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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom stellt weltweit insgesamt die zweithaufigste, bei Frauen
die am héaufigsten diagnostizierte und am funfth&ufigsten zum Tode fiihrende
Krebsart dar; dabei hatte es im Jahr 2008 einen Anteil von 23% (entsprechend
1,38 Millionen Menschen) aller neuen Krebserkrankungen, einen Anteil von
10,9% aller Krebserkrankungen insgesamt, hatte einen Anteil von 14%
(entsprechend 458.400 Menschen) aller durch Krebs verursachten Todesfélle
und stellt zudem in der Altersgruppe der 35 bis 55-jahrigen Frauen (westliche
Welt) die haufigste Todesursache dar [1, 2].

In etwa die Halfte der Brustkrebsfalle und ca. 60% der durch das
Mammakarzinom verursachten Todesfélle treten in Entwicklungslandern auf [3].
Dennoch gilt, dass die Inzidenz von Brustkrebs in der westlichen Welt hoch, in
Regionen wie der Karibik, Nord- und Sidafrika maRig und in den Regionen der
Subsahara Afrikas und Asiens niedrig ist [1]. Dies ist unter anderem (u.a.) den
unterschiedlichen Lebensstandards in den verschiedenen L&ndern
zuzuschreiben, welche die unterschiedliche Verfugbarkeit ~ von
Friherkennungswerkzeugen, wie regelmafliige und fachménnische klinische
Brustuntersuchungen und die Mammographie aber auch das Bewusstsein fir
Frihsymptome und -zeichen mit einschlief3t [4].

In Deutschland erkranken jedes Jahr ca. 60.000 Frauen an Brustkrebs [5]. Laut
der Todesursachenstatistik der Gesundheitsberichterstattung des Bundes sind
im Jahr 2009 17.066 Frauen an Brustkrebs verstorben.

Die Prognose einer erkrankten Frau hangt auch heute noch von einer Vielzahl
verschiedener Faktoren ab, die sowohl klinisch, patho-morphologisch als auch
immunhistochemisch definiert werden. Hierbei werden Erkrankungsalter, der
klinische Befund, das Tumorgrading, der Hormonrezeptorstatus, vorliegende
Multifokalitat beziehungsweise -zentrizitdt sowie die Expression von diversen
Faktoren des Tumors (wie z. B. Antigen Ki-67, c-erbB1-3, p53 und weitere) mit

einbezogen [6].



1.2. Entstehen und Genese des Mammakarzinoms

1.2.1. Risikofaktoren

Auch wenn die Atiologie des Mammakarzinoms, abgesehen vom hereditaren
Typ, nach wie vor weitgehend unbekannt ist, haben wahrend der letzten
Jahrzehnte zahlreiche klinische Studien gezeigt, dass es viele verschiedene
Faktoren gibt, die das Risiko an Brustkrebs zu erkranken, deutlich erhéhen [7].
Dazu gehdren vornehmlich das weibliche Geschlecht und das Alter [8]. Das
Risiko an Brustkrebs zu erkranken, ist bei Frauen Uber 50 Jahre im Vergleich
zum Risiko bei Frauen unter 50 Jahre bis zu 6,5-fach erhoht [9].

Unter anderem spielt jedoch auch das Geburtsland beziehungsweise das Land,
in dem man den Grol3teil seines Lebens verbracht hat, eine Rolle [10]. Dies
wird dadurch erklart, dass Frauen in der Menopause je nach Geburts- bzw.
Aufenthaltsland ein anderes durchschnittliches Korpergewicht aufweisen [11]:
ein vermehrtes Fettgewebe, ist — wie hinlanglich bekannt — in der Lage,
Ostrogen und Progesteron selbst zu produzieren [12], was zu erhohten
Spiegeln an endogenem Ostrogen und Progesteron im Serum fiihrt und bei
diesen Frauen das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken steigert [11, 13, 14].
Zudem ist das Durchschnittsalter bei Eintritt in die Menopause in den
verschiedenen Landern unterschiedlich, sodass Frauen, die Uber eine langere
Zeitspanne endogen produziertem Ostrogen und Progesteron ausgesetzt sind,
ebenfalls ein erhdhtes Brustkrebsrisiko aufweisen [15].

Ferner zahlen zu weiteren Risikofaktoren eine erh6hte Brustgewebedichte in
der Mammographie [16], atypische Hyperplasien mit einer etwas Uuber
vierfachen Erkrankungswahrscheinlichkeit [17], Spatgebarende Uber dem 30.
Lebensjahr mit einem 1,2- bis 1,5-fach erhdhten Risiko [18], eine kdrpereigene
erhohte Ostrogenproduktion [18], eine frihe Menarche, verbunden mit einem
spaten Eintritt in die Menopause [18], erhthter Alkoholkonsum [19] sowie
Nikotinabusus [20]. Als weiterer etablierter Risikofaktor gilt die fir ein
Mammakarzinom positive Familienanamnese. Eine Frau mit einer an
Brustkrebs erkrankten Mutter oder Schwester hat ein bis zu dreifach erhdhtes
Risiko, ebenfalls an Brustkrebs zu erkranken [21] (siehe hierzu auch 1.2.2.).

Zudem steigt das Risiko weiter an, wenn mehrere Familienangehorige betroffen



sind, bei den Betroffenen ein junges Erkrankungsalter vorliegt oder beide

Briiste betroffen sind.

1.2.2. Genetische Formen

Im Weiteren sind hereditdre Formen des Mammakarzinoms zu nennen, die
etwa funf bis zehn Prozent der Brustkrebsfélle ausmachen [22]. An erster Stelle
sind da die Gene BRCAL auf Chromosom 179 und BRCA2 auf Chromosom 13q
sowie RAD51C zu nennen, welche sich durch eine hohe Penetranz
auszeichnen. Eine Frau, die eine Mutation in einem der oben genannten Gene
tragt, hat ein 80-90%iges Risiko, im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs zu
erkranken [5]. Veranderungen in diesem Gen fuhren zudem zu einem erh6hten
Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken. Ferner sind noch die Gene
ATM, CHEK2, BRIP1 und PALB2 zu erwahnen, die mit einer maRigen
Penetranz und dem 1,5 bis fiinffach erhdohten Risiko an Brustkrebs zu
erkranken einhergehen [23] sowie weitere Gene (FGFR2, TOX3, MAP3K1,
CAMK1D, SNRPB, FAM84B/c-MYC, COX11, LSP1, CASP8, ESR1, ANKLE1,
MERIT40 und andere), die mit einer geringen Penetranz und einem 0,7 bis 1,5
erhohten Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken einhergehen [24].
Zudem konnen auch in den Mammakarzinomen selbst Veranderungen
nachgewiesen werden, von denen angenommen wird, dass sie den malignen
Phanotyp beeinflussen konnen. Es handelt sich hierbei um Genamplifikationen,
oftmals auch amplifizierte Onkogene bezeichnet. Die wichtigsten hierbei sind
das Gen FGFR1 auf dem Locus 8p12, FGFR2 auf 1025, MYC auf 8922 sowie
ESR1 auf 6g25.1 [25]. Somit kdnnen Genmutationen, vererbt oder sporadisch,
zur Aktivierung von Onkogenen oder zur Inaktivierung von Tumorsuppressor-
Genen fluhren.

Neben genetischen Faktoren spielen auch epigenetische Verdnderungen
(vererbbare Veranderungen der Genfunktion, die nicht die primédre DNA-
Sequenz sondern die Aktivitatt von Genen beeinflussen [26]) wie
Histonmodifikationen (Acetylierung, Methylierung und Phosphorylierung [27]),
die Methylierung der DNA [28] sowie Veranderungen der MicroRNA (zum
Beispiel durch Herunterregulation [29, 30] oder Hypermethylierung [31, 32]) bei



der Karzinomentwicklung eine Rolle. Im invasiven Mammakarzinom enthalten
zum Beispiel fast alle Gewebeproben zumindest ein hypermethyliertes Gen,
80% enthalten zwei und 60 % enthalten drei oder mehr methylierte Gene [33,
34]. Im Gegensatz dazu enthielt nur eine von acht Proben aus
Brustverkleinerungen hypermethylierte Gene [33, 34].

1.3. Klassifikation des Mammakarzinoms

Das Brustgewebe besteht aus drei verschiedenen Gewebetypen, dem Drisen-,
Binde- sowie Fettgewebe.Driisenlappchen (Lobuli) und Driisenlappen bilden
das Drusengewebe. Die Drusenléppchen produzieren die Milch, welche Uber
die abfuhrenden Gange schliel3lich in die Mamille mindet. Die meisten aller
malignen Mammakarzinome gehen von den Lobuli und den Milchgéngen, den
Duktuli, aus [35]. Circa (ca.) 15-20% der Mammakarzinome stellen Carcinoma
in situ (CIS) dar, diese unterteilen sich zu ca. 95% in duktale CIS und zu ca.
5% in lobuldare CIS (lobulédre intraepitheliale Neoplasien) [36]. Die invasiven
Mammakarzinome stellen zwischen 80-85% der Mammakarzinome dar und
lassen sich in duktale, lobulare, medullare, tubulédre, muzinése sowie papillare
Formen unterteilen; ca. 40-75% der invasiven Karzinome sind duktaler und 5-
15% lobularer Genese [36].

Histologisch werden Mammakarzinome anhand der Tubuli-Ausbildung, der
Kernpolymorphie (gering — mittel — stark) sowie der Mitosenanzahl bezuglich
der Malignitat und der Differenzierung (Grading [G]) eingeordnet, wobei G1 fir
eine gute, G2 fir eine malkige sowie G3 fir eine schlechte Differenzierung steht
[36]. Je hoher dabei das Grading ist, desto schlechter sind die Prognose der
Karzinomerkrankung und deren Behandlungschancen. Offiziell erfolgt die
Einteilung nach dem TNM-System (siehe hierzu auch
http://www.uicc.org/resources/tnm), in dem die TumorgréRe (T1-4),
Lymphknotenbefall (NO-3) sowie Metastasen (MO-1) einflieBen. Eine immer
wichtigere Rolle wird der molekularen Klassifikation von Tumoren zuerkannt,
beim Mammakarzinom sind der Steroidhormenrezeptor- sowie der HER2-
Status von groBer Bedeutung, da sich dadurch unterschiedliche

Behandlungsoptionen aber auch Prognosen herleiten [37].


http://www.uicc.org/resources/tnm),

1.4. Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms

In den letzten zehn Jahren haben Fortschritte auf dem Gebiet der molekularen
Charakterisierung von Krebsgewebe unser Wissen Uber Heterogenitat von
Brustkrebs auf ein neues Niveau gehoben [38]. In ihrer bahnbrechenden Arbeit
haben Perou und Mitarbeiter die Basis geschaffen, um die phanotypische
Diversitat der primaren Brusttumoren entsprechenden Genexpressionsprofilen
zuzuordnen. Sie ermdglichte die die Klassifizierung von Brustkrebs in vier -
spater funf - verschiedene molekulare Subtypen: Ostrogen-Rezeptor (ER) -
positive [ER+] / Luminal-A oder -B, basal-like, HER2+ und ,normal Breast-like*
[39, 40]. Die Existenz dieser funf molekularen Subtypen wurde spéater im
unabhéngigen Datensatzen [41] bestéatigt und mit signifikanten Unterschieden
bei der Tumorstreuung assoziiert - unabhangig von konventionellen klinisch-
pathologischen Variablen [42].

Diese molekularen Subtypen, die urspriunglich auf die unterschiedliche
Expression einer Reihe von Genen beruhte, wurden vor kurzem in eine klinisch-
pathologische Klassifikations-Methode auf Basis der immunhistochemischen
Bestimmung der ER/PR-Expression, dem HER2-Status, der Proliferation oder
dem histologischen Grad Ubertragen [43][44]. Dies veranlasste Experten der
2011 St. Gallen Consensus Conference dazu diese ,Ersatz-Definition® fur
intrinsische Brustkrebs-Subtypen (Luminal A-like, Luminal B-like [HER2-],
Luminal B-like [HER2+], HER2 und basal-like) in der klinischen Anwendung
einzufihren um das Mammakarzinom besser definieren und folglich besser

therapieren zu konnen [45].

1.5. Bedeutung von Steroidhormonrezeptoren in der

Genese und Behandlung von Mammakarzinomen

1.5.1. Steroidhormone

Hormone dienen zur Informationsiibertragung und Regulierung von Wachstum,
Entwicklung, Reproduktion, Verhalten, Aufrechterhaltung der Homdostase,
Zellstoffwechsel sowie dem Energiehaushalt [46]. Als Steroidhormone werden



hormonell wirksame Steroide bezeichnet und sie machen ca. 15% der beim
Menschen vorkommenden Hormone aus. lhnen allen ist gemeinsam, dass sie
sich vom Grundbaustein Cholesterin (siehe Abbildung [Abb.] 1) ableiten.

Zu ihnen gehéren neben den Glucocorticoiden (Biosynthese in der
Nebennierenrinde), die Androgene (Biosynthese in den Testes) sowie die
Gestagene und Ostrogene (Biosynthese in den Ovarien und der Plazenta) auch
die Mineralocorticoide (Synthese in der Nebennierenrinde) [47]. Ein Kkleinerer
Anteil der Steroidhormone wird auch im weil3en Fettgewebe synthetisiert [48].
Bei allen oben genannten Steroidhormonen wird zun&chst aus Cholesterin
unter Zuhilfenahme des steroid acute regulator-Proteins, welches das
Cholesterin von der Zellmembran transportiert, in den Mitochondrien durch das
Enzym CYP11Al das Prohormon Pregnenolon (siehe Abb. 2) synthetisiert
(Pregnenolon entsteht durch Abspaltung der Cholesterin-Seitenkette) [48].

HO

Abb. 1: Strukturformel von Cholesterin

Abkurzungen: O = Sauerstoffatom, H = Wasserstoffatom



HO

Abb. 2: Strukturformel von Pregnenolon

Abkurzungen: O = Sauerstoffatom, H = Wasserstoffatom

Im Anschluss daran kann aus diesem Prohormon (Pregnenolon) in weiteren
Schritten entweder direkt Progesteron oder Uber verschiedene Zwischenstufen
Testosteron oder Cortisol katalysiert sowie aus den Androgenen (durch
Aromatase-vermittelte  enzymatische Oxidation) schlieBlich  Ostrogene
synthetisiert werden [48].

Wichtige Aufgaben der unterschiedlichen Steroidhormone sind die Mediation
bei Entzindungsprozessen und der Kohlenhydrat-, Protein- und
Lipidstoffwechsel (Glukocorticoide), die Aufrechterhaltung der Homoostase
(Mineralocorticoide), sowie die Entwicklung und der Erhalt der
Fortpflanzungsorgane (Androgene, Ostrogene, Gestagene) [46, 48]. Biologisch
aktiv sind Steroidhormone bereits in kleinsten Mengen und daher werden sie in
der Regel nur in geringen Mengen produziert [48]. Da sie durch ihren
Steroidkern zwar lipophil aber dadurch eben auch hydrophob sind, sind fir
ihren Transport zum eigentlich Bestimmungsorte bestimmte Proteine (sexual
hormone binding globulins) von Noten [48]. Einmal an der Zielzelle
angekommen, kodnnen Steroidhormone aufgrund ihrer Lipophilie durch die
Zellmembran ,hindurch diffundieren* beziehungsweise an membranstandige
Rezeptoren von Tragerproteinen binden (dies entspricht einer Rezeptor-
vermittelten Endozytose) und im Zellinneren somit an spezifische Rezeptoren
binden [48, 49].



Das Wachstum und die Entwicklung der weiblichen Brustdriise wird durch
Steroidhormone  (Ostrogene  und  Gestagene) und  (ber deren
Hormonrezeptoren reguliert [50] und unterliegen in der Pubertét wie auch in der
Schwangerschaft deren Einfluss [51]. Ostrogene fiihren zu raschem Wachstum
und auch zur Verzweigung des Brustdrisengangsystems. Es konnte jedoch
bereits frihzeitig nachgewiesen werden, dass ein enger Zusammenhang
zwischen der Ostrogenexposition im Brustdriisengewebe und der Genese von
Mammakarzinomen besteht [52-56]. Die stimulierende Ostrogen-Wirkung auf
die Zellproliferation besteht nicht nur in gesundem, sondern auch malignem
Brustgewebe. Uber welche genauen Mechanismen Ostrogen auf die
Entstehung von Tumoren Einfluss ausuibt, konnte bis heute noch nicht eindeutig
geklart werden, jedoch wird eine mogliche Verbindung der mutagenen Wirkung
von 17-B-Estradiol und seiner Abbauprodukte auf Brustepithelzellen [57, 58]
angenommen. Zudem steuern die Steroidhormone die Synthese von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen, welche tber Steigerung der Zellproliferation
sowie Signalaktivierung zu einem Wachstumsstimulus fur Tumorzellen fihren
[59-61].

Zur Differenzierung des lobuloalveolaren Systems der Brustdriise erfordert es
die Wirkung von Progesteron [62]. Zudem hemmt Progesteron, welches in der
zweiten Zyklushalfte im Corpus luteum, wahrend des Schwangerschaft in der
Plazenta, bei Mannern in den Gonaden sowie bei Mannern und Frauen zu
geringen Anteilen in den Nebennierenrinden gebildet wird [46], die
sekretorische Aktivitat des alveolaren Epithels [63]. Dartber hinaus konnte
beobachtet werden, dass ein enger zeitlicher Zusammenhang zwischen dem
Maximum an Mitosen im Brustepithel zum kurz vorher auftretenden
Progesteron-Konzentrationsmaximum besteht [64]. Seine Wirkungen entfaltet
Progesteron jedoch erst durch Bindung an und damit Aktivierung zytosolischer
und membranstandiger Progesteronrezeptoren (PR) [65, 66].



Im Weiteren hemmt Progesteron die Neusynthese von Estradiolrezeptoren
durch Aktivierung von 173-Estradiolhydrogenase, welche Estradiol zum weitaus
schwacher wirksamen Estron metabolisiert [62].

1.5.2. Steroidhormonrezeptoren

Steroidhormone tben im Gegensatz zu Protein- und Peptidhormonen, die Gber
Zellmembran-gebundene Rezeptoren wirken [67, 68], ihre zellspezifischen
Wirkungen durch Reaktion mit intrazellularen Rezeptorproteinen aus [69-71].
Steroidhormonrezeptoren kommen in den Zielzellen an der Plasmamembran,
dem Zytosol sowie Nukleus vor [69].

Der ,klassische®, das heil3t genomische, Steroidhormonrezeptor kommt in
hormonreaktiven Zellen intrazellular vor und stellt damit einen potentiellen
Regulator der Genexpression dar beziehungsweise schaltet nach spezifischer
Bindung des Steroidhormons die spezifische Genfunktion an und bewirkt
dadurch die zell- und hormonspezifische Reaktion [62, 70, 71]. Ohne
Hormonbindung sind die Steroidhormonrezeptoren mit anderen intrazellular
vorkommenden Proteinen, dabei vor allem Hitzeschock-Proteinen, assoziiert,
welche die DNA-bindende Region der Rezeptoren blockieren und sie somit in
inaktivem Zustand halten [72, 73]. Reagiert der Rezeptor jedoch mit dem
spezifischen Hormon, wird diese Verbindung durch eine
Konformationsdnderung auseinandergerissen, wodurch der Rezeptor in der
Lage ist, als Dimer an das hormone responsive element eines spezifischen
Gens anzudocken und dadurch zum Beispiel die Synthese von mRNA zu
initiieren (dieser Vorgang wird Transkription genannt) oder zu inhibieren [62].
Die durch die Hormonbindung an den Rezeptor induzierte
Konformationsanderung in die aktive Form des Hormonrezeptors wird
Transformation genannt, nur in dieser Form kann der Rezeptor an den Zellkern
binden und dort die Transkription auslésen. Nach erfolgreicher Transformation
erfolgt der Transfer des Hormon-Rezeptor-Komplexes an eine spezifische DNA-
Bindungsstelle beziehungsweise an eine spezifische Nukleotidsequenz
(hormone response element) durch die Kernporen in den Zellkern. Dieser

Vorgang wird Translokation genannt und ist Folge der Konformationsanderung



des Rezeptors mit Freilegung einer Kernlokalisationssequenz [46, 71, 74, 75].
Zu den klassischen Steroidhormonrezeptoren gehdren die Ostrogenrezeptoren
(ER), Ostrogen-ahnliche Rezeptoren (zum Beispiel ERRa) sowie die 3-
Ketosteroidrezeptoren (Glucocorticoid-Rezeptoren, Mineraocorticoidrezeptoren,
Progesteron- und Androgenrezeptoren) und sie alle gehdren der Superfamilie
der nukledren Rezeptoren nuclear receptor family 3 an [76]. Allen nukle&ren
Rezeptoren ist eine charakteristische Proteinstruktur eigen, die sich aus flnf bis
sechs Homologiedomdnenen zusammensetzt. Eine Domdane ist eine
Proteinabfolge mit evolutionér festgelegter Sequenz und Funktion [77]. Die
Doménen A und B  beschreiben die variable N-terminale
transkriptionsaktivierende Rezeptorfunktion; in der sich anschlielenden C-
Doméne interagigert der Rezeptor mit der DNA und bindet diese; die D-
Doméane enthalt die Kernlokalisationssequenz; die E-Doméne stellt die
Bindungsstelle des Rezeptors fur das Steroidhormon dar; Uber die nicht bei
jedem Steroidrezeptor vorkommende F-Doméane, die am C-terminalen Ende

liegt ist, ist bisher noch wenig bekannt [77].

Neben den klassischen Steroidhormonrezeptoren gibt es membranstandige
Steroid-bindende Rezeptoren, die sich sowohl strukturell als auch funktionell
von den klassischen Rezeptoren unterscheiden [78-80]. Haufig vermitteln sie
rasche Steroideffekte fur beinahe alle Steroidtypen, deren Wirkung bereits
Sekunden bis Minuten nachweisbar ist und deren Effekte Uber eine
Signalkaskade bis in den Zellkern geleitet werden [78, 81, 82]. Diese raschen
Wirkungen von Steroiden konnen neben den membranstandigen Steroid-
bindenden Rezeptoren auch tber in der Plasmamembran verankerte klassische
Steroidrezeptoren, membrandse Signalproteine (zum Beispiel G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren) oder lonenkanale vermittelt werden [78-80]. Als
wichtiges Beispiel der Vertreter der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren ist
hierbei der membranstandige Progestinrezeptor als herauszustreichen [83], der
eine hohe Affinitat fir Progesteron aufweist und einer seiner Subtypen durch
Reduktion der Adenylatcyclaseaktivitdt eine  wichtige  Funktion in

Fortpflanzungsorganen zugesprochen wird [84]. Ein anderes wichtiges Beispiel
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der membranstandigen Rezeptoren sind die membran-assoziierten
Preogesteronrezeptor-Proteine  [85], auf deren besonderen Vertreter
Progesteronrezeptor-Membrankomponente 1 (PGRMC1) nochmals gesondert
im Folgenden eingegangen wird.

1.5.2.1. Ostrogenrezeptoren

Seit der Entdeckung des ersten Ostrogenrezeptors (ERa) im Jahre 1966 [86],
ist dieser zum Forschungsmittelpunkt vieler verschiedener Forschungsgruppen
geworden und es konnte aufgrund dessen im Jahr 1996 ein weiterer ER (ERp)
identifiziert werden [87, 88]. Die Rezeptoren werden durch zwei verschiedene
Gene auf Chromosom 6q (ERa) und Chromosom 14q (ERP) kodiert. Von
beiden Ostrogenrezeptoren existieren verschiedene Isoformen [89].

ERa ist fur die im Wesentlichen durch Estradiol vermittelten Wirkungen
insbesondere an Brustdriisen, Endometrium, Arterien und Knochen zustandig.
ERB wirkt ebenfalls an den Brustdriisen, jedoch auch in den Ovarien, Lunge,
ZNS, Muskeln und der Leber. Da die Hormonbindungsdomane der beiden
Rezeptoren nur zu ca. 50% identisch ist, ergibt sich hieraus die Chance, gezielt
als Medikament nutzbare Agonisten und Antagonisten zu entwickeln, die
selektiv einzelne 0Ostrogene Effekte hemmen oder fordern konnen. Diese
Moglichkeit ist von besonderer Bedeutung, da bereits friih in Tiermodellen als
auch in klinischen Beobachtungsstudien nachgewiesen werden konnte, dass
ein  enger Zusammenhang zwischen der Ostrogen-Exposition im
Brustdrisengewebe und der Genese von Mammakarzinomen besteht [52-56].
Als Beispiel ist hierbei der Wirkstoff Tamoxifen zu nennen, der durch Bindung
seines Metaboliten Endoxifen an die ER die Ostrogenwirkung in
Mammakarzinomzellen hemmt, aber dstrogenartige Effekte an Knochen und
Endometrium vermittelt [90]. Im Vergleich zum normalen, nicht entarteten
Brustgewebe weist das Mammakarzinom eine verédnderte Expression der
Ostrogenrezeptoren auf, es wird dabei eine Zunahme der ERa- sowie eine
Abnahme der ERB-Expression beobachtet [91, 92]. Bemerkenswert ist auch die
vermehrte Expression einer ERa-Isoform im Mammakarzinom, die eine

gesteigerte Sensitivitdt gegeniber Estradiol besitzt [93]. Dies alles deutet
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darauf hin, dass die Veranderung der Hormonrezeptor-Expression eine
entscheidende Rolle in der Kanzerogenese des Mammakarzinoms einnehmen

muss.

1.5.2.2. Progesteronrezeptoren

Neben den ER stellen die PR die zweite wichtige Rezeptorgruppe im
Brustgewebe dar. Die PR befinden sich im Nucleus sowie im Zytoplasma und
es kénnen auch bei den PR Isoformen unterschieden werden, PR-A und PR-B
[94], die phosphoryliert vorliegen [95]. Die beiden Isoformen werden von
demselben Gen (PGR auf 11922) codiert. Es werden jedoch unterschiedliche
Promotoren und zwei unterschiedliche Startstellen der Translation benutzt, um
die zwei Isoformen herzustellen, wobei PR-B zusatzlich 165 Aminosauren an
seinem N-terminalen Ende aufweist [96, 97]. PR-A und PR-B weisen einige
strukturelle Gemeinsamkeiten auf, beide Isoformen bestehen aus DNA-
Bindungsdoméane, Liganden-Bindungsdomé&ne und zwei transkriptionellen
Aktivierungsfunktionen. Jedoch unterscheidet sich der transkriptionell potenter
wirkende PR-B von PR-A durch eine zusatzlich an seinem N-Terminalen Ende
vorliegende Aktivierungsfunktion [98, 99]. Funktionell hemmt PR-A die
Ostrogen- und Progesteron-vermittelte Zellproliferation, wohingegen PR-B
alleine durch Interaktion mit dem ER eine unterstitzende Wirkung auf
Proliferation aufweist [100]. Augenféllig ist zudem, dass die beiden Isoformen
unterschiedliche und sich nicht-uberlappende Gen-Domanen regulieren [101].
Die Aktivierung der PR erfolgt zum einen klassisch Uber die
Ligandenbindungsstelle, die tber die Schritte einer Translokation im Zellkern,
Bindung in der Promotorregion an progesterone response elements, die
Anlagerung von Koaktivatoren in einer Translation der Zielgene mindet [102].
Daneben ist jedoch auch eine Translationsregulierung von Genen durch einen
aktivierten PR mdoglich, deren Promotorregion keine progesterone response
elements aufweisen, PR nimmt dabei eine Brickenfunktion zwischen
Koaktivatoren und Transkriptionsfaktoren ein [103-105]. Dartberhinaus haben
PR die Fahigkeit, die Genexpression indirekt Uber zytoplasmatische
Kinasekasden zu beeinflussen [100, 106].Auch das PGR-Gen selbst stellt eine
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wichtige Zielstruktur fir aktivierte Ostrogenrezeptoren dar [107]. Die
Expressionsstarke der PR kann daher als ein Mal3 fur die Aktivitat der
Ostrogenrezeptor-Kaskade angesehen werden. Einen regulierenden Effekt der
zeitgleichen Expression von ERa und ER zeigt sich, dass bei Vorhandensein
von ERB2 in ERa- positiven Mammakarzinomen die schwache Expression von
PR mit der von ERB2 korreliert [108]. Der PR kommt nicht nur im Brustgewebe
vor, sondern kann auch im Ovar, dem Endometrium, dem zentralen
Nervensystem, dem Thymus, dem Pankreas sowie in der Lunge nachgewiesen
werden [109-112]. Das Hormon Estradiol, das einen wachstumsfordernden
Effekt auf Brustgewebe vermittelt, fihrt auch zur Induktion von

Progesteronrezeptoren [62].

1.5.2.3. Progesteronrezeptor-Membrankomponente 1

PGRMC1 ist ein bei Wirbeltieren vorkommendes Protein mit einer sich am N-
Ende befindenden Transmembran-Domane und einer sich im Zytosol
befindenden Cytochrom-b5-Domane. Es gehért zu der sogenannten Membran-
assoziierten Progesteronrezeptor Protein Familie (MAPR), welche in
Eukaryonten weit verbreitet ist [85]. PGRMC1 wird auf Chromosom Xq22-q24
kodiert [113]. Trotz seines Namens bindet PGRMC1 nicht direkt an Progesteron
[114] und hat keine biologische Ubereinstimmung mit Steroid-Rezeptoren
weder nukle&r noch membran-assoziiert [115].

In vorangehenden Studien zeigte sich, dass jeweils zwei Formen von PGRMC1,
einmal phosphoryliert (phospho-S180-PGRMC1 = pPGRMC1) und einmal nicht-
phosphoryliert (PGRMC1), vorliegen [116, 117]. PGRMC1 kann in mehreren
Karzinomarten und Krebszelllinien, wie zum Beispiel in Mammakarzinomen
nachgewiesen werden [118, 119], und wird auch in Lungen- und
Ovarialkarzinomen uberexprimiert [120-122]. Laut The Human Protein Atlas
(www.proteinatlas.org) wird PGRMC1 maRig in normalem, epithelialem
Brustgewebe exprimiert und im Gegensatz dazu wird in Mammakarzinomen
PGRMC1 in etwa einem Drittel der untersuchten Gewebe stark exprimiert.

Auch Spermazellen scheinen auf ihrer Zelloberfliche PGRMCL1 zu besitzen, da

in Versuchen gezeigt wurde, dass ein Antikdrper (AK) gegen die N-terminale-
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Region spezifisch die Progesteron-gesteuerte Akrosomenreaktion, welche die

Spermien-Fusion mit der Eibefruchtung begleitet, blockieren konnte [123].

1.5.2.3.1. Lokalisation in der Zelle

Erstmals wurde PGRMC1 aus mikrosomalen Membranteilen der Schweineleber
aufgereinigt [124]. Dabei wurde gezeigt, dass PGRMC1 mit dem
endoplasmatischen Retikulum zusammen in Leberextrakten eine Fraktion bildet
[125, 126]. Zudem wird eine perinukleare Lokalisation, als Ubereinstimmung mit
der Lokalisation des ER selbst, in Michigan Cancer Foundation-7-Zellen (MCF-
7) beobachtet [127]. PGRMC1 liegt sowohl als 28 Kilodalton-Isoform in
mikrosomalen und mitochondrialen Fraktionen als auch als 58 Kilodalton-
Isoform im Zytosol vor [128]. Im Jahr 2005 konnte von Min et al. eine diffuse
Verteilung von inner zone antigen 1 (IZAl) im Zellinnern beschrieben werden,
die vesikulare Formen bildete, was die Assoziation von I[ZA1 mit
Membrankomponenten und mit Cytochrom b5 des endoplasmatischen
Retikulums in HelLa-Zellen co-lokalisiert [114]. Immunhistochemische
Farbungen von neonatalen hippocampalen Purkinje-Zellen zeigen eine
Verteilung am endoplasmatischen Retikulum und am Golgi-Apparat [129] und
es konnte eine PGRMC1-Fraktion in spontan immortalisierten Granulosa-Zellen
(SIGCs) nachgewiesen werden [130, 131].

Das HC5-Protein, welches im Wesentlichen dem verkirzten N-terminalen Ende
von PGRMCL1 einschlie3lich der Transmembrandoméne entspricht, scheint sich
selbst jedoch nicht in der Membran selbst zu befinden, da in Versuchen ein
genau fur diese Region hergestellter AK, ein 10 Kilodalton Protein, im Zytosol
der Leber, nicht aber die mikrosomalen Fraktionen zu erkennen im Stande war.
Die Anti-HC5-AK und die monoklonalen IZA-AK erkannten die 25 und 28
Kilodalton Proteine in den mikrosomalen Fraktionen, aber nur ein 25 Kilodalton
Protein in den zytosolischen Fraktionen, was darauf hindeutet, dass PGRMC1
in der Lage ist, zwischen Membran-gebundenen und zytosolischen Formen zu
wechseln [132].

Zuletzt vertffentlichte experimentelle Daten zeigen, dass zusatzlich zu den
intrazellular lokalisierten Rezeptoren [126, 133] PGRMC1 mit einer Membran-
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assoziierten Progesteronrezeptor-Aktivitat assoziiert ist [84], was bedeutet,
dass PGRMC1 sowohl in der Plasmamembran als auch im Zellkern gefunden
werden kann [131, 134, 135]. Zudem enthalt PGRMC1 mehrere Angriffspunkte
fur Protein-Wechselwirkungen [136, 137] und Phosphorylierungen [116, 138],
sodass der Phosphorylierungsstatus mit der Lokalisierung in der Zelle selbst
korrelieren konnte [117, 139].

1.5.2.3.2. Funktion von PGRMC1

Die einzige bisher bekannte biochemische Funktion von PGRMC1 stellt die
Bindung zu Ham dar [140, 141]. PGRMCL1 teilt markante Stukturelemente mit
Cytochrom bs [115], einem Ham-bindenden Protein, welches fur die Aktivierung
von Cytochrom P450-Proteinen zustandig ist [142]. Und auch PGRMC1 bindet
an und aktiviert dadurch Cytochrom P450-Proteine [114, 143, 144], welche fur
die Metabolisierung von Lipiden, Hormonen und Medikamenten zustandig sind,
Bemerkenswerterweise benttigt PGRMC1 dieselben Strukturen, die fur die
Ham-Bindung notwendig sind auch fir seine Assoziation mit einem
unbekannten Progesteron-bindenden Protein [133].

In unizellularen Eukaryoten interagieren Homologe von PGRMC1 mit P450-
Proteinen, vornehmlich Cyp51 und Erg 11, zur Sterolsynthese und zum Schutz
der Zellen vor DNA-Schaden [144-148]. In hoheren Organismen bindet
PGRMC1 an weitere P450-Proteine und hat zuséatzliche Bindungspartner mit
moglichen Funktionen im Medikamenten- und Hormon-Metabolismus, der
Apoptose-Suppression (Uber PAIRBP1) und die Regulation des Cholesterol-
Stoffwechsels (iber SCAP und Insig) [85, 133].

Es besteht daruber hinaus der Hinweis, dass PGRMC1 Teil eines
Proteinkomplexes ist, der den anti-apoptotischen Effekt von Progesteron auf
Granulosa-Zellen vermittelt, ein Effekt, den man sich bei Krebserkrankungen zu
Nutze machen konnte [131, 149]. Zudem war PGRMC1 Teil einer Hypoxie-
voraussagenden Proteinsignatur was fir seine Induktion durch Zellstress, wie
zum Beispiel Hypoxie, spricht [144, 150]. Interessanterweise liegt der

PGRMC1-Promotor in Ovarialkazinomen hypermethyliert vor [151].
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Einer der P450-vermittelten Wege zu dem PGRMCL1 beisteuern kénnte, ist die
Synthese und der Metabolismus von Ostrogen und Progesteron, die beide aus
Cholesterol durch multiple P450-Proteine hergestellt werden [152], jedoch gibt
es fur eine Beeinflussung oder Teilnahme von PGRMC1 zum Hormon-
Metabolismus noch keinerlei wissenschaftliche Beweise fir ein solche

Annahme.

1.5.2.3.3. Stellt PGRMCL1 selbst tberhaupt einen PR dar?

Es besteht eine bereits langjahrig nachgewiesene Beziehung zwischen
PGRMC1 und dem Signalweg von Progesteron [152]. Jedoch wurde PGRMC1
erstmals in Mikrosomen der Leber identifiziert [124], es wird sowohl in
mannlichen als auch weiblichen Individuen exprimiert [134] und hat Homologe
in Organismen, die Progesteron nicht synthetisieren [152]. Gereinigtes
PGRMC1 bindet nicht an Progesteron [114] und die Uberwiegende Mehrheit
von PGRMCL1 ist nicht an der Plasmamembran lokalisiert [118, 126, 153],
sodass zuletzt die Hypothese entstand, dass PRMC1 nicht selbst als PR
fungiert [85, 136].

Die PGRMC1-assoziierte Progesteron-Bindung bendtigt ein bisher nicht
bekanntes Protein, dass nur in teilweise gereinigten PGRMC1 Praparationen
vorkommt [133]. Die PGRMC1-assoozzierte Progesteron-Bindung ist funktionell
(in Tumorzellen) wichtig da Progesteron die Apoptose in Granulosa-Zellen
inhibiert und diese anti-apoptotische Aktivitdt bendtigt PGRMC1 [131, 133] Es
ist jedoch unklar, wie PGRMC1 den anti-apoptotischen Signalweg von
Progesteron durchfuhrt. Plasminogen activator inhibitor 1 RNA binding protein
(PAIRBP1) bindet an PGRMC1, aber eine veranderte PGRMC1-Variante, die
an PAIRBP1 bindet, wird nicht mit einer Progesteron-bindenden Aktivitat geklart
[133], sodass die Bindung von PAIRBP1 und Progesteron woméglich nicht
funktionell verlinkt ist [152].

Die PGRMC1l-assoziierte Progesteron-Bindungsaktivitdt hat eine &hnliche
Affinitat zu Kortikosteronen, Testosteronen und Kortisol [124], sodass eine nur
limitierte  Spezifitat fur Hormonbindungen diskutiert werden muss.

Bemerkenswerterweise ,ringt* die PGRMC1-assoziierte Progesteron-Bindung
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mit dem Antipsychotikum Haloperidol [154]. Da die Progesteron-Bindung auch
durch andere Stoffe wie Fluphenazin, Carbetapentan, Citrate gehemmt wird,
konnte der PGRMC1-Komplex einen gemischten Steroid-/Medikamenten-
Bindungskomplex darstellen [154].

Ein mogliches Modell kdnnte die Bindung von Progesteron an den PGRMC1
Steroid-/Medikamenten-Bindungskomplex darstellen, der ein Signal aussendet
und sich dann zu einem Cyp21-Komplex wandelt, welcher dann Progesteron
metabolisiert. Theoretisch konnte derselbe Komplex an Steroide oder
korperfremde Stoffe binden und diese dann zu weiteren P450-Proteinen leiten.
Wahrend die genaue Funktion von PGRMCL1 im Progesteron-Signalweg noch
unbekannt ist, reguliert Progesteron die Expression von PGRMCL1 im Ovar [155]
und im Corpus luteum (mit einer Zunahme der Expression wahrend der
Schwangerschatft) [156]. Im Endometrium von Affen wird PGRMC1 von
Progesteron herunterreguliert [157] wie auch im Hypothalamus von Mausen
[134].

1.5.2.3.4. Bedeutung von PGRMC1 im Mammakarzinom

Im Jahr 2005 wurde mittels Western Blot gezeigt, dass PGRMCL1 haufiger in
Mammakarzinomen als im gesunden Brustgewebe tUberexprimiert wird [118]. Im
selben Jahr zeigte dieselbe Forschergruppe, dass PGRMC1 zu einer Gruppe
von Genen gehort, die in der Lage sind, die Chemotherapie-Sensitivitdt von
Krebszellen zu regulieren [158]. Von Neubauer et al. und der ProteoSys AG in
Mainz wurden drei PGRMC1-Isoformen in Mammakarzinomen mittels
zweidimensionaler Polyacrylamidgelelektrophorese (2D-PAGE) identifiziert, von
denen zwei haufiger in Tumoren mit negativem ER-Status vorkamen [138, 159,
160]. Die Expression von PGRMC1 konnte in Versuchen durch die Behandlung
mit Doxorubicin (Inhibitor der Topoisomerase Il, Stoffgruppe der Anthracycline
angehorend) und Camprothecin (Inhibitor der Topoisomerase |, Gruppe der
Chinolinalkaloiden angehdrend) erhoht werden [141]. Durch die Hemmung der
Expression von PGRMC1 konnte eine erhdhte Empfindlichkeit der Zellen
gegeniber Doxorubicin und auch Camprothecin erreicht werden [141].
Womadoglich ist die Induktion von PGRMC1 Folge von Schaden an der DNA und
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PGRMC1 koénnte daher eine wichtige Rolle im Unterdricken des Schaden-
induzierten Zelltods in Krebszellen sein [152] und somit theoretisch durch
PGRMC1-Antgonisten in Kombination mit Chemotherapeutika eine verbesserte
Krebstherapie darstellen, da es die oben genannten Effekte von PGRMC1
abschwéachen konnte.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass PGRMCL1 Einfluss auf ein
erhohtes Uberleben von Karzinomzellen unter Chemotherapie haben kénnte,
beziehungsweise dass ein Stérung der PGRMC1-Expression in Tumoren eine
erhohte  Sensitivitdt der Krebszellen gegentuber Chemotherapeutika
ermdglichen kdnnte [153].

Die mutmalliche Struktur von PGRMC1 weist eine prominente Stelle fir die
Ligandenbindung auf [152]. Zudem ist PGRMC1 mit einer Hormon- und/oder
Medikamenten-bindenden Untereinheit assoziiert. All diese Eigenschaften der
Struktur von PGRMC1 lassen darauf schlieRen, dass es direkt angesteuert
werden kann und durch gezielte Inhibition das klinische Outcome von
Mammakarzinomtherapien verbessern kann [152].

1.6. Therapie des Mammakarzinoms

Da das Mammakarzinom eine potentiell systemische Erkrankung darstellt, ist
ein  mehrstufiges therapeutisches Vorgehen sinnvoll. Zu den drei
Therapieansatzen gehoren die chirurgische Resektion, die Strahlentherapie
sowie die systemische Therapie. Ziel der chirurgischen Resektion sollte dabei
immer sein, den Tumor moglichst vollstdndig und in sano zu entfernen. Die
Aufgabe der Strahlentherapie ist es, entweder das Risiko eines Lokalrezidivs zu
senken oder bei zuerst inoperablem Befund, den Primartumor auf eine Grol3e
schrumpfen zu lassen, die dann reseziert werden kann. Bei der systemischen
Therapie kann zwischen zwei verschiedenen Therapieansétzen unterschieden
werden, dem neoadjuvanten oder dem adjuvanten Ansatz.

Beim neoadjuvanten oder auch préaoperativen Therapieansatz ist das Ziel, das
Tumorvolumen zu reduzieren. Dieser Ansatz erlaubt es spater, mehr Frauen mit

einer brusterhaltenden Therapie chirurgisch zu behandeln. Zudem kann mit
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seiner Hilfe bereits in vivo eine Sensitivitatstestung von systemischen
Therapeutika erfolgen. Dafir ist es notwendig, vor Therapiebeginn Brust- bzw.
Tumorgewebe zu entnehmen und auf dessen histologische Merkmale hin zu
untersuchen [161]. Die wichtigste Rolle hierbei spielt die pathologische
Komplettremission (pCR), da sie mit dem Gesamt- sowie dem rickfallfreien
Uberleben korreliert. Inr kommt daher eine wichtige Rolle als Surrogat-Marker
fur das Therapieansprechen zu [162]. Zudem bietet das Modell den Vorteil,
dass schnell Informationen Uber die Chemosensitivitat und Art des Tumors
gewonnen und diese Informationen fir die Auswahl der anschlielenden
adjuvanten Therapie nutzbar gemacht werden kénnen.

Bei der neoadjuvanten Therapieform werden meist Taxane (Docetaxel und
Paclitaxel) oder Anthrazykline (Adriamycin und Epirubicin) eingesetzt. Seltener
kommen endokrine Therapeutika zum Einsatz. Als Voraussetzung fir den
Therapieansatz gilt allerdings, dass sich die Patientin bereits in der Menopause
befindet und der Tumor einen positiven Hormonrezeptor-Status hat [163].

Die adjuvante oder postoperative Therapie setzt sich zum Ziel, disseminierte
Tumorzellen und Mikrometastasen zu zerstoren. In diesem Fall kommen drei
ganz unterschiedliche Prinzipien zum Einsatz, nicht nur eine Chemotherapie,
sondern auch eine Immuntherapie sowie eine endokrine Therapie. Dabei
werden wie auch schon bei der neoadjuvanten Therapie vor allem Taxane und
Anthrazykline eingesetzt [163]. Bei der Immuntherapie besteht die Moglichkeit
eine Therapie mit einem monoklonalen gegen human epidermal growth-factor
receptor 2 (HER2/neu)-gerichteten AK, Trastuzumab (Herceptin®),
durchzufuhren. Dies wird jedoch nur bei Betroffenen als Option angeboten, bei
denen eine HER2/neu-Uberexpression im Tumor nachgewiesen werden
konnte. Fur die endokrine Therapie stehen vornehmlich Antidstrogene
(Toremifen und Tamoxifen), Gonadotropin  Releasing-Hormon-Analoga
(Goserelin  und Leuprorelin) sowie Aromatase-Inhibitoren (Anastrozol,
Exemestan und Letrozol) zur Verfigung [163].

Leider verstirbt trotz dieser verschiedenen Therapieoptionen ca. ein Drittel der
betroffenen Patientinnen an ihrem Mammakarzinom [164]. Dabei sind die mit
Abstand haufigste Todesursache Fernmetastasen [161]. Aus diesem Grund
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nimmt der Steroidrezeptor-Nachweis zur Abschatzung und Wahl einer
spezifischen Therapie beim Mammakarzinom unverdndert einen hohen
Stellenwert ein [165, 166].

Neue und eventuell medikamentds gezielt ansteuerbare Strukturen wirden
daher eine weitere Individualisierbarkeit der Therapie und somit eventuell eine

verbesserte Prognose bedeuten.

1.7. Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Da wie bereits erwahnt, immer noch rund ein Drittel der an Mammakarzinomen
erkrankten Frauen verstirbt, missen neue zellulare Strukturen in
Mammakarzinomzellen gefunden und nachgewiesen werden, die durch alte,
neue oder noch zu entwickelnde Therapeutika angesteuert werden kénnen und
somit eine weitere Option fur Erkrankte darstellen kdnne.

Eine dabei vielversprechende Struktur stellt dabei PGRMCL1 dar.

Mit dieser Arbeit mochten wir:

1. die zellulare Expression von PGRMC1 und deren Intensitat in histologisch
verschieden klassifizierbaren Mammakarzinomen mittels Immunhistochemie
(IHC) beschreiben

2. Assoziationen mit zusatzlich exprimierten Hormonrezeptoren wie ERa,
Gesamt-ER3 (ERBt), ERB1, ERB2 und PR, dem Marker fur die Tumor-
Proliferationsrate Antigen Ki-67 (Ki-67), HER2/neu und dem Alter finden sowie

3. gegebenenfalls eine Anderung der Expression von PGRMC1 nach

neoadjuvanter Therapie beschreiben.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Verwendete Chemikalien

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden die in der

folgenden Tabelle 1 (Tab.) aufgefiihrten Chemikalien verwendet.

Tab. 1: Verwendete Chemikalien
Produkt
Ammoniaklésung 25%

Eosin Y Solution Aqueous

Ethanol

Wasserstoffperoxyd (H202) 30%
Hamatoxylin Losung (Mayers)

Salzséure (HCI) 1M

Natriumchlorid (NaCl)

Papanicolaous Lésung 1a Harris’
Hamatoxylin

Pertex® Medite
Trinatriumcitratdihydrat

Tris Base (TRIZMA® Base)

Tween 20
Xylol, Isomerengemisch

Zitronensaure Monohydrat

Bezugsquelle/Hersteller

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

MEDITE GmbH, Burgdorf,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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2.1.2. Verwendete Losungen und Puffer
Die verwendeten Losungen und Puffer sowie, soweit wahrend der Experimente

notwendig gewordene Herstellung ebendieser, werden in Tab. 2 aufgefihrt.

Tab. 2: Verwendete Losungen und Puffer

Puffer-Losung Herstellung

58,89 Trinatriumcitratdihydrat auf
2000ml mit H,O auffillen und mit 0,1M
Zitronensaure auf pH 6,0 einstellen, wird
zur Anwendung 1:10 verdunnt

4,29 Zitronensdure Monohydrat auf
200ml mit H,O auffullen

60,55¢g Tris (base) und 85,20g NaCl auf
1000ml mit H,O auffillen und mit 1M
HCl auf pH 7,6 einstellen, wird zur
Anwendung 1:10 verdunnt

60,57g Tris (base) auf 500ml mit H,O

Zitratpuffer (10x, pH 6)

Zitronensaure 0,1M

Tris/NaCl (10x, pH 7,6)

Tris (base) 1M auffillen und mit 1M HCI auf pH 7,6
einstellen
Tris 0,1M/Tween 0,05% 50ml 1M Tris (base) auf 500ml mit H,O
(Waschpuffer) auffillen mit 250l Tween
10ml 30%ige H,O, und 90ml Tris/NaCl

(/A1 0,
3/o|ge H>0, 3% (1x)|ine

2.1.3. Verwendete Reagenziensets
Die verwendeten Reagenziensets sowie deren Bezugsquelle werden in Tab. 3

dargestellt.

Tab. 3: Verwendete Reagenziensets

Produkt Bezugsquelle/Hersteller

. : DakoCytomation, Hamburg,
Antibody Diluent (AD) Deutschland
CytoChem-Plus HRP Kit, Broad
Spektrum
3,3’-Diamminobenzidin (DAB)
Substrate Kit Brown

Zytomed GmbH, Berlin, Deutschland

Zytomed GmbH, Berlin, Deutschland
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2.1.4. Verwendete Gerate und Materialien

Zuletzt werden die wahrend der Arbeit verwendeten Gerate in Tab. 4 sowie

deren Hersteller aufgefihrt.

Tab. 4: Verwendete Gerate

Produkt
Deckglaser
Farbeschalen
Kochplatte

Koordinatentisch K70

Magnetrihrer

Mikroskop TE 2000-U
Mikrotom HM 355 S

PAP-Pen

Pasteurpipetten
Perkutannadel (1,0 Millimeter)
pH-Meter MP225

Pipetten

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalle

Sauger

Schnellkochtopf

Software Mikroskop: ACT ver. 2

Superfrost-Objekttrager

Vortex

Bezugsquelle/Hersteller

R. Langenbrink, Teningen, Deutschland
Hecht, Sondheim, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland

Proxxon, Niersdorf, Deutschland

ARE LTF Labortechnik, Wasserburg,
Deutschland

Nikon, Dusseldorf, Deutschland
MICROM, Walldorf, Deutschland
MBT, Giel3en, Deutschland

WU, Mainz, Deutschland

Bard, New Jersey, USA

Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland;
Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Schubert & Weiss, Minchen,
Deutschland

Fissler, Idar-Oberstein, Deutschland
Nikon, Dusseldorf, Deutschland
R. Langenbrink, Teningen, Deutschland

VELP, Mailand, Italien
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Waage CP 3235-OCE

Warmeplatte (Slide Drying Bench)

2.1.5. Verwendete Antikorper und Blocking-Peptide
Die AK zum Nachweis von PGRMC1 und pPGRMC1 wurden von der
ProteoSys AG in Mainz hergestellt und sind sowie alle anderen verwendeten

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Barnstead Electrothermal, Dubuque,
lowa, USA

AK, deren Verdinnung und Bezugsquelle in Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5: Verwendete Antikdrper

Antikorper

3G11A2

5G7

CK
(Zytokerat
in) 18

ERa

ERB1

Charakteristika

Maus, monoklonal
[spezifisch far
pPGRMC1
(Phosphoserin 180)]

Maus, monoklonal
[spezifisch gegen
zytoplasmatischen
Anteil von PGRMC1]

Maus, monoklonal [DC
10]

Kaninchen,
monoklonal [SP1,
spezifisch gegen das
C-terminale Peptid von
ERa]

Maus, monoklonal
[PPG5/10, spezifisch
gegen das C-terminale
Peptid von ERPB1],
1,0mg/ml

Verdinnung

1:4000
[Konzentratio
n unbekannt,

da selbst
hergestellt]
1.5
[Konzentratio
n unbekannt,
da selbst
hergestellt]

1:2000

[keine
Konzentratio
nsangabe
des
Herstellers]
1:200

[keine
Konzentratio
nsangabe
des
Herstellers]

1:1000

Bezugsquelle/Hersteller

ProteoSys AG, Mainz,
Deutschland

ProteoSys AG, Mainz,
Deutschland

DakoCytomation,
Hamburg, Deutschland

DCS, Hamburg,
Deutschland

Serotec, Oxford,
GroRbritannien
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1:500

Maus, monoklonal [keine
[57/3, spezifisch  Konzentratio Acris, Hiddenhausen,
ERB2 :
gegen das C-terminale nsangabe Deutschland
Peptid von ERB2] des
Herstellers]
Maus, monoklonal
[14C8; spezifisch fur
ERBt die Peptide 1-153 des 1:1000 Ge”e;i);’o'nr;g"j;:
menschlichen  ERp], ’
1mg/ml
. Maus, monoklonal DakoCytomation,
Ki-67 . :
-6 [Mib-1], Img/ml 1:200 Hamburg, Deutschland
Kaninchen, [i:ezigg
mon(_)l_donal . [SP.Z’ Konzentratio DCS, Hamburg,
PR spezifisch  fur — die nsangabe Deutschland
Peptide 412-526 des g
menschlichen PR] des
Herstellers]
Blocking Maus_,_ monoklonal ProteoSys AG, Mainz,
eptide [spezifisch gegen 1:10 Deutschland
pep 5G7], Img/ml

2.2. Methoden

Die Arbeiten an den Zellschnitten wurden stets unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Die Arbeitsflache wurde vor Beginn und nach Beendigung der
Arbeitsschritte mit Alkohol (70%) abgewischt und es wurde immer mit
Latexhandschuhen gearbeitet.

Bezlglich der beschriebenen Methoden verweisen wir auch auf die bereits
veroffentlichte Arbeit von Dr. med. Martin F. Wurster [167].

2.2.1. Patientinnen

Es wurden insgesamt Tumorproben von 127 Patientinnen in die Studie
einbezogen, von denen letztendlich 69 Proben ausgewertet werden konnten.
Proben von 58 Patientinnen konnten nicht in die Auswertung aufgenommen

werden, da entweder die Gewebeprobe vom Objekttrager abgeschwommen
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war oder anstatt dem Tumorgewebe Fett- und Bindegewebe ausgestanzt
wurden. Die Zeitpunkte fur die Stanzbiopsien und Probeentnahmen der
Primartumore lagen zwischen den Jahren 1999 und 2003 und wurden jeweils in
der Universitats-Frauenklinik Tubingen durchgefuhrt.

2.2.1.1. Chemotherapie-Schemata und Operation der Mammakarzinome

Die Patientinnen erhielten nach der Stanzbiopsie entweder eine neoadjuvante
Therapie basierend auf vier bis sechs Zyklen entweder mit Anthrazyklinen
(Anzahl [n] = 17) oder Taxanen (n = 30) in einem 21-Tage-Intervall oder eine
tagliche endokrine neoadjuvante Therapie mit Letrozol oder Exemestan (n = 22)
Uber sechs Monate. Die operative Tumorentfernung erfolgte ca. einen Monat
nach Beendigung des letzten Chemotherapie-Intervalls.

2.2.1.2. Therapieansprechen

Das Therapieansprechen wurde Uber histopathologische Schnitte der
entnommen Tumore im Pathologischen Institut der Universitat Tdbingen
beurteilt. Hierbei wurden die regressiven Veranderungen im Tumor unter
Zuhilfenahme eines semiquantitativen Bewertungssystems von null bis vier (0 =
kein Effekt, 1 = Resorption und Tumorsklerose, 2 = minimal vorhandener
invasiver Resttumor [< 0,5 Zentimeter], 3 = nur nicht-invasiver Tumor, 4 = kein
Tumor mehr nachweisbar) nach dem von Sinn et al. [168] beschriebenen
Tumor-Regressions-Grading bewertet und die Proben anhand dieser

Bewertung in zwei Gruppen einsortiert (siehe Graphik 2).

2.2.2. Herstellung der Gewebeschnitte

2.2.2.1. Gewebegewinnung

Zuerst wurde den Patientinnen vor dem Beginn der praoperativen Therapie wird
Tumorgewebe durch eine Stanzbiopsie unter sonographischer Kontrolle
entnommen. Das so gewonnene Gewebe wird in Formalin fixiert, in Paraffin-
Blocke eingebettet und anschlieend histopathologisch begutachtet. Mit Hilfe
des histopathoelogisch erhobenen Befundes wird die fir die Patientin geeignete
praoperative Therapie ausgewahlt. Nach Ende der neoadjuvanten Therapie
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wird bei Patientinnen, die unter dieser Therapie keine Komplettremission
gezeigt haben, der Primartumor chirurgisch reseziert. Wie zuvor auch schon die
Proben der Stanzbiopsie, wird nun auch das Tumorresektat in Formalin fixiert,
in Paraffin-Blocke eingebettet und erneut histopathologisch begutachtet. Um die
eindeutige Zuordnung zwischen Patientin und dem entnommenen Gewebe
sicherzustellen, werden alle untersuchten Gewebeproben komplett erfasst und
mit einer einzigartigen Identifikationsnummer versehen, die eine genaue
Zuordnung gewahrleistet. Diese Identifikationsnummer wird aus folgenden
Teilen zusammengesetzt: der Buchstabe ,K* steht fur ,Klinikum®, es folgen das
Entnahmejahr der Probe sowie eine fortlaufende Nummer (z.B.: K-2002-23790).
So war es mdglich, die Patientinnen bzw. deren Proben anonymisiert in diese

Studie aufzunehmen.

2.2.2.2. Tissue Microarrays

Seit der Entwicklung der Tissue Microarray (TMA)-Technik ist eine schnelle
Sichtbarmachung von Zielstrukturen im molekularen Bereich an tausenden
verschiedener Gewebearten zur gleichen Zeit nicht nur auf Protein-, sondern
auch auf DNA- und RNA-Niveau moglich [169, 170]. Als besonders vorteilhaft
ist hierbei u.a. die Mdglichkeit Untersuchungen an grof3en Kollektiven, das heif3t
(d.h.) die gleichzeitige Einbringung von bis zu mehreren Hundert Tumorproben
in einen Paraffinblock, durchzufihren [171-173].

2.2.2.2.1. Herstellung der Tissue Microarrays

Nach der meist in 4%-Formalin-gepufferten Fixation des zu untersuchenden
Gewebes werden als Donor-, d.h. Spenderblocke diejenigen ausgewahlt, bei
denen besonders viel Tumorgewebe und moglichst wenig Bindegewebe oder
nekrotisches Material zu finden st [174]. Die zu untersuchenden
Gewebeproben werden direkt aus einem Donorblock ausgestanzt und in einen
Paraffin-Akzeptorblock eingefugt. Zur Herstellung eines Akzeptorblocks werden
in einen leeren Paraffinblock (1,5x3 Quadratzentimeter) mit einer
Standerbohrmaschine Locher gebohrt, in welche die Gewebestanzen eingefligt
werden mussen. Der Paraffinblock sollte, um den optimalen Sitz der Stanze

27



sicherzustellen, nur durch einen X/Y-Koordinatentisch bewegt werden, siehe
hierzu Abb. 3.

a

Abb. 3: Herstellung eines Tissue Microarray (Quelle [175])

a Kleine Tumorgewebestanzen werden aus den ausgewéhlten Regionen des Donorblocks von
einem mit einer diinnen rostfreien Nadel ausgestatteten Bohrinstrument gewonnen.

b Diese Gewebestanzen werden in die dafiir vorgesehenen Lécher im Empfénger-Paraffinblock
eingebracht.

¢ Selbstklebende Folie wird auf den angeschnittenen Block aufgeklebt, jeder dann mit einem
Mikrotom angefertigte Schnitt hat dann eine Dicke von 3-5um und kann samt der Folie auf
einen Objekttrager aufgebracht werden.

Zur Auswahl eines geeigneten Gewebeareals fir eine solche Gewebeprobe
wird in einem H&matoxylin/Eosin-Farbungs-(HE)-Schnitt das Tumorgewebe
mikroskopisch untersucht. Wenn die optimale Stelle gefunden ist, wird der HE-
Schnitt Gber den Tumorblock gelegt, um sicherzustellen, auch dort die
entsprechende Stelle zu finden. An dieser Stelle wird mittels der Stanzen ein
Gewebezylinder manuell entnommen und in das fur die Probe vorgesehene
Loch des Paraffin-Akzeptorblocks eingefligt. Aus den so entstandenen TMAs
werden durch ein Mikrotom vier pm dicke Schnitte erzeugt. Die Schnitte
mussen in einem warmen Wasserbad geglattet, anschlieRend auf Superfrost-
Objekttrager aufgezogen und getrocknet werden. Zur Vermeidung von
Verwechslungen werden die Tumornummern in Listen gesammelt, in denen die

genaue Position des Gewebes auf dem TMA vermerkt ist. Als Landmarken zur
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Orientierung werden am Anfang des Arrays zwei und am Ende zehn Positionen
mit Leberzirrhose bestlckt (entsprechend Position 1-1 bis 1-2 und Position 15-1
bis 15-10). Fiur dieses Projekt werden insgesamt zwei TMAs hergestellt, von
diesen jeder 150 einzelne Positionen hat, in die Tumorgewebe eingebracht
werden kann. Der eine TMA, Multiblock (MB) 191 enthalt Tumorgewebe aus
Stanzbiopsien, die vor Beginn der praoperativen Therapie entnommen worden
sind. Der andere TMA (MB192) enthalt Gewebeproben der operativ entfernten
Primartumore, auf welche bereits die neoadjuvante Therapie einwirken konnte.
Jeder einzelne dieser zwei TMAs beinhaltet Gewebeproben samtlicher in die
Studie aufgenommener Patientinnen, wobei in die einzelnen TMAs
Gewebeproben unterschiedlicher Tumorareale eingeflgt wurden (siehe Abb. 4).

Y & @b A & ¢ 4,3.7555
Bp—wo@mqQb §
¢eo~-begep-0p ©
W%"'@ Vs @ »ﬁ

5000 pm

Abb. 4: Verwendete Tissue Microarray/Multiblocke

1 Multiblock 191 vor neoadjuvanter Therapie; 2 Multiblock 192 nach neoadjuvanter Therapie; 1
und 2 wurden mit Zytokeratin 18 in einer Verdinnung von 1:1000 immunhistochemisch gefarbt;
alle Gewebeproben wurde in 4,5% gepufferten Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet;
VergrofRerung 1x10,

Abklrzungen: um = Mikrometer
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2.2.3. Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Vor den eigentlichen immunhistochemischen Farbungen werden orientierende
Farbungen mit Hamatoxylin (Mayer’s) und Eosin durchgefuhrt. Zuerst missen
hierfir die TMA von Paraffin befreit und anschlieRend rehydriert werden, was
eine Behandlung mit Xylol als auch das Eintauchen der Schnitte in
unterschiedliche Ethanollésungen und Aqua destillata erfordert. Anschlie3end
werden die TMA in Héamatoxylin vorsichtig auf und ab bewegt, in
herkdbmmlichem Leitungswasser geblaut und erneut in Aqua destillata und
Ethanol getaucht. Im Anschluss daran werden die TMA vorsichtig in Eosin auf
und ab bewegt und erneut mehrmals in Ethanol in unterschiedlichen
Verdinnungen gebadet. AbschlieRend werden die TMA in Xylol dehydriert und
mit Pertex® wasserfrei eingedeckt, sodass eine lichtmikroskopische Beurteilung
erfolgen kann.

2.2.4. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) wird sowohl in der Medizin als auch in der
Biologie verwendet, um neben unterschiedlichen Zelltypen [176] auch
Zellstrukturen bzw. Oberflachenproteine oder -saccharide oder eben auch
Hormonrezeptoren unter Zuhilfenahme von markierten AK unter dem Mikroskop
zu identifizieren und sichtbar zu machen [177, 178]. Somit ist bei Tumoren eine
Charakterisierung mdaglich, welche nur durch die reine Lichtmikroskopie nicht
moglich wére [179]. Dabei handelt es sich meist um in Paraffin eingebettete
oder schockgefrostete Gewebeproben [178]. Beim Prinzip
immunhistochemischer Farbungen macht man sich die Antikérpereigenschaft
zu eigen, dass sie mit ihrer Antigenbindungsstelle spezifisch sogenannte
Epitope erkennen und an diese binden kénnen [178]. Diese spezifische
Antikorper-Antigenbindung ermoéglicht die optisch sichtbare Darstellung von
Peptid- und Proteinstrukturen in Zellen und Zellkompartimenten.

2.2.4.1. Verwendete Methode
Im Rahmen dieser Arbeit kommt die sogenannte indirekte ,Sandwich“- Methode
zum Einsatz. Es wird dabei ein Primarantikorper eingesetzt, der spezifisch an
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Proteinstrukturen bindet. Jedoch wird darauffolgend ein mit Biotin konjugierter
Sekundarantikorper eingesetzt, der an den Primarantikdrper bindet. In einem
weiteren Schritt wird eine Meerrettichperoxidase (HRP) hinzugegeben, an
welche ein Streptavidinmolekil gebunden ist. Streptavidin bildet mit Biotin einen
Komplex, wodurch die HRP in der Lage ist, an den Sekundarantikdrper zu
binden (siehe dazu auch Abb.5). Zuletzt wird ein Chromogen, in diesem Falle
3,3’-Diaminobenzidin, hinzugegeben, das wiederum von HRP oxidiert und
dadurch sichtbar gemacht wird. Durch diese Methode bildet sich am Ort der
Priméarantikorperbindung in der Zelle indirekt ein lichtmikroskopisch sichtbarer

Farbniederschlag.

Meerrettichperoxidase
Streptavidin
\ Biotin
/# Biotinylierter Sekundarantikorper

Priméarantikorper

Abb. 5: Prinzip der indirekten Immunhistochemie

2.2.4.2. Vorbereitung der Schnitte fur die Immunhistochemie
Die Schnitte werden mehrfach. in Xylol gestellt. Im Anschluss daran werden die
TMA in absteigende Ethanol-Konzentrationen und Ampuwa® gestellt.
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Die Antigendemaskierung erfolgt durch Kochen der TMA in einem 1:10
verdinnten Citratpuffer mit pH 6,0 und 900ml Aqua destillata. AnschlielRend
folgt zwei Mal ein Bad in einer 0,05M-Tris/0,15M-NaCl-Losung. Abschlie3end
werden die Schnitte mit einem DAKO-Pen® liickenlos umrandet und einmal mit
0,1M TRIS/0,05%-Tween-Waschpuffer gewaschen.

2.2.4.3. Eigentliche Immunfarbung

Als Waschpuffer wird in den folgenden Schritten Tris-0,1M/Tween-0,05%
verwendet. Dies ermdglicht die gleichméaRige Verteilung der eingesetzten
Losungen und Substanzen auf dem Objekttrager.

Inaktivierung der endogenen Peroxidase

Da die gewebeeigene endogene Peroxidase ebenfalls in der Lage ist, die in der
IHC eingesetzten Farb- und Farbestoffe zu oxidieren und so unspezifische
Farbungen zu erzeugen, muss diese vor Farbebeginn inaktiviert werden. Dies
erfolgt durch das Auftragen von 3%iger H202 anschlieRend werden die TMA
erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

Die nun in folgenden beschriebenen Schritten verwendeten Reagenzien
entstammen dem CytoChem-Plus HRP Kit, Broad Spektrum, welches einen
Proteinblock, den biotinylierten Sekundarantikdrper und den Streptavidin-HRP-
Komplex enthélt.

Proteinblock

Vor dem Aufbringen der Primarantikbrper muss zuerst ein Proteinblock
aufgetragen werden, in diesem Fall Blocking Solution — SuperBlock, welcher
nach einer Einwirkzeit von 5 Min. wieder abgesaugt wird. Die Proteine des
Proteinblocks binden selbst an die hydrophoben Bindungsstellen des Gewebes
und verhindern so eine unspezifische Anlagerung der AK.

Priméarantikorper

Fur die Primarantikdrper missen bereits vorab die idealen Verdunnungsstufen,

Inkubationszeiten und die Inkubationstemperatur ermittelt werden. Die
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Immunglobuline wurden in Antibody Diluent (AB) auf die gewinschte

Konzentration verdunnt (siehe Tab.5).

Biotinylierter SekundéarantikGrper

Das verwendete ZytoChem-Plus HRP Kit enthalt eine AK-Mischung, das in der
Lage ist, an den eingesetzten Primarantikdrper zu binden. Wie der Name schon
verrat, ist der Sekundarantikérper mit Biotin konjugiert, welches fur den
Streptavidin-HRP-Komplex als Bindungsstelle verwendetet wird. Nach dem
Auftragen muss der TMA mehrmals mit Waschpuffer behandelt werden.

Streptavidin-HRP-Komplex

Die hohe Affinitat von Streptavidin zu Biotin wird hierbei ausgenutzt, um die
HRP (Meerrettichperoxidase) an den sekundéren AK binden zu kénnen. HRP
besitzt als aktives Zentrum eine eisenhaltige Hamgruppe, die es ihm ermdglicht,
unterschiedliche Substanzen, wie z.B. Polyphenole und Nitrate, zu oxidieren.
Nach Aufbringen des Streptavidin-HRP-Komplexs auf den TMA verbindet sich
der Komplex mit dem Biotin des Sekund&r- Immunglobulins. Danach missen

die Schnitte viermal gewaschen werden.

3,3'-Diaminobenzidin

Der letzte Schritt des Farbeprotokolls bildet die eigentliche sichtbare Farbung.
Das DAB ist fur die HRP ein Elektronenspender und wird daher oxidiert. Das
Reaktionsprodukt selbst ist ein dunkel Dbraunlicher, in organischen
Losungsmitteln nicht I6slicher Farbstoff. Die eigentliche Farbreaktion wird mit
dem Waschpuffer abgestoppt, man sollte dabei die Einwirkzeit von DAB von 5
Min. nicht Uberschreiten, da es sonst zu einer verstarkten und unspezifischen

Hintergrundfarbung kommen kann, was die spatere Auswertung erschwert.

Kontroll-Farbungen

Bei jeder der vorgenommenen Farbungen werden jeweils eine Positiv- und eine
Negativkontrolle angefertigt. Als Positivkontrolle fir die Farbungen dient die

Gewebeprobe eines Mammakarzinoms, das sicher positiv fur die zu
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untersuchenden Marker ist und welches mit CK 18 angefarbt wird. Als
Negativkontrolle fungiert ebenfalls ein Schnitt des als Positivkontrolle
verwendeten Mammakarzinoms. Jedoch wird dieser nur mit AD und nicht mit
dem Primarantikérper inkubiert. Die restlichen Schritte unterscheiden sich nicht
vom vorher aufgefihrten Farbeprotokoll.

Gegenfarbung und abschlieRende Behandlung

Die Immunfarbungen werden mit einer ,Gegenfarbung® versehen, um den
vorhandenen Kontrast zwischen angefarbten und nichtgefarbten Arealen zu
erhdhen. In dieser Arbeit  wurde Papanicolaous LOsung 1a (Harris’
Hamatoxylin) verwendet, welches Zellkerne und Bindegewebe in einem
kraftigen Blauton einfarbt. Zum Abschluss werden die TMA 60 Sek. in Xylol
getaucht, die Objekttrager wasserfrei mit Pertex® und einem Deckglas

abgedeckt.

2.2.5. Auswertung der TMA-Féarbungen

Die Ergebnisse werden in die fur jeden einzelnen TMA separat gefuhrte und
anonymisierte Liste eingetragen. Wichtig fur die Auswertung ist zu bemerken,
dass die Tumore auf den TMA nicht nach Therapieschema, sondern nach
Probeneingang sortiert worden sind. Dies schlief3t aus, dass der Auswertende
direkte Ruckschliisse auf den Therapiearm ziehen kann. Alle Tumorpraparate
werden digitalmikroskopisch erfasst und gespeichert.

2.2.5.1. Bewertung der Tumore

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen wurden in enger
Zusammenarbeit und unter Supervision mit und von Dr. med. U. Vogel vom
Pathologischen Institut des Universitatsklinikums Tuabingen mittels Score-
Systemen semiquantitativ ausgewertet, wie nun folgend beschrieben.

2.2.5.2. Entwicklung und Berechnung eines immunreaktiven Scores

Zur Beurteilung und Vergleichbarkeit der Farbungen wurde ein immunreakitver

Score (IRS) nach Remmele und Stegner [180] erstellt. Entsprechend diesem
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IRS werden die Tumore von 0 bis 12 bewertet. Ein solcher Score setzt sich aus
dem Prozentsatz positiv angefarbter Zielzellen (PP) sowie der vorherrschenden
Farbeintensitat (staining intensity [SI]) zusammen, dem jeweils ein Wert
zwischen O bis 4 zugeordnet wird. Die numerischen Werte von PP und SI
werden multipliziert und ergeben somit einen Score, der Werte von O bis 12
annehmen kann. Dabei gilt es, folgendes in Tab. 6 aufgefiihrtes Schema zu
beachten.

Tab. 6: Berechnung des immunreaktiven Scores

PLOOZ;:K/S;H PP vorher_rscher\de Immunreaktiver IRS =

: Farbeintensitat Score PP x SI

Zielzellen

0% 0 negativ 0 negativ 0
<10% 1 schwach 1 schwach positiv 1-3
10-50% 2  malig 2  malig positiv 4-7
51-80% 3  stark 3 stark positiv 8-12
>80% 4 - - - -

Abkirzungen: % = prozentualer Anteil positiv angefarbter Zielzellen, < = kleiner als, > = groéf3er
als, x = Multiplikation, IRS = immunreaktiver Score, PP = positive Zielzellen, Sl = staining
intensity (vorherrschende Farbeintensitat)

2.2.6. IRS der Hormonrezeptoren und Ki-67

Um den IRS von PGRMC1 und pPGRMC1 auch mit anderen tumorspezfischen
Markern, in diesem Falle Hormonrezeptoren wie ERa, Gesamt-ER[, ERfB1,
ERB2, PR, HER2/neu und Antigen Ki-67, in Beziehung setzen zu kdnnen,
griffen wir, nach Versicherung seines Einverstandnisses, auf die bereits
vorhandenen Ergebnisse der IRS-Farbungen von Dr. med. Martin F. Wurster
[181] zurick, welcher an den gleichen TMA Farbungen mit AK gegen ERa,
Gesamt-ERB, ERB1, ERB2, PR, HER2/neu und Antigen Ki-67 durchgefihrt
hatte. Zu den einzelnen IRS-Werten siehe hierzu Tab. 11-14 im Anhang.

2.2.7. Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 20.0 fir Windows SPSS (Inc,
Chicago, IL, Ill, USA). Die Daten waren nicht normalverteilt, so dass die Werte

jeweils als Median mit Minimum und Maximum angegeben werden. Fir die
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statistischen Analysen wurden der Mann-Whitney-U-Test, der Wilcoxon-, der
Vorzeichen- und der Friedman-Test angewendet. Bei Berechnungen von
Korrelationen wurde zusatzlich der Korrelationskoeffizient Spearman rho (7's)
angegeben. P-Werte mit einem a-Level <0,05 wurden als signifikant

angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Studiendesgin

In diese Studie wurden ausschlieflich Patientinnen mit einem Mammakarzinom
aufgenommen, die eine systemische und neoadjuvante Therapie erhalten
hatten. Es wurde jeweils vor als auch nach der neoadjuvanten Therapie Proben
des Tumorgewebes entnommen, diese Proben in Paraffin eingebettet und
schliel3lich als TMA aufgearbeitet. Diese TMA wurden zur Entwicklung der IRS
von PGRMCL1 und der phosphorylierten Form (pPGRMC1) sowie der mdglichen
Anderung der Expressivitat nach erfolgter neoadjuvanter Therapie genutzt. Da
es sich um eine Pilot-Studie handelte, wurde keine Fallschatzung
vorgenommen.

Die in dieser Arbeit vorgenommenen immunpathologischen Farbungen zum
Nachweis von pPGRMC1 und PGMRC1 wurden an Tumorproben
vorgenommen, von denen analoge Schnitte zur Markierung mit anderen
Antikbrpern verwendet worden waren. Die Ergebnisse daraus — nicht die
Resultate fur PGRMC1 und pPGRMC1, jedoch die klinischen und

histopathologischen Daten wurden bereits verdffentlicht [181].

3.2. Klinische Daten der Patientinnen

3.2.1. Altersverteilung

Die Altersverteilung in der Gesamtkohorte war nicht normalverteilt
(Kolmogorov-Smirnov-Test, p = 0,444), siehe Graphik 1. Der Altersmedian zum
Zeitpunkt der ersten Operation bzw. Tumorgewebeentnahme betrug 59,20
Jahre, wobei die jingste Patientin zum Zeitpunkt der ersten Probeentnahme 32
Jahre und die &lteste 85 Jahre alt waren.

Anhand des Alters bei der ersten Gewebeentnahme wurden die Patientinnen in
vier Gruppen einsortiert, siehe hierzu Tab. 6. Die dabei zu Grunde liegende
Uberlegung waren die unterschiedlichen Hormonkonzentrationen vor, wahrend
und nach der Menopause [182], die einen Unterschied oder gar direkten

Einfluss auf die Rezeptorexpression von PGRMC1 darstellen kénnten.
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Tab. 7: Altersgruppen

Altersgruppe Durchschnittsalter n (%)
Gr.1 37,50 (32 bis 49 Jahre) 16 (23,2)
Gr.2 56,00 (50 bis 59 Jahre) 13 (18,8)
Gr.3 64,00 (60 bis 69 Jahre) 26 (37,7)
Gr4 77,00 (70 bis 85 Jahre) 14 (20,3)

Abklrzungen: Gr. = Gruppe, n = Anzahl, %= prozentualer Anteil an der Gesamtgruppe
Die Gesamtguppengrtf3e betréagt 69. Die Werte der einzelnen Altersgruppen sind als Median
mit Minimum und Maximum angegeben
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Graphik 1: Altersverteilung der Patientengruppe

3.2.2. Klinisch-histologische Daten der Patientinnen
Die Kklinischen und histopathologischen Daten der Patientinnen und
Mammakarzinomgewebe auf Basis der AGO-Leitlinien [161] werden in Tab. 8

dargestellt, siehe hierzu auch die Vero6ffentlichung von Wurster et al. aus dem
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Jahr 2010 [181]. Die Einteilung des Tumorgrading

offiziellen Einteilung nach Hunt et. al. [183].

Tab. 8: Klinische und histopathologische Daten

Menopausaler Status
pramenopausal (M1)
perimenopausal (M2)
postmenopausal (M3)

Histopathologischer Befund
duktal (H1)
lobular (H2)
duktulo-lobular (H3)
muzin®s (H4)

Grading (nach Hunt et al.)
gut differenziert (G1)
maRig differenziert (G2)
schlecht differenziert (G3)

richtet sich nach der

n (%)

12 (17,4)
8 (11,6)
49 (71,0)
n (%)

45 (65,2)
14 (20,3)
8 (11,6)
2(2,9)

n (%)
2(2,9)
47 (68,1)
20 (29,0)

Abklrzungen:, % = prozentualer Anteil an der Gesamtgruppe, G1 = gut differenzierter Tumor,
G2 = maRig differenzierter Tumor, G3 = schlecht differenzierter Tumor, H1= invasiv duktales
Karzinom, H2 = invasiv lobuldares Karzinom, H3 = invasiv duktolobuldares Karzinom, H4 =
muzinéses Karzinom, M1 = pramenopausaler Status, M2 = perimenopausaler Status, M3 =

postmenopausaler Status, n = Anzahl der Proben
GroRRe der Gesamtgruppe n = 69

39



40

30—

Anzahl der Patientinnen

107

stable disease partial remission

Therapieansprechen

Graphik 2: Therapieansprechen der Gesamtkohorte

3.2.3. Therapieansprechen

Das Therapieansprechen der Gesamtkohorte unabhangig vom Therapiearm ist
in Graphik 2 dargestellt (vergleiche hierzu auch Wurster et al. [181]).

Betrachtet man das Therapieansprechen in den einzelnen neoadjuvanten
Therapiearmen, so fallt auf, dass es zwar auf den ersten Blick einen
Unterschied zu geben scheint, in welchem Therapiearm sich die Patientin
beziglich eines Ansprechens befand (siehe Graphik 3 und vergleiche Wurster
et al. [181]), jedoch war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant (Chi?-
Test: Anthrazykline versus Taxane p = 0,226, Taxane versus
Aromataseinhibitoren p = 0,415; Anthrazykline versus Aromataseinhibitoren p =
0,099).
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Graphik 3: Therapieansprechen in den unterschiedlichen Therapiearmen

3.3. Auswertung des  Hormonrezeptor-Status  nach

Altersgruppen

Die bereits von Dr. med. Martin K. F. Wurster ausgewerteten TMA-Schnitte und
die daraus gewonnenen IRS-Werte wurden nochmals neu und nach oben
beschriebenen Altersgruppen ausgewertet (siehe Tab. 7).

Hierbei ergab sich ein statistisch  signifikanter Unterschied der
Rezeptorexpression von ERa in der Gruppe der 32 bis 49-Jahrigen im Vergleich
zu den Gruppen der 60 bis 69- und der 70 bis 85-Jahrigen (p = 0,02 und p <
0,001) und zumindest ein Trend im Vergleich der Gruppe der 50 bis 59-
Jahrigen zu der Gruppe der 70 bis 85-Jahrigen (p = 0,067). Mit zunehmendem
Alter zeigte sich eine Zunahme der ERa-Expression in der hier untersuchten
Probandengruppe.
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Im Vergleich des Median-IRS von ERB1 in der Gruppe der Gber 70- Jahrigen zu
dem der 50 bis 59-Jahrigen (p = 0,045) und zu dem der 60 bis 69-Jahrigen (p =
0,014) zeigte sich, dass der IRS in der altesten Gruppe jeweils hoher ausfiel.
Die Expressionsintensitat von PR war in der jungsten Altersgruppe (Gr.1l) am
geringsten und zeigte hierbei einen statistisch signifikanten Unterschied im
Vergleich zu der Gruppe der 60 bis 69-Jahrigen (p = 0,021).

Die IRS von ERpBt, ERB2, HER2/neu und Ki-67 zeigten jeweils keine
signifikanten Unterschiede in den verschiedenen Altersgruppen.

3.4. Auswahl der Antikorper zum Nachweis von PGRMC1
und pPGRMC1

Fur unsere Fragestellung verwendeten wir AK, die von der ProteoSys AG in
Mainz hergestellt und uns fur die Untersuchung zur Verfiigung gestellt wurden.
Aus einer Auswahl von zehn AK wahlten wir nach Testung auf einem Kontroll-
Mammakarzinom-Paraffinschnitt die zwei AK aus, die das starkste und am
besten reproduzierbare Signal in der IHC zeigten, ohne dabei eine zu starke
unspezifische Hintergrundfarbung zu erzeugen.

Qualitat und Spezifitat dieser AK wurden anhand der IHC nach ausfihrlicher
Titrierung der beiden verschiedenen AK nachgewiesen. Die Konzentration,
welche reproduzierbare Ergebnisse und das beste Signal-Rausch-Verhaltnis
ergab, wurde fir weitere Untersuchungen gewahlt (siehe Tab. 5). Die
Reaktionen wurden in einer Dbefeuchteten Kammer durchgefihrt.
Gegenfarbungen wurden jeweils mit Papanicolaous LOosung 1la (Harris'
Hamatoxylin) fir 30 Sek. durchgefuhrt. Fir jeden getesteten AK sowie fur jeden
verwendeten und neuen TMA wurde jeweils eine positive Gewebeprobe als
Positiv-Kontrolle verwendet, zudem wurde der zu betrachtende und als
interessant eingestufte Gewebebereich jeweils mit CK 18 angefarbt. Als
Negativkontrolle wurde der gleiche Abschnitt, jedoch ohne Aufbringung der
primaren AK, sondern nur mit AD inkubiert und anschlieRend nach Protokoll
gefarbt.
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3.5. Validierung der Spezifitat der Antikdrperreaktion

3.5.1. ,Peptid-Blocking” von PGRMC1

Um die Spezifitat des von uns verwendeten AK gegen PGRMCL1 nachzuweisen,
wurde dieser in einem zweiten Schritt mit einem spezifischen Peptid-Block
behandelt. In zehnfacher Verdinnung wurde der reine AK mit dem von der
ProteoSys AG freundlicherweise zur Verfigung gestellten Blocking-Peptid fir
eine  Stunde inkubiert. Danach erfolgte die Anfertigung einer
immunhistochemischen Farbung, bei der das AK-Blocking-Peptid-Gemisch als

Priméarantikorper eingesetzt wurde (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: Peptid-Blocking von PGRMC1

1 konventionelle Immunhistochemie mit Antikrper gegen PGRMCL1 in einer Verdinnung 1:5
eingesetzt; 2 immunhistochemische Farbung nach Immunabsorption des primaren Antikdrpers
gegen PGRMC1 durch Blocking-Peptid; bei den Gewebeproben in 1 und 2 handelt es sich um
nicht direkt aufeinander folgende Bereiche desselben PGRMC1-postiven Mammakarzinoms;
alle Gewebeproben wurde in 4,5% gepufferten Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet;
Vergrof3erung 1:40

Abkirzungen: PGRMCL1 = Progesteronrezeptor-Membrankomponente 1, um = Mikrometer

3.5.2. Phosphatase-Behandlung vor pPGRMC1-Detektion

In bereits verodffentlichen Daten dieser Arbeitsgruppe durch Arbeiten an mit
Phosphatase-behandelte Proteinlysaten ergaben sich Hinweise drauf, dass
PGRMC1 auch in phosphorylierter Form vorliegt [184]. In Western blot
Untersuchungen konnten zwei Banden unter Verwendung eines hergestellten
S180-phospho-spezifischen monoklonalen AK (in unserer Arbeit 3G11A2
genannt) detektiert werden und beide Banden verschwanden bei Behandlung
der Proteinlysate mit Phosphatase vor Durchfiihrung des Western blot [184]. Es
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wurde daher in Zusammenschau der Ergebnisse die Aussage bekraftigt, dass
der hierfur hergestellte AK (3G11A2), phosphospezfisch ist. Unter dieser
Ergebnissen der Vorarbeiten und dass somit auch in der IHC eine
phosphorylierte Form von PGRMCL1 sichtbar gemacht werden kann, erfolgte die
Vorinkubation der Gewebeschnitte fir 20 Min. mit Phosphatase. Im Anschluss

daran erfolgte nach Behandlung der Gewebeschnitte mit dem Waschpuffer die

Farbung nach vorher ausfiihrlich beschriebenem Protokoll (siehe Abb. 7).
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Abb. 7: Phosphatase-Behandlung vor pPGRMC1-Detektion

1 konventionelle immunhistochemische Farbung mit Antikdrper gegen pPGRMC1 in einer
Verdinnung 1:1000 eingesetzt; 2 immunhistochemische Farbung nach Prainkubation des
Gewebes mit Phosphastase; bei den Gewebeproben in 1 und 2 handelt es sich um nicht direkt
aufeinander folgende Bereiche desselben pPGRMC1-postiven Mammakarzinoms, alle
Gewebeproben wurde in 4,5% gepufferten Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet,
VergrofRerung 1:40;

Abklrzung: pPGRMC1 = phospho-S180-Progesteronrezeptor-Membrankomponente 1, um =
Mikrometer

3.6. Expression von PGRMC1

Alle untersuchten und ausgewerteten Tumorproben waren mindestens malfiig
positiv fir PGRMCL1 und erreichten einen IRS-Median von 12,00 (Minimum = 4,
Maximum = 12). Die Expressionslokalisation von PGRMC1 — detektiert mit dem
monoklonalen AK 5G7 — konnte sehr nahe am Nucleus und im Zytoplasma der
Tumorzellen beobachtet werden (siehe Abb. 8).
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3.6.1. Expression in umgebendem Bindegewebe

Darliber hinaus fiel eine deutlich schwéachere Expression von PGRMC1 im
Vergleich zum Tumorgewebe (Vorzeichen-Test p > 0,001) im das eigentliche
Tumorgewebe umgebenden Bindegewebe auf (IRS-Median = 2,00 [Minimum =
0, Maximum = 6]), siehe hierzu auch Graphik 4.
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Graphik 4: Ubersicht tiber die Werte des Immunreaktiven Scores fir PGRMC1 und
pPGRMC1

Dargestellt sind jeweils der Median des Immunreaktiven Score (roter Punkt) sowie mit
Pfeilspitzen gekennzeichnet, sind der minimale und der maximaler Wert, den der immunreaktive
Score angenommen hat, abgebildet

Abkiurzungen: PGRMC1 = Progesteronrezeptor-Membrankomponente 1, pPGRMC1 =
phospho-S180-Progesteronrezeptor-Membrankomponente 1, T = Mammakarzinomgewebe, T-a
= den Tumor umgebendes Bindegewebe

3.6.2. Zusammenhang mit demographischen und klinischen Parametern

In der vorliegenden Arbeit konnten keine Unterschiede oder Korrelationen der
Expression von PGRMC1 in Zusammenhang mit dem histopathologischen
Befund oder der Menopausenphase, in der sich die Patientinnen zur
Gewebeentnahme befanden, festgestellt werden (siehe Tab. 9). Im Weiteren
wurde die Gesamtgruppe in die oben genannten vier Alters-Subgruppen
aufgeteilt, jedoch zeigten sich auch dort keine Unterschiede der IRS zwischen
den einzelnen Altersgruppen.
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Abb. 8: Lokalisation der Expression von PGRMC1

PGRMC1-positives Mammakarzinom; Gewebeprobe wurde in 4,5% gepufferten Formalin fixiert
und in Paraffin eingebettet, VergréRerung 1:20; gefillite Pfeilspitze: Bindegewebe; ungeflillte
Pfeilspitze: Nucleus von Mammakarzinom-Zellen

Abklrzungen: PGRMC1 = Progesteronrezeptor-Membrankomponente 1, um = Mikrometer

3.6.3. Koexpression mit Hormonrezeptoren und Ki-67

Es konnte eine signifikante positive Korrelation fur die Expression von PGRMC1
mit Koexpression von ERB1 (p = 0,005; T's = 0,338) und ERB2 (p = 0,016; s =
0,294) sowie ein Trend mit der Koexpression von dem Gesamt-ERp (p = 0,058;
I's = 0,166) gezeigt werden. Kein Zusammenhang von PGRMC1 konnte in der
Koexpression von ERa, PR, HER2/neu oder Ki-67 beobachtet werden.

3.6.4. Assoziation mit Hormonrezeptoren und Ki-67, gewichtet nach dem Alter
In der Gruppe der 60 bis 69-Jahrigen war die Expression von ERa (p = 0,017,
I's = 0,465) und ERRB1 (p = 0,014, "'s = 0,475) starker mit der Koexpression von
PGRMC1 verkntpft. In der Gruppe der 50 bis 59-Jahrigen zeigte sich eine
starkere Expression von ERRt (p = 0,006, s = 0,743) und PR (p = 0,015, 's =
0,680) mit der Expression von PGRMCL1. Es zeigten sich keine Unterschiede in
den anderen Altersgruppen, auch nicht fur die Koexpression von PGRMC1 mit
HER2/neu und Ki-67.
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Tab. 9: IRS PGRMC1 nach demographischen und klinischen Merkmalen

Merkmal IRS PGRMC1

Tumor TA
Gr.1 12,00 (4-12) 4,00 (0-6)
Gr.2 12,00 (4-12) 2,00 (0-6)
Gr.3 10,50 (4-12) 2,00 (0-6)
Gr.4 12,00 (4-12) 4,00 (0-6)
M1 12,00 (4-12) 4,00 (0-6)
M2 12,00 (8-12) 3,00 (2-6)
M3 12,00 (4-12) 2,00 (0-6)
H1 12,00 (4-12) 2,00 (0-6)
H2 12,00 (6-12) 2,00 (0-6)
H3 10,00 (4-12) 2,00 (0-6)
H4 12,00 (12) 4,00 (4)
Gl 8,00 (4-12) 2,00 (0-4)
G2 12,00 (4-12) 2,50 (0-6)
G3 8,00 (4-12) 2,00 (0-6)

Abktrzungen: G1 = gut differenzierter Tumor, G2 = méRig differenzierter Tumor, G3 = schlecht
differenzierter Tumor, Gr.1 = Alter von 30 bis 49 Jahren, Gr.2 = Alter von 50 bis 50 Jahren, Gr.3
= Alter von 60 bis 69 Jahren, Gr.4 = Alter Uber 70 Jahre, H1= invasiv duktales Karzinom, H2 =
invasiv lobulares Karzinom, H3 = invasiv duktolobuléares Karzinom, H4 = muzinéses Karzinom,
IRS = immunreaktiver Score, M1 = prdmenopausaler Status, M2 = perimenopausaler Status,
M3 = postmenopausaler Status, PGRMC1 = Progesteronrezeptor-Membrankomponente 1, TA
= den Tumor umgebendes Bindegewebe, Tumor = Mammakarzinom

* Werte sind jeweils als Median mit Minimum und Maximum angegeben.

3.6.5. Anderung der Expression nach neoadjuvanter Therapie

Im Weiteren wurden die IRS im eigentlichen Tumorgewebe und dem den Tumor
umgebenden Bindegewebe vor und nach der neoadjuvanten Therapie
verglichen. Hierbei konnte ein niedrigerer IRS-Median von PGRMC1 nach
Therapie im umgebenden Bindegewebe (Wilcoxon-Test p > 0,001), jedoch nicht
im eigentlichen Tumorgewebe festgestellt werden.

3.6.5.1. Assoziation der Expression mit Hormonrezeptoren und Ki-67

Wir sahen eine Korrelation der Koexpression von PGRMC1 mit dem Gesamt-
ERB (p =0,012, 7s =0,317), ERa (p = 0,001, 7s=0,414) und Ki-67 (p > 0,001,

47



's = 0,572). Dagegen konnte jedoch keine Korrelation gefunden werden,
nachdem die Gesamtgruppe in die oben erwdhnten vier Altersgruppen
aufgeteilt wurde. Dartiber hinaus konnte kein Unterschied in den IRS von
PGRMC1 in den drei verschiedenen neoadjuvanten Therapiearmen gezeigt
werden, wohl aber in der Gruppe mit Teilremission. Dort zeigte sich ein
verminderter IRS im Vergleich zu der Gruppe, die eine stabile Erkrankung
zeigte (p = 0,006, "'s = 0,220).

3.7. Expression von pPGRMC1

Jedes im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Mammakarzinom zeigte eine
starke Expression von pPGRMC1 - detektiert mit dem monoklonalen AK
3G11A2 - im Zytoplasma der Tumorzellen (siehe Abb. 9). Der IRS-Median lag
dabei bei 12,00 (Minimum = 3, Maximum = 12). Ebenso konnten, wie bereits fur
die Expression von PGRMC1, keine Unterschiede der pPGRMC1-Expression in
Abhéangigkeit vom histopathologischen Befund, der Menopausenphase, dem
Tumor-Grading oder dem Alter der Patientinnen festgestellt werden (siehe Tab.
10).

3.7.1. Expression in umgebendem Bindegewebe

Ein deutlich und statistisch signifikantes schwéacheres Signal von pPGRMC1
(IRS-Median = 2,00 [Minimum = 0, Maximum = 6]) konnte in dem das
Tumorgewebe umgebenden Bindegewebe beobachtet werden (p > 0,001),
siehe dazu auch Abb. 9.
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Abb. 9: Lokalisation der Expression von pPGRMC1

pPGRMC1-positives Mammakarzinom; Gewebeprobe wurde in 4,5% gepufferten Formalin
fixiert und in Paraffin eingebettet, VergroRBerung 1:20; gefillte Pfeilspitze: Bindegewebe;
ungefllite Pfeilspitze: Zytoplasma von Mammakarzinom-Zellen

Abklrzungen: pPGRMC1 = Phospho-S180-Progesteronrezeptor-Membrankomponente 1, um =

Mikrometer

3.7.2. Zusammenhang mit demographischen und klinischen Parametern

Auch die Expression von pPGRMC1 zeigte keine Unterschiede in Abhangigkeit
zum Alter der Patientinnen. Zuséatzlich teilen wir wie bereits bei PGRMCL1 (siehe
Tab. 6) die Gesamtgruppe in vier Alters-Subgruppen auf. Die Expression von
pPGRMC1 ist in der Patentinnengruppe tUber 70 Jahre starker verglichen mit
der Gruppe der 50 bis 59-Jahrigen (p = 0,005), und der 60 bis 69-Jahrigen (p =
0,036) (siehe Tab. 10).

Bezuglich der Menopausenphase und des histopathologischen Befundes
konnten keine Unterschiede der Expressivitait von pPGRMC1 festgestellt
werden. Es zeigte sich jedoch ein Unterschied im Vergleich der verschiedenen
Tumor-Gradings, so war der IRS von pPGRMC1 in maRig differenzierten
Tumoren (G2) statistisch signifikant hoher als der IRS in schlecht differenzierten
Mammakarzinomen (G3) (p = 0,021), siehe Tab. 10.
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Tab. 10: IRS pPGRMC1 nach demographischen und klinischen Merkmalen

Merkmal IRS pPGRMC1

Tumor TA
Gr.1 12,00 (8-12) 2,00 (0-6)
Gr.2 8,00 (3-12) 2,00 (0-6)
Gr.3 12,00 (3-12) 2,00 (0-6)
Gr.4 12,00 (8-12) 3,00 (0-6)
M1 12,00 (8-12) 2,00 (0-4)
M2 12,00 (4-12) 1,00 (0-6)
M3 12,00 (3-12) 2,00 (0-6)
H1 12,00 (4-12) 2,00 (0-6)
H2 12,00 (3-12) 2,00 (0-6)
H3 10,00 (3-12) 3,50 (1-6)
H4 12,00 (12) 2,00 (0-4)
Gl 12,00 (12) 1,00 (0-2)
G2 12,00 (3-12) 2,00 (0-6)
G3 8,00 (3-12) 2,00 (0-6)

Abktrzungen: G1 = gut differenzierter Tumor, G2 = méRig differenzierter Tumor, G3 = schlecht
differenzierter Tumor, Gr.1 = Alter von 30 bis 49 Jahren, Gr.2 = Alter von 50 bis 50 Jahren, Gr.3
= Alter von 60 bis 69 Jahren, Gr.4 = Alter Uber 70 Jahre, H1= invasiv duktales Karzinom, H2 =
invasiv lobulares Karzinom, H3 = invasiv duktolobuléares Karzinom, H4 = muzinéses Karzinom,
IRS = immunreaktiver Score, M1 = prdmenopausaler Status, M2 = perimenopausaler Status,
M3 = postmenopausaler Status, pPGRMC1 = phospho-S180- Progesteronrezeptor-
Membrankomponente 1, TA = den Tumor umgebendes Bindegewebe, Tumor =
Mammakarzinom

* Werte sind jeweils als Median mit Minimum und Maximum angegeben.

3.7.3. Korrelation mit Hormonrezeptoren und Ki-67

Wir fanden positive Korrelation der Expression von pPGRMC1 mit ERB1 (p =
0,018, 's = 0,287), ERB2 (p = 0,041, s = 0,251) und Gesamt-ERp (p = 0,002,
I's = 0,370) im Tumorgewebe. Wie auch schon bei PGRMC1, zeigte sich auch
fur pPPGRMC1 keine Korrelation mit der Koexpression von ERa, PR, HER2/neu
oder Ki-67.
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3.7.4. Assoziation mit Hormonrezeptoren und Ki-67, gewichtet nach dem Alter
Wie wir bereits fur das Gesamtprotein PGRMCL1 beobachten konnten, war auch
die Expression von pPGRMCL1 starker bei h6heren Expressionsleveln von ERa
(p = 0,001, s = 0,614) und ERB1 (p = 0,012, s = 0,484) bei Patientinnen im
Alter von 60 bis 69 Jahren. In dieser Altersgruppe zeigte sich dariber hinaus
auch die Expression von pPGRMC1 hoher mit Koexpression von PR (p =
0,035, s = 0,415).

In der Altersgruppe von 32 bis 49 Jahren zeigte sich eine starkere Expression
pPGRMC1 mit der Koexpression von Gesamt-ERB (p = 0,026, s = 0,571) und
ERB2 (p = 0,014, s = 0,617).

Wie schon bei PGRMC1 konnten wir auch fir pPGRMC1 nach Altersgruppen
gewichtet keine Unterschiede in anderen Altersgruppen und fur die
Koexpression von HER2/neu und Ki-67 finden.

3.7.5. Anderung der Expression nach neoadjuvanter Therapie

Nach erfolgter neoadjuvanter Therapie, egal welchem Therapiearm die
Patientin zugefuhrt wurde, zeigte sich ein niedrigerer IRS von pPGRMC1 im
Tumorgewebe im Vergleich zur Expressivitat vor neoadjuvanter Therapie (p =
0,003), jedoch nicht im den Tumor umgebenden Bindegewebe. Aufgegliedert
nach Art der Therapie zeigte sich jedoch keine Anderung der Expressivitat von
pPGRMCL1 in der Anthrazykline-Gruppe (p = 0,739, I's = 0,751), wohl jedoch in
der Gruppe, welche mit Taxanen (p = 0,041, s = -0,069) und auch in der
Gruppe, die mit Aromatase-Inhibitoren (p = 0,010, ''s = 0,336) behandelt worden
ist. Die Expression von pPGRMC1 nach der Therapie war in beiden Féllen
niedriger als vor der Therapie.

Dartuber hinaus konnte nach Gewichtung nach Altersgruppen, dass sich in der
Gruppe der 30 bis 49-Jahrigen im Vergleich zur Gruppe der Uber 70-Jéhrigen
eine geringere Expressivitat von pPGRMC1 (p = 0,009) zeigte.
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3.7.5.1. Assoziation mit Hormonrezeptoren und Ki-67

Wir sahen eine Korrelation in der Koexpression von pPGRMC1 mit ERBt (p =
0,005, I's = 0,348) und einen zumindest Trend in der Koexpression mit ERa (p
=0,080, s =0,219).

3.7.5.2. Assoziation mit Hormonrezeptoren, HER2/neu und Ki-67, gewichtet
nach dem Alter

Wir konnten keinen Unterschied der Expressivitat von pPGRMCL1 in Korrelation
mit Hormonrezeptoren finden, nachdem wir nach dem Alter gewichtet die
Expressivitat von pPGRMC1 untersuchten. Auch zwischen den einzelnen
Therapiearmen gab es keinen Unterschied der Expressionsintensitat.

3.8. Vergleich von PGRMC1 mit pPGRMC1

3.8.1. Expression von PGRMC1 und pPGRMC1 vor neoadjuvanter Therapie

Es stellt sich auch die Frage, ob sich der IRS von PGRMC1, der das
Gesamtprotein repréasentiert, von dem IRS von pPGRMC1, der die
phosphorylierte Form detektiert, unterscheidet. Im aufgrund dessen
angewandten Wilcoxon-Test zeigte sich jedoch kein Unterschied der IRS im

Tumorgewebe und in dem das Tumorgewebe umgebenden Bindegewebe.

3.8.2. Expression von PGRMC1 und pPGRMC1 nach neoadjuvanter Therapie
Der IRS von PGRMC1 und pPGRMC1 nach neoadjuvanter Therapie
unterschied sich in unserer Gruppe statistisch signifikant voneinander
(Wilcoxon-Test p = 0,015), dabei wies die Expressivitat von PGRMC1 (Median
= 10,12 [2-12]) im Gegensatz zu pPGRMC1 (Median = 9,14 [3-12]) einen
héheren Durchschnittswert auf.

Im tumorassoziierten Gewebe zeigten sich hinsichtlich der Expressivitat von
PGRMC1 und pPGRMC1 keine Unterschiede.
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4. Diskussion
4.1. Starken der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um die erste, die sich mit einer
genauen immunhistochemischen Darstellung von PGRMC1 und pPGRMC1
sowohl im Mammakarzinomgewebe selbst als auch im umgebenden Gewebe
vor und nach neoadjuvanter Therapie befasst. Es konnten hierbei erstmals
Expressionsunterschiede von pPGRMC1 und PGRMC1 nach neoadjuvanter
Therapie im Mammakarzinom sowie auch im tumorassoziierten Gewebe

nachgewiesen werden.

4.2. Schwachen der Arbeit

Limitierend fiir die Bewertung der vorliegenden Ergebnisse ist die relativ kleine
Fallzahl mit 69 auswertbaren Tumorproben, die zudem verschiedene klinische
und histopathologische Merkmale aufweisen, Zudem haben wir keine Daten
zum Langzeitverlauf der Behandlung erhalten, sodass tUber pPGRMC1 als
mogliche  EinflussgroRe  beziiglich der Uberlebensrate oder dem
Langzeittherapieansprechen hier nur spekuliert werden kann. Jedoch handelt
es sich hier um eine Pilotstudie, die Anhalte fir mégliche weitere intensivere
Studien geben kann.

4.3. Deutung der Ergebnisse

4.3.1. Expression im Mammakarzinom aber auch umgebenden Gewebe
Sowohl PGRMC1 als pPGRMC1 sind in allen in Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Tumorgeweben sehr stark exprimiert. Der Nachweis von
PGRMC1 in Mammakarzinom-Zellen gelang sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern. Bei pPGRMCL1 zeigte sich in der immunhistochemischen Farbung im
Gegensatz zu PGRMC1 eine starke Lokalisation im Zytoplasma, jedoch nicht
im Zellkern. Im Tumor-umgebenden Bindegewebe sind sowohl pPGRMC1 als
auch PGRMC1 im Vergleich zu den Tumorzellen relativ schwach exprimiert,
wobei pPGRMC1 noch deutlich schwéacher exprimiert ist als PGRMCL1.
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Diese Ergebnisse werden durch Daten anderer Forschungsgruppen unterstitzt,
die zeigen konnten, dass die Expression von PGRMC1 in Mammakarzinomen
im Vergleich zu nicht-malignen Brustgewebe signifikant erhoht ist [118, 185].
Auch in Endometriumkarzinom-Zelllinien konnte die Expression von PGRMC1
nachgewiesen werden [121, 186]. Analog zu den hier vorliegenden Ergebnissen
der unterschiedlichen Expressionsstarke ist PGRMC1 dort im Tumor hoch
exprimiert, und deutlich niedriger im umgebenden, nicht tumorésen Gewebe
[133].

4.3.2. Korrelation der Expression mit klinischen und histopathologischen Daten

Wir konnten keine Korrelation zwischen den Expressionsunterschieden fir
PGRMC1/pPGRMC1 mit typischen klinischen Daten wie dem Alter bei
Probeentnahme, dem Menopausenstatus, in dem sich die Patientin befand oder
der Tumorart feststellen. Jedoch war pPGRMC1 in maRig differenzierten
Tumoren statistisch signifikant starker als in schlecht differenzierten exprimiert.

In anderen Studien ist PGRMC1 signifikant mit Lymphknotenmetastasen,
TumorgréRe, TNM-Stadium, allgemeiner und Tumor-freier Uberlebensrate,
jedoch nicht mit dem Alter der Patienten oder des Differenzierungsgrades der
Tumore assoziiert [187]. In der multivariaten Uberlebensanalyse stellte sich
PGRMCL1 als ein unabhéngiger prognostischer Faktor von Brustkrebs dar [187].
In der vorgelegten Arbeit war pPGRMCL1 in der Gruppe mit Patientinnen von 70-
79 Jahren am starksten exprimiert. Derzeit wissen wir nicht, ob diese
Phosphorylierung aktivierend oder inhibierend wirkt. Wenn wir davon ausgehen,
dass die Hormonspiegel — also der Ligand — in dieser Patientinnengruppe
allgemein niedrig ist, ware es denkbar, dass PGRMC1 in einer Art
Kompensationsmechanismus durch die Phosphorylierung aktiviert werden
konnte. Ein &hnlicher Vorgang wurde in Rattenhirnen beobachtet. Allerdings
steigert sich hier im Alter die Expression von PGRMC1, wobei es sich dabei
wohl um einen Kompensationsmechanismus handelt, da PGRMC1 im
voranschreitendem Alter die Bindungsaffinitat verliert [188]. Es gibt aber
Studiendaten dariuber, dass die mRNA-Level von PGRMC1 mit steigendem
Patientenalter signifikant abnehmen [189].
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Diese unterschiedlichen Ergebnisse konnen aufgrund unterschiedlicher
Nachweismethoden zustande kommen, da, wie bekannt ist, die Expression von
MRNA nicht immer auf Protein-Ebene Ubertragen werden kann. Ein weiterer
moglicher Grund kénnte sein, dass verschiedene ethnische Gruppen untersucht
wurden, eine aus China [187], wahrend die anderen Studien in den USA
durchgefuhrt wurden [189] und es bei der PGRMC1-Expression ethnische oder
geographische Unterschiede geben kdnnte.

Die Expression von PGRMC1 steht bei Ovarialkarzinomen in Beziehung zu den
histopathologischen Tumordifferenzierungsgraden wie auch zur Empfindlichkeit
gegeniber Chemotherapien: wenn PGRMC1 reduziert wird, steigert sich
Empfindlichkeit ovarialer Tumorzellen gegentber Cisplatin. Die Tumorzellen
wachsen in vitro langsamer und die erzielten TumorgréRen in Nacktmausen
waren signifikant kleiner als in Kontrollen [133, 153, 190, 191]. Der
nachgeschaltete beziehungsweise die nachgeschalteten Mechanismen sowie
Interaktionen zwischen verschiedenen Transkriptionsfaktoren, durch welche
PGRMC1 seine Tumor-entwickelnden Aktivitdten moglichweise ausiben
konnte, bleibt bisher weiterhin unklar.

Allgemein ist wenig Uber die Funktion von PGRMC1 bekannt. Es verfugt tber
die Fahigkeit, an PAIRBP1 zu binden [130, 133]. Diese Bindungsfahigkeit
konnte sowohl in Brustgewebezellen von Nagetieren als auch in menschlichen
MCF-7-Zellen nachgewiesen werden [192, 193]. Es wird angenommen, dass
die Interaktion von PAIRBP1 und PGRMC1 ein wesentlicher Bestandteil des
Mechanismus ist, durch den Progesteron seine Apoptose-inhibieren Wirkung
vermittelt [194] und somit auch Einfluss auf die Kanzerogenese nehmen kénnte.

4.3.3. Korrelation der Expression mit anderen Rezeptoren

In dieser Arbeit sind die Expressionen PGRMC1 und ERB1 positiv korreliert (je
starker PGRMCL1 exprimiert wurde, desto starker wurde auch ERB1 im Tumor
exprimiert). In der Altersgruppe der 60-69 Jahrigen zeigte sich eine positive
Korrelation der Expression von PGRMC1 mit ERa und ER(1.

Die meisten klinischen Studien stellten bereits fest, dass eine hohe Expression
ERB-ahnlicher Proteine mit einem besseren klinischen Outcome assoziiert ist,
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obwohl einige Studien mit kontroversen Ergebnissen veroffentlicht wurden [195-
198]. Somit scheinen Einflussfaktoren, die auf die Expression ERR im
Tumorgewebe wirken, vielleicht auch PGRMC1 und pPGRMC1 mitbeeinflussen
zu konnen. Eine mdogliche Hypothese waéare, dass PGRMC1 durch P450-
Proteine auf den Hormon-Haushalt wirken kénnte oder direkt die Expression
von ERp beeinflusst.

In bereits vorliegenden und verdffentlichten in vitro Untersuchungen konnte eine
Hochregulation von ERa in Brustkrebszellen, die PGRMC1 uberexprimieren,
gezeigt werden [185]. Die in vitro-Daten deuten zudem darauf hin, dass ERa fir
den vermuteten PGRMC1-vermittelten ,proliferativen Effekt* notwendig ist [185],
sodass eine gemeinsame Expression von PGRMC1 und ERa biologisch
sinnvoll sein kdnnte.

Zhang et al. stellte die Hypothese auf, dass eine hohe Expression von
PGRMC1 durch Interaktion mit ERa zZu einer erhohten
Brustkrebswahrscheinlichkeit fiihrt, insbesondere, wenn eine Hormon-Therapie
im Vorfeld erfolgt ist [199].

In unserer Studie finden wir keinen Zusammenhang zwischen der Expression
von PGRMC1 und den ERa Levels.

4.3.4. Anderung der Expression nach neoadjuvanter Therapie

Nach neoadjuvanter Therapie nahm die PGRMC1-Expression nur im
tumorassoziierten Gewebe ab, nicht jedoch im eigentlichen Tumorgewebe.
Zudem war die Expression von PGRMC1 nach erfolgter neoadjuvanter
Therapie mit der Expression von ERa, ERBt und Ki-67 korreliert. Es spielte
dabei keine Rolle, in welchem Therapiearm sich die Patientin befunden hatte.
Als wichtiges Resultat ergab sich jedoch, dass die Gruppe der Patientinnen, die
sich in Teilremission befand, eine geringere PGRMC1-Expression aufwies.
Nach neodadjuvanter Therapie war pPGRMC1 niedriger exprimiert als vor
Therapie. Hier machte es jedoch einen Unterschied, in welchem Therapiearm
sich die Patientinnen befanden, sowohl in der Gruppe, die Taxane als auch in
der, die Aromatase-Inhibitoren erhalten hatten, war die Expression von

pPGRMC1 im Tumorgewebe nach Therapie geringer als vor Therapie. In der
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Gruppe der 30-49 Jahrigen zeigte sich unabhangig von ihrer Therapieart eine
geringere Expression von pPGRMC1. Zudem waren die Expressionen von
pPGRMC1 mit ERpBt positiv korreliert. Die Expression von pPGRMC1 und
PGRMC1 unterschied sich vor neoadjuvanter Therapie sowohl im
Tumorgewebe als auch im Tumor-assoziierten Gewebe nicht voneinander,
posttherapeutisch zeigte sich jedoch eine hohere Expression von PGRMCL1 als
von pPGRMC1 im Tumorgewebe. Im Tumor-assoziierten Gewebe hingegen
gab es keinen Unterschied nach Therapie.

Entgegen bereits veroffentlichter Ergebnisse, zeigen unsere Daten nicht, dass
es unter der Therapie mit Anthrazyklinen zu einer Reduktion von (p)PGRMC1
kommt [200]. Die Expression von pPGRMCL1 reduzierte sich in unserer Arbeit in
den beiden Gruppen, die mit Taxanen oder mit Aromatase-Inhibitoren
behandelt worden waren. Die Wirkweise von Taxanen mindet in einem Abbau
des Mikrotubuliapparats und kann somit wirksam in die Mitose- und Interphase
des Zellzyklus eingreifen. Die Wirkweise der Aromatase-Inhibitoren vermittelt
sich durch die Unterdriickung der Ostrogenbiosynthese durch die spezifische
Hemmung des Enzyms Aromatase. Letrozol zum Beispiel ist ein nicht-
steroidaler Aromatase-Inhibitor, der die Aromatase durch kompetitive Bindung
an das Ham des Cytochrom P450 der Aromatase hemmt und dadurch die
Ostrogenbiosynthese in all den Geweben reduziert, wo diese vorkommt. Unsere
Ergebnisse sprechen fir die allgemeine Annahme, dass die Expression von
PGRMC1 auch durch Ostrogene beeinflusst werden kann.

Die mogliche Rolle und Einflussgré3e von PGRMCL1 bei und in der Entwicklung
von Mammakarzinomen kdnnte von besonderer Bedeutung im Hinblick auf eine
mogliche Rolle von Gestagenen, welche das Brustkrebsrisiko unter
Hormontherapie in der Postmenopause oder durch die hormonelle
Empféangnisverhitung steigern, sein. Epidemiologische Studien deuten darauf
hin, dass Gestagene eine entscheidende Rolle spielen kdnnen, aber auch, dass
vermutlich Unterschiede innerhalb der Gestagen-Klasse bestehen [201].
Mdoglicherweise ist auch PGRMC1 an Gestagen-vermittelten Effekten beteiligt.
Diese Annahme wird durch unsere in vitro- und in vivo-Untersuchungen

unterstrichen, in denen gezeigt werden konnte, dass bestimmte Gestagene
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proliferativ iber PGRMC1 auf menschliche Mammakarzinomzellen wirken,
wahrend andere Gestagene eine neutrale Funktion einnehmen [192, 193]. Es
wurde zudem gezeigt, dass PGRMC1 anti-mitotische und/oder Zelliberlebens-
strategien von Progesteron in verschiedenen Zelltypen (wie zum Beispiel in
immortalisierten Granulosa-Zellen [133] oder Ovarialkarzinomzellen [153])
vermittelt [200]. In derselben Studie konnte gezeigt werden, dass es eine
Zunahme von Zelltoden beziehungsweise Abnahme der Tumormasse in
Zelllinien, in denen die PGRMC1-Expression reduziert war, und die mit
Doxirubicin und Progesteron behandelt wurden [200]. Herauszustreichen ist die
in der Studie formulierte Annahme, dass Progesteron neben des Signalwegs
durch den PR seine Effekte auch durch andere Signalwege vermitteln kann, da
bestimmte Progesteron-vermittelte Effekte in Zellen auftraten, die keine PR
aber verschiedene Membran-Progestin Rezeptoren (unter anderem PGRMC1)
exprimieren.

Es wurde bereits die Hypothese aufgestellt, dass PGRMC1 Progesteron mit
hoher Affinitat an Progesteron bindet [133] und fir den antiapoptotischen Effekt
von Progesteron zusténdig ist. Daher konnte PGRMCL1 als spezifisches Target
fur neue Karzinomtherapien auch (ber gynékologische Tumorerkrankungen

hinaus von wichtiger Bedeutung sein [200].
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5. Zusammenfassung

Zielsetzung der hier vorliegenden Arbeit war in 69 zur Auswertung stehenden
Mammakarzinomproben

1. die zellulare Expression von PGRMC1 und deren Intensitat in histologisch
verschieden klassifizierbaren Mammakarzinomen mittels IHC zu beschreiben;
2. Assoziationen mit zusatzlich exprimierten Hormonrezeptoren wie ERa,
Gesamt-ER3 (ERBt), ERB1, ERB2 und PR, dem Marker fur die Tumor-
Proliferationsrate Antigen Ki-67 (Ki-67), HER2/neu und dem Alter zu finden;

3. gegebenenfalls eine Anderung der Expression von PGRMC1 nach

neoadjuvanter Therapie zu beschreiben.

Sowohl PGRMC1 als pPGRMC1 sind in allen in Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Tumorgeweben sehr stark exprimiert. Der Nachweis von
PGRMC1 in Mammakarzinom-Zellen gelang sowohl im Zytoplasma aber auch
im Zellkern. Bei pPGRMCL1 zeigte sich eine starke Lokalisation im Zytoplasma,
jedoch nicht im Zellkern. Es fielen keine Expressionsunterschiede von
PGRMC1 in den unterschiedlichen Tumorarten auf, jedoch war pPGRMC1 in
manRig differenzierten Tumoren starker als in schlecht differenzierten exprimiert.
Sowohl bei pPGRMC1 als auch bei PGRMC1 zeigte sich, wenn auch im
Vergleich zu den Tumorzellen eine relativ schwache Expression im den Tumor-
umgebenden Bindegewebe, wobei pPGRMC1 deutlich schwacher exprimiert
wurde als PGRMC1. Wir konnten keine Unterschiede der Expression von
PGRMC1 nach typischen klinischen Parametern wie Alter, Menopausenstatus,
Tumorart und Wachstum (durch Ki-67) feststellen. Es zeigte sich eine positive
Korrelation der Koexpression von PGRMC1 und ERB1 (je starker PGRMC1
exprimiert wurde, desto starker wurde auch ERB1 im Tumor exprimiert). In der
Altersgruppe der 60-69 Jahrigen zeigte sich eine positive Korrelation der
Expression von PGRMC1 mit ERa und ERB1. pPGRMC1 war in der altesten
Patientinnengruppe (der Gruppe der 70-79-Jahrigen) am starksten exprimiert.
Es zeigten sich positive Korrelationen der Expression von pPGRMC1 mit ERpt,
ERB1 und ERB2. Die pPGRMCI1-Expression nach Altersgruppen gewichtet
zeigte, dass bei alteren Patientinnen die Expression von pPGRMC1 positiv mit
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der Expression von ERa und ERB1 korreliert. Nach neoadjuvanter Therapie
zeigte sich eine Abnahme der PGRMC1-Expression nur im tumorassoziierten
Gewebe, nicht jedoch im eigentlichen Tumorgewebe. Zudem zeigten sich nach
erfolgter neoadjuvanter Therapie positive Korrelationen von PGRMC1 mit der
Koexpression mit ERa, ERBt und Ki-67. Es spielte dabei keine Rolle in welchem
Therapiearm sich die Patientin befunden hatte. Als wichtiges Resultat ergab
sich jedoch, dass die Gruppe von Patientinnen, die sich in Teilremission befand
eine geringere PGRMC1-Expression aufwies. Nach neoadjuvanter Therapie
war pPGRMCL1 niedriger exprimiert als vor Therapie. Hier machte es einen
Unterschied, in welchem Therapiearm sich die Patientinnen befanden, sowohl
in der Gruppe, die Taxane als auch in der, die Aromatase-Inhibitoren erhalten
hatten, war die Expression von pPGRMC1 im Tumorgewebe geringer als vor
Therapie. In der Gruppe der 30-49 Jahrigen zeigte sich unabhangig von ihrer
Therapieart eine geringere Expressivitat von pPGRMC1. Zudem konnten
positive Korrelationen der Expression von pPGRMC1 mit ERBt gezeigt werden.
Die Expression von pPGRMC1 und PGRMC1 unterschied sich vor
neoadjuvanter Therapie sowohl im Tumorgewebe als auch im Tumor-
assoziierten Gewebe nicht voneinander, posttherapeutisch zeigte sich jedoch
eine hohere Expression von PGRMC1 als von pPGRMC1 im Tumorgewebe. Im
Tumor-assoziierten Gewebe hingegen gab es keinen Unterschied nach
Therapie.

Obwohl die Anzahl der in dieser Studie untersuchten Proben klein ist, liefert
diese Arbeit zum ersten Mal Anhaltspunkte dafur, dass die Starke der
Expression von pPGRMC1 mdglicherweise mit der Koexpression von ERt, und
fur die nicht-phosphorylierte Form mit ERB2 in Brustkrebsgewebeproben in
einer bestimmten Altersgruppe korreliert. Diese Ergebnisse deuten passend zu
anderen Forschungsergebnissen auf eine enge Beziehung zwischen den
Ostrogenrezeptoren und PGRMC1 und damit auch auf eine mdgliche
Modulation der Mammakarzinomentwicklung hin. Durch ein verbessertes
Verstandnis tber Funktion und Einflussgré3e von PGRMC1, ergdben sich neue
Erkenntnisse darauf, wie man einen neuen Therapieansatz entwickeln konnte,

der eine Modulation des Einflusses von PGRMC1 auf Brust- und Tumorgewebe
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ermoglicht. Hierdurch kdnnte sich in der Zukunft fur an Mammakarzinomen
erkrankte Patientinnen eine neue Moglichkeit der Behandlung ergeben
beziehungsweise eine noch individualisiertere Form des Therapiekonzeptes
zugeschnitten auf bestimmte Tumoreigenschaften entstehen.
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7. Anhang

Tab. 11: IRS der Hormonrezeptoren nach klinischen Parametern vor neoadjuvanter

Therapie
ERa ERpt ERB1 ERB2 PR
Alle | 8,00 (0-12) 12,00 (0-12) 8,0 (0-12) 4,00 (1-12) 4,00 (0-12)
Gr.l| 1,50(0-12) 12,00 (2-12) 8,0 (2-12) 4,00 (1-12) 3,00 (0-12)
Gr.2 8,0 (0-12) 8,00 (2-12) 4,0 (2-12) 4,00 (3-12) 6,00 (1-12)
Gr.3| 12,00 (0-12) 12,00 (0-12) 8,0 (0-12) 4,00 (1-12) 6,00 (0-12)
Gr.4| 12,00 (8-12) 12,00(3-12) 8,0 (4-12) 8,00 (3-12) 4,00 (2-12)
M1 0,50 (0-12) 8,00 (2-12) 8,0 (2-12) 4,00 (1-8) 3,50 (0-12)
M2 7,00 (0-12) 12,00 (2-12) 8,0 (4-12) 8,00 (4-12) 4,00 (0-12)
M3 | 12,00 (0-12) 12,00 (0-12) 8,0 (0-12) 4,00 (1-12) 4,00 (0-12)
H1 8,00 (0-12) 12,00 (0-12) 8,0 (0-12) 4,00 (1-12) 4,00 (0-12)
H2 | 12,00 (6-12) 12,00 (4-12) 8,0 (4-12) 8,00 (2-12) 4,00 (1-12)
H3 8,00 (0-12) 12,00 (2-12) 6,0 (2-12) 6,00 (3-12) 6,00 (0-8)
H4 6,00 (0-12) 5,00 (4-6) 3,5 (3-4) 6,00 (4-8) 4,50 (3-6)
G1 | 10,00 (8-12) 12,00 (12) 8,0 (8) 8,00 (8) 12,00 (12)
G2 9,00 (0-12) 12,00 (2-12) 8,0 (0-12) 8,00 (2-12) 6,00 (1-12)
G3 1,00 (0-12) 8,00 (0-12) 6,0 (0-12) 3,00 (1-12) 3,00 (0-12)

Abkiirzungen: IRS = immunreaktiver Score; ERa = Ostrogenrezeptor alpha, ERPBt = Gesamt-
Ostrogenrezeptor beta, ERB1 = Ostrogenrezeptor beta Isoform 1, ERB2 = Ostrogenrezeptor
beta Isoform 2, PR = Progresteronrezeptor, alle = Gesamtgruppe, Gr.1 = Alter von 30 bis 49
Jahren, Gr.2 = Alter von 50 bis 50 Jahren, Gr.3 = Alter von 60 bis 69 Jahren, Gr.4 = Alter tber
70 Jahre, M1 = pramenopausaler Status, M2 = perimenopausaler Status, M3 =
postmenopausaler Status, H1 = invasiv duktales Karzinom, H2 = invasiv lobulédres Karzinom,
H3 = invasiv duktolobuldres Karzinom, H4 = muzindses Karzinom, G1 = gut differenzierter
Tumor, G2 = maRig differenzierter Tumor, G3 = schlecht differenzierter Tumor

* Werte sind jeweils IRS-Werte und als Median mit Minimum und Maximum angegeben.
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Tab. 12: IRS der Hormonrezeptoren nach klinischen Parametern nach neoadjuvanter

Therapie
ERa ERpt ERB1 ERB2 PR
Alle | 4,00 (0-12) 8,00 (1-12) 4,0 (0-12) 4,00 (0-12) 2,00 (0,12)
Gr.l| 1,00(0-12) 8,00 (4-12) 4,0 (0-8) 4,00 (0-8) 0,00 (0-8)
Gr.2| 6,00 (0-12) 12,00 (1-12) 4,0 (3-8) 4,00 (3-12) 2,00 (1-12)
Gr.3| 4,00(0-12) 8,00 (3-12) 4,0 (2-8) 4,00 (2-12) 2.00 (0-8)
Gr.4| 8,00 (2-12) 10,00 (4-12) 4,0 (2-12) 4,00 (2-12) 1,05 (0-6)
M1 1,00 (0-12) 8,00 (4-12) 4,0 (0-8) 4,00 (0-8) 1,00 (0-8)
M2 2,50 (0-12) 10,00 (4-12) 3,0 (3-8) 6,00 (4-8) 1,05 (0-8)
M3 8,00 (0-12) 8,50 (1-12) 4,0 (2-12) 4,00 (2-12) 2,00 (0-12)
H1 3,50 (0-12) 8,00 (1-12) 4,0 (0-12) 4,00 (0-12) 2,00 (0-8)
H2 6,00 (2-12) 12,00 (4-12) 4,0 (3-8) 8,00 (4-12) 2,00 (0-8)
H3 8,00 (0-12) 10,00 (4-12) 8,00 (2-8) 7,00 (4-12) 2,00 (0-12)
H4 6,00 (0-12) 10,00 (8-12) 4,50 (3-6) 4,00 (4) 1,00 (0-2)
G1 8,00 (4-12) 12,00 (12) 8,00 (4-12) 4,00 (4) 3,00 (2-4)
G2 8,00 (0-12) 9,00 (1-12) 4,00 (2-8) 8,00 (0-12) 2,00 (0-12)
G3 0,00 (0-12) 7,00 (4-12) 4,00 (0-8) 4,00 (2-8) 0,00 (0-8)

Abkiirzungen: IRS = immunreaktiver Score; ERa = Ostrogenrezeptor alpha, ERBt = Gesamt-
Ostrogenrezeptor beta, ERB1 = Ostrogenrezeptor beta Isoform 1, ERB2 = Ostrogenrezeptor
beta Isoform 2, PR = Progresteronrezeptor, alle = Gesamtgruppe, Gr.1 = Alter von 30 bis 49
Jahren, Gr.2 = Alter von 50 bis 50 Jahren, Gr.3 = Alter von 60 bis 69 Jahren, Gr.4 = Alter tber
70 Jahre, M1 = préamenopausaler Status, M2 = perimenopausaler Status, M3 =
postmenopausaler Status, H1 = invasiv duktales Karzinom, H2 = invasiv lobuldres Karzinom,
H3 = invasiv duktolobuldres Karzinom, H4 = muzindses Karzinom, G1 = gut differenzierter
Tumor, G2 = malRig differenzierter Tumor, G3 = schlecht differenzierter Tumor

* Werte sind jeweils IRS-Werte und als Median mit Minimum und Maximum angegeben.
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Tab. 13: IRS von HER2/neu und Ki-67 nach klinischen Parametern vor neoadjuvanter

Therapie
HER2/neu Ki-67
Alle 1,00 (0-3) 15,00 (0-60)
Gr.1 1,00 (0-3) 20,00 (2-40)
Gr.2 1,00 (0-3) 20,00 (2-50)
Gr.3 1,00 (0-3) 12,50 (2-60)
Gr.4 1,00 (0-3) 8,50 (0-40
M1 1,00 (0-3) 20,00 (2-40)
M2 1,50 (0-3) 2,00 (2-30)
M3 1,00 (0-3) 15,00 (0-60)
H1 1,00 (0-3) 15,00 (2-60)
H2 1,00 (0-3) 6,00 (0-35)
H3 1,00 (0-3) 15,00 (2-40)
H4 3,00 (3) 23,50 (7-40)
G1 2,00 (2) 6,00 (2-10)
G2 1,00 (0-3) 15,00 (0-50)
G3 1,00 (0-3) 20,00 (5-60)

Abkurzungen: IRS

immunreaktiver Score; HER2/neu

human epidermal growth-factor

receptor 2, Ki-67 = Antigen Ki-67, alle = Gesamtgruppe, Gr.1 = Alter von 30 bis 49 Jahren, Gr.2
= Alter von 50 bis 50 Jahren, Gr.3 = Alter von 60 bis 69 Jahren, Gr.4 = Alter Uber 70 Jahre, M1
= pramenopausaler Status, M2 = perimenopausaler Status, M3 = postmenopausaler Status, H1
= invasiv duktales Karzinom, H2 = invasiv lobulares Karzinom, H3 = invasiv duktolobulares
Karzinom, H4 = muzindéses Karzinom, G1 = gut differenzierter Tumor, G2 = maRig
differenzierter Tumor, G3 = schlecht differenzierter Tumor

* Werte sind jeweils IRS-Werte und als Median mit Minimum und Maximum angegeben.
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Tab. 14: IRS von HER2/heu und Ki-67 nach klinischen Parametern nach
neoadjuvanter Therapie

HER2/neu Ki-67

Alle 1,00 (0-3) 5,00 (0-70)
Gr.1 1,00 (0-3) 8,50 (0-50)
Gr.2 1,00 (0-3) 5,00 (0-70)
Gr.3 1,00 (0-3) 5,00 (0-60)
Gr.4 1,00 (0-2) 1,00 (0-30)
M1 1,00 (0-3) 10,00 (0.50)
M2 0,50 (0-3) 5,00 (0-15)
M3 1,00 (0-3) 4,00 (0-70)
H1 1,00 (0-3) 5,00 (0-70)
H2 1,00 (0-2) 3,00 (0-10)
H3 1,00 (0-3) 10,00 (0-30)
H4 1,50 (0-3) 3,50 (0-7)
G1 0,50 (0-1) 0,00 (0)
G2 1,00 (0-3) 3,00 (0-70)
G3 0,00 (0-3) 10,00 (0-60)

Abklrzungen: IRS = immunreaktiver Score; HER2/neu = human epidermal growth-factor
receptor 2, Ki-67 = Antigen Ki-67, alle = Gesamtgruppe, Gr.1 = Alter von 30 bis 49 Jahren, Gr.2
= Alter von 50 bis 50 Jahren, Gr.3 = Alter von 60 bis 69 Jahren, Gr.4 = Alter Uber 70 Jahre, M1
= pramenopausaler Status, M2 = perimenopausaler Status, M3 = postmenopausaler Status, H1
= invasiv duktales Karzinom, H2 = invasiv lobulares Karzinom, H3 = invasiv duktolobulares
Karzinom, H4 = muzindéses Karzinom, G1 = gut differenzierter Tumor, G2 = maRig
differenzierter Tumor, G3 = schlecht differenzierter Tumor

* Werte sind jeweils IRS-Werte und als Median mit Minimum und Maximum angegeben
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