblotanalyse untersucht (Bamberger et al, 1999). Allerdings
erfolgte zu diesem Zeitpunkt keine densitometrische Auswertung der Ergebnisse, sondern nur
eine Abstufung der Expressionsauspriagung mit dem bloen Auge. In dieser Arbeit wurden die

vorhandenen Daten nachtriglich densitometrisch ausgewertet.

Ausserdem konnte das Kollektiv um weitere 22 Karzinome erweitert werden. Diese wurden
nach den vorhandenen Protokollen mittels Westernblotanalyse im Hinblick auf die Expression
samtlicher Jun- und Fos-Proteine untersucht. In der densitometrischen Auswertung wurde fiir
jeden einzelnen AP-1-Faktor eine Positivkontrolle als Bezug genommen (100 %) und die
Expressionswerte der weiteren Tumoren und der Zelllinien mit ihnen verglichen.
Abschliessend wurden dann die Werte, wenn nétig, entsprechend an dem jeweiligen Wert fiir
B-Aktin korrigiert (s.0.). Die gesamte Datenanalyse der einzelnen AP-1-Faktoren bezieht sich
demnach auf relative Werte. Dieses Vorgehen wurde in gleicher Form fiir die Auswertung der
Expressionswerte von MMP-1, MMP-9, PAI-1 und PAI-1/uPA-Komplex angewandt. Die

jeweiligen Positivkontrollen sind im Kapitel C 3.3. erwihnt.

Die densitometrische Auswertung erfolgte, um exaktere Daten im erweiterten Kollektiv
beziiglich der Expression der einzelnen Mitglieder der AP-1-Familie in den Tumoren zu
erhalten. Des Weiteren sollen die AP-1-Faktoren mit der Expression von MMP-1, MMP-9,
PAI-1 und PAI-1/uPA-Komplex verglichen und statistisch eine mogliche Beziehung iiberpriift
werden. Zur statistischen Analyse werden an Hand des Medians der Expressionswerte jeweils
zwei gleichgroBBe Gruppen fiir jedes AP-1-Mitglied gebildet, welche mit ,,niedriger” und

,,hoher* Expression bezeichnet wurden.

Besonderheiten ergaben sich in der Westernblotanalyse von Fra-1. Es lieen sich in einigen
Tumoren zwei dicht nebeneinander liegende Banden bei 33 kDa und 36,5 kDa nachweisen,
andere exprimierten nur eine dieser Banden. Somit wurde fiir die statistische Auswertung
jeweils das Gesamtprotein und die langsamer wandernde Bande (phosphorylierte Form) allein

bewertet. Insgesamt konnte allerdings nur zwischen negativ und schwach positiv, bzw.
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fehlend und vorhanden unterschieden werden, da die Banden gegeniiber dem relativ starken

Hintergrund nur schwach waren und keine exakte Densitometrie erlaubten.

Auch fiir Fra-2 konnten unterschiedliche Phosphorylierungsstadien und somit insgesamt drei
verschiedene spezifische Banden mit Molekulargewichten zwischen 38 kDa und 47 kDa
nachgewiesen werden. Auch hier wurden fiir die statistische Auswertung jeweils das
Gesamtprotein, die zwei oberen Banden und die untere Bande unabhéngig voneinander

bewertet.

D 1.1 Auffillige Korrelationen von AP-1-Faktoren zu klinischen Daten

Unter den AP-1-Faktoren zeigte Fra-1 eine positive signifikante Korrelation zu Grading und
Ki67, wobei die phosphorylierte Form zusitzlich eine positive Korrelation zum Nodalstatus
aufwies. Schwache Fra-1-Expressionen gingen mit niedrigem Grading und weniger Ki67
Expressionen einher. In nodalpositiven Tumoren war die phophorylierte Form des Fra-1
tiberproportional hidufig nachweisbar. Ausserdem liess sich eine inverse Korrelation zum
Ostrogenrezeptostatus nachweisen, d.h. Tumoren mit positivem Ostrogenrezeptorstatus

zeigten schwache Fra-1-Expression.

Genau entgegengesetzt liessen sich fiir FosB eine negative Korrelation zu Ki67 und eine
positive Korrelation zum Ostrogenrezeptorstatus nachweisen. c-Fos zeigte eine auffillige
statistische Beziehung zum Tumorstadium und eine grenzwertige Signifikanz zum
Nodalstatus. Die phosphorylierte Form von Fra-2 fiel mit einer statistisch signifikanten
Korrelation zur Rezidivrate auf. c-Jun, JunD und JunB zeigten keine statistisch signifikanten

Korrelationen.
Zu den brigen klinischen Daten wie  histologischer Typ, Alter und
Progesteronhormonrezeptorstatus zeigte keiner der AP-1-Faktoren eine statistisch auffillige

Beziehung.

Die relevanten Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen 8, 9 und 10 zusammengefasst:
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19
14

20

p=10,028

21

7
18
10

p=0,786

Tabelle 8. Assoziation zwischen AP-1-Faktoren FosB, c-fos und einigen klinischen Daten; p-Werte<0,05

sind durch Fettdruck wund inverse

Korrelationen

Status=immunbhistochemischer Ostrogenrezeptorstatus
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Tabelle 9: Assoziation zwischen Fra-1 und einigen Kklinischen Daten; Fra-1(t)=Gesamtprotein, Fra-

1(p)=phophorylierte Form von Fra-1; p-Werte<0,05 sind durch Fettdruck, inverse Korrelationen sind

kursiv hervorgehoben. IHC-ER-Status=immunhistochemischer Ostrogenrezeptorstatus

15 14
5 9 4 10
p=0,129 p= 0,032

Tabelle 10: Assoziation zwischen Fra-2 wund Rezidivrate; Fra-2(t)=Gesamtprotein, Fra-

2(p)=phophorylierte Form von Fra-2; p-Werte<0,05 sind durch Fettdruck hervorgehoben.
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D 2 Ergebnisse fiir MMP-1

Die Expression von MMP-1 lie} sich mit vier verschiedenen Banden darstellen, wobei das
Proenzym mit einer Doppelbande zwischen 54-56 kDa zur Darstellung kam und die aktive
MMP-1-Form mit einer Doppelbande zwischen 47-50 kDa nachweisbar war. Als
Positivkontrolle diente ein Tumor aus dem Kollektiv, welcher deutliche Banden fiir MMP-1

(Proenzym und aktive Form) zeigte. Die Starke dieser Banden wurde als 100 % definiert.
D 2.1 Expression in den Tumoren
Mit Ausnahme von einem Tumor innerhalb der 75 untersuchten Tumoren konnte sowohl das

Proenzym als auch die aktive Form von MMP-1 in allen Tumoren in unterschiedlicher

Expressionsstirke nachgewiesen werden (s. Abbildung 6).

Antibody K T31 T32 T3 T34 T35 T3E Tar MaT Tas

MMP1 j‘. g !. . _§ s ! = pro- WP

—achive MMP1

actin

Abbildung 6. Western Blot Analyse fiir MMP-1 Proenzym und die aktive Form sowie fiir Aktin.

K=Positivkontrolle; T=Tumor (aus Mammakarzinomgewebe)

Zur weiteren statistischen Analyse wurden jeweils drei gleichgrofe Gruppen fiir das
Proenzym mit niedriger (n= < 48 %), maBiger (n= 48,1- 90 %) und hoher (n= > 90,1 %)
Expression und fiir die aktive Form mit niedriger (n= < 27 %), miBiger (n= 27,1- 86,5 %) und
hoher (n= > 86,6 %) Expression gebildet.
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Haufigkeit

Diagramm 3. Verteilung der Expression der Proenzym Form von MMP-1 in Mammakarzinomen

a0 —_— —_— !

Haufigkeit

Diagramm 4. Verteilung der Expression der aktiven Form von MMP-1 in Mammakarzinomen
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D 2.2 Expression von MMP-1 in Zelllinien

Bei Untersuchung der Zelllinien zeigten sich erhebliche Unterschiede. Wihrend die
rezeptornegative Zelllinie MDA-MB-231 eine sehr schwache Expression von MMP-1 aufwies
(12,1 %), zeigten hingegen T47D (226,9 %) und MCF-7 (271,3 %) beide eine sehr starke
Expression des Proenzyms MMP-1. MCF-7 lie} auBerdem eine sehr starke Expression der

aktiven Form des MMP-1 nachweisen (580,8 %) (s. Abbildung 7).

T470
MCF7

s
-
= =]
-
o
=
=

i ro-MMP1
saf— actve MMPT

Abbildung 7. Expression von MMP-1, sowie von Aktin in den Zelllinien MDA-MB-231, T47D und MCF-7.

D 2.3 Korrelation von MMP-1 zu AP-1-Faktoren

Statistisch relevante Beziehungen zu der Expression des Proenzyms von MMP-1 fanden wir
fiir zwei AP-1-Faktoren, ndmlich FosB und die phosphorylierte Form von Fra-2. Fiir c-Jun
konnte eine grenzwertige Korrelation mit einem Chi Quadrat Wert nach Pearson von p=0,067
nachgewiesen werden. Fiir JunB, JunD, c-Fos und Fra-1 war keine statistisch relevante

Beziehung zu der Expression des MMP-1-Proenzyms erkennbar (s. Tabelle 11).
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Die aktive Form des MMP-1 korrelierte signifikant positiv am stidrksten mit FosB, auflerdem
mit c-Jun und negativ mit c-Fos (s. Tabelle 12). Keine Korrelation bestand mit der
phosphorylierten Form von Fra-2, Totalprotein Fra2, JunB, JunD und Fra-1.

Die nachfolgenden Tabellen 11 und 12 geben die relevanten Korrelationen zwischen AP-1-

Faktoren und MMP-1 (Proenzym und aktive Form) wieder.

MMP-1- Proenzym

niedrige Expr. mittlere Expr. hohe Expr.
(<48 % d. Kontr.)  (48,1-90 % d. Kontr.) (>90 % d. Kontr.)

FosB
niedrige Expr. 19 15 3
(0-50 % d. Kontr.)
hohe Expr. 5 10 22
(> 50 % d. Kontr.)

p=<0,001
Fra-2 (p)
niedrige Expr. 18 10 8
(0-20 % d. Kontr.)
hohe Expr. 6 15 17
(> 20 % d. Kontr.)

p= 0,006
c-Jun
niedrige Expr. 10 16 8
(0-120 % d. Kontr.)
hohe Expr. 14 9 17
(> 120 % d. Kontr.)

p= 0,067

Tabelle 11: Assoziation zwischen MMP-1 und AP-1-Faktoren FosB, Fra-2 (p=phosphoryliert) und c-Jun;

p-Werte<0,05 sind durch Fettdruck, inverse Beziehungen durch Kursivdruck hervorgehoben.
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MMP-1- aktive Form
niedrige Expr. mittlere Expr. hohe Expr.
(<27 % d. Kontr.) (27,1-86,5%d. Kontr.) (>86,6% d. Kontr.)

FosB
niedrige Expr. 19 13 5
(0-50 % d. Kontr.)
hohe Expr. 5 12 20
(> 50 % d. Kontr.)

p=<0,001
c-Jun
niedrige Expr. 18 10 6
(0-120 % d. Kontr.)
hohe Expr. 6 15 19
(> 120 % d. Kontr.)

p= 0,001
c-Fos
niedrige Expr. 15 8 16
(0-9,5 % d. Kontr.)
hohe Expr. 9 17 9
(>9,6 % d. Kontr.)
p=0,039

Tabelle 12: Assoziation zwischen MMP-1 und AP-1-Faktoren FosB, c-Jun und c-Fos; p-Werte<0,05 sind

durch Fettdruck, inverse Beziehungen durch Kursivdruck hervorgehoben.

D 2.4 Korrelation von MMP-1 zu klinischen Daten

Die statistische Analyse der Expression von MMP-1 Proenzym mit klinischen
Prognoseparametern (wie Tumorgrading, Lymphknotenbefall, Ki67 oder Rezidivbildung)
zeigte bis auf eine positive Korrelation zu der Ostrogenrezeptor-Expression in

Mammakarzinomen keine auffilligen Korrelationen. Die positive Korrelation von MMP-1-
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Proenzym-Form und dem Ostrogenrezeptor-Status konnte mit einem p-Wert von 0,038

errechnet werden.

Die aktive Form von MMP-1 ergab eine statistisch signifikante negative Korrelation mit dem
Lymphknotenstatus (p=0,037), das heisst starke Expression der aktiven MMP-1-Form war

hédufiger vergesellschaftet mit einem negativen Lymphknotenstatus (s. Tabelle 13).

Weitere relevante statistische Beziehungen zwischen MMP-1 und anderen klinischen
Prognoseparametern wie dem Progesteronrezeptorstatus, Grading oder Ki67-Expression

zeigten sich nicht.

MMP-1 aktive Form
niedrige Expr. mittlere Expr. hohe Expr.
(0-27 % d. Kontr.) (27,1-86,5 % d. Kontr.) (> 86,6 % d. Kontr.)

Grading [I-1I 14 11 14
I 10 14 11
p=0,556
Nodalstatus
negativ (n= 30) 9 7 15
positiv (n=37) 14 15 7
p= 0,037
Ki67 <10% 5 5 7
11-49 % 13 11 15
> 50 % 6 9 3
p= 0,405

Tabelle 13: Assoziation zwischen der aktiven Form des MMP-1 und einigen Kklinischen

Prognoseparametern; p-Werte<0,05 sind durch Fettdruck hervorgehoben.
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D 3 Ergebnisse fiir MMP-9

Bei der Matrixmetalloproteinase-9 handelt es sich um ein 92 kDa grofes Protein. Die
Expression von MMP-9 lief} sich in Hohe des zu erwartenden Molekulargewichtes mit einer
spezifischen Bande bei 92 kDa darstellen. Es kam keine weitere Bande als Proenzym-Form
zur Darstellung. Ein ausgewihlter Tumor wurde als Bezug (100 %) bewertet und die

Expressionswerte der weiteren Tumoren und der Zelllinien mit ihm verglichen.

D 3.1 Expression von MMP-9 in Tumoren

Mit Ausnahme von einem Tumor innerhalb der 75 untersuchten Tumoren konnte MMP-9 in

allen Tumoren in unterschiedlicher Expressionsstirke nachgewiesen werden (s. Abbildung 8).

Antibody K T31 T332 T332 T34 Tis T36 T3r MI7T Tas

MMP9 .. H :,: _iia & .-
U e e . st e e

Abbildung 8. Western Blot Analyse fiir MMP-9, sowie fiir Aktin in Mammakarzinomen;

K=Positivkontrolle, T=Tumor (aus Mammakarzinomgewebe)

Nach densitometrischer Auswertung folgte die statistische Analyse und es wurden drei
gleichgroBBe Gruppen mit schwacher (n= 0-37 %), méiBiger (n= 37,1-125 %) und starker (n=
>125,1 %) Expression von MMP-9 gebildet.
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Std abw. = 336,36
Mittel = 1601
N = 75,00

B E—
00 4000 8000 12000 16000 2000,0

2000 6000 10000 14000 18000 22000

Diagramm 5. Verteilung der Expression von MMP-9 in Mammakarzinomen

D 3.2 Expression von MMP-9 in Zelllinien

MMP-9 war in allen drei Zelllinien gut nachweisbar. Die Expression in der Zelllinie T47D
betrug bezogen auf die Kontrolle 28,9 %, MDA-MB-231 (19,5 %) und MCF-7 (19,39 %)

exprimierten vergleichbar viel (s. Abbildung 9). Zwischen den untersuchten Zelllinien zeigten

sich keine auffilligen Unterschiede.

MDA-MB211

T470
MCFT

ERFE - .

s F— actin

Abbildung 9. Expresssion von MMP-9, sowie von Aktin in den Zelllinien MDA-MB-231, T47D und MCF7
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D 3.3 Korrelation von MMP-9 zu AP-1-Faktoren

Die statistische Auswertung ergab eine signifikante negative Korrelation von MMP-9 zu FosB

und positive Korrelationen zu c-Fos, JunD, zur phosphorylierten Form von Fra-1 und zu Fra-2

(phosphorylierte Form und Totalprotein). Keine statistischen Beziehungen wurden zu c-Jun

und JunB gefunden (s. Tabelle 14 und 15).

c-Fos

niedrige Expr.
(0-9,5 % d. Kontr.)
hohe Expr.

(>9,6 % d. Kontr.)

FosB

niedrige Expr.
(0-50 % d. Kontr.)
hohe Expr.

(> 50 % d. Kontr.)

Fra-1 (t)
niedrige Expr.

hohe Expr.

Fra-1 (p)
niedrige Expr.

hohe Expr.

niedrige Expr.

(0-37 % d. Kontr.)

17

14

10

12
12

20

MMP-9
mittlere Expr.
(37,1-125 % d. Kontr.)

14

11

20

12

13

17

hohe Expr.
(>125 % d. Kontr.)

17

18

17

10
15

p= 0,023

p=0,001

p=0,374

p= 0,006

Tabelle 14. Assoziation zwischen MMP-9 und AP-1-Faktoren c-Fos, FosB und Fra-1 (p=phosphoryliert,

t=total); p-Werte<0,05 sind durch Fettdruck und inverse Korrelationen sind kursiv hervorgehoben.
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MMP-9
niedrige Expr. mittlere Expr. hohe Expr.
(0-37 % d. Kontr.) (37,1-125 % d. Kontr.) (>125 % d. Kontr.)

Fra-2 (t)

niedrige Expr. 18 10 7

(0-25 % d. Kontr.)

hohe Expr. 6 15 18

(> 25 % d. Kontr.) p= 0,003

Fra-2 (p)

niedrige Expr. 18 9 9

(0-20 % d. Kontr.)

hohe Expr. 6 16 16

(> 20 % d. Kontr.) p= 0,007

JunD

niedrige Expr. 19 12 6

(0-175 % d. Kontr.)

hohe Expr. 5 13 19

(> 175 % d. Kontr.) p= 0,001

Tabelle 15. Assoziation zwischen MMP-9 und AP-1-Faktoren Fra-2 (p=phosphoryliert, t=total) und JunD;
p-Werte<0,05 sind durch Fettdruck hervorgehoben.

D 3.4 Korrelation von MMP-9 zu klinischen Daten

Die statistische Analyse mit klinischen Daten erbrachte eine positive Korrelation von MMP-9
mit dem Lymphknotenstatus (p=0,045), das heif3t iiberproportionale Expression von MMP-9

konnte mit einem positiven Lymphknotenbefall assoziiert werden (s. Tabelle 16).

MMP-9 zeigte zu keinem der anderen klinischen Prognoseparametern wie dem
Hormonrezeptorstatus, histologischer Typ, Staging, Grading oder Ki67-Expression eine

statistisch signifikante Korrelation.
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Grading [I-1I
111

Nodalstatus
negativ (n= 30)
positiv (n= 37)

Ki67 <10%
11-49 %
> 50 %

niedrige Expr.

(0-37 % d. Kontr.)

13
12

13
10

12

MMP-9
mittlere Expr.

(38-125 % d. Kontr.)

14
12

13
10

14

hohe Expr.
(> 125 % d. Kontr.)

13

13
p= 0,839

16
p= 0,045

13

p= 0,366

Tabelle 16. Assoziation zwischen MMP-9 und einigen klinischen Prognoseparametern; p-Werte<0,05 sind

durch Fettdruck hervorgehoben.

D 4 Ergebnisse fiir PAI-1 und den PAI-1/uPA-Komplex

Die Serinprotease PAI-1 war in 73 Tumoren nachweisbar, in zwei Tumoren lag sie unterhalb

der Nachweisgrenze. Als Kontrolle wurden HT1080-Zellen eingesetzt. Aufgrund der

bekannten stabilen Bindungsverhiltnisse von PAI-1 mit uPA und PAI-1 mit tPA lieBen sich

mit dem PAI-1-Antikorper neben der spezifischen Bande fiir PAI-1 bei 42 kDa zwei weitere

schwichere Proteinbanden nachweisen. Somit konnte zusétzlich bei 100 kDa der PAI-1/uPA-

Komplex separat zur Auswertung bestimmt werden.

Eine Bearbeitung der Bande fiir den PAI-1/tPa-Komplex (bei 110 kDa) fand in dieser Arbeit

nicht statt.
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D 4.1 Expression von PAI-1 in Tumoren

Die Expressionsstirke von PAI-1 in den Tumoren betrug 1-300 % im Vergleich zur
Positivkontrolle. Zur statistischen Auswertung wurden drei gleichgroe Gruppen gebildet
(niedrige Expression= 0-29 %, mittlere Expression= 29,1-60 % und hohe Expression= 60,1-
300 %).

D 4.2 Expression von PAI-1/uPA-Komplex in Tumoren
Die Expression des PAI-1/uPA-Komplexes in den unterschiedlichen Tumoren betrug 0-270 %
im Vergleich zur Kontrolle. Somit wurden zur statistischen Auswertung drei gleichgrofle

Gruppen gebildet (niedrige Expression= 1-9 %, mittlere Expression= 9,1-20 % und hohe
Expression = >20%).

Antibody K T31 T32 T33 T34 TiaS T3I6 T3T MI7T Tais

- i . o 4—PAL11PA
PAI . e oy ﬁ“*ﬂ; A—PAITIPA

Mt amEEe
T e e —— e e e

Abbildung 10. Western Blot Analyse fiir PAI-1/tPA-Komplex, PAI-1/uPA-Komplex, und PAI-1, sowie fiir

Aktin. K=Positivkontrolle, T=Tumor (aus Mammakarzinomgewebe)
D 4.3 Expression von PAI-1 in den Zelllinien
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Die Expressionsstirke des nicht-gebundenen PAI-1 war in den Zelllinien etwa vergleichbar
hoch, wie in den Karzinomen. Die Ostrogen- und Progesteronrezeptor-positiven Zellen T47D
exprimierten 103 % und MCF-7 99 % und die Steroidhormonrezeptor-negativen MDA-MB-
231 61 % im Vergleich zur Positivkontrolle (s. Abbildung 11).

2

v - o
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_ =] —_—
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- <

L e actin

Abbildung 11. Expression von PAI-1/tPA-Komplex, PAI-1/uPA-Komplex und PAI-1, sowie fiir Aktin
in den Zelllinien MDA-MB-231, T47D und MCF-7

D 4.5 Korrelation von PAI-1 und PAI-1/uPA-Komplex zu AP-1-Faktoren

Unter den AP-1-Faktoren zeigte Fra-2 (Totalprotein und phosphorylierte Form) eine
signifikante Beziehung sowohl zu PAI-1, als auch zum PAI-1/uPA-Komplex, das hei3t bei
schwachem oder fehlenden Fra-2 war auch PAI-1 und der PAI-1/uPA-Komplex hiufiger
schwach. Die p-Werte sind in den Tabellen 17 und 18 dargestellt. Zu den anderen AP-1-

Faktoren waren keine statistischen Auffilligkeiten errechnet worden.
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Tabelle 17. Assoziation zwischen PAI-1 und Fra-2 (p=phosphoryliert, t=total); p-Werte<0,05 sind durch
Fettdruck hervorgehoben.

Tabelle 18. Assoziation zwischen PAI-1/uPA-Komplex und Fra-2 (p=phosphoryliert, t=total); p-

Werte<0,05 sind durch Fettdruck hervorgehoben.
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D 4.6 Korrelation von PAI-1 und PAI-1/uPA-Komplex zu klinischen Daten

Die statistische Analyse der Expression von PAI-1 und PAI-1/uPA-Komplex mit klinischen
Prognoseparametern wie Steroidhormonrezeptorstatus, Tumorgrading, Lymphknotenbefall,

Ki67 oder Rezidivbildung zeigte keine signifikanten Korrelationen.

D 5 Beziehungen der Proteasen untereinander

Die Korrelationspriifungen der Proteasen MMP-1, MMP-9, PAI-1 und PAI-1/uPA-Komplex
untereinander ergab eine inverse Korrelation zwischen der aktiven Form von MMP-1 zu PAI-
1 mit einem p-Wert von 0,029 und eine positive Korrelation von MMP-9 zum PAI-1/uPA-

Komplex mit einem p-Wert von 0,012.

-81 -



Diskussion

E. DISKUSSION

Bei malignen Tumoren ist das Wachstum des Primédrtumors von Ablosevorgingen und
Ausbreitung der Tumorzellen im Organismus begleitet. Die entscheidende Voraussetzung zur
Tumorzellinvasion und Metastasierung ist die Fidhigkeit der Tumorzellen, die extrazellulédre
Matrix zu durchdringen. Dieser Prozess wird durch verschiedenartige proteolytisch aktive
Enzyme ermoglicht, die an der Tumorzelloberflache lokalisiert sind oder von der Zelle
sezerniert werden, wie Matrixmetalloproteinasen oder Enzyme des Plasminogenaktivator-
Systems. So gibt es bereits einige Untersuchungen, die die klinische Relevanz dieser beiden
Systeme iiberpriifen (Kapitel A.1.3.4 und A.1.4.5.). In den meisten klinischen
Untersuchungen erfolgte hierbei die Bestimmung der Expression von einzelnen Proteinen, um
ihre Beteiligung am Invasionsvorgang zu iiberpriifen. Anschliessend wurden die erhobenen

Proteinmengen mit klinischen Daten und Prognosefaktoren verglichen.

In der vorliegenden Arbeit sollten Proteasen untersucht werden, deren Beteiligung am
Invasionsgeschehen bereits beobachtet wurde und in deren Promoter AP-1-Bindungsstellen
nachgewiesen wurden, um am klinischen Material von 75 humanen Mammakarzinomen zu
iberpriifen, ob die Metastasierung durch AP-1-Faktoren-abhéngige Induktion der Proteasen
beeinflusst wird. Untersuchungen iiber die transkriptionelle Regulation dieser Proteasen sind
bislang iiberwiegend experimenteller Natur. Die Auswahl der einzelnen Proteasen trafen wir

mit Hilfe der Kenntnisse aus der Literatur.

Brummer et al. beobachteten eine erhohte MMP-1-Expression an der Invasionsfront in
klinischen Mammakarzinomgewebe mittels in situ-Hybridiserung (Brummer et al., 1999).
Eine Regulation der Gentranskription fiir MMP-1 durch AP-1-Faktoren wurde von Benbow et
al, 1997 und Vincenti et al., 1996 beschrieben.

Die Matrixmetalloproteinase-9 zdhlt auf Grund der besonderen Féhigkeit die Basalmembran
zu zerstoren, zu den Proteasen, die die Invasionsfihigkeit des Tumors mit beeinflussen. So
konnte in Mammakarzinomen eine erhohte Expression von MMP-9 in prognostisch
ungiinstigeren Tumoren nachgewiesen werden (Ranuncolo et al., 2003; Li et al., 2004;
Somiari et al., 2006). Eine Gen-Regulation am Promoter durch AP-1-Faktoren konnte in

experimentellen Studien beobachtet werden (Gum et al., 1996; Yokoo et al., 1996).
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Die prognostische Relevanz des Plasminogenaktivators uPA, sowie seines Inhibitor PAI-1 ist
weitgehend anerkannt. Diese Faktoren haben sich bei Mammakarzinom-Patientinnen mit
fehlendem Lymphknotenbefall als Indikatoren fiir eine hohere Rezidivneigung erwiesen
(Prechtl et al.,, 2000; Jinicke et al., 1993) und scheinen daher ebenfalls am
Invasionsgeschehen teil zu haben. Im uPA- und PAI-1-Gen konnten die in Kapitel
A.1.44.und A.1.4.5. beschriebenen induzierbaren Regionen beobachtet werden, u.a. handelt
es sich hierbei um AP-1-Bindungsstellen, welche eine transkriptionelle Regulation

ermoglichen.

Somit zidhlen MMP-1, MMP-9, uPA und PAI-1 zu den AP-I-regulierten Genprodukten,
welche in der Tumorinvasion aktiv sind. Thre Untersuchung in klinischem Material von
Mammakarzinomen im Vergleich zur Expression der Jun- und Fos-Proteine liess uns

interessante Ergebnisse erwarten.

Die Expressionsstirken der untersuchten Proteine wurden mittels Westernblotanalysen
ermittelt.  Das  Westernblotverfahren =~ bot  verschiedene  Vorteile  gegeniiber
immunhistochemischen Untersuchungen. Zum einen war es moglich die Gesamtmenge der
jeweiligen Proteasen im klinischen Material zu bestimmen, ganz unabhéngig davon, ob sie
von Tumorzellen oder Stromazellen produziert wurden, denn fiir den Prozess der
Tumorinvasion ist dieses nicht unmittelbar relevant. Und zum anderen konnten verschiedene
Phosphorylierungsstadien (bei AP-1-Faktoren, Fral und Fra2) und Spaltprodukte (bei MMP-
1) separat betrachtet und ausgewertet werden. AuBerdem konnten die Ergebnisse objektiv

densitometrisch quantifiziert werden.

Trotzdem darf man folgenden Nachteil nicht vergessen: solche Vorgehensweisen (auf
Proteinebene) stehen immer vor dem Problem, dass die an bestimmten Lokalisationen
nachgewiesenen Faktoren nicht unbedingt schon eine Aussage iiber deren Funktion und
Implikation in den pathogenetischen Prozess erlauben. Es werden Momentaufnahmen
gemacht, die man extrapoliert und so ein moglicherweise verzerrtes Bild der dynamischen
molekularen Prozesse erhilt, weil es an einer Moglichkeit der Langzeitbeobachtung fehlt.

Letztendlich ist das komplexe Schema von Interaktionen zwischen Epithelzellen,
Stromazellen, Tumorzellen und EZM-Komponenten der Grund fiir deutliche Unterschiede

zwischen Systemen in vitro und den realen Gegebenheiten in vivo.
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AP-1-Faktoren

Die Ergebnisse der AP-1-Transkriptionsfaktoren-Expression im Mammakarzinomgewebe im
Vergleich mit klinischen Daten zeigten interessante Auffélligkeiten fiir FosB, Fra-1, Fra-2

und c-Fos.

FosB

Fiir FosB konnten wir eine inverse Korrelation zu dem Proliferationsmarker Ki67 und eine
positive Korrelation zum Ostrogenrezeptorstatus errechnen. Dieses bestiitigt die Ergebnisse

aus der Arbeit Milde-Langosch et al., 2000.

Im Gegensatz zu der vorausgegangenen Arbeit am kleineren Patientenkollektiv (Bamberger et
al., 1999) konnte in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Korrelation zu

Progesteronrezeptorstatus oder Grading errechnet werden.

In immunhistochemischen Arbeiten wurde die FosB-Expression in Progesteronrezeptor-
positiven Zellen und HER2/neu schwachen bis negativen Zellen beobachtet (Bamberger et al.,
2000; Milde-Langosch 2003). Der Nachweis von FosB-mRNA gelang in Mamma-
Normalgewebe und gut-differenzierten Tumoren, wobei in schlecht-differenzierten Tumoren

die FosB-Expression schwach bis negativ ausfiel (Milde-Langosch 2003).

In Mammakarzinom-Zelllinien wurde von Bamberger et al. eine hohe FosB-Expression in der
Steroidhormonrezeptor-positiven MCF-7 Zelllinie bei schwacher bis fehlender FosB-
Expression in der Steroidhormonrezeptor-negativen, hoch invasiven MDA-MB-231 Zelllinie,

eindrucksvoll dargestellt (Bamberger et al., 1999).

Insgesamt weisen diese Ergebnisse auf erhohte FosB-Expression in prognostisch giinstigeren

Tumoren hin.

Die Ki67-Expression in Tumoren beschreibt das Proliferationsverhalten des Gewebes, so dass

eine starke Expression in prognostisch ungiinstigeren Tumoren nachweisbar ist. Die von uns
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errechnete inverse Korrelation von FosB zu Ki67 ist somit im Einklang mit den o.g. Arbeiten

und unterstiitzt die Annahme, dass FosB in prognostisch giinstigeren Tumoren vorhanden ist.

Fra-1

Fiir das Fra-1-Protein konnten verschiedene Phosphorylierungsstadien beobachtet werden. So
ist die Expression von Fra-1 in der MDA-MB-231-Zelllinie auf Proteinbanden zwischen 33
kDa und 44 kDa erkennbar. In T47D-Zellen fehlten diese Banden (Bamberger et al. 1999). In
der vorliegenden Arbeit lieBen sich im klinischen Material mit Hilfe des spezifischen
Antikorpers fiir Fra-1 zwei Banden zwischen 33 kDa und 36,5 kDa darstellen. Die Spezifitit
des Antikorpers konnte mittels Blocking-versuche gesichert werden. In der Kenntnis, dass das
Fra-1-Protein posttranslational durch Kinasen (PKA, PKC oder MAPK) phosphoryliert wird
(Gruda et al., 1994) nehmen wir an, dass diese Banden Stadien geringerer Phosphorylierung
in Tumoren reprisentieren. In der densitometrischen Auswertung von Fra-1 wurden zum
einen die Gesamtproteinmenge und zum anderen die langsamer wandernde, phosphorylierte

Frau-1-Form bestimmt und statistisch separat ausgewertet.

Die Fra-1-Expression war in Tumoren mit einem hdoheren Grading und erhohter Ki67-
Expression verstiarkt nachzuweisen, beides Parameter in ungiinstigeren Tumoren. Ausserdem
bestand eine inverse Korrelation des Gesamtproteins und dem phosphorylierten Protein Fra-1
zu dem Ostrogenrezeptorstatus. Auch dieses Ergebnis bestirkt die Annahme, dass die
Anwesenheit von Fra-1 auf einen schlechter differenzierten, prognostisch ungiinstigeren
Tumortyp hinweist, denn ein positiver Ostrogenrezeptor ist meist in gut-differenzierten
Tumoren aufzufinden. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den Arbeiten von Bamberger et

al., 1999 und Milde-Langosch et al., 2000.

Neben den erwihnten Korrelationen zu klinischen Daten konnte in dieser Arbeit fiir das
phosphorylierte Fra-1 eine positive Korrelation zum Lymphknoten-Status gezeigt werden. So
beobachteten wir erhohte Fra-1-Expression in Mammakarzinomen, welche einen
Lymphknoten-Befall aufwiesen. Auch diese Beobachtung bestirkt die Annahme, dass die
Fra-1-Expression in Mammakarzinomen mit prognostisch ungiinstigeren Eigenschaften

erhoht vorliegt.
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Ahnliche Beobachtungen wurden in experimentellen Studien beschrieben. So war in
menschlichen Brustkrebszellinien die erhohte Fra-1-Priasenz in aggressiveren Tumoren
nachweisbar (Philips et al., 1998). In der ,,cDNA array* Studie an vier hochinvasiven und
neun schwach invasiven Brustkrebszellinien gelang es Zajchowski et al., vierundzwanzig
Gene zu identifizieren, welche unterschiedlich exprimiert wurden. Unter den hoch invasiven
Zellen lieB sich eine signifikant hohere Expression von Fra-1 darstellen (Zajchowski et al.,
2001).

In Transfektionsstudien an menschlichen Brustkrebszelllen wurde die Invasionsfiahigkeit von
MCEF-7-Zellen und MDA-MB-231-Zellen durch verstirkte Fra-1-Expression deutlich
gesteigert (Milde-Langosch et al., 2004).

Belguise et al. fiihrten ebenfalls Transfektionsstudien an menschlichen Brustkrebszellen durch
und konnten dieselben = Beobachtungen machen. Auch sie sahen eine gesteigerte
Invasionsfahigkeit in MCF-7-Zellen durch Fra-1. Aber noch eindrucksvoller war die
reduzierte Invasionsfihigkeit nach Stillegung von Fra-1-Aktivitit in MDA-MB-231-Zellen
mittels Antisense-mRNA (Belguise et al., 2005). Dieses unterstiitzt die Annahme aus unserer
Arbeit, dass Fra-1 eine entscheidende Rolle in der Invasion von Mammakarzinomen

einnimmt.

An dieser Stelle sollte allerdings kritisch erwdhnt werden, dass die Menge an Fra-1 in dem
von uns untersuchten klinsichem Material nur gering war. Die -elektrophoretische
Auftrennung zeigt auflerdem, dass das Fra-1-Protein im Tumorgewebe nicht so hoch-

phosphoryliert vorliegt, wie in den Zelllinien.

Fra-2

In der Auswertung der Daten von Fra-2 wurden, é&hnlich wie fiir Fra-1, die
Gesamtproteinmenge von Fra-2 und eine phosphorylierte Form separat betrachtet.

Hierbei ergab sich fiir die phosphorylierte Form von Fra-2 eine signifikante positive
Korrelation mit dem frithen Auftreten eines Rezidivs. Dieses konnte darauf hinweisen, dass

hohe Expression von aktivem Fra-2 den Tumorprogress beeinflusst.
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Unterstiitzend hierzu sind in der Arbeit von Milde-Langosch et al. positive Korrelationen von
Fra-2 zu dem Zellzyklus-regulierenden Protein Cyclin E beschrieben, ein Protein, welches in

Tumoren mit ungiinstigerer Prognose verstiarkt vorkommt (Milde-Langosch et al., 2000).

Die Fra-2-Expression in den hochinvasiven MDA-MB-231-Zellen ist sehr stark, wohingegen
sie in den T47D-Zellen sehr schwach zur Darstellung kommt (Bamberger et al., 1999).

Um die Rolle von Fra-2 im Tumorprogress weiter zu untersuchen, sind inzwischen auch
Transfektionsstudien erfolgt. Hier konnte eine deutliche Steigerung der Invasionsfdhigkeit
von MDA-MB-231-Zellen und MCF-7-Zellen durch den Einfluss von Fra-2 beobachtet
werden. Das Inhibieren der Fra-2-Expression mittels si-RNA in MDA-MB-231-Zellen fiihrte
zu einer deutlich riickldufigen Invasionsfdhigkeit in der Zellkultur (Milde-Langosch et al.,

2006).

Diese Ergebnisse lassen, vergleichbar mit Fra-1, annehmen, dass auch Fra-2 eine wichtige

Rolle in der Invasivitit der Zellen haben konnte.

c-Fos

Nach dem Nachweis von c-Fos in den untersuchten Mammakarzinomen konnte in der
statistischen Auswertung eine signifikante positive Korrelation mit dem Tumorstadium und
eine nicht-signifikante Assoziation mit einem positiven Lymphknotenbefall (p= 0,056)

errechnet werden.

Somit lédsst sich auch fiir c-Fos eine Assoziation mit eher prognostisch ungiinstigeren
Tumoren vermuten. Unterstiitzend zu unseren Ergebnissen zeigten vorherige Arbeiten
positive Korrelationen von c-Fos zu Cyclin E, welches in Mammakarzinomen ein Marker

einer ungiinstigeren Prognose ist (Milde-Langosch et al., 2000).

In humanen Mammakarzinom-Zellinien konnte eine starke c-Fos-Expression in den
hochinvasiven MDA-MB-231-Zellen nachgewiesen werden, bei geringerer Expression in den

Steroidhormonrezeptor-positiven T47D-Zellen (Bamberger et al., 1999).
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In Transfektionsstudien konnte das invasive Potential sowohl der MDA-MB-231-Zellen, als
auch der MCF-7-Zellen mittels Induktion durch c-Fos erheblich gesteigert werden (Milde-
Langosch et al., 2004).

Insgesamt konnten diese Ergebnisse darauf hinweisen, dass das c-Fos-Protein als Induktor,
bzw. Regulator am Invasionsprozess von Mammakarzinomzellen in vivo beteiligt ist.
Der Beitrag dieser Arbeit wird es sein, Korrelationen zu invasionsaktiven Proteasen

vorzunehmen.

MMP-1

Bei dem Nachweis von MMP-1 in den hier untersuchten Mammakarzinomen konnte eine
Proenzym-Form von einer aktiven Form unterschieden werden. Die statistische Analyse ergab
interessanterweise positive Korrelationen zwischen Pro-MMP-1 und FosB sowie der

phosphorylierten Form von Fra-2.

Fiir die aktive Form von MMP-1 fanden sich negative Korrelationen zu c-Fos und eine
positive Korrelation zu FosB und c-Jun. Somit ist eine hohe MMP-1-Aktivitidt mit schwacher

Priasenz, bzw. Fehlen von c-Fos und starker Expression von FosB und c-Jun vergesellschaftet.

Die signifikanten Korrelationen, sowohl der Proenzym-Form als auch der aktiven Form von
MMP-1 zu FosB waren fiir uns anfangs sehr iiberraschend, da die Expression von FosB eher
in prognostisch giinstigeren Tumoren nachweisbar war. Anhand der Datenlage (sieche weiter
unten) haben wir die verstirkte Expression von MMP-1 in aggressiveren Tumoren mit
prognostisch ungiinstigerem Verlauf erwartet. Um zu priifen, ob eine direkte Induktion der
MMP-1-Expression durch FosB stattfindet, wurden Transfektionsversuche von Milde-
Langosch et al. durchgefiihrt. Es konnte keine verstirkte MMP-1-Expression beobachtet
werden (Milde-Langosch et al., 2004).

Die inverse Korrelation zu c-Fos und somit die schwache Expression von MMP-1 bei hoher
c-Fos-Expression verstirkte aber in Anbetracht der Kenntnisse iiber c-Fos die Annahme, dass

MMP-1 eher in weniger invasiven Tumoren vorkommt.
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Die Korrelation zu c-Jun liess in dieser Arbeit keine Besonderheiten fiir die Prognose
herleiten, da die Untersuchungen am c-Jun-Protein keine anderen statistischen Auffélligkeiten

zu klinischen Daten oder anderen untersuchten Proteasen aufwiesen.

In der Literatur-Recherche lassen sich aber Untersuchungen finden, die mittels
Transfektionsstudien gezeigt haben, dass der Induktion der MMP-1-Genexpression durch
verschiedene Stimuli eine Induktion von c-Jun-mRNA vorausging. Ergidnzend hierzu liess
sich unter Expression von si-mRNA fiir c-Jun die MMP-1-Genexpression autheben (Kihéri et
al., 1997; Vincenti et al., 1996; Benbow et al., 1997). Auflerdem ist c-Jun fdhig als Jun/Jun
Homodimer die MMP-1 Promoter-Aktivitit zu induzieren (Chiu et al., 1989; Bergelson et al.,
1994). Diese Ergebnisse der in vitro Untersuchungen passen gut zu der auffilligen
Korrelation von c-Jun und MMP-1 in dieser Arbeit. So wire eine Regulation des MMP-1-
Promoters durch c-Jun in Mammakarzinomen durchaus denkbar. Um dieses genauer zu

priifen, wiren Transfektionsversuche sinnvoll.

Untersuchungen an den hochinvasiven Mammakarzinom-Zelllinien MDA-MB-231 zeigten
nur schwache Expression von MMP-1, wohingegen die Steroidhormonrezeptor-positiven

Zelllinien T47D und MCEF-7 eine starke Expression aufwiesen.

Passend zu den Korrelationen von MMP-1 zu den AP-1-Faktoren ergaben sich im Vergleich
mit den klinischen Daten ebenfalls positive statistische Beziehungen mit prognostisch
giinstigen Parametern des Mammakarzinomes. Somit waren unter den nodalnegativen

Tumoren auffillig hohe Expressionswerte von MMP-1 nachweisbar.

Anders als in unserer Studie konnten Murray et al. besonders eindriicklich den Einfluss von
MMP-1 auf die Tumorprogression bei kolorektalen Karzinomen mit eindeutiger und
signifikanter Abhédngigkeit von den Dukes Stadien zeigen, wobei eine erhohte MMP-1-
Expression mit einer deutlich schlechteren Prognose vergesellschaftet war (Murray et al.,
1996). Ahnliche Beziehungen von MMP-1 zur Uberlebensrate ist fiir viele verschiedene
Karzinome beschrieben (Brinckerhoff et al., 2000), wobei die Beteiligung von MMP-1 in

klinischem Material von Mammakarzinomen bislang nur wenig untersucht ist.
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Divergierende Ergebnisse in Tumoren unterschiedlicher histogenetischer Herkunft sind
immer wieder zu beobachten, was durch eine zell- und gewebsspezifische Wirkung der

Matrixmetalloproteinasen erkldrbar wire.

So konnte inzwischen in Transfektionsstudien an MCF-7-Zellen und MDA-MB-231-Zellen
eine Induktion der MMP-1 Expression durch Fra-1 beschrieben (Belguise et al., 2005). In der
vorliegenden Arbeit konnte keine Korrelation zu Fra-1 nachgewiesen werden. AuBlerdem
fanden sich hohe MMP-1-Expressionen in Tumoren mit weniger invasivem Potential und wie
weiter oben beschrieben ist, fiihrt die Uberexpression von Fra-1 zu einer gesteigerten
Invasivitit der Zellinien. So sind die in vitro an Zellkulturen gemachten Beobachtungen mit
den von uns im klinischen Material beobachteten Ergebnissen nicht im Einklang. Die von uns
gemachten Beobachtungen sollten in groBeren Studien am klinischen Material von

Mammakarzinomen kontrolliert werden.

MMP-9

MMP-9 konnte bereits in verschiedenen Studien als negativer prognostischer Indikator des
Mammakarzinomes gedeutet werden (Kupfermann et al., 2000; Toi et al., 1998). Auch
Daidone et al. konnten eine immunhistochemische Uberexpression von MMP-9 entdecken,
die mit einem loko-regionalen Rezidiv bei nodalnegativen Mammakarzinom-Patienten positiv
korrelierte (Daidone et al., 1991). Somiari et al. konnten erhohte MMP-9-
Serumkonzentrationen bei Vorliegen eines prognostisch ungiinstigeren Mammakarzinomes

nachweisen (Somiari et al., 20006).

In dieser Arbeit konnten diese Beobachtungen unterstiitzt werden. Es waren Korrelationen
zwischen der Uberexpression von MMP-9 mit einem positiven Lymphknotenbefall
nachweisbar, was darauf hinweist, dass MMP-9 an der Invasion von Mammakarzinomen
beteiligt ist. In der statistischen Analyse mit den einzelnen AP-1-Faktoren ergaben sich
positive Korrelationen zu c-Fos, der phosphorylierten Form von Fral und Fra2, JunD und eine
inverse Beziehung zu FosB. Vor dem Hintergrund der bisherigen Erkenntnisse iiber AP-1-

Proteine in Mammakarzinomen (s.0.), spricht die genannte Konstellation dafiir, dass die
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MMP-9-Expression in eher prognostisch ungiinstigeren Tumoren erhdht ist und die
Regulation durch c-Fos, Fra-1, Fra-2, junD oder FosB moglich ist.

Um eine direkte Induktion des MMP-9-Promoters durch die genannten Fos-Proteine zu
iberpriifen, sind Transfektionsstudien erfolgt. Es konnte keine up-Regulation der MMP-9-
Expression durch Fra-1, Fra-2 oder FosB beobachtet werden. Nur die Cotransfektion mit c-
Fos fiihrte zu einer 1,7fachen Steigerung der MMP-9-Promoter-Aktivitiat in MCF-7-Zellen,
wohingegen diese Verdnderung in MDA-MB-231-Zellen nicht beobachtet werden konnte
(Milde-Langosch et al., 2004). Die von uns beobachteten Korrelationen im klinischen
Material von Mammakarzinomen sind wahrscheinlich nicht durch eine direkte
Transaktivierung am MMP-9-Promoter durch die Fos-Proteine entstanden, sondern als
Resultat einer gemeinsamen up-Regulation durch einen komplexeren Mechanismus wihrend

des Tumorprogresses zu verstehen.

Plasminogenaktivator-System

In dieser Arbeit wurde die Expression von PAI-1 in den Mammakarzinom-Gewebeproben
und den einzelnen Zelllinien bestimmt. Eine separate Darstellung des uPA-Molekiiles gelang
trotz intensiver Bemiihungen und Austestung mit verschiedenen Antikorpern nicht.
Stattdessen konnte die Menge des stabilen PAI-1/uPA-Komplexes densitometrisch und
statistisch ausgewertet werden, wobei die Menge des PAI-1/uPA-Komplexes bei
ausreichender Expression von PAI-1 moglicherweise einen Hinweis auf die Stirke der uPA-

Expression gibt.

Erhohte uPA-Konzentrationen in Mammakarzinomen deuten auf eine schlechte Prognose
(Foekens et al, 2000). Inzwischen konnten klinische Studien zeigen, dass erhohte
Konzentrationen von PAI-1 sogar eine stiarkere Aussagekraft hinsichtlich einer schlechten
Prognose von Mammakarzinomen haben als uPA. Hierfiir werden vor allem die nicht-
proteolytischen Eigenschaften von PAI-1 (s. Kapitel A.1.4.2.) verantwortlich gemacht (Deng
et al.,, 1996; Chazaud et al., 2002). Fiir den PAI-1/uPA-Komplex konnte ebenfalls eine
prognostische Aussagekraft nachgewiesen werden. So konnten Manders et al. in einer
retrospektiven Studie an 576 Mammakarzinom-Fillen eine signifikante Korrelation von dem

PAI-1/uPA-Komplex zu Prognoseparametern (Steroidhormonrezeptor, Grading) nachweisen,
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die fiir eine ungiinstige Tumorprogression stehen. Tumoren mit erhohter PAI-1/uPA-
Komplex-Menge hatten eine erhohte Gefahr der Lymphknotenmetastasierung (Manders et al.,
2004).

Entgegen diesen Beobachtungen zeigten die Ergebnisse der Westernblotanalyse fiir PAI-1
und den PAI-1/uPA-Komplex in dieser Arbeit keine signifikanten Korrelationen mit
klinischen Prognoseparametern wie Hormonrezeptorstatus, Tumorgrading,

Lymphknotenbefall, Ki67 oder Rezidivbildung.

Im Vergleich der Proteasen untereinander konnte eine inverse Korrelation von PAI-1 zu der
aktiven Form von MMP-1 gezeigt werden. Auf Grund der Annahme, dass erhohte MMP-1-
Expression in dieser Arbeit in Tumoren mit prognostisch giinstigerem Verlauf vorliegt,
bedeutet dieses Ergebnis, dass die Anwesenheit von PAI-1 auf prognostisch ungiinstigere
Tumortypen hinweist. Desweiteren bestand eine positive Korrelation von PAI-1/uPA-
Komplex zu MMP-9. Die Expression von MMP-9 war in dieser Arbeit in prognostisch
ungiinstigeren Tumoren erhoht, so dass eine gemeinsame Induktion dieser beiden

invasionsfordernden Proteasen moglich ist.

Im statistischen Vergleich mit den AP-1-Faktoren konnten signifikante Korrelationen fiir
beide messbaren Formen von Fra-2 (Gesamtprotein und phosphoryliertes Protein) sowohl mit
PAI-1, als auch mit dem PAI-1/uPA-Komplex nachgewiesen werden.

Nachdem in der vorliegenden Arbeit erhohte Fra-2-Expression in Mammakarzinomen mit
einer erhohten Rezidivrate nachgewiesen werden konnten, iiberrascht dieses Ergebnis nicht.
So wird es interessant sein in Transfektionsstudien zu iiberpriifen, ob diese statistische
Auffilligkeit auf eine direkte Promoter-Induktion am PAI-1-Gen durch Fra-2 zuriickzufiihren

ist.
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F. Zusammenfassung

Die Identifizierung von molekularen Regulationsmechanismen wihrend der Tumorzell-
Invasion und Metastasierung in Mammakarzinomen stellt eine Moglichkeit zur Verbesserung
sowohl diagnostischer als auch therapeutischer Ansitze in der Behandlung von Brustkrebs
dar. Als Beitrag fiir das Verstindnis dieser Regulationsmechanismen konnten in der
vorliegenden Arbeit einige interessante Ergebnisse zur Rolle der Transkriptionsfaktoren der

Fos-Familie beobachtet werden:

Im statistischen Vergleich der einzelnen AP-1-Proteine mit klinischen Daten von
Mammakarzinomen liess sich eine erhohte FosB-Expressionen in gut differenzierten,
prognostisch giinstigeren Tumoren nachweisen. Im Gegensatz hierzu war Fra-1 in
nodalpositiven Mammakarzinomen vermehrt aufzufinden, und Fra-2 war assoziiert mit dem
friihen Auftreten eines Rezidives. C-Fos zeigte eine signifikante positive Korrelation mit dem
Tumorstadium und eine nicht-signifikante  Assoziation mit einem  positiven
Lymphknotenbefall. Somit war die Expression der drei letzteren genannten AP-1-Proteine in

prognostisch ungiinstigeren Tumoren erhoht.

Die Untersuchung der Invasions-assoziierten Proteine MMP-1, MMP-9 und PAI-1 zeigte eine
vermehrte Expression von MMP-1 in nodalnegativen Tumoren, MMP-9 war dagegen in
nodalpositiven Karzinomen erhoht nachweisbar. Fiir PAI-1 oder den PAI-1/uPA-Komplex

ergaben sich keine statistischen Auffélligkeiten mit klinischen Daten.

Der statistische Vergleich mit einzelnen AP-1-Proteinen ergab fiir MMP-1 eine positive
Korrelation zu FosB und eine negative Korrelation zu c-Fos. Fir MMP-9 ergaben sich
positive Korrelationen zu Fra-1 und Fra-2 und eine inverse Beziehung zu FosB. Fiir PAI-1
und den PAI-1/uPA-Komplex liessen sich positive Korrelationen mit Fra-2 nachweisen. Dies
spricht fiir eine direkte oder indirekte Aktivierung der MMP9- und PAI-1-Expression durch

Fra-1 oder Fra-2 in prognostisch ungiinstigeren Tumoren.

Insgesamt liefern die hier dargestellten Ergebnisse Hinweise darauf, wie es durch
Verdnderungen in der Expression von AP-1-Transkriptionsfaktoren der Fos-Familie zur
Regulation von Invasions-assoziierten Proeinen und damit zu einer Tumorprogression

kommen kann.
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