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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist mit einem Anteil von 29% die haufigste maligne
Erkrankung der Frau in Deutschland und den westlichen Industrielandern.
Statistisch gesehen tritt dieses Malignom bei jeder 10. Frau im Laufe ihres
Lebens auf. Im Jahr 2012 kam es in Europa zu 464.900 Neuerkrankungen.
131.000 Frauen starben im gleichen Jahr an den Folgen eines
Mammakarzinoms (Ferlay et al. 2013).
Wichtige Risikofaktoren fur die Entstehung eines Mammakarzinoms sind unter
anderem das weibliche Geschlecht, ein hohes Alter und hormonelle Faktoren
(Backe et al. 2002; Henderson et al. 1982, 1988; Preston-Martin et al. 1990;
Schmidt-Mattiesen, 2004). Eine erhdohte bzw. verlangerte Exposition gegenuber
endogenen Ostrogenen durch eine friihe Menarche, spate Menopause, spate
erste  Schwangerschaft oder Kinderlosigkeit erhdhen dabei das
Erkrankungsrisiko.
Bei 5-10% aller an Brustkrebs erkrankten Frauen liegt eine erbliche Disposition
vor. Frauen mit Mutation in den Tumorsuppressorgenen BRCA1 oder BRCAZ2
erkranken in etwa 20 Jahre friher als Frauen ohne familidares Risiko. Das
lebenslange Erkrankungsrisiko liegt bei 50-80% (Antoniou et al. 2003).
SchlieBlich haben auch Umwelteinflisse, Alkohol und Nikotin, sowie ein
erhdhter Body-Mass-Index Auswirkungen auf das Erkrankungsrisiko (Hiatt et al.
1990; Renehan et al. 2008; Reynolds et al. 2004).
Nach Empfehlungen der Konsensus-Konferenz in St. Gallen im Jahr 2011 ist
der molekulare  Subtyp (Tabelle 1) neben den  klassischen
Prognoseparametern, wie Lymphknotenstatus, Grading, Hormon- und Her2-
Rezeptorstatus und Alter der Patientin bei der Therapieentscheidung von
zentraler Bedeutung (Goldhirsch et al. 2011). In den Empfehlungen der
Arbeitsgemeinschaft fur Gynakologische Onkologie (AGO) werden zusatzlich
die TumorgroRe, der histologische Tumortyp, das Auftreten von
1



Fernmetastasen und die pathologische Komplettremission nach neoadjuvanter
Chemotherapie als wichtige Faktoren aufgefuhrt, die die Prognose beim
Mammakarzinom beeinflussen (Aktuelle Empfehlungen zur Diagnostik und
Therapie primarer und metastasierter Mammakarzinome der Kommission
MAMMA in der AGO e.V., 2017).

Tabelle 1: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms (Goldhirsch et al.2011)

Subtyp ER und/ oder PR Her2 Ki-67

Luminal A + - Niedrig
Luminal B (Her2-negativ) + - Hoch

Luminal B (Her2-positiv) T & Jeder
Her2-positiv - +

Basal-like: triple-negativ - -

1.2 Therapie des Mammakarzinoms

Die Therapie des Mammakarzinoms wird heutzutage fur jede Patientin, in
Abhangigkeit vom vorliegenden Risikoprofil, individualisiert getroffen. Dabei

unterscheidet man drei Saulen:

1.2.1 Chirurgische Therapie

Das wichtigste Kriterium einer operativen Therapie beim nicht metastasierten
Mammakarzinom ist die komplette Tumorresektion (Renton et al. 1996). Ein
tumorfreier Schnittrand ist dabei mit einer geringen Lokalrezidivrate assoziiert
(Houssami et al. 2014).

1.2.2 Systemtherapie

Pra- und/ oder postoperativ wird die chirurgische Tumortherapie des
Mammakarzinoms durch eine systemische Therapie erganzt. Entsprechend der
S3-Leitlinie sollte bei Her2-positiven, hormonrezeptornegativen oder gering

differenzierten Tumoren sowie bei einem jungen Erkrankungsalter (<35 Jahren)



und einer hohen Tumorlast eine Chemotherapie indiziert werden
(Interdisziplinare S3-Leitlinie fur die Diagnostik, Therapie und Nachsorge des
Mammakarzinoms, 2012). Durch den Einsatz adjuvanter (postoperativer)
Chemotherapien kann sowohl das Rezidiv- als auch das Sterberisiko verringert
werden (EBCTCG, 2005; EBCTCG: Peto et al. 2012).

Besteht die Indikation zur Chemotherapie, muss die Moglichkeit der
neoadjuvanten Chemotherapie (oder primar systemischen Therapie) erwogen
werden (Schmidt et al. 2014). Ziel ist es, die Operabilitdt des Tumors zu
verbessern bzw. eine brusterhaltende Therapie zu ermdéglichen (Kaufmann et
al. 2012; Makhoul et al. 2011). Des Weiteren kann durch diese Art der
Behandlung die Wirksamkeit der Therapie in vivo beurteilt und das weitere
Vorgehen individuell geplant werden (Berruti et al. 2014; Kaufmann et al. 2012;
Symmans et al. 2007; von Minckwitz et al. 2012). Die Behandlungsdauer sollte
entsprechend dem adjuvanten Standardregime mindestens 18 Wochen
betragen (Kaufmann et al. 2012). Den hochsten Empfehlungsgrad
entsprechend der AGO haben das AC-, EC- Schema, jeweils gefolgt von
Docetaxel alle drei Wochen oder Paclitaxel wochentlich sowie das DAC-Regime
(Rastogi et al. 2008; von Minckwitz et al. 2005, 2008a, 2008b). Handelt es sich
um einen Her2-positiven Tumor wird die zusatzliche Gabe von Trastuzumab
(Herceptin) oder die duale Blockade mit Trastuzumab und Pertuzumab (Perjeta)
empfohlen (Gianni et al. 2014; Gianni et al. 2016). Dadurch kann eine hohere
Rate an pathologischen Komplettremissionen erreicht werden (Gianni et al.
2012; Untch et al. 2010).

Bei Vorliegen eines Hormonrezeptor-postiven Mammakarzinoms wird stets eine
adjuvante endokrine Therapie fir 5 bis 10 Jahre durchgefihrt (EBCTCG:
Davies et al. 2011; Davies et al. 2013).

Die endokrine Therapie der Wahl bei pramenopausalen Patientinnen ist der
selektive Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen. So kénnen sowohl das Risiko
fur die Entstehung eines Rezidivs als auch das Sterberisiko verringert werden
(Davies et al. 2013; EBCTCG: Davies et al. 2011).



Postmenopausale Patientinnen werden in der Regel mit Tamoxifen,
Aromataseinhibitoren oder einer sequentiell verabreichten Kombination aus
beiden behandelt (Burstein ef al. 2010).

Bei ca. 30% aller Mammakarzinome ist der Wachstumsfaktor-Rezeptor Her2
Uberexprimiert, was mit einem kiirzeren Uberleben der Patientinnen assoziiert
ist (Slamon et al. 1987). Diese erhalten adjuvant eine zielgerichtete Therapie
mit Trastuzumab, einem Her2-spezifischen monoklonalen Antikorper, fur die
Dauer von einem Jahr (Smith et al. 2007). In der Neoadjuvanz wird die
Trastuzumabgabe mit Pertuzumab (duale Blockade) erganzt (Gianni et al.
2012).

1.2.3 Radiotherapie

Nach brusterhaltender Operation sollte bei Vorliegen eines invasiven Karzinoms
eine Bestrahlung der betroffenen Brust erfolgen (EBCTCG: Darby et al. 2011).
Das Rezidivrisiko kann so gesenkt und das Gesamtuberleben verbessert
werden (Clarke et al. 2005). Eine postoperative Radiotherapie der Brustwand
nach Mastektomie senkt das Risiko eines lokoregionaren Rezidiv und
verbessert bei Patientinnen mit hohem Lokalrezidivrisiko das Gesamtuberleben
(Clarke et al. 2005). Indiziert ist diese bei T3/ T4-Tumoren, bei invasiven
Tumoren, wenn keine RO-Situation moglich ist und bei mehr als 3 befallenen
Lymphknoten (EBCTCG: McGale et al. 2014). Entsprechend der
interdisziplinaren S3-Leitlinie soll eine Strahlentherapie der Axilla bei
Tumorresiduen nach axillarer Dissektion oder eindeutigem klinischen Befall bei
nicht erfolgter Axilladissektion erfolgen (S3-Leitlinien: Interdisziplinare S3-
Leitlinie fur die Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms,
2012.).



1.3 Tumorzelldissemination

1.3.1 Klinische Bedeutung disseminierter Tumorzellen

Unter dem Begriff Tumorzelldissemination versteht man die hamatogene
Streuung einzelner Zellen aus dem Primartumor.

Disseminierte Tumorzellen (DTZ) konnen bei bis zu Uber 40% aller
Mammakarzinompatientinnen im Knochenmark nachgewiesen werden (Braun
et al. 2000a; Diel et al. 1996; Solomayer et al. 2001). Mehrere Untersuchungen
haben gezeigt, dass ein positiver Knochenmarkstatus mit einer schlechten
Prognose assoziiert ist. Sowohl die rezidivfreie Uberlebenszeit als auch die
Dauer des Gesamtuberlebens waren bei diesen Patientinnen verkurzt
(Fortunato et al. 2009; Gebauer et al. 2001; Harbeck et al. 1994; Hartkopf et al.
2014; Mansi et al. 1999). Eine im New England Journal of Medicine
veroffentlichte grolRe Metaanalyse von 4703 Mammakarzinompatientinnen
bestatigte den Nachweis von DTZ im Knochenmark beim Mammakarzinom als
unabhangigen prognostischen Faktor (Braun et al. 2005).

Bereits im frGhen Erkrankungsstadium konnen DTZ im Knochenmark
nachgewiesen werden (Hisemann et al. 2008; Banys et al. 2012). Allerdings
entwickelt nicht jede Patientin mit einem positiven Knochenmarkbefund
manifeste Metastasen (Braun et al. 2005). Nach der Hypothese der
metastatischen Ineffizienz (,metastatic inefficiency”) werden epitheliale Zellen,
die der Primartumor in die Blutbahn abgibt, groRtenteils durch die Scherkrafte
aus Blut und Knochenmark eliminiert oder sterben ab (Fidler et al. 1970; Luzzi
et al. 1998). Es besteht auch die Moglichkeit, dass ein Teil dieser Zellen Uber
mehrere Jahre im Knochenmark persistiert. Dort befinden sie sich zunachst in
einem Ruhestadium, was als tumor cell dormancy bezeichnet wird (Meng et al.
2004; Pantel et al. 1993). Persistierende DTZ konnen dann der Ausgangspunkt
fur Metastasen sein (Fehm et al. 2002; Mansi et al. 1989).

Konnen nach Abschluss einer systemischen Therapie weiterhin Tumorzellen im
Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen detektiert werden, wirkt sich

dies ungunstig auf die Prognose aus (Braun et al. 2000b; Janni et al. 2011;



Wiedswang et al. 2004). Damit gelten disseminierte Tumorzellen als
Surrogatmarker der minimalen residualen Tumorerkrankung und stellen ein
potentielles  Ziel zuklnftiger  Therapien dar. Eine umfangreiche

Charakterisierung ist aus diesem Grund notwendig.

1.3.2 Charakterisierung disseminierter Tumorzellen

Vielen Studien zufolge konnen sich DTZ von den Zellen des Primartumors
phano- und genotypisch unterscheiden, was auch in Bezug auf die Expression
pradiktiver Faktoren, wie Her2 und den Ostrogenrezeptorstatus beobachtet
werden kann (Braun et al. 1999, 2001; Fehm et al. 2008b; Pantel et al. 1993;
Solomayer et al. 2006).

Des Weiteren zeigten die Untersuchungen des Expressionsmusters
verschiedener Antigene auf der DTZ-Oberflaiche, dass diese Zellen
Proliferationsmarker, Adhasionsmolekile und Wachstumsfaktoren
unterschiedlich stark exprimieren.

So konnten die Proliferationsmarker Ki-67 und p120 auf DTZ nur vereinzelt
nachgewiesen werden (Pantel et al. 1993). Dies konnte bedeuten, dass sich
diese Zellen in der GO- oder frihen G1-Phase des Zellzyklus befinden (Gerdes
et al. 1984), was deren Unempfindlichkeit gegenuber antiproliferativen
Chemotherapeutika erklaren wurde (Becker et al. 2007; Braun et al. 2000b).
Dartber hinaus kénnte dies ein Grund fur die lange Latenzzeit einer klinischen
Manifestation von Metastasen sein.

Der Verlust bzw. die Reduktion des MHC-Klasse-I-Komplexes an der
Oberflache von DTZ schutzt diese vor der Lyse durch zytotoxische T-
Lymphozyten. Dieses Phanomen konnte vor allem bei schlecht differenzierten
Tumoren beobachtet werden (Pantel et al. 1991).

Proteolysefaktoren wie der Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA) mit
seinem membranstandigen Rezeptor (UPA-R) oder Kathepsin D konnten auf
DTZ von Mammakarzinompatientinnen nachgewiesen werden. Eine hohe
Proteaseaktivitat in DTZ fuhrt zum Abbau der Basalmembran, was wiederum
die Invasions- und Metastasierungsfahigkeit der Tumorzellen erhéhen kann
(Solomayer et al. 1997, 1998; Togel et al. 2001).



Der Wachstumsfaktor-Rezeptor Her2 kann in bis zu 87% aller Falle auf
disseminierten Tumorzellen nachgewiesen werden (Braun et al. 1999, 2001;
Pantel et al. 1993). In der Studie von Solomayer et al. wurden der Her2-Status
der disseminierten Tumorzellen und des Primartumors miteinander verglichen.
Bei den 137 untersuchten primaren Mammakarzinompatientinnen war Her2
haufiger auf DTZ als im Primartumor exprimiert. (Solomayer et al. 2006).

Fir den Ostrogenrezeptor konnten Fehm et al. zeigen, dass DTZ meistens ER-
negativ sind, obwohl es sich in Uber 80% der Falle um einen positiven
Primartumor handelte (Fehm et al. 2008b). Mittlerweile gibt es Hinweise, dass
Subpopulationen von disseminierten Tumorzellen auf Grund ihres Phanotyps
sowie ihrer Fahigkeit Metastasen zu induzieren auch als sogenannte

Tumorstammzellen interpretiert werden konnen.

1.4 Tumorstammzellen und ihre Bedeutung fir eine

»otammazell-spezifische* Therapie

Die Existenz von Tumorstammzellen konnte bereits in verschiedenen soliden
Tumoren anhand von Oberflachenrezeptoren nachgewiesen werden.

Uber den Ausgangspunkt der Tumorstammzellen beim Mammakarzinom wird
kontrovers diskutiert. Aktuelle Studien stitzen zwei Theorien (Velasco-
Velazquez et al. 2012):

Die erste Theorie besagt, dass es durch Fehlregulation in der Selbsterneuerung
und Differenzierung normaler Stammzellen oder fruhen Progenitorzellen zu
Funktionsstorungen und gegebenenfalls zur Karzinogenese kommen kann
(Dontu et al. 2003b, 2004a; Sagar et al. 2007). Dabei konnten sogenannte
Tumorstammzellen entstehen (Abbildung 1). Bestarkt wird diese Theorie durch
die bestehenden Gemeinsamkeiten normaler Stammzellen und bestimmter
Tumorzellen (Reya et al. 2001). Durch Differenzierung konnen Stammzellen
und Tumorstammzellen eine zellulare Heterogenitat entwickeln. Bei jeder
Zellteilung entsteht zudem eine neue Stammzelle bzw. Tumorstammzelle. Dies

wird als Selbsterneuerung (self-renewal) bezeichnet.



Aulerdem besteht bei beiden Zelltypen eine deutliche Resistenz gegenuber
Apoptose-Stimuli. Sowohl Stammzellen als auch Tumorzellen besitzen die
Fahigkeit zur Migration. Eine hohe Anzahl an membranstandigen
Transportproteinen in Tumorzellen kénnte, wie bei Stammzellen dem Schutz
vor Zytostatika dienen (Dontu et al. 2003a).

Manche Krebszellen kdnnen, wie auch Stammzellen, Uberwiegend in der
Ruhephase GO (cell dormancy) verharren, was auch bei DTZ beobachtet
werden kann (Fehm et al. 2008a). Dadurch werden sie fur die herkdbmmliche,

antiproliferative Therapie unzuganglich.

oM 5

NORMALE STAMMZELLEN KREBSSTAMMZELLEN

3
S — C

NORMALE PROGENITORZELLEN MUTIERTE PROGENITORZELLEN
REIFE ZELLEN MALINGE TUMORZELLEN

Abbildung 1: Entstehung von Tumorstammzellen 1

Karzinogenese als Resultat von Mutationen, die in Stammzellen und Progenitorzellen
stattfinden (Quelle: Sagar et al. 2007).



Eine zweite Theorie nimmt an, dass Tumorstammzellen durch epitheliale-
mesenchymale Transition (EMT) entstehen. Sie beschreibt den Ubergang von
Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften (Abbildung 2).
Dadurch

Charaktereigenschaften, einschlieBlich Zelladhasion, apikal-basaler Polaritat

verlieren  differenzierte  Epithelzellen ihre  zellspezifischen

sowie eingeschrankter Mobilitat und erlangen stattdessen mesenchymale
Eigenschaften, wie Zellmotilitat, Invasivitat und verstarkte Apoptoseresistenz
(Polyak et al. 2009).

Basalmembran durchdringen. Am Zielort angekommen, konnen sie sich dann in

Die resultierenden Zellen kdnnen migrieren und die

Epithelzellen oder andere Zelltypen differenzieren (Kalluri et al. 2009). Die EMT
konnte somit eine wichtige Voraussetzung fir Tumorzellinvasion und

Metastasierung beim Mammakarzinom sein (Morel et al. 2008).

cell

Oncogenic
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Mammary stem
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stem cell

Tumor
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Differentiation

Abbildung 2: Entstehung von Tumorstammzellen 2

Tumorstammzellen beim Mammakarzinom kénnen aus Stammzellen des gesunden
Brustdriisengewebes entstehen (A) oder aus Tumorzellen ohne
Stammzelleigenschaften, welche die Fahigkeit zur Selbsterneuerung (B) durch
epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) und onkogene Umwandlung erworben
haben (Quelle: Velasco-Veldazquez et al. 2012).

Nur wenige Tumorstammzellen sind notig um nach einer konventionellen
Therapie und Tumorremission den Tumor wieder aufzubauen. Al-Hajj et al.
konnten eine Subpopulation an Tumorzellen mit den oberflachlichen
Stammzellmarkern CD44+/CD24- aus einem Mammakarzinom isolieren und
daraus Tumoren generieren (Al-Haijj et al. 2003).

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die Pravalenz von
CD44+/CD24-

Tumorzellen beim Mammakarzinom das Auftreten von
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Fernmetastasen begunstigt (Abraham et al. 2005). Aulerdem scheinen
CD44+/CD24- Tumorzellen resistent gegenuber Chemotherapeutika zu sein.
Beobachtungen zu Folge ist der Anteil dieser Zell-Subpopulation nach einer
neoadjuvanten Chemotherapie sogar grof3er als vor Therapiebeginn (Lee et al.
2011; Li et al. 2008).

Balic et al. konnten CD44+/CD24- DTZ im Knochenmark von
Mammakarzinompatientinnen nachweisen (Balic et al. 2006). So wird vermutet,
dass Tumorstammzellen nicht nur fir das Tumorwachstum verantwortlich sind,
sondern auch Ursprung der metastasenbildenden Tumorausbreitung darstellen
(Aktas et al. 2009).

Tumorstammzellen machen rund 1-10% der Tumormasse des Primarius aus
(Wicha et al. 2006) und konnten bereits in verschiedenen Malignomen
nachgewiesen werden, wie in Hirmntumoren (Singh et al. 2004),
Mammakarzinomen (Al-Hajj et al. 2003), Prostatakarzinomen (Collins et al.
2005), Melanomen (Fang et al. 2005) und Kolonkarzinomen (O'Brien et al.
2007; Ricci-Vitiani et al. 2007).

Zusammenfassend scheinen Tumorstammzellen im Besonderen in der Lage zu
sein, Resistenzen gegenuber Krebsmedikamenten auszubilden, lange Zeit in
einer Ruhephase zu verbringen sowie Rezidive und Metastasen zu
verursachen. Deswegen scheint die Eliminierung dieser Zellen fiir einen

kurativen Therapieansatz entscheidend zu sein (Rizzo et al. 2008a).

1.4.1 Stammzellmarker

Charakteristische Stammzellmarker, die auch von Tumorstammzellen
exprimiert werden koénnen, sind z.B. das zytoplasmatische Protein Aldh1
(Ginestier et al. 2007) sowie Pluripotenz-assoziierte Transkriptionsfaktoren, wie
Notch, Nanog, Oct4 und Sox2. Letztere weisen besonders in schlecht

differenzierten Tumoren eine hohe Aktivitat auf (Ben-Porath et al. 2008).
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1.4.1.1 Aldh1

Aldehyddehydrogenasen (Aldh) gehdren zur Gruppe der Oxidoreduktasen.
Dehydrogenasen sind Enzyme, die ihr Substrat durch Abspaltung von
Wasserstoffanionen oxidieren. Beim Menschen kommen mehrere Aldh-Formen
mit unterschiedlichen Aminosauresequenzen vor. Aldh kann im Zytosol oder
mitochondrial lokalisiert sein. Studien haben gezeigt, dass Aldh als Marker fur
humane Stamm- und Progenitorzellen verwendet werden kann (Cai et al. 2004;
Hess et al. 2004). Im Brustdrisengewebe konnen sowohl gesunde Zellen als
auch Tumorzellen den Stammzellmarker Aldh1 exprimieren (Ginestier et al.
2007). Triple-negative Mammakarzinome weisen keine therapierelevante
Expression von Ostrogenrezeptoren, Progesteronrezeptoren und Her2-
Rezeptoren auf. Flr diese Tumore ist Aldh1 ein unabhangiger Faktor bezuglich
des rezidivfreien Uberlebens (Ohi et al. 2011).

1.4.1.2 Notch1

Durch den Notch-Signaltransduktionsweg ist es Zellen mdglich auf auliere
Signale zu reagieren. Vier verschiedene Notch-Rezeptoren (Notch1, Notch2,
Notch3 und Notch4) und funf Liganden (JAG1, JAG2, DLL1, DLL3 und DLL4)
wurden bisher beschrieben (Pannuti et al. 2010). Das Transmembranprotein
Notch besteht aus einer Transmembrandomane und einer grof3en
extrazelluldren Domane, welche sich aus mehreren EGF-ahnlichen
Sequenzwiederholungen zusammensetzt. Notch1 kommt im Kern, in
Zellmembranen und im Zytoplasma vor. Mitglieder der Notch-Familie haben
Einfluss auf die Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose (Artavanis-
Tsakonas et al. 1999). Auch im gesunden Brustdriusengewebe ist der Notch-
Rezeptor in Entwicklungsprozesse involviert. Eine abnorme Veranderung in den
Signalwegen konnte so fur eine maligne Entartung der Zellen verantwortlich
sein (Dontu et al. 2004b; Stylianou et al. 2006). Eine hohe Expression des
Notch-Rezeptors kann sowohl beim duktalen Carcinoma in situ als auch beim
invasiven Karzinom der Mamma beobachtet werden und ist mit einem

schlechteren Outcome assoziiert (Farnie et al. 2007; Reedijk et al. 2005; Wang,
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et al. 2010). Vor allem in basalen Karzinomen, welche als undifferenziert und

.Stammzellartig“ gelten, wird Notch1 Uberexprimiert (Yuan et al. 2015).

1.4.1.3 Sox2
Diese Gruppe von Proteinen wurde erstmalig Anfang der 90er Jahre durch A.H.
Sinclair beschrieben (Sinclair et al. 1990). Die Abklrzung SOX2 steht flr ,,sex
determining region Y (SRY)- box 2 (,geschlechtsbestimmende Region Y- Box
2%). Sox2 ist ein Transkriptionsfaktor, der ber eine HMG (high-mobility-group) -
Domane verfugt, welcher eine DNS-bindende Funktion zugeschrieben wird.
Eine wichtige Rolle spielt Sox2 in der Organogenese. Zudem nimmt es Einfluss
auf das Schicksal einer Zelle (Yuan et al. 1995).
Das Zusammenwirken von Sox2 und anderen Faktoren spielt in der frihen
Entwicklung eine entscheidende Rolle. So regulieren die Transkriptionsfaktoren
Sox2 und Oct3/4 gemeinsam die Expression des fibroblast growth factor 4
(FGF4), welchem eine Schlusselrolle in der fruihen embryonalen Entwicklung
obliegt (Ambrosetti et al. 2000; Yuan et al. 1995). Bei der Umwandlung adulter
Zellen in induzierte pluripotente Stammzellen ist das Zusammenwirken von
Sox2, Oct3/4, Nanog und anderen Stammzellfaktoren ebenfalls essentiell
(Takahashi et al. 2006).
Fong et al. konnten an humanen embryonalen Stammzellen zeigen, dass das
Ausschalten der Sox2-Expression zu einem Verlust des undifferenzierten
Stammzellstatus fuhrt. Dies resultierte in einer veranderten Zellmorphologie und
einer Expression anderer Marker, wie Oct4 und Nanog (Fong et al. 2008).
Sox2 kann sowohl nuklear als auch zytoplasmatisch exprimiert werden.
Allerdings scheint die Expression im Nukleus zu bestimmen, ob eine Zelle ihren
pluripotenten Status beibehalt (Baltus et al. 2009).
Es wird angenommen, dass Sox2 an der Tumorentstehung in verschiedenen
Organen beteiligt ist (Dong et al. 2004). Auch Tumorzellen des
Mammakarzinoms koénnen eine starke Sox2-Expression aufweisen, welche
beim gesunden Brustdrisengewebe nicht beobachtet werden kann (Chen et al.
2008). Sox2-positive Zellen konnen vor allem in basalen Tumoren detektiert
werden (Rodriguez-Pinilla et al. 2007).

12



Beim Mammakarzinom konnte Sox2 eine wichtige Rolle in der fruhen
Karzinogenese spielen und dessen hohe Expression die Entstehung von
Metastasen fordern (Lengerke et al. 2011).

1.5 Problemstellung

Beim Mammakarzinom ist der Nachweis von disseminierten Tumorzellen (DTZ)
nach Abschluss der neoadjuvanten bzw. adjuvanten Systemtherapie mit einer
ungunstigen Prognose assoziiert (Hall et al. 2012; Mathiesen et al. 2012). Da es
auch bei Patientinnen mit einer pathologischen Komplettremission nach
neoadjuvanter Therapie zum Auftreten von Metastasen kommen kann, lasst
dies vermuten, dass das lokale Therapieansprechen nicht der systemischen
Wirkung entspricht (Hartkopf et al. 2013).

Persistierende DTZ nach einer (neo-)adjuvanten Chemotherapie gelten
deswegen als Surrogatmarker fur eine Chemotherapie-resistente, minimale
residuale  Tumorerkrankung und als potentielles Ziel innovativer
Therapieansatze (Fehm et al. 2006a).

Ein moglicher Grund fur die Tumorzellpersistenz im Knochenmark nach
neoadjuvanter bzw. adjuvanter Systemtherapie konnten DTZ mit
Stammzelleigenschaften sein. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden,
dass der Nachweis von Tumorstammzellen positiv mit einem aggressiven
Tumortyp und einer schlechten Prognose korreliert (Farnie et al. 2007; Ohi et al.
2011; Rodriguez-Pinilla et al. 2007).

Es ist somit von grofiter Bedeutung, den Geno- und Phanotyp der DTZ, aber
auch der Zellen im Primartumor weiter zu untersuchen, um Therapieformen zu
entwickeln, die Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften zielgenau angreifen.
Das Hauptziel dieser Arbeit war daher zu analysieren, ob bei neoadjuvant
behandelten Mammakarzinompatientinnen ein Zusammenhang zwischen der
Expression von Stammzellmarkern im Primartumor bzw. auf DTZ und klinisch-
pathologischen Faktoren sowie dem Therapieansprechen und den
Uberlebensdaten besteht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv

In einer Datenbank wurden 488 Mammakarzinompatientinnen erfasst, die im
Zeitraum von Januar 2001 bis Dezember 2011 an der Universitatsfrauenklinik
Tdbingen aufgrund ihrer Tumorerkrankung behandelt wurden. Die
therapeutische Vorgehensweise beinhaltete jeweils eine neoadjuvante
Systemtherapie mit anschlieBender operativer Therapie. Als pathologische
Komplettremission (pCR) galt ein postoperatives Tumorstadium ypTO/Tis ypNO.
Bei jeder Patientin wurde im Rahmen der Operation eine Knochenmarkpunktion
nach der Jamshidi-Technik durchgefuhrt (Jamshidi et al. 1971).

Eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme der Patientinnen
und ihre Einwilligung zur Knochenmarkpunktion sowie der weitergehenden
Analyse von DTZ und des Primartumors lagen vor. Die Studie wurde durch die
Ethikkommission des Universitatsklinikums Tubingen bewilligt (307/2012R).

2.1.2 Zelllinien

Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften konnten unter anderem bereits in
Hirntumoren, Mammakarzinomen und Kolonkarzinomen beschrieben werden
(Al-Hajj et al. 2003; O'Brien et al. 2007; Ricci-Vitiani et al. 2007 Singh et al.
2004). Fur diese Arbeit wurden Zelllinien dieser Malignome flr die Etablierung

der Immunfluoreszenzfarbung und als Farbekontrolle verwendet (Tabelle 2).
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Tabelle 2: VVerwendete Zelllinien

Stammzellen

Zelllinie Zellherkunft Hersteller/ zur Verfiigung
gestellt
HES Humane embryonale | AG Projekt C6, Innere Medizin Il

Tubingen (Prof. Dr. med. C.
Lengerke)

HT-29 ATCC®-Nr. HTB-38

Kolorektales
Adenokarzinom

American type culture collection
(ATCC)

LN229

Glioblastom

AG Neuro-Onkologie, Hertie-
Institut Tubingen (PD Dr. U.
Naumann)

MCF-7 ATCC®-Nr. HTB-2

Pleuraerguss aus
Adenokarzinom der
Mamma

American type culture collection
(ATCC)

SKBr-3 ATCC®-Nr. HTB-
30

Adenokarzinom
Mamma

American type culture collection
(ATCC)

2.1.3 Kulturmedien, Medienbestandteile

Tabelle 3: Kulturmedien und Medienbestandteile

Kulturmedien/ Medienbestandteile

Firma

0,05% Trypsin/ EDTA (1x)

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSO)

AppliChem GmbH, Darmstadt

DPBS, 1x - Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (ohne CaCl,, ohne

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

MgCl,)

FCS- Fetal Bovine Serum GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe
HEPES, 1M GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

L- Glutamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

McCoy's 5a Medium, modified

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin 10.000ug/mi

Biochrom AG, Berlin

RPMI 1640 Medium

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

RPMI 1640 Medium mit Phenolrot

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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2.1.4 Antikorper, Normalseren, Peptide

Tabelle 4: Primérantikbrper

Primarantikorper Spezies Firma
pan Cytokeratin [C-11] antibody Maus Sigma- Aldrich GmbH, Steinheim
monoclonal
pan Cytokeratin [C-11] antibody Maus Abcam, Cambridge, UK
(FITC) monoconal
pan Cytokeratin [C-11] antibody Maus GeneTex®, Inc; Irvine, USA
(FITC) monoclonal
Epithelial Specific Antigen Maus Novocastra, Nuf3loch
Lyophilisierter Monoklonaler
Maus-AK
Aldh1a1 monoclonal Kaninchen | Epitomics, Inc, Burlingame, USA
Notch1 monoclonal Kaninchen | Epitomics, Inc, Burlingame, USA
Notch 4 polyclonal Kaninchen [ Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA
Notch4 monoclonal Ziege Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA
Sox2 polyclonal Ziege R&D Systems, Inc; Minneapolis,
USA
Tabelle 5: Sekundérantikbrper
Sekundarantikorper Spezies | Firma
Alexa Fluor®594 Esel-anti-Ziege 1gG Esel Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor®647 Esel-anti-Ziege IgG Esel Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor®546 Esel-anti-Kaninchen IgG | Esel Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor®594 Esel-anti-Kaninchen IgG | Esel Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor®647 Esel-anti-Kaninchen IgG | Esel Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor®546 Ziege-anti-Kaninchen IgG | Ziege Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor®594 Ziege-anti-Kaninchen IgG | Ziege Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor®488 Ziege-anti-Maus IgG Ziege Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor®594 Ziege-anti-Maus IgG Ziege Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor®647 Ziege-anti-Maus IgG Ziege Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Tabelle 6: Normalseren

Normalserum

Firma

Esel Serum (Normal)

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

Ziege Serum (Normal)

Dako, Hamburg

Tabelle 7: Peptide

Peptide

Firma

Normal Kaninchen IgG-FITC

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

Normal Ziege IgG-FITC

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

2.1.5 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 8: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/ Reagenz/ Kit

Firma

2-Propanol Fluka Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

AB Diluent Dako, Hamburg

Aceton Merck KgaA, Darmstadt

Ampuwa (Nuklease-freies Wasser)

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Formaldehydlésung 37%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Methanol

VWR International GmbH, Bruchsal

PBS Tablets

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Prolong® Gold Antifade Reagent with
DAPI

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Triton-X-100

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Trypanblau (Trypan Blue Stain 0,4%)

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tween®20

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

VECTASHIELD®Mounting Medium with
DAPI

Vector Laboratories, Burlingame, USA
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2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Firma

“Assistent” - Farbetrog

Assistent Glaswarenfabrik Karl Hecht
GmbH&Co KG, Sondheim

3M™ Comply™ Steam Indicator Tape

3M, St. Paul, USA

CELLSTAR®FiIterTop Zellkultur Flasche
75cm?

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

CELLSTAR®Tubes- 15ml, 50ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

CRYO.S™ Einfrierrohrchen 2ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Deckglaser 24x60 mm

R. Langenbrinck, Emmendingen

DermaClean® Latex Handschuhe

Ansell GmbH, Minchen

Einfrierbox

NUNCTM-Thermo Scientific, Rochster,
NY USA

Hettich Filterkarten 2-fach

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

MBT PAP PEN mini

Micro Bio-Tec Brand, Giessen

SuperFrost® Plus Objekttrager

R. Langenbrinck, Emmendingen

PACLANCAluminium

CeDo Folien und Haushaltsprodukte
GmbH, Mdénchengladbach

Pasteurpipetten- 150mm, 230mm

Wilhelm Ulbrich GdbR, Bamberg

Pipettenspitzen- 10ul, 200ul,1000 pl

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Reaktionsgefalte- 0,5ml, 1,5ml, 2ml

Eppendorf AG, Hamburg

2.1.7 Gerate, Laborbedarf

Tabelle 10: Geréte, Laborbedarf

Gerate/ Laborbedarf

Firma

Axioplan 2 imaging
Fluoreszenzmikroskop

Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Géttingen

BIOFUGE®pico

Heraeus Instruments, Hanau

BIOFUGE®fresco

Heraeus Instruments, Hanau

BX 45 Mikroskop

Olympus Europa GmbH, Hamburg

CO2-Inkubator CB150

Binder, Tuttlingen

Digital Camera DXM 1200

Nikon Instruments Europa BV,
Amstelveen, NL

DURAN® Laborflasche DURAN® Group GmbH, Wertheim/Main
DURAN® Messzylinder DURAN® Group GmbH, Wertheim/Main
DURAN® Trichter DURAN® Group GmbH, Wertheim/Main
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Eclipse TE200-U Mikroskop

Nikon Instruments Europa BV,
Amstelveen, NL

Eppendorf Pipetten:

Reference® (variabel), 10-100 pl
Research® (variabel), 10-100 pl
Research® (variabel), 0,5-10 pl
Research® (fix), 100 ul, 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Fluovert VU Mikroskop

Leitz, Bensheim

Gilson Pipetten:

PIPETMAN P2, 0.2-2 pl
PIPETMAN P10, 1-10 pl
PIPETMAN P100, 20-100 pl
PIPETMAN P200, 50-200 ul
PIPETMAN P1000, 2000-1000 pl

Gilson Inc., Middletown, USA

HERA safe Sterilbank

Heraeus Instruments Holding GmbH,
Hanau

Hettich Rotina 380

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

MR 3001 Magnetrihrer/Heizplatte

Heidolph Instruments, Schwabach

MS1 Minishaker Vortexer

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Multifuge 3 S-R; Rotor 6445

Heraeus Instruments, Hanau

Neubauer-Zahlkammer

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Olympus BX45

Olympus GmbH, Hamburg

Rocky® Wippe

LTF Labortechnik GmbH & Co. KG,
Wasserburg

Varioklav® Dampfsterilisator

H+P Labortechnik AG, Oberschleilheim

Wasserbad Typ 1013

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

2.1.8 Software

Tabelle 11: Software

Software Hersteller

Act1 Nikon Instruments Europa BV,
Amstelveen, NL

ISIS Vers. 5.1 MetaSystems GmbH, Altlussheim

SPSS Statistics 21.0/ 22.0

Inc, Chicago, IL, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufbereitung der Gewebeproben

2.2.1.1 Gewinnung und Aufbereitung der Knochenmarkaspirate
Alle Knochenmarkaspirate wurden praoperativ unter streng aseptischen
Bedingungen nach der Jamshidi-Technik (Jamshidi et al. 1971) gewonnen.
Dabei wurde das Knochenmark im Bereich der Spina iliaca anterior superior
punktiert. Um eine Kontamination der Aspirate mit Hautepithelzellen zu
vermeiden, wurde die Haut Uber der Punktionsstelle mit einem 11er- Skalpell
inzidiert. Mit einer 20ml Spritze, welche mit 10001E Heparin versetzt war, wurde
jeweils mindestens 10ml Knochenmark entnommen. Anschlielend wurden die
Aspirate bei Raumtemperatur in das Labor der Frauenklinik Gberfuhrt.

Die Aufbereitung der gewonnenen Knochenmarkaspirate erfolgte mittels
Dichtegradient-Zentrifugation. Das Knochenmarkaspirat wurde hierfur in ein
50ml-CELLSTAR®Tube Uberfiihrt und mit PBS (phosphate buffered saline,
Sigma- Aldrich Laborchemikalien GmbH, Hannover, DE) auf 30ml aufgefullt.
Unter Verwendung von 15ml Ficoll (Dichte 1,077g/cm®, Biochrom, DE) wurde
die Zellsuspension auf ein Separiermedium aufgetragen und anschlie3end 30
Minuten bei 1600rpm und abgeschalteter Bremse zentrifugiert.

Da die Dichte des Mediums kleiner als die der Granulozyten und Erythrozyten,
jedoch grolder als die Dichte der Monozyten und Lymphozyten ist, werden die
Bestandteile des Knochenmark durch die Zentrifugation in verschiedene
Phasen aufgetrennt (Abbildung 3).
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Plasma

Mononukleare Zellen

Ficoll
Granulozyten
Erythrozyten

Abbildung 3: Schematische Darstellung der aufbereiteten Knochenmarksuspensionen
mittels Dichtegradientenzentrifugation

Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Die Interphase mit der
mononuklearen Zellfraktion, bestehend aus Monozyten, Lymphozyten und evtl.
DTZ wurde in einem separaten CELLSTAR®Tube mit PBS resuspendiert. Im
Anschluss wurde die Zellsuspension erneut zentrifugiert (7min, 1600rpm) und
der Uberstand abgekippt. Durch Lyse der Erythrozyten in 5-10ml Erythrozyten-
Lysepuffer wurden die mononuklearen Zellen von den Erythrozyten getrennt.
Nach 10-minutiger Inkubation im Kuihlschrank wurde die Zellsuspension
zentrifugiert (7min, 1600rpm). Der Uberstand wurde abgekippt und das
Sediment, welches die mononuklearen Zellen beinhaltete, in 5-10ml PBS-
Ldsung resuspendiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension auf Objekttrager

aufgebracht.

2.2.1.2 Erstellung der Zytospins

Bei der Herstellung von Zytospins wurden Zellen in Suspension auf
Objekttrager  zentrifugiert.  AnschlieBend  konnten diese flir die
Immunfluoreszenzfarbung verwendet werden. Nachdem die Zahl der
mononuklearen Zellen des Knochenmarkaspirats ermittelt wurde, wurde diese

mit PBS auf eine Konzentration von 1,5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die
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Zentrifugenhalterungen wurden entsprechend der Herstellervorschriften der
Zentrifuge Rotina380 (Hettich) mit Superfrost-Objekttragern, Filterkarten und
Aufsatzen bestuckt. Pro Zytospin wurde 1ml der angefertigten Zellsuspension in
den jeweiligen Aufsatz pipettiert. Es folgte eine Zentrifugation mit 1600rpm flr
2min. Im Anschluss wurde der Uberstand abpipettiert und die Zytospinhalterung
entfernt. Nun wurde erneut mit 1600rpm fur 1min zentrifugiert. Abschliel3end
wurden die Filterkarten vorsichtig entfernt und die Objekttrager Uber Nacht

luftgetrocknet.

2.2.1.3 Erstellung des Gewebe-Mikroarrays (TMA)

Im Rahmen der Doktorarbeit sollten pra- und posttherapeutische
Gewebeproben auf die Expression von Stammzellmarker hin untersucht
werden. Es wurden dabei Patientinnen bei denen nach Ricksprache mit der
Pathologie ausreichend Gewebeproben vorhanden waren in diese Doktorarbeit
eingeschlossen. Stand die pratherapeutische Gewebeprobe einer Patientin
ebenfalls zu Verfugung, wurde auch diese nach der Expression von
Stammzellmarkern hin untersucht. Zusatzlich wurden pratherapeutische
Gewebeproben von Patientinnen mit einer pathologischen Komplettremission
nach neoadjuvanter Systemtherapie in die Auswertung mit eingeschlossen.

Zur Diagnosesicherung eines Mammakarzinoms wurde eine Stanzbiopsie
durchgefuhrt. Von diesem in Paraffinblocken eingebetteten pratherapeutisch
entnommenen Gewebe wurden Schnitte mit einer Dicke von 4 um angefertigt
und auf Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin und
Eosin gefarbt und anschlielend mikroskopisch von einem Pathologen befundet.
Es wurden jeweils die Areale der Probeexzision markiert in denen
Tumorgewebe enthalten ist. Mit Hilfe eines halbautomatischen Gewebearray
Instruments (Beecher Instruments Sun Prairie, WI, USA) wurden aus den
entsprechenden Bereichen der zugehdrigen Paraffintumorblocke
Gewebestanzen mit einem Durchmesser von 0,6 mm entnommen und

wiederum in Paraffinempfangerbldocke eingeflgt. Je nach Bedarf konnten nun
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von diesen Empfangerblécken ebenfalls Schnitte von 4 um Dicke angefertigt
werden, welche dann auf Superfrost-Objekttrager aufgezogen wurden.

Die Gewebe-Mikroarrays fur diese Arbeit wurden von PD Dr. med. Ulrich Vogel
(Institut fur Pathologie, Universitat Tubingen) angefertigt.

Um ein moglichst reprasentatives Bild des Primartumors nach neoadjuvanter
Chemotherapie zu bekommen, wurde bei den posttherapeutischen
Gewebeproben jeweils ein kompletter Schnitt immunhistochemisch gefarbt und
auf die Expression von Stammzellmarkern hin untersucht. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden 74 pratherapeutische und 65 posttherapeutische Gewebeproben

analysiert.

2.2.2 Nachweisprinzip Zytokeratine

Zytokeratine (CK) sind Bestandteile des Zytoskeletts epithelialer Zellen, welche
im Zytoplasma lokalisiert sind. Da Zytokeratine in mesenchymalem Gewebe wie
Blut oder Knochenmark nicht vorkommen, kdnnen diese dort, bei Vorliegen
eines epithelialen Malignoms, als Marker fur DTZ verwendet werden (Moll et al.,
1982).

Der in dieser Arbeit verwendete monoklonale C11 Panzytokeratin-Antikdrper
richtet sich gegen die Zytokeratine 4, 5, 6, 8, 10, 13 und 18 und wird
standardmallig zum Nachweis von DTZ im Knochenmark mittels
Immunfluoreszenz eingesetzt (Fehm et al. 2002; Kraeft et al. 2004; Meng et al.
2006; Solomayer et al. 2006).

2.2.3 Etablierung der Immunfluoreszenz-basierten Methode

Derzeit gilt als Standardmethode zur Detektion von DTZ die Immunzytochemie
(Fehm et al. 2006b). Mittels Immunfluoreszenz-Mehrfachfarbung konnen
Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften detektiert werden (Pantel et al. 2001;
Solomayer et al. 2006).

Als Grundlage fur die Etablierung eines Immunfluoreszenz-basierten
Farbeprotokolls zur Bestimmung von Stammzelleigenschaften auf DTZ dienten
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die Arbeiten von Solomayer et al. und Krawczyk et al. (Krawczyk et al. 2009;
Solomayer et al. 2006).

Hierfir wurde zunachst die Immunfluoreszenzfarbung fir folgende
Primarantikorper, die zur Erkennung von Stammzellproteinen dienen kdnnen
auf Zelllinien etabliert: Aldh1, Notch1, Notch4 und Sox2. Durch Variieren der
Inkubationszeiten der Primar- und Sekundarantikdrper (15min, 30min, 45min,
60min) und Antikdrperkonzentrationen in Verdlinnungsstufen von 1:25 bis
1:1000 konnten optimale Farbeprotokoll flir mehrere Stammzellmarker
entwickelt werden (Tabelle 18). Verdinnt wurden die Antikdrper in AB Diluent-
L6sung von DAKO. Fur die Fixierung der Zellen auf den Objekttragern wurden
Formalin und Aceton miteinander verglichen. Mit Hilfe von Triton-X100 wurden
die Zellen permeabilisiert. Hier wurden ebenfalls verschiedene Konzentrationen
untersucht. Der DTZ-Nachweis erfolgte mit einem FITC-konjugierten
Panzytokeratin-Antikorper (C11), der sich gegen die humanen Zytokeratine 4,
5, 6, 8 10, 13 und 18 richtet. Zum Vergleich wurden Versuche mit einem
lyophilisierten  monoklonalen  Mausantikérper gegen das epitheliale
Zelladhasionsmolekul (EpCAM) durchgefuhrt. Beide wurden jeweils in
unterschiedlichen Konzentrationen von 1:30 bis 1:1000 getestet. Die
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPIl. Verwendet wurden
VECTASHIELD® Mounting Medium und Prolong® Gold Antifade Reagent. Es
wurden Doppelt- und Dreifachimmunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt um
Zytokeratine und ein bzw. zwei Stammzellmarker auf demselben Objekttrager
darstellen zu konnen. Zur besseren Beurteilung der Antikorper-Spezifitat
wurden Isotypkontrollen, Kontrollen mit blockierenden Peptiden und
Negativkontrollen angefertigt. Die untersuchten Primar- und Sekundarantikdrper
sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 aufgelistet. Die verwendeten Zelllinien werden in
Tabelle 2 aufgefuhrt.

Fir die Vorversuche wurden Zytospins mit Zelllinien eingesetzt. Hierflir wurde
Blut von einem gesunden Probanden verwendet. Die Aufbereitung der
Blutprobe mittels Dichtegradient-Zentrifugation verlief analog zur Aufbereitung
von Knochenmarkaspiraten. Nachdem die Zellzahl der mononuklearen

Zellfraktion der Blutprobe bestimmt wurde, wurden der Suspension Tumorzellen
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aus einer Kkultivierten Zelllinie mit einem Anteil von 5-10% an der
Gesamtzellzahl beigefugt. Fur die Optimierung der Immunfluoreszenzfarbungen
wurden hauptsachlich Objekttrager mit HT-29 Zellen verwendet, da auf diesen
in den Vorversuchen die besten Ergebnisse erzielt werden konnten.

Bei der Etablierung der Immunfluoreszenzfarbung fur Stammzellmarker
(Tabelle 4) auf DTZ, konnten nur fur den Primarantikorper Sox2 valide und
auswertbare Ergebnisse erzielt werden, weshalb die Knochenmarkaspirate des
Patientenkollektivs nur auf die Expression dieses Stammzellmarkers hin
untersucht  wurden. Hingegen konnten  Primartumoren mit den

Stammzellmarkern Sox2, Notch1 und Aldh1 analysiert werden (Abbildung 4).

2.2.3.1 Optimales Farbeprotoll der Sox2-Immunfluoreszenzfarbung
Die Sox2-Immunfluoreszenzfarbung der angefertigten Zytospins erfolgte in
einer Feuchtkammer, um ein Eintrocknen der Zellen zu verhindern. Zunachst
wurden die Zytospins mit dem MBT PAP-PEN umrandet, damit die
Reaktionsflussigkeiten nicht auslaufen konnten. Zur Fixierung der Zellen
wurden anschlief3end 100ul einer 0,05%igen Formalinlésung auf jeden Zytospin
pipettiert und die Zellen damit far 10min inkubiert. Nachdem das Formalin
entfernt wurde, sind die Zytospins zweimal fur 7min mit PBS/ 0,1% Tween®20 in
Glaskivetten auf der Rocky®-Wippe gewaschen worden. Um die Zellmembran
permeabel zu machen, wurden pro Zytospin 100 pl 0,1% Triton-X100/PBS
bendtigt. Die Inkubation erfolgte auf Eis Uber eine Dauer von 12min. Nach drei
weiteren Waschschritten Uber 7min wurden 100 pl Esel-Normalserum, welches
1:10 in AB Diluent verduinnt wurde, auf die Zytospins gegeben. So sollte die
Ausbildung unspezifischer Bindungen des Sekundarantikérpers unterbunden
werden. Nach 30min wurde die Blocking-Lésung abgekippt und durch den in AB
Diluent 1:50 verdinnten polyklonalen Sox2-Ziege-Primarantikbrper (R&D
Systems, Inc.; USA) ersetzt, welcher fur 60min auf dem Objekttrager belassen
wurde. Zeitgleich erfolgte die Inkubation des Panzytokeratin-Antikorper C11-
FITC (Abcam; UK) in einer Verdinnung von 1:500. Als nachstes wurden die
Objekttrager erneut 3mal fur 7min in PBS/ 0,1% Tween®20 gewaschen. Danach
erfolgte die Inkubation mit 100 pl des Alexa Fluor 594-markierte Esel-anti-

25



Ziege-Sekundarantikorper 1:400 verdunnt fur 30min. Anschlieend erfolgten
nochmals drei Waschschritte Uber 7min. Die Zellen wurden mit einem Tropfen
VECTASHIELD® Mounting Medium, welches mit DAPI versetzt war, benetzt.
Dies diente nicht nur der Gegenfarbung der Zellkerne, sondern auch dem
Schutz der Fluorophor-markierten Antikrper vor dem Ausbleichen. Nachdem
auf die Objekttrager abschlieBend ein Deckglas aufgebracht wurde, konnten
diese bis zur mikroskopischen Befundung im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt

werden.

Die im Rahmen der Farbeprotokolletablierung getesteten Parameter sind in
Tabelle 18 zusammengefasst. Das optimale, neu etablierte Immunfluoreszenz-

Farbeprotokoll wird in Abbildung 5 dargestellt.

2.2.3.2 Auswertung der KM-Praparate
Die gewonnenen  Knochenmarkaspirate  wurden auf hamatogene
Tumorzelldissemination hin untersucht und die detektierten epithelialen Zellen

weiter bezlglich der Expression des Stammzellmarkers Sox2 charakterisiert.

Die Praparate wurden mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Axioplan 2 von
Zeiss ausgewertet. Das Mikroskop verfugt Uber einen Triple-Bandpass-Filter
(FITC/TRITC/DAPI) sowie die Single-Bandpass-Filter fur FITC, TRITC, Cy5,
Texas Red und DAPI.

Anregungs- und Emissionsspektren der verwendeten Filter und eingesetzten

Farbstoffe sind in Tabelle 12 und Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 12: Fluoreszenzspektren der verwendeten Filter

Filter Anregungsfilter Emissionsfilter
[nm] [nm]

Cy5 649 670

DAPI 365 397

FITC 450-490 515

Texas Red 586 605

TRITC 546 590
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Tabelle 13: Fluoreszenzspektren der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

Fluorophor Farbe Anregungsspektrum | Emissionsspektrum
[nm] [nm]

DAPI blau-violett 358 461

FITC Grin 488 517

Alexa Fluor 488 blau-grin 495 519

Alexa Fluor 546 gelb 556 573

Alexa Fluor 594 orange-rot 590 617

Alexa Fluor 647 rot 650 665

Bilder der fluoreszierenden Zellen wurden mit einer angeschlossenen CCD-
Kamera aufgenommen und mit der [SIS-Software Version 5.1 von Meta

Systems nachbearbeitet.

2.2.3.3 Auswertungskriterien

Die aus Knochenmarkaspiraten angefertigten Zytospins wurden bei einer 63-
fachen VergroRerung maanderférmig auf DTZ hin untersucht, welche zusatzlich
Stammzellmarker exprimieren. Hierfur wurde der Triple-Bandpass-Filter
verwendet. AnschlieRend wurden von jeder DTZ mit
Stammzellmarkerexpression Fotos angefertigt, welche von einem zweiten,
unabhangigen Betrachter begutachtet wurden. Die Auswertung erfolgte anhand
der Empfehlungen der European ISHAGE Working Group for Standardization of
Tumor Cell Detection (Tabelle 14) und des internationalen Konsensus fur den
standardisierten Nachweis und die klinische Implementierung disseminierter
Tumorzellen (Tabelle 15) (Borgen et al. 1999; Fehm et al. 2006b).
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Tabelle 14: Einteilung der DTZ nach der European ISHAGE Working Group for
Standardization of Tumor Cell Detection (Borgen et al. 1999)

Gruppe | Klassifikation Definition

1 Tumorzelle Typische Tumorzellmorphologie
e Deutliche ZellkernvergréRerung
o Zellcluster
2 Wahrscheinliche Tumorzelle | Keine eindeutige Zuordnung von
Tumorzelle oder hdmatopoetischer Zelle
moglich

=>» Sicherung durch Isotypkontrolle

fur hamatopoetische Zellen

3 Keine Tumorzelle Falsch-positive hamapoetische Zellen
(Falsch-positiv) Hautepithelzellen
Artefakte

Tabelle 15: Kriterien zur Identifikation von Tumorzellen (Fehm et al. 2006b)

Zytomorphologie und Phanotyp disseminierter Tumorzellen

VergrofRerter Zellkern

Verhaltnis Zellkern/ Zytoplasma >1

Granulierter Zellkern (unregelmaflige Struktur des Zellkerns)
Grol3e Nukleoli
Zellkluster

Starkes und/ oder unregelmaRig gefarbtes Zytoplasma

Immunzytologische Farbung bedeckt zumindest partiell den Zellkern

Einzelne Zytokeratinfilamente sind erkennbar (netzartige Struktur)

Entsprechend dieser Kriterien wurden Zellgroke, Grolie und Form des Zellkerns
und die Kern-Plasma-Relation der angefarbten Zellen beurteilt. Kleine Zellen
und Zellen mit kleinen Kernen, bei denen eine hamatopoetische Herkunft nicht
ausgeschlossen werden konnte, sind auch bei positiver Epithelzellfarbung als
falsch positiv bewertet worden. Besonders grole Kerne weisen apoptotische
Zellen auf oder kénnen als Folge einer epidermalen Kontamination wahrend der
Materialentnahme auftreten. Die KerngroRe kann auch im Laufe der
Verarbeitung zunehmen. Somit wurden nur die KMP-Proben als positiv fur
Tumorzellen eingestuft, bei welchen auf den Objekttragern Zellen der Kategorie
| der ISHAGE Klassifikation nachweisbar waren bzw. deren Zellen den Kriterien

des Konsensus fir den standardisierten Nachweis und die klinische
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Implementierung disseminierter Tumorzellen entsprachen. Wichtig war zudem
das genaue Betrachten der Verteilungsmuster der jeweiligen Antikorperfarbung.
Bei Verwendung von Antikdrpern, die sich gegen humane Zytokeratine richten,
kommt es zu einer feinfasrigen bis wolkigen Anreicherung im Zytoplasma. Je
nach eingesetztem Stammzellmarker ist die Farbung im Zellkern oder ebenfalls
im Zytoplasma lokalisiert. Als Sox2-positiv wurden nur Zellen bewertet, deren
Farbung im Kern detektiert werden konnte. Zellen, bei denen das
Fluoreszenzsignal nicht auf die entsprechenden Strukturen begrenzt war,
wurden nicht gewertet. Falsch positiv waren auch Zellen, bei denen sich beide
Antikorperfarbungen stark Uberlappten. Die Intensitat von
Immunfluoreszenzfarbungen kann stark variieren. Als positiv wurden nur die
Zellen gewertet, die ein mittelmaRiges bis starkes Signal aufwiesen.

Bei der Immunfluoreszenzfarbung des Patientenkollektivs wurden bei jedem
Lauf eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle auf Objekttragern der HT-

29 Zelllinie angefertigt, um die Qualitat der Farbung beurteilen zu kénnen.

2.2.4 Immunhistochemische Farbung des Primartumors fiir Sox2, Aldh1
und Notch1

Die immunhistochemische Farbung des Primartumors fur Sox2 wurde in dieser
Arbeit nach dem Prinzip der LAB-Technik durchgefuhrt, fur Aldh1 und Notch1
wurde die Polymer-Methode eingesetzt. Es wurden jeweils Gewebeproben des
Primarius  vor und nach neoadjuvanter  Therapie @ auf eine
Stammzellmarkerexpression hin untersucht.

Zur Vorbereitung wurden die Paraffinschnitte zunachst mit einem EDTA-
basierten Puffer bei pH 8,4 entparaffinisiert. Durch die bei der Gewebefixierung
entstandene Quervernetzung der Proteine, kdnnen Epitope ihre Eigenschaften
verlieren und sind so fur den Primarantikorper maskiert. Um das Anfarben der
Zielproteine zu erleichtern, wurden die Schnitte dem HIER-Verfahren (Heat
Induced Epitope Retrieval) unterzogen und so demaskiert. Der verwendete
polyklonale Sox2-Ziege-Primarantikorper (R&D Systems, Inc; Minneapolis,
USA) wurde im Verhaltnis 1:40 in DISCOVERY Antibody Diluent (Ventana)
verdunnt und appliziert. Als Sekundarantikorper ist ein anti-Ziege Antikorper aus
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Kaninchen der Firma Jackson Immuno Research im Verdlinnungsverhaltnis von
1:200 zum Einsatz gekommen. Detektiert wurde der Antigen-Antikorper
Komplex mittels einem Streptavidin-Biotin Peroxidase Detektionssystem
(DABMap Kit; Ventana). Es kommt zur Reaktion von Peroxidase und dem
Chromogen Diaminobenzidin wodurch das gesuchte Antigen sichtbar wird. Zur
besseren Beurteilung des umliegenden, nicht markierten Gewebes, wurden die
Schnitte mit Hamatoxylin (Roche) und Bluing Reagent gegengefarbt. Die
Dehydratation erfolgte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (40%, 70%, 90%).
AbschlieRend wurden die Schnitte mit dem Eindeckmedium Cytoseal versehen.
Der monoklonale Kaninchen-Antikorper fur Aldh1 (Epitomics, Inc, Burlingame,
USA) wurde im Verhaltnis 1:100 in DISCOVERY Antibody Diluent (Ventana)
verdunnt. Fir den monoklonalen Notch1-Kaninchen-Antikorper (Epitomics, Inc,
Burlingame, USA) konnte ebenfalls ein optimales Farbeergebnis bei einem
Verdlinnungsverhaltnis von 1:100 erzielt werden. Zur Detektion des
Primarantikorpers wurde das ultraView Universal DAB Detection Kit (Ventana)
verwendet. Bei dem eingesetzten Enzym-Substrat-Komplex handelte es sich
um eine DAB-Meerrettichperoxidase der Firma Braun. Zur Darstellung des
umliegenden Gewebes wurden die Paraffinschnitte mit Hamatoxylin (Roche)
gegen gefarbt.

2.2.5 Auswertung der Praparate der immunhistochemischen Farbung des

Primartumors

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen wurden nach einem
semiquantitativen Punktesystem ausgewertet. Dieses berucksichtigt die relative
Anzahl der Zellen, in welchen eine Expression des jeweiligen Antigens
nachgewiesen werden konnte. Die Einteilung fur den Stammzellmarker Sox2
erfolgte entsprechend der Arbeit von Pham et al. (Pham et al. 2013). Fur
Notch1 und Aldh1 wurden die Einstufungen durch das pathologische Institut der
Universitat Tubingen, in Anlehnung an die Auswertung von Sox2, festgelegt.
Des Weiteren wurde auf die genaue Lokalisation der Farbung geachtet. Als
Sox2-positiv wurden nur Zellen bewertet, deren Farbung im Kern detektiert
werden konnte. Bei Aldh1 und Notch1 wurde das Farbesignal im Zytoplasma
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beurteilt. Da manche Stammzellmarker nicht nur von Tumorzellen exprimiert
werden, sondern auch im gesunden Gewebe vorkommen, ist die
morphologische Begutachtung der Zellen aul3erst wichtig.

Je nach Anzahl der positiv detektierten Tumorzellen wurde eine Punktzahl
zwischen 0 und 4 vergeben, was dann auch dem jeweiligen Score entsprach.
Konnte in keiner Tumorzelle eine Farbung nachgewiesen werden, wurde der

Fall als komplett negativ gewertet und erhielt die Punktzahl 0.

Die Einteilung fur die Stammzellmarker Sox2 und Aldh1 ist in Tabelle 16
aufgefuhrt.

Tabelle 16: Punktesystem zur Bewertung der immunhistochemischen Farbung fiir
Sox2 und Aldh1 (Pham et al. 2013).

Sox2/ Aldh1 % der Sox2-/ Aldh1-positiven Zellen
Score 0 0 (negativ)

Score 1 >0 und <10

Score 2 =210 und <50

Score 3 =250 und <90

Score 4 290

FUr die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen fir Notch1 wurde
zusatzlich zur Anzahl der positiven Tumorzellen die Intensitat der Farbung
beurteilt. In der endgultigen Bewertung wurden nur Zellen mit einem mafigen
oder starken Farbesignal (Score 2 oder 3) berucksichtigt. Die Vergabe der
Punktezahl fur diese Praparate erfolgte dann analog zu der von Sox2 und Aldh1
(Tabelle 17).
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Tabelle 17: Punktesystem zur Bewertung der immunhistochemischen Férbung fiir
Notch1.

Notch1 Intensitéat der Farbung % der Notch1-positiven Zellen
Score 0 Keine Farbung sichtbar 0 (negativ)

Score 1 Schwache Intensitat >0 und <10

Score 2 MaRige Intensitat =210 und <50

Score 3 Starke Intensitat =50 und <90

Score 4 - =90

Die gesamte Beurteilung der immunhistochemischen Farbungen wurde
unabhangig voneinander von der Autorin dieser Arbeit und PD Dr. A. Staebler

(Institut fur Pathologie, Universitat Tubingen) durchgefuhrt.

2.2.6 Versuchsaufbau

Die gewonnenen Knochenmarkaspirate  wurden auf hamatogene
Tumorzelldissemination hin untersucht und die detektierten epithelialen Zellen
weiter nach der Expression des Stammzellmarkers Sox2 charakterisiert.

Das Tumorgewebe wurde vor und nach der neoadjuvanten Therapie auf
verschiedene Stammzellmarker (Sox2, Aldh1 und Notch1) untersucht.
Anschlie®end wurde der pratherapeutische Stammzellmarker-Status des
Primarius mit dem Therapieansprechen verglichen.

Des Weiteren wurde der Einfluss des pra- und posttherapeutischen
Stammzellmarker-Status des Primarius sowie des Sox2-Status von DTZ auf
das Uberleben untersucht.

Der Sox2 Status der DTZ und des Primarius wurden miteinander verglichen.
Zudem wurde der Zusammenhang zwischen der Expression von Sox2 auf DTZ
sowie der Stammzellmarkerexpression (Sox2, Aldh1, Notch1) im Primarius vor
und nach neoadjuvanter Therapie und den Kklinisch-pathologischen
Eigenschaften des Primartumors untersucht.

In Abbildung 4 ist das Vorgehen der vorliegenden Arbeit als schematischer

Versuchsaufbau dargestellt.

32



@ Notch1
Baseline :> Pratherapeuti |:'|>
peutische
Gewebeprobe Aldh1
/Q‘ ) Sox2
PST
Knochenmark- |::> Sox2
aspirat
OP -
4 @ Notch1
; Posttherapeutische > Aldh1
Gewebeprobe
; Sox2

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbau

2.2.7 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurden die immunhistochemischen
Untersuchungen und Immunfluoreszenzfarbungen in Untergruppen analysiert
und die Ergebnisse mit den erhobenen klinisch-pathologischen Daten sowie
dem Gesamtuberleben, der pathologischen Response, dem Wiederauftreten
der Erkrankung und der Diagnose von Fernmetastasen verglichen. Mittels Chi-
Quadrat-Test und Fisher-Exakt-Test wurden bestehende Zusammenhange
zwischen den einzelnen Parametern entwickelt. Mit der Kaplan-Meier-Methode
wurden Kurven fir die Uberlebensdaten erstellt und anhand des Log-Rank-
Tests verglichen.

Fir alle Tests galt ein statistisches Signifikanzniveau von 5%. Die statistische
Auswertung erfolgte unter Verwendung der SPSS Software und wurde von Dr.
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biol. hum. M.A. C. Meisner und Frau R. Alpermann, Mitarbeiter des Instituts fur
klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie der Universitat Tubingen,

unterstuitzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Doppelimmunfluoreszenz-Farbungen von

DTZ fur Epithelzellmarker und Stammzellmarker

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Immunfluoreszenz-basierte Doppelfarbung
zum Nachweis Stammzellmarker-positiver DTZ etabliert. In einer Vielzahl an
Versuchen wurden verschiedene Antikdrper und Parameter angesetzt, die in

der Tabelle 18 zusammengefasst sind.

Tabelle 18: Tabellarische Erfassung der bei der Etablierung  der
Immunfluoreszenzfarbung getesteten Parametern
Zellfixation/ Inkuba | AK-
Primar-AK Sekundar-AK Permeabilisie | tions- Konzentr
rung zeit a-tion
C11-Fitc Alexa Fluor®594 Esel- | Triton-X100 15min 1:25
Monoklonal Maus | anti-Ziege 0,1%
30min 1:30
C11 Monoklonal Alexa Fluor®647 Esel- | Triton-X100
Maus anti-Ziege 0,01% 45min 1:50
Epcam monoklonal | Alexa Fluor®546 Esel- 60min 1:100
Maus anti-Kaninchen Formalin
0,05% 1:200
Aldh1a1 Alexa Fluor®594 Esel-
Monoklonal anti-Kaninchen Aceton 0,05% 1:400
Kaninchen
Alexa Fluor®647 Esel- 1:500
Noch1 Monoklonal [ anti-Kaninchen
Kaninchen 1:1000
Alexa Fluor®546
Notch4 Polyklonal | Ziege-anti-Kaninchen
Kaninchen
Alexa Fluor®594
Notch4 Monoklonal | Ziege-anti-Kaninchen
Ziege
Alexa Fluor®488
Sox2 Polyklonal Ziege-anti-Maus
Ziege
Alexa Fluor®594
Ziege-anti-Maus
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Auswertbare und valide Farbungen konnten fur den Sox2-Marker erzielt werden

(Abbildung 6 und Abbildung 7). Hierfur zeigten sich der polyklonale Sox2-Ziege-
AK 1:50 (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) und der sekundare mit Alexa
594 konjugierte Esel-anti-Ziege-AK 1:400 (Invitrogen, Karlsruhe) als optimal

geeignet. In Abbildung 5 wird das optimale Farbeprotokoll schematisch

dargestellt.

Anfeuchten mit PBS fiir 1min

Absaugen

Fixation mit 100pl 0,05% iger Formalinlésung
fiir 10min

Absaugen

Waschen mit PBS bzw. PBS/ 0,1% Tween®20
2mal fir 7min

Absaugen

100 pl 0,1% Triton-X100/PBS
Fir 10 min auf Eis

Absaugen

Waschen mit PBS bzw. PBS/ 0,1% Tween®20
3mal fiir 7min

Absaugen

Block mit Esel-Normalserum 1:10 fiir 30min

Absaugen, NICHT WASCHEN

Primar-AK: C11-FITC-AK 1:500;
S0X2-AK 1:50 fiir 60min

Absaugen

Waschen mit PBS bzw. PBS/ 0,1% Tween®20
3mal fir 7min

Absaugen

Sekundar-AK: Alexa Fluor 594 Esel-anti-Ziege
1:400 fiir 30min

Absaugen

Waschen mit PBS bzw. PBS/ 0,1% Tween®20
3mal fiir 7min

Absaugen

Einbetten in Vectashield Mounting Medium
Eindecken mit Deckglass

Abbildung 5:

Schematische Darstellung der einzelnen

Féarbeschritte

der

Immunfluoreszenzférbung fiir den Sox2-Antikérper auf Knochenmarkaspiraten von

Patientinnen
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Fur weitere Stammzellmarker, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden,
konnte ebenfalls ein Immunfluoreszenzprotokoll etabliert werden (Tabelle 19).
Da die Farbungen der DTZ bzw. Farbekontrollen (Zell-Linien) nicht die
Qualitatskontrollen zu jederzeit erfillten, wurden fur diese Doktorarbeit nur die

Sox2-Farbungen von DTZ ausgewertet.

Tabelle 19: Optimale Verdinnung der etablierten Stammzellmarker und
Sekundérantikbrper

Stamzellmarker | Spezies Verdiinnung Sekundar-AK
Aldh1 Monoklonal 1:25 Alexa Fluor®594 Ziege-
Kaninchen anti-Kaninchen
1:1000
Notch1 Monoklonal 1:50 Alexa Fluor®594 Ziege-
Kaninchen anti-Kaninchen
1:200
Notch4 Polyklonal 1:50 Alexa Fluor®594 Ziege-
Kaninchen anti-Kaninchen
1:1000
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Abbildung 6: Sox2 Immunfluoreszenz Doppelfdrbung (HT-29 Zelllinie, 63-fache
VergréBerung)

(A) Neg. Kontrolle: ohne Stammzellmarker, Zellkernfdrbung mit DAPI, Panzytokeratin positive
Zellen mit FITC markiert (B) Doppelfdrbung Sox2/C11, (C) Stark angefdrbte Sox2 positive
Zellen mit Alexa Fluor 594 markiert, (D) Panzytokeratin positive Zellen mit FITC markiert

Abbildung 7: Sox2 Immunfluoreszenz Einzelfdrbung (HES, 63-fache Vergré3erung)

(A) Neg. Kontrolle: ohne Stammzellmarker, Zellkernfarbung mit DAPI, (B) MéaRig angeférbte
Sox2 positive Stammzelle mit Alexa Fluor 594 markiert
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3.2 Patientenkollektiv

Es wurde retrospektiv eine Datenbank mit 488 Mammakarzinompatientinnen
erstellt. Alle Patientinnen wurden im Zeitraum von Januar 2001 bis Dezember
2011 an der  Universitatsfrauenklinik  Tdbingen  aufgrund ihrer
Mammakarzinomerkrankung neoadjuvant behandelt. 56 Patientinnen (11,5%)
erhielten eine Anthrazyklin-basierte Chemotherapie und 397 Patientinnen eine
Kombination aus Taxanen und Anthrazyklinen (81,5%). Eine endokrine
Therapie wurde bei 30 Patientinnen (6,2%) angewandt. Andere Schemata
kamen lediglich bei 4 Patientinnen zum Einsatz (0,8%). Fur eine Patientin lagen
keine Angaben zur durchgefuhrten Therapieform vor. Infolge der neoadjuvanten
Therapie konnte bei 78 Patientinnen (16,2%) eine pathologische
Komplettremission der Tumorerkrankung erzielt werden. Die Mehrheit der Falle
(75,3%) erreichte eine partielle Remission. Eine stabile Situation des Tumors
war in 30 Fallen (6,2%) zu verzeichnen. Bei 11 Patientinnen (2,3%) kam es
unter dem Einfluss der Systemtherapie zum Fortschreiten der Erkrankung.

Im Anschluss konnten 186 Patientinnen (38%) brusterhaltend operiert werden.
Eine Mastektomie wurde in 302 Fallen (62%) durchgefuhrt. Die klinisch-
pathologischen Parameter des Patientenkollektivs sind in Tabelle 20 aufgelistet.
Seit der Erstdiagnose konnte bis zum Zeitpunkt der Datenauswertung
(September 2012) bei 454 Patientinnen (93,0%) kein Rezidiv eines
Mammakarzinoms festgestellt werden. In 34 Fallen (7,0%) trat die Erkrankung
wieder auf. Bei 62 Patientinnen (14,3%) kam es im Verlauf zu Fernmetastasen.
Patientinnen bei denen bereits zum Diagnosezeitpunkt Metastasen
nachgewiesen werden konnten, wurden in die Analyse des rezidivfreien und
metastasenfreien Uberleben nicht mit einbezogen. Von den in der Datenbank
aufgeflihrten 488 Patientinnen waren bis September 2012 94 (19,3%)

verstorben.
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Tabelle 20: Klinisch-pathologische Daten des Patientenkollektivs

Parameter Anzahl der Patientinnen
N=488
N %

Histologie

IDC 384 79,3

ILC 64 13,1

ILDC 21 4,3

andere 15 3,1
Grading

G1-2 320 66,9

G3 158 33,1
Stadium pratherapeutisch

I 1 0,3

| 244 53

]| 161 35

v 54 11,7
TumorgroBe: cT

cT1 17 3,7

cT2 225 49,1

cT3-4 216 47,2
Lymphknotenstatus: cN

negativ 120 25,6

positiv 349 74,4
Fernmetastasen bei ED

MO 434 88,9

M1 54 11,1
TumorgroRe: ypT

ypT1 190 38,9

ypT2-4 203 41,6

ypTO/Tis 95 19,5
Lymphknotenstatus: ypN

negativ 220 46

positiv 263 54
ER-Status

negativ 163 34,8

positiv 306 65,2
PR-Status

negativ 151 32,2

positiv 318 67,8
Her2-Status

negativ 358 76,5

positiv 110 23,5

IDC = invasiv duktales Mammakarzinom; ILC = invasiv lobulares Mammakarzinom;
ILDC = invasiv lobular duktales Mammakarzinom; ED = Erstdiagnose; ER-Status =
Ostrogenrezeptorstatus; PR-Status = Progesteronrezeptorstatus

40



Von allen 488 Patientinnen, die in der Datenbank aufgefuhrt sind, wurde fur 205
ein positiver Knochenmarkstatus erhoben (43,8%). Einen negativen Status
wiesen 263 Patientinnen auf (56,2%). Fur 20 Falle waren keine Daten
vorhanden. Bei Patientinnen mit einem positiven DTZ-Nachweis handelte es
sich dabei haufiger um fortgeschrittene Tumoren bzw. aggressivere
Tumortypen (Tabelle 21):

Der DTZ-Status korrelierte signifikant mit der posttherapeutischen TumorgrofRe
(p=0,023). So konnten bei 40,5% der Patientinnen mit ypT1-Tumoren, 51% der
Patientinnen mit pT2-4 Tumoren und lediglich bei 35,5% der Patientinnen mit
ypTO/Tis Tumoren DTZ nachgewiesen werden. Fur die pratherapeutische
TumorgroRe cT ergab sich kein relevanter Zusammenhang mit dem DTZ-
Nachweis.

Statistisch signifikant war auch die Korrelation zwischen dem Nachweis von
Lymphknotenmetastasen nach primar systemischer Therapie und einem
positiven Knochenmarkstatus (p=0,047). Ein negativer Lymphknotenstatus
(ypNO) war in 60,7% der Falle mit einem negativen DTZ-Nachweis assoziiert.
Beim pratherapeutischen Lymphknotenstatus ergaben sich keine statistisch
signifikanten Korrelationen (p=0,159).

Ein negativer Progesteronrezeptorstatus lag bei 27% der DTZ-negativen
Patientinnen vor, bei den DTZ-positiven Fallen waren es 39,1% (p=0,004). Die
Korrelation des DTZ-Status mit klinisch-pathologischen Faktoren wird in der

Tabelle 21 dargestellt.
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Tabelle 21: Korrelation des DTZ-Status mit klinisch-pathologischen Faktoren

Parameter Gesamt DTZ-negativ DTZ-positiv p-value
n % n %
Histologie
IDC 371 217 58,5 154 41,5 0,422
ILC 60 31 51,7 29 48,3
ILDC 20 9 45,0 11 55,0
andere 13 6 46,2 7 53,8
Grading
G1-2 308 178 57,8 130 42,2 0,101
G3 151 77 51 74 49
Stadium pratherapeutisch
111 235 133 56,6 102 43,4 0,514
n-v 206 116 56,3 90 43,7
TumorgroBe: cT
cT1 17 6 35,3 11 64,7 0,177
cT2 214 125 58,4 89 41,6
cT34 208 116 55,8 92 44,2
Lymphknotenstatus: cN
negativ 115 70 60,9 45 39,1 0,159
positiv 335 184 549 151 451
Fernmetastasen bei ED
MO 420 238 56,7 182 43,3 0,324
M1 48 25 521 23 47,9
TumorgroRe: ypT
ypT1 183 109 59,6 74 40,5 0,023
ypT2-4 192 94 49,0 98 51,0
ypTO/Tis 93 60 64,5 33 35,5
Lymphknotenstatus: ypN
negativ 214 130 60,7 84 39,3 0,047.
positiv 251 132 52,6 119 47,4
ER-Status
negativ 156 84 53,8 72 46,2 0,271
positiv 293 168 57,3 125 42,7
PR-Status
negativ 145 68 46,9 77 53,1 0,004
positiv 304 184 60,5 120 39,5
Her2-Status
negativ 342 191 55,8 151 44,2 0,491
positiv 106 60 56,6 46 43,4

IDC = invasiv duktales Mammakarzinom; ILC = invasiv lobulares Mammakarzinom;
ILDC = invasiv lobular duktales Mammakarzinom; ED = Erstdiagnose; ER-Status =
Ostrogenrezeptorstatus; PR-Status = Progesteronrezeptorstatus; n.s. = nicht signifikant
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Eine signifikante Korrelation zwischen dem Nachweis von DTZ im
Knochenmark und den in Tabelle 22 aufgefiihrten Uberlebensdaten konnte in
dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Jedoch zeigte sich ein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten einer Komplettremission und dem Nachweis von DTZ
im Knochenmark. So konnten DTZ bei Patientinnen mit einer Komplettremission
nach neoadjuvanter systemischer Therapie signifikant seltener nachgewiesen
werden (p=0,046). Prognostisch war der Nachweis von DTZ im Knochenmark
nach einer neoadjuvanten bzw. adjuvanten Systemtherapie tendenziell eher
ungunstig. Bei Patientinnen mit einem positiven DTZ-Nachweis kam es —
allerdings statistisch nicht signifikant - haufiger zu Rezidiven als im DTZ-
negativen Vergleichskollektiv (p=0,134). So kam es bei DTZ-negativen
Patientinnen in 7,7% der Falle zur Rezidiverkrankung, bei DTZ-positiven

Patientinnen waren es 3,2% (Abbildung 8).

Uberlebensfunktionen
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: I Tpositiv

0,67

0,6
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Zeit in Monaten

Abbildung 8: DTZ-Status: Rezidivfreie Zeit in Monaten

43



Tabelle 22: Korrelation des DTZ-Status mit Therapieresponse und Uberlebensdaten

Parameter Gesamt DTZ-negativ DTZ-positiv p-value
n % n %
Response
pCR 76 50 65,8 26 34,2 0,046
Non pCR 385 210 54,5 175 45,5
Response
pPCR 76 50 65,8 26 34,2 0,195
Partielle Remission 345 188 545 157 455
SD/IProgress 40 22 55 18 45
Rezidiv
nein 395 227 57,5 168 42,5 0,134
ja 25 11 44 14 56
Metastasen im Verlauf
(ohne M1 bei ED)
nein 361 208 57,6 153 42,4 0,203
ja 59 30 50,8 29 49,2
Verstorben
nein 380 216 56,8 164 43,2 0,320
ja 88 47 53,4 41 46,6

ED = Erstdiagnose; n.s. = nicht signifikant; pCR = pathologische Komplettremission;

SD = Stabe Disease

3.3 Detektion Sox2-positiver disseminierter Tumorzellen

194 Knochenmarkaspirate konnten

im Rahmen dieser Arbeit flir den

Stammzellmarker Sox2 analysiert werden. In Proben von 70 Patientinnen

(36,1%) lieflen sich disseminierte Tumorzellen nachweisen. 124 Objekttrager
(63,9%) waren DTZ-negativ. In 22 der 70 Falle mit DTZ-Nachweis (31,4%)
konnten Sox2-positive Tumorzellen detektiert werden (Abbildung 9). Die Proben

der ubrigen 48 Patientinnen (68,6%) enthielten Sox2-negative DTZ.
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Sox2 Expression im Kollektiv

Anzahl der Patienten

0 50 100 150 200 250

Patientenkollektiv.  m DTC positiv.  m Sox2 positive DTC

Abbildung 9: Héufigkeitsverteilung von Sox2-positiven DTZ im untersuchten
Patientinnenkollektiv

In Abbildung 10 sind beispielhaft Sox2 positive DTZ aus Knochenmarkaspiraten
verschiedener Patientinnen aufgeflhrt.
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Abbildung 10: (A)-(D): Beispiele fiir Sox2 positive DTZ aus Knochenmarkaspiraten
verschiedener Patientinnen (63-fache Vergré3erung):

(A)-(D): Doppelférbung Sox2/C11: Zellkernfdrbung mit DAPI; Panzytokeratin positive Zellen mit
FITC markiert; Sox2 positive Zellen mit Alexa Fluor 594 markiert.

3.3.1 Korrelation des Sox2-Status von DTZ mit klinisch-pathologischen

Faktoren des Primartumors

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit Sox2-positiven DTZ konnte fur
keinen der untersuchten klinisch-pathologischen Faktoren nachgewiesen
werden (Tabelle 23).
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Tabelle 23: Korrelation des Sox2-Status von DTZ mit klinisch-pathologischen Faktoren

Parameter Gesamt Sox2-negativ  Sox2-positiv p-value
n % n %
Histologie
IDC 59 39 66,1 20 33,9 0,575
ILC 6 4 66,7 2 33,3
ILDC 2 2 100 0 0
andere 2 2 100 0 0
Grading
G1-2 48 33 68,8 15 31,3 0,538
G3 21 14 66,7 7 33,3
Stadium pratherapeutisch
111 31 22 71 9 29 0,492
n-v 34 23 67,6 11 32,4
TumorgroBe: cT
cT1 2 1 50 1 50 0,748
cT2 29 21 72,4 8 27,6
cT34 36 24 66,7 12 33,3
Lymphknotenstatus: cN
negativ 17 12 70,6 5 29,4 0,592
positiv 49 34 69,4 15 30,6
Fernmetastasen bei ED
MO 66 45 68,2 21 31,8 0,627
M1 4 3 75 1 25
TumorgroRe: ypT
ypT1 25 15 60 10 40 0,491
ypT2-4 28 21 75 7 25
yoTO/Tis 17 12 70,6 5 29,4
Lymphknotenstatus: ypN
negativ 33 21 63,6 12 36,4 0,280
positiv 37 27 73 10 27
ER-Status
negativ 20 13 65 7 35 0,488
positiv 48 88 68,8 15 31,3
PR-Status
negativ 12 7 58,3 5 41,7 0,330
positiv 56 39 69,6 17 30,4
Her2-Status
negativ 49 34 69,4 15 30,6 0,414
positiv 19 12 63,2 7 36,8

IDC = invasiv duktales Mammakarzinom; ILC = invasiv lobulares Mammakarzinom;
ILDC = invasiv lobular duktales Mammakarzinom; ED = Erstdiagnose; ER-Status =
Ostrogenrezeptorstatus; PR-Status = Progesteronrezeptorstatus; n.s. = nicht signifikant
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3.3.2 Korrelation des Sox2-Status von DTZ mit Uberlebensdaten

Eine signifikante Korrelation zwischen dem Sox2-Status der DTZ und dem
Gesamtlberleben, sowie dem rezidivfreien und metastasenfreien Uberleben
bzw. der Therapieresponse nach neoadjuvanter Chemotherapie konnte nicht
beobachtet werden. So konnten Sox2-positive DTZ bei 30,8% der Patientinnen
mit pCR und bei 30,9% Patientinnen ohne pCR nachgewiesen werden
(p=0,636). Allerdings war fur Patientinnen mit einem Sox2-positiven
Knochenmarkstatus die Prognose tendenziell besser (Tabelle 24):

Das Auftreten von Fernmetastasen nach Erstdiagnose konnte bei Sox2-
positiven Patientinnen etwas weniger haufig beobachtet werden, war statistisch
jedoch nicht signifikant (4,8% vs. 8,9%; p= 0,487) (Abbildung 11).

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 11: Sox2-Status von DTZ: Metastasenfreie Zeit in Monaten (Metastasen
bei Erstdiagnose ausgeschlossen)
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Auch scheint sich auf das Gesamtuberleben ein positiver Sox2-Status auf DTZ
gunstig auszuwirken. Von 7 verstorbenen Patientinnen konnten bei lediglich 2
Patientinnen Sox2-positive DTZ nachgewiesen werden. In der Gruppe der
Sox2-positiven Falle verstarben bis zur Datenerhebung im Jahre 2012 9% aller
Patientinnen. Beim Nachweis Sox2-negativer DTZ kam es in 14,5 % der Falle
zum Tod (Abbildung 12). Eine statistisch signifikante Korrelation konnte jedoch
nicht beobachtet werden (p= 0,415).

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 12: Sox2-Status von DTZ: Uberlebenszeit in Monaten

Bis September 2012 wurde kein Rezidiv bei einer Patientin mit Sox2-positiven
disseminierten Tumorzellen diagnostiziert. Bei Patientinnen mit Sox2-negativem
DTZ-Nachweis kam es in lediglich 4,1% der Falle zu einer Rezidiverkrankung

(Abbildung 13). Ein statistisch signifikanter Zusammenhang konnte auch hier
nicht beobachtet werden (p=0,491).
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 13: Sox2-Status von DTZ: Rezidivfreie Zeit in Monaten

Tabelle 24: Korrelation des Sox2-Status von DTZ mit Therapieresponse und

Uberlebensdaten
Parameter Gesamt Sox2-negativ  Sox2-positiv p-value
n % n %

Response
pCR 13 9 69,2 4 30,8 0,636
Non pCR 55 38 69,1 17 30,9

Rezidiv
nein 65 44 67,7 21 32,3 0,491
ja 1 1 100 0 0

Metastasen im Verlauf

(ohne M1 bei ED) 0,487
nein 61 41 67,2 20 32,8
ja 5 4 80 1 20

Verstorben
nein 61 41 67,2 20 32,8 0,415
ja 9 7 77,8 2 22,2

ED = Erstdiagnose; n.s. = nicht signifikant; pCR = pathologische Komplettremission
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3.4 Stammzellmarkerexpression im Primartumor

Die immunhistochemischen Farbungen des Primartumors fir Aldh1, Notch1
und Sox2 wurden am Institut fir Pathologie der Universitat Tubingen etabliert
und Rahmen der Routine gefarbt.

Auf Grund der teilweise geringen Anzahl an Fallen in einzelnen Score-
Untergruppen wurden alle Patientinnen mit einem Aldh1-Score bzw. Notch1-

oder Sox2-Score von >0% zusammengefasst und als positiv gewertet.

3.4.1 Aldh1-Status des Primartumors

In 57,5% der 68 pratherapeutischen Gewebeproben konnten Aldh1-positive
Tumorzellen  nachgewiesen werden. Bei den posttherapeutischen
Gewebeproben zeigten 51,8% der 56 untersuchten Falle einen positiven Aldh1-
Score (Tabelle 25).

Tabelle 25: Haufigkeitsverteilung des Aldh1-Scores der pré- und posttherapeutischen
Gewebeproben

Score Aldh1 pratherapeutisch posttherapeutisch
Haufigkeit Prozent Haufigkeit Prozent
N=68 % N=56 %

0 29 42,6 27 48,2

1 35 51,5 22 39,3

2 4 59 3 5,4

3 0 0 3 54

4 0 0 1 1,8

In Abbildung 14 ist beispielhaft fur jeden Aldh1-Score die immunhistochemische

Farbung an einer pra- oder posttherapeutischen Gewebeprobe dargestellt.
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Abbildung 14: Immunhistochemische Féarbung auf Aldh1 Expression an pra- und
posttherapeutischem Gewebe neoadjuvant behandelter Mammakarzinompatientinnen
(20-fache VergréBerung).

(A) Score 0: kein Nachweis einer zytoplasmatischen Expression in Tumorzellen der
prétherapeutischen Gewebeprobe. Zellen des Bindegewebes weisen allerdings eine positive
Reaktion gegeniiber dem Aldh1 Antikérper auf. (B) Score 1: 1-10% der Tumorzellen der
prétherapeutischen Gewebeprobe weisen eine mélig bis starke Aldh1 Farbung auf. (C) Score
2: 11-50% positive Tumorzellen konnten in dieser posttherapeutisch gewonnen Probe detektiert
werden. (D) Score 3: 51-90% der Tumorzellen im posttherapeutischen Gewebe zeigen eine
méBig bis stark positive Aldh1 Expression. (E) Score 4: i(iber 90% der Tumorzellen des
posttherapeutischen Gewebes sind méaRig bis stark Aldh1 positiv.
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3.4.1.1 Korrelation des Adh1-Status des Primartumors mit klinisch-
pathologischen Faktoren

Der Aldh1 Status des Primartumors konnte bei 68 Tumoren pratherapeutisch
und bei 56 posttherapeutisch bestimmt werden. Eine signifikante Korrelation
zwischen dem Aldh1-positiven Status des Primarius und den unten
aufgefuhrten klinisch-pathologischen Faktoren war sowohl fur die pra- als auch
posttherapeutischen Gewebeproben nicht nachzuweisen (Tabelle 26 und
Tabelle 27).
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Tabelle 26: Korrelation von préatherapeutischem Aldh1-Status des Primértumors mit
klinisch-pathologischen Faktoren

Parameter Gesamt Aldh1-negativ Aldh1-positiv  p-value
n % n %
Histologie
IDC 50 24 48 26 52 0,437
ILC 10 2 20 8 80
ILDC 5 2 40 3 60
andere 2 1 50 1 50
Grading
G1-2 45 17 37,8 28 62,2 0,150
G3 22 12 54,5 10 45,5
Stadium pratherapeutisch
111 29 10 34,5 19 65,5 0,288
n-v 36 16 44 .4 20 55,6
TumorgroBe: cT
cT1 2 0 0 2 100
cT2 24 9 37,5 15 62,5 0,421
cT3-4 38 17 44,7 21 55,3
Lymphknotenstatus: cN
negativ 18 7 38,9 11 61,1 0,472
positiv 48 21 43,8 27 56,3
Fernmetastasen bei ED
MO0 60 26 43,3 34 56,7 0,532
M1 8 3 37,5 5 62,5
TumorgroRe: ypT
ypT1 8 2 25 6 75 0,544
ypT2-4 41 18 43,9 23 56,1
ypTO/Tis 19 9 47,4 10 52,6
Lymphknotenstatus: ypN
negativ 27 10 37 17 63 0,276
positiv 40 19 47,5 21 52,5
ER-Status
negativ 25 14 56 11 44 0,114
positiv 40 15 37,5 25 62,5
PR-Status
negativ 25 12 48 13 52 0,429
positiv 40 17 42,5 23 57,5
Her2-Status
negativ 47 19 40,4 28 59,6 0,206
positiv 18 10 55,6 8 44.4

IDC = invasiv duktales Mammakarzinom; ILC = invasiv lobulares Mammakarzinom;
ILDC = invasiv lobular duktales Mammakarzinom; ED = Erstdiagnose; ER-Status =
Ostrogenrezeptorstatus; PR-Status = Progesteronrezeptorstatus; n.s. = nicht signifikant
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Tabelle 27: Korrelation von posttherapeutischem Aldh1-Status des Primartumors mit
klinisch-pathologischen Faktoren

Parameter Gesamt Aldh1-negativ Aldh1-positiv  p-value
n % n %
Histologie
IDC 44 19 43,2 25 56,8
ILC 6 4 66,7 2 33,3 0,239
ILDC 5 4 80 1 20
andere 1 0 0 1 100
Grading
G1-2 41 19 46,3 22 53,7 0,435
G3 15 8 53,3 7 46,7
Stadium pratherapeutisch
111 21 9 429 12 571 0,507
n-v 30 14 46,7 16 53,3
TumorgroBe: cT
cT1 - - - - - 0,287
cT2 18 7 38,9 11 61,1
T3-4 31 16 51,6 15 48,4
Lymphknotenstatus: cN
negativ 12 6 50 6 50 0,599
positiv 41 20 48,8 21 51,2
Fernmetastasen bei ED
MO 46 22 47,8 24 52,2 0,587
M1 10 5 50 5 50
TumorgroRe: ypT
ypT1 4 3 75 1 25 0,266
ypT2-4 52 24 46,2 28 53,8
Lymphknotenstatus: ypN
negativ 11 4 36,4 7 63,6 0,297
positiv 43 22 51,2 21 48,8
ER-Status
negativ 13 6 46,2 7 53,8 0,500
positiv 37 19 51,4 18 48,6
PR-Status
negativ 15 8 53,3 7 46,7 0,500
positiv 35 17 48,6 18 51,4
Her2-Status
negativ 42 23 54,8 19 45,2 0,123
positiv 8 2 25 6 75

IDC = invasiv duktales Mammakarzinom; ILC = invasiv lobulares Mammakarzinom;
ILDC = invasiv lobular duktales Mammakarzinom; ED = Erstdiagnose; ER-Status =
Ostrogenrezeptorstatus; PR-Status = Progesteronrezeptorstatus; n.s. = nicht signifikant
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3.4.1.2 Korrelation des Aldh1-Status

Therapieresponse und Uberlebensdaten

des

Primartumors mit

Die Uberlebensdaten zeigten keinen signifikanten Zusammenhang beziglich

des pra- und posttherapeutischen Aldh1-Status auf. Dies galt ebenfalls fur die

Therapieresponse bezogen auf die pratherapeutische Aldh1-Expression

(Tabelle 28 und Tabelle 29). Eine Komplettremission nach neoadjuvanter

Therapie trat bei Aldh1-positiven Tumoren und Aldh1-negativen Tumoren gleich

haufig auf (p=0,338).

Tabelle 28: Korrelation von préatherapeutischem Aldh1-Status des Primértumors mit

Therapieresponse und Uberlebensdaten

Parameter Gesamt Aldh1-negativ  Aldh1-positiv  p-value
n % n %
Response
pCR 16 8 50 8 50 0,338
Non pCR 50 20 40 30 60
Rezidiv
nein 53 23 43,4 30 56,6 0,651
ja 7 3 42,9 4 57,1
Metastasen im Verlauf
(ohne M1 bei ED)
nein 41 16 39 25 61 0,239
ja 19 10 526 9 47,4
Verstorben
nein 46 18 39,1 28 60,9 0,278
ja 22 11 50 11 50

ED = Erstdiagnose; n.s. = nicht signifikant; pCR = pathologische Kompletteremission
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Tabelle 29: Korrelation von posttherapeutischem Aldh1-Status des Priméartumors mit
Uberlebensdaten

Parameter Gesamt Aldh1-negativ Aldh1-positiv  p-value
n % n %
Rezidiv
nein 40 20 50 20 50 0,376
ja 6 2 33,3 4 66,7

Metastasen im Verlauf
(ohne M1 bei ED)

nein 31 16 51,6 15 48,4 0,337

ja 15 6 40 9 60
Verstorben

nein 34 14 41,2 20 58,8 0,150

ja 22 13 59,1 9 40,9

ED = Erstdiagnose; n.s. = nicht signifikant

3.4.1.3 Korrelation des Aldh1-Status des Primartumors pra- und
posttherapeutisch

Bei 36 Patientinnen konnte der Aldh1-Status pra- und posttherapeutisch
verglichen werden. Zwischen dem pra- und posttherapeutischen Aldh1-Status
des Primartumors konnte keine signifikante Korrelation festgestellt werden
(p=0,376). Pratherapeutisch handelte es sich bei 47,2% (17 Patientinnen) um
Aldh1-negative Tumoren. Bei lediglich 8 dieser 17 Patientinnen (47%)
entsprach dies auch dem posttherapeutischen Aldh1-Status. Bei den Ubrigen 9
Patientinnen (53%) lield sich posttherapeutisch eine Aldh1-Positivitat
nachweisen. Von den 19 Patientinnen mit positivem pratherapeutischem Aldh1-
Status wiesen 8 (42,1%) der posttherapeutischen Gewebeproben Aldh1-
Positivitat auf, wohingegen bei 11 Patientinnen (57,9%) der Primartumor
posttherapeutisch Aldh1-negativ war. Die Konkordanzrate zwischen pra- und
posttherapeutischem Aldh1-Status lag bei 65,5% (Tabelle 30).
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Tabelle 30: Korrelation des Aldh1-Status von pré- und posttherapeutischem Tumor

Pratherapeutisch

Aldh1 negativ Aldh1 positiv Total
n (%) n (%)
= Aldh1 negativ
o
. n (%) 8 (22,2) 11 (30,6) 19 (52,8)
% 3
& 2 | Aldh1 positiv
g n (%) 9 (25) 8 (22,2) 17 (47,2)
Total 17 (47,2) 19 (52,8) 36 (100)
p= 0,376

3.4.2 Notch1-Status des Primartumors

Die Untersuchung der 70 pratherapeutischen Gewebeproben auf eine Notch1-

Expression hin, ergab in 30% der Falle ein positives Ergebnis. Bei den 65

posttherapeutisch untersuchten Primartumoren handelte es sich in 27,7% der

Falle um Notch1-positive Tumoren (Tabelle 31).

Tabelle 31: Haufigkeitsverteilung des Notch1-Scores der pra- und posttherapeutischen

Gewebeproben
Score Notch1 pratherapeutisch posttherapeutisch
Haufigkeit Prozent Haufigkeit Prozent
N=70 % N=65 %

0 49 70,0 47 72,3

1 8 11,4 4 6,2

2 5 7,1 4 6,2

3 4 57 6 9,2

4 4 57 4 6,2

Beispiele der immunhistochemischen Farbung fur Notch1 finden sich fur alle

angegebenen Scores in Abbildung 15.
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Abbildung 15: Immunhistochemische Féarbung auf Notch1 Expression an pré- und
posttherapeutischem Gewebe neoadjuvant behandelter Mammakarzinompatientinnen
(20-fache VergréBerung).

(A) Score 0: kein Nachweis einer zytoplasmatischen Expression in Tumorzellen der
préatherapeutischen  Gewebeprobe. (B) Score 1: 1-10% der Tumorzellen der
posttherapeutischen Gewebeprobe weisen eine méallige Notch1 Férbung auf. (B-2)
Bildausschnitt aus (B-1) in 40facher Vergré3erung. (C) Score 2: 11-50% positive Tumorzellen
mit einer méaBigen bis starken Expression von Notch1 konnten in dieser prétherapeutisch
gewonnen Probe detektiert werden. (D) Score 3: 51-90% der Tumorzellen im
posttherapeutischen Gewebe zeigen eine positive Notch1 Expression. (E) Score 4: (iber 90%
der Tumorzellen des préatherapeutischen Gewebes sind stark Notch1 positiv.
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3.4.2.1 Korrelation des Notch1-Status des Primartumors mit klinisch-
pathologischen Faktoren

Es konnten 70 Tumore pratherapeutisch und 65 posttherapeutisch auf eine
Notch1-Expression hin untersucht werden. Bezuglich der klinisch-
pathologischen Faktoren der untersuchten Mammakarzinome konnten
signifikante Korrelationen zwischen dem pratherapeutischen Notch1-Status und
dem Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptorstatus nachgewiesen werden: Notch1-
positive Mammakarzinome waren haufiger Hormonrezeptor-negativ verglichen
mit Tumoren ohne Notch1-Expression (Ostrogenrezeptor: p=0,001,
Progesteronrezeptor: p=0,007). Auch in Bezug auf den posttherapeutischen
Notch1-Status des Tumors lieR sich dies als Trend fur den
Ostrogenrezeptorstatus beobachten, jedoch ohne statistische Signifikanz
(p=0,062).

Daruber hinaus zeigte sich, dass Patientinnen mit einem Notch1-positiven
Mammakarzinom haufiger einen negativen Her2-Rezeptorstatus aufweisen:
Pratherapeutisch liel3 sich in 80% der Notch1-positiven Gewebeproben keine
Her2-Expression nachweisen. In der Gruppe der Notch1-negativen Tumoren
traf dies auf 68,1% der Falle zu. In den posttherapeutischen Gewebeproben
waren 93,3% der Notch1-positiven Tumoren Her2-negativ. In der Gruppe der
Notch1-negativen Karzinome lag der Anteil der Tumoren mit einem negativen
Her2-Rezeptorstatus bei 78,6%. Sowohl fur die pra- als auch
posttherapeutischen Gewebeproben war die Korrelation zwischen einer Notch1-
Expression und dem Her2-Status statistisch nicht signifikant (pratherapeutisch:
p=0,247; posttherapeutisch p=0,189).

Eine signifikante  Korrelation  zwischen dem  Notch1-Status  der
posttherapeutischen Gewebeproben und den untersuchten klinisch-
pathologischen Faktoren lag nicht vor. Es handelte sich bei den Notch1-
positiven posttherapeutischen Gewebeproben eher um Tumoren mit einer
schlechten  Differenzierung, jedoch ohne  statistisch  signifikanten
Zusammenhang (p=0,130). So wiesen 38,9% aller posttherapeutisch Notch1-
positiven Mammakarzinome ein Tumorgrading G3 auf im Vergleich zu 21,3% in

der Gruppe der Notch1-negativen Tumoren.
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Histologisch betrachtet waren es fast ausschlief3lich invasiv duktale Karzinome,
bei denen eine Notch1-Expression nachgewiesen werden konnte. Eine
signifikante Korrelation lag jedoch nicht vor (p=0,061).

In Tabelle 32 und Tabelle 33 sind die Korrelationen von pra- bzw.
posttherapeutischem Notch1-Status des Primartumors mit den klinisch-
pathologischen Faktoren aufgefuhrt.
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Tabelle 32: Korrelation von prétherapeutischem Notch1-Status des Primértumors mit
klinisch-pathologischen Faktoren

Parameter Gesamt Notch1- Notch1- p-value
negativ positiv
n % n %
Histologie
IDC 53 34 64,2 19 35,8
ILC 9 9 100 0 0 0,061
ILDC 5 5 100 0 0
andere 2 1 50 1 50
Grading
G1-2 49 36 73,5 13 26,5 0,206
G3 20 12 60 8 40
Stadium pratherapeutisch
I-11 29 17 58,6 12 41,4 0,113
Hi-1v 37 28 75,7 9 24,3
TumorgroBe: cT
cT1 1 0 0 1 100 0,054
cT2 26 15 57,7 11 42,3
cT3-4 39 31 79,5 8 20,5
Lymphknotenstatus: cN
negativ 17 11 64,7 6 35,3 0,390
positiv 50 36 72 14 28
Fernmetastasen bei ED
MO 62 43 69,4 19 30,6 0,550
M1 8 6 75 2 25
TumorgroRe: ypT
ypT1 8 5 62,5 3 37,5 0,770
ypT2-4 41 30 73,2 11 26,8
ypTO/Tis 21 14 66,7 7 33,3
Lymphknotenstatus: ypN
negativ 28 18 64,3 10 35,7 0,227
positiv 41 31 75,6 10 24,4
ER-Status
negativ 26 12 46,2 14 53,8 0,001
positiv 41 35 85,4 6 14,6
PR-Status
negativ 24 12 50 12 50 0,007
positiv 43 35 81,4 8 18,6
Her2-Status
negativ 48 32 66,7 16 33,3 0,247
positiv 19 15 78,9 4 21,1

IDC = invasiv duktales Mammakarzinom; ILC = invasiv lobulares Mammakarzinom;
ILDC = invasiv lobular duktales Mammakarzinom; ED = Erstdiagnose; ER-Status =
Ostrogenrezeptorstatus; PR-Status = Progesteronrezeptorstatus; n.s. = nicht signifikant
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Tabelle 33: Korrelation von posttherapeutischem Notch1-Status des Primértumors mit
klinisch-pathologischen Faktoren

Parameter Gesamt Notch1- Notch1- p-value
negativ positiv
n % n %
Histologie
IDC 51 36 70,6 15 29,4 0,289
ILC 8 7 87,5 1 12,5
ILDC 5 4 80 1 20
andere 1 0 0 1 100
Grading
G1-2 48 37 771 11 22,9 0,130
G3 17 10 58,8 7 41,2
Stadium pratherapeutisch
Ell 24 18 75 6 25 0,347
n-v 36 24 66,7 12 33,3
TumorgroBe: cT
cT1 1 1 100 0 0 0,681
cT2 20 15 75 5 25
cT34 37 25 67,6 12 32,4
Lymphknotenstatus: cN
negativ 15 12 80 3 20 0,295
positiv 47 32 68,1 15 31,9
Fernmetastasen bei ED
MO 54 41 75,9 13 241 0,142
M1 11 6 54,5 5 45,5
TumorgroRe: ypT
ypT1 8 5 62,5 3 37,5 0,388
ypT2-4 57 42 73, 15 26,3
Lymphknotenstatus: ypN
negativ 16 9 56,3 7 43,8 0,080
positiv 47 37 78,7 10 21,3
ER-Status
negativ 16 9 56,3 7 43,8 0,062
positiv 41 33 80,5 8 19,5
PR-Status
negativ 17 12 70,6 5 29,4 0,484
positiv 40 30 75 10 25
Her2-Status
negativ 47 33 70,2 14 29,8 0,189
positiv 10 9 90 1 10

IDC = invasiv duktales Mammakarzinom; ILC = invasiv lobulares Mammakarzinom;
ILDC = invasiv lobular duktales Mammakarzinom; ED = Erstdiagnose; ER-Status =
Ostrogenrezeptorstatus; PR-Status = Progesteronrezeptorstatus; n.s. = nicht signifikant
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3.4.2.2 Korrelation des Notch1-Status des Primartumors mit
Therapieresponse und Uberlebensdaten

Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem pratherapeutischen

Notch1-Status und den unten aufgefiinrten Uberlebensdaten sowie der

Therapieresponse konnten nicht beobachtet werden (Tabelle 34). Unter den

pathologischen Komplettremissionen waren 33,3% Notch1-positive Falle

(p=0,526).

Tabelle 34: Korrelation von prétherapeutischem Notch1-Status des Primartumors mit
Therapieresponse und Uberlebensdaten

Parameter Gesamt Notch1- Notch1- p-value
negativ positiv
n % n %
Response
pCR 18 12 66,7 6 33,3 0,526
Non pCR 49 34 69,4 15 30,6
Rezidiv
nein 55 38 69,1 17 30,9 0,636
ja 7 5 71,4 2 28,6

Metastasen im Verlauf
(ohne M1 bei ED)

nein 44 30 68,2 14 31,8 0,503

ja 18 13 72,2 5 27,8
Verstorben

nein 50 36 72 14 28 0,381

ja 20 13 65 7 35

ED = Erstdiagnose; n.s. = nicht signifikant; pCR = pathologische Komplettremission;
PR = partielle Remission

Zwischen posttherapeutischem Notch1-Status und den Uberlebensdaten

ergaben sich ebenfalls keine statistisch signifikanten Zusammenhange (Tabelle
35).
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Tabelle 35: Korrelation von posttherapeutischem Notch1-Status des Primértumors mit
Uberlebensdaten

Parameter Gesamt Notch1- Notch1- p-value
negativ positiv
n % n %
Rezidiv
nein 47 36 76,6 11 23,4 0,543
ja 7 5 71,4 2 28,6

Metastasen im Verlauf
(ohne M1 bei ED)

nein 35 27 77,1 8 22,9 0,512

ja 19 14 73,7 5 26,3
Verstorben

nein 38 27 71,1 11 28,9 0,508

ja 27 20 741 7 25,9

ED = Erstdiagnose; n.s. = nicht signifikant

3.4.2.3 Korrelation des Notch1-Status des Primartumors pra- und
posttherapeutisch

Bei 42 Patientinnen wurden der pra- und posttherapeutische Notch1-Status des
Primartumors verglichen. Hier =zeigte sich eine signifikante Korrelation
(p=0,003). Die pratherapeutische Notch1-Negativrate des Primartumors betrug
71,4% (30 Patientinnen). Bei 26 der 30 Patientinnen (86,7%) war der
posttherapeutische Notch1-Status ebenfalls negativ. Lediglich 4 Patientinnen
(13,3%) waren trotz negativem pratherapeutischem Notch1-Status in der
posttherapeutischen Gewebeprobe Notch1-positiv. Von den 12 Patientinnen mit
positivem pratherapeutischem Notch1-Status war der posttherapeutische
Tumor in 7 Fallen (58,3%) Notch1-positiv und 5 Fallen (41,7%) Notch1-negativ.
Die Konkordanzrate zwischen pra- und posttherapeutischem Notch1-Status lag
bei 73,9% (Tabelle 36).
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Tabelle 36: Korrelation des Notch1-Status von pré- und posttherapeutischem Tumor

Pratherapeutisch
Notch1 negativ Notch1 positiv Total
n (%) n (%)
= Notch1 negativ
o
. n (%) 26 (61,9) 5(11,9) 31(73,8)
2 3
5 2| Notchi positiv
g n (%) 4 (9,5) 7 (16,7) 11 (26,2)
Total 30 (71,4) 12 (28,6) 42 (100)
p= 0,003

3.4.3 Sox2-Status des Primartumors

In den 74 pratherapeutischen Gewebeproben wiesen 23% der untersuchten

Mammakarzinompatientinnen einen Sox2-positiven Primartumor auf. Im

posttherapeutischen Patientenkollektiv wurden 24,6% der 65 Falle als positiv

eingestuft (Tabelle 37).

Tabelle 37: Haufigkeitsverteilung des Sox2-Scores der prétherapeutischen und

posttherapeutischen Gewebeproben

Sore Sox2 pratherapeutisch posttherapeutisch
Haufigkeit Prozent Haufigkeit Prozent

N=74 % N=65 %

0 57 77 49 75,4

1 11 14,9 6 9,2

2 4 5,4 4 6,2

3 1,4 5 7,7

4 1 1,4 1 1,5

In Abbildung 16 werden beispielhaft Bilder der immunhistochemischen Farbung

fur jeden Sox2-Score aufgefluhrt.
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Abbildung 16: Immunhistochemische Féarbung auf Sox2 Expression an prd- und
posttherapeutischem Gewebe neoadjuvant behandelter Mammakarzinompatientinnen
(20-fache VergréRerung).

(A) Score 0: kein Nachweis einer nukledren Sox2 Expression in Tumorzellen der
prétherapeutischen Gewebeprobe. (B) Score 1: 1-10% der Tumorzellen der prdtherapeutischen
Gewebeprobe weisen eine nukledre Sox2 Férbung auf. (C) Score 2: 11-50% positive
Tumorzellen konnten in dieser prédtherapeutisch gewonnen Probe detektiert werden. (D-1)
Score 3: 51-90% der Tumorzellen im prédtherapeutischen Gewebe zeigen eine positive Sox2
Expression. (D-2) Bildausschnitt aus Abbildung D-1 in 40facher Vergréerung. (E) Score 4:
liber 90% der Tumorzellen des posttherapeutischen Gewebes sind stark Sox2 positiv.

67



3.4.3.1 Korrelation des Sox2-Status des Primartumors mit klinisch-
pathologischen Faktoren
Es konnten 74 Tumore pratherapeutisch und 65 posttherapeutisch auf eine
Sox2-Expression hin untersucht werden.
Signifikant war der Zusammenhang zwischen pratherapeutischem Sox2-Status
und Lymphknotenstatus nach neoadjuvanter Chemotherapie (p=0,012). So
wurden bei 87,5% der Patientinnen mit einem positiven Sox2-Status
Lymphknotenmetastasen diagnostiziert, in der Sox2-negativen
Vergleichsgruppe waren es 53,6%. Der pratherapeutische Lymphknotenstatus
bei den pratherapeutisch Sox2-positiven Patientinnen war ebenfalls meist
positiv, jedoch ohne signifikanten Zusammenhang (p=0,200).
Es zeigte sich zudem die Tendenz, dass es sich bei pratherapeutisch Sox2-
positiven Tumoren eher um Tumoren im fortgeschrittenen Stadium handelte.
Dies war jedoch ohne statistisch signifikanten Zusammenhang (p=0,119). Dem
Stadium Il und IV konnten dabei 75% der Falle zugeordnet werden. In der
Sox2-negativen Vergleichsgruppe lag bei 54,5%der Falle ein Stadium Il bzw.
IV vor. Tumoren, die pratherapeutisch Sox2 exprimierten waren haufig schlecht
differenziert (47,1%). Bei den Sox2-negativen Tumoren waren es 26,8%,
welche ein Tumorgrading von G3 aufwiesen. Eine statistisch signifikante
Korrelation lag nicht vor (p=0,102) (Tabelle 38).
Zwischen den untersuchten klinisch-pathologischen Faktoren und dem Sox2-
Status der posttherapeutischen Gewebeproben bestand kein signifikanter

Zusammenhang (Tabelle 39).
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Tabelle 38: Korrelation von prétherapeutischem Sox2-Status des Primédrtumors mit
klinisch-pathologischen Faktoren

Parameter Gesamt Sox2-negativ  Sox2-positiv p-value
n % n %
Histologie
IDC 55 41 74,5 14 25,5 0,815
ILC 11 9 81,8 2 18,2
ILDC 5 4 80 1 20
andere 2 2 100 0 0
Grading
G1-2 50 41 82 9 18 0,102
G3 23 15 65,2 8 34,8
Stadium pratherapeutisch
Il 29 25 86,2 4 13,8 0,119
n-v 42 30 71,4 12 28,6
TumorgroBe: cT
cT1 1 1 100 0 0 0,657
cT2 24 20 83,3 4 16,7
cT3-4 45 34 75,6 11 24,4
Lymphknotenstatus: cN
negativ 17 15 88,2 2 11,8 0,200
positiv 55 41 74,5 14 25,5
Fernmetastasen bei ED
MO 65 52 80 13 20 0,102
M1 9 5 55,6 4 44 4
TumorgroRe: ypT
ypT1 8 4 50 4 50 0,122
ypT2-4 45 35 77,8 10 22,2
ypTO/Tis 21 18 85,7 3 14,3
Lymphknotenstatus: ypN
negativ 28 26 92,9 2 7,1 0,012
positiv 44 30 68,2 14 31,8
ER-Status
negativ 28 22 78,6 6 21,4 0,458
positiv 43 32 74,4 11 25,6
PR-Status
negativ 26 20 76,9 6 23,1 0,568
positiv 45 34 75,6 11 24,4
Her2-Status
negativ 52 40 76,9 12 23,1 0,502
positiv 19 14 73,7 5 26,3

IDC = invasiv duktales Mammakarzinom; ILC = invasiv lobulares Mammakarzinom;
ILDC = invasiv lobular duktales Mammakarzinom; ED = Erstdiagnose; ER-Status =
Ostrogenrezeptorstatus; PR-Status = Progesteronrezeptorstatus; n.s. = nicht signifikant

69



Tabelle 39: Korrelation von posttherapeutischem Sox2-Status des Primartumors mit
klinisch-pathologischen Faktoren

Parameter Gesamt Sox2-negativ  Sox2-positiv p-value
n % n %
Histologie
IDC 51 40 78,4 11 21,6 0,586
ILC 8 5 62,5 3 37,5
ILDC 5 3 60 2 40
andere 1 1 100 0 0
Grading
G1-2 48 36 75 12 25 0,592
G3 17 13 76,5 4 23,5
Stadium pratherapeutisch
111 23 16 69,6 7 30,4 0,237
n-v 37 30 81,1 7 18,9
TumorgroBe: cT
cT1 1 1 100 0 0 0,373
cT2 18 12 66,7 6 33,3
cT3-4 39 32 82,1 7 17,9
Lymphknotenstatus: cN
negativ 15 10 66,7 5 33,3 0,267
positiv 47 37 78,7 10 21,3
Fernmetastasen bei ED
MO 55 41 74,5 14 25,5 0,532
M1 10 8 80 2 20
TumorgroBe: ypT
ypT1 7 6 85,7 1 14,3 0,445
ypT2-4 58 43 74,1 15 25,9
Lymphknotenstatus: ypN
negativ 16 13 81,3 3 18,7 0,429
positiv 47 35 74,5 12 25,5
ER-Status
negativ 16 18 81,3 3 18,7 0,343
positiv 42 30 71,4 12 28,6
PR-Status
negativ 17 11 64,7 6 35,3 0,231
positiv 41 32 78 9 22
Her2-Status
negativ 48 35 72,9 13 271 0,491
positiv 10 8 80 2 20

IDC = invasiv duktales Mammakarzinom; ILC = invasiv lobulares Mammakarzinom;
ILDC = invasiv lobular duktales Mammakarzinom; ED = Erstdiagnose; ER-Status =
Ostrogenrezeptorstatus; PR-Status = Progesteronrezeptorstatus; n.s. = nicht signifikant
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3.4.3.2 Korrelation des  Sox2-Status des  Primartumors  mit
Therapieresponse und Uberlebensdaten
Zwischen der Therapieresponse sowie den Uberlebensdaten und dem Sox2-
Status der pratherapeutischen Gewebeproben konnte keine statistisch
relevante Korrelation erhoben werden (Tabelle 40). Unter allen Tumoren, bei
denen die systemische Therapie zu einer Komplettremission fuhrte, waren
lediglich 11,8% Sox2-positiv (p=0,162). Zudem liel3 sich beobachten, dass
bezlglich des Gesamtuberlebens Patientinnen mit einem Sox2-positiven
Tumor, eine ungunstigere Prognose hatten jedoch ohne statistisch signifikante
Korrelation (p=0,121). Zum Zeitpunkt der Datenerhebung waren in diesem
Kollektiv bereits 47,1% der Patientinnen verstorben, in der Patientengruppe mit

Sox2-negativem Tumor waren es 28,1% (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Prétherapeutischer Sox2-Status: Uberlebenszeit in Monaten
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Daruber hinaus zeigte sich, dass bei Vorliegen eines Sox2-positiven Tumors
haufiger Fernmetastasen im Verlauf aufgetreten sind, jedoch ohne signifikante
Korrelation (p=0,157). Im Beobachtungszeitraum konnten bei 47,1% der
Patientinnen mit positivem Sox2-Status Fernmetastasen nach der Erstdiagnose
diagnostiziert werden. Unter den Patientinnen mit Sox2-negativen Tumoren
entwickelten 26,9% Fernmetastasen. Primar metastasierte Patienten wurden in

die Berechnung nicht mit einbezogen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Prétherapeutischer Sox2-Status: Metastasenfreie Zeit in Monaten
(Metastasen bei Erstdiagnose ausgeschlossen)
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Tabelle 40: Korrelation von prétherapeutischem Sox2-Status des Primértumors mit

Therapieresponse und Uberlebensdaten

Parameter Gesamt Sox2-negativ  Sox2-positiv p-value
n % n %
Response
pCR 17 15 88,2 2 11,8 0,162
Non pCR 55 40 72,7 15 27,3
Rezidiv
nein 58 46 79,3 12 20,7 0,572
ja 7 6 85,7 1 14,3
Metastasen im Verlauf
(ohne M1 bei ED)
nein 45 38 84,4 7 15,6 0,157
ja 20 14 70 6 30
Verstorben
nein 50 41 82 9 18 0,121
ja 24 16 66,7 8 33,3

ED = Erstdiagnose; n.s. = nicht signifikant; pCR = pathologische Kompletteremission

Fir den posttherapeutischen Sox2-Status lie sich bei den Uberlebensdaten

ebenfalls kein statistisch signifikanter Zusammenhang feststellen (Tabelle 41).

Tabelle 41: Korrelation von posttherapeutischem Sox2-Status des Primartumors mit

Uberlebensdaten
Parameter Gesamt Sox2-negativ  Sox2-positiv p-value
n % n %
Rezidiv
nein 47 33 70,2 14 29,8 0,074
ja 8 8 100 0
Metastasen im Verlauf
(ohne M1 bei ED)
nein 36 28 77,8 8 22,2 0,328
ja 19 13 68,4 6 31,6
Verstorben
nein 39 31 79,5 8 20,5 0,257
ja 26 18 69,2 8 30,8

ED = Erstdiagnose; n.s. = nicht signifikant
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3.4.3.3 Korrelation des Sox2-Status des Primartumors pra- und
posttherapeutisch

Zwischen dem pra- und posttherapeutischen Sox2-Status des Primartumors
konnte eine signifikante Korrelation beobachtet werden (p=0,014): Fir den
Vergleich wurden der pra- und posttherapeutische Sox2-Status des
Primartumors von 46 Patientinnen herangezogen. Pratherapeutisch waren
73,9% der Tumore (34 Patientinnen) Sox2-negativ. Bei 29 der 34 Patientinnen
(85,3%) war der posttherapeutische Sox2-Status ebenfalls negativ. Lediglich 5
Patientinnen (14,7%) zeigten bei negativem pratherapeutischem Sox2-Status,
Sox2-positive Tumorzellen in der posttherapeutischen Gewebeprobe auf. Von
den 12 Patientinnen mit positivem pratherapeutischem Sox2-Status wiesen im
posttherapeutischen Primartumor jeweils 6 Patientinnen (50%) Sox2-positive
bzw. Sox2-negative Tumorzellen auf. Die Konkordanzrate zwischen dem pra-

und posttherapeutischen Sox2-Status lag bei 76,3% (Tabelle 42).

Tabelle 42: Korrelation des Sox2-Status von pra- und posttherapeutischem Tumor

Pratherapeutisch
Sox2 negativ Sox2 positiv Total
n (%) n (%)
- Sox2 negativ
o
2 n (%) 29 (63) 6 (13) 35 (76,1)
? 3
5 2 Sox2 positiv
g n (%) 5(10,9) 6 (13) 11 (23,9)
Total 34 (73,9) 12 (26,1) 46 (100)
p= 0,014
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3.4.3.4 Korrelation des Sox2-Status von disseminierten Tumorzellen und
dem pratherapeutischen Primartumor

Von 46 Patientinnen mit einem positiven Knochenmarkbefund wurden der
pratherapeutische Sox2-Status des Primartumors und jener der DTZ verglichen.
10 der 46 Primartumoren (21,7%) waren Sox2-positiv. Allerdings konnten nur
bei einer dieser 10 Patientinnen (10%) Sox2-positive DTZ im Knochenmark
beobachtet werden. Die ubrigen 9 Patientinnen (90%) hatten trotz positivem
Sox2-Status des Primartumors nur Sox2-negative DTZ. Von den 36
Patientinnen mit pratherapeutisch negativem Sox2-Status des Primartumors
war in 31 Fallen (86,1%) der Knochenmarkstatus bezlglich Sox2 ebenfalls
negativ und in 5 Fallen (13,9%) positiv. Die Konkordanzrate zwischen dem
Sox2-Status der DTZ und dem pratherapeutischen Primartumor lag bei 19,7%.
Eine signifikante Korrelation lag nicht vor (Tabelle 43) (p=0,610).

Tabelle 43: Korrelation des Sox2-Status zwischen DTZ und prétherapeutischen
Primértumor

Primartumor préatherapeutisch
Sox2 negativ Sox2 positiv Total
n (%) n (%)
Sox2 negativ
n (%) 31 (67,4) 9 (19,6) 40 (87)
N
(] Sox2 positiv
n (%) 5(10,9) 1(2,2) 6 (13)
Total 36 (78,3) 10 (21,7) 46 (100)
p= 0,610

3.4.3.5 Korrelation Sox2-Status von disseminierten Tumorzellen und
dem posttherapeutischen Primartumor

Von 39 Patientinnen mit positivem Knochenmarkbefund wurde der

posttherapeutische Sox2-Status des Primartumors und jener der DTZ

verglichen. Die Sox2-Positivrate des Primartumors betrug in dieser Gruppe

10,3% (3 Patientinnen). Allerdings konnten bei keiner dieser Patientinnen Sox2-
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positive DTZ im Knochenmark nachgewiesen werden. Von den 36 Patientinnen
mit negativem Sox2-Status des Primartumors wiesen 26 (72,2%) Sox2-negative
und 10 (27,8%) Sox2-positive Tumorzellen im Knochenmark auf. Die
Konkordanzrate zwischen dem Sox2-Status der DTZ und dem
posttherapeutischen Primartumor lag bei 5,2%. Eine signifikante Korrelation lag
nicht vor (p=0,290) (Tabelle 44).

Tabelle 44: Korrelation des Sox2-Status zwischen DTZ und posttherapeutischen
Primértumor

Primartumor posttherapeutisch
Sox2 negativ Sox2 positiv Total
n (%) n (%)
Sox2 negativ
n (%) 26 (66,7) 10 (25,6) 36 (92,3)
N
o Sox2 positiv
n (%) 3(7.7) 0(0) 3(7,7)
Total 29 (74,4) 10 (25,6) 39 (100)
p= 0,290
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4 Diskussion

4.1 Tumorzelldissemination und Stammzelltheorie

Eine Tumorzelldissemination kann beim Mammakarzinom bereits im frihen
Erkrankungsstadium auftreten und ggf. auf eine beginnende Metastasierung
hinweisen (Fehm et al. 2002; Hisemann et al. 2008; Mansi et al. 1989). Die
klassischen, klinisch-pathologischen Prognoseparameter wie Tumorgrofe,
Lymphknotenstatus, Grading, Hormonrezeptorstatus und das Alter der Patientin
(Goldhirsch et al. 2007) scheinen somit nicht ausreichend zu sein.

Mit seiner prognostisch hohen Relevanz ist der Nachweis disseminierter
epithelialer Tumorzellen im Knochenmark bei Mammakarzinompatientinnen als
unabhangiger Prognosefaktor mit Level-I-Evidenz heutzutage anerkannt (Braun
et al. 2005). Bei bis zu Uber 40% aller Mammakarzinompatientinnen konnen
DTZ im Knochenmark nachgewiesen werden (Braun et al. 2000a; Diel et al.
1996; Solomayer et al. 2001), was mit einer schlechten Prognose assoziiert ist
(Fortunato et al. 2009; Gebauer et al. 2001, Harbeck et al. 1994; Hartkopf et al.
2014; Mansi et al. 1999).

Die hier vorliegende Arbeit zeigte, dass DTZ-positive Mammakarzinome
signifikant haufiger posttherapeutisch Lymphknotenmetastasen aufweisen
(p=0,047), Progesteronrezeptor-negativ sind (p=0,004) und ein hohes ypT-
Stadium haben (p=0,023). AuRerdem kam es bei Vorliegen eines positiven
Knochenmarkstatus  signifikant  seltener zu  einer  pathologischen
Komplettremission (p=0,046). Letzteres konnte die Arbeit von Fehm et al.
ebenfalls zeigen, wohingegen die weiteren signifikanten Ergebnisse zwischen
dem DTZ-Nachweis und einigen Prognoseparametern nicht bestatigt werden
kénnen (Fehm et al. 2006a).

Persistieren Tumorzellen nach einer adjuvanten Systemtherapie weiterhin im
Knochenmark, gilt dies als besonders ungunstig (Janni et al. 2011; Wiedswang
et al. 2004). Damit gelten DTZ als Surrogatmarker fur die Persistenz einer

minimalen residualen Tumorerkrankung.
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Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Nachweis disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark und den untersuchten Uberlebensdaten konnte
in dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Allerdings zeigte sich auch hier, dass
der Nachweis von DTZ im Knochenmark nach einer neoadjuvanten bzw.
adjuvanten Systemtherapie tendenziell mit einer schlechteren Prognose
assoziiert ist. Bei Patientinnen mit einem positiven DTZ-Nachweis kam es
haufiger zu Rezidiven als im DTZ-negativen Vergleichskollektiv (p=0,134). Die

Ergebnisse verschiedener Studien stitzen diese Beobachtung (Tabelle 45).

Tabelle 45: Zusammenfassung an Studien (ber den Nachweis von DTZ nach
neoadjuvanter/ adjuvanter Systemtherapie und dessen prognostische Bedeutung

Therapiefor | Patienten- | Korrelation p-value | Studie
m kollektiv
N
adjuvant 55 Gesamtiiberleben 0,011 Braun et al.
2000b
adjuvant 676 Gesamtlberleben <0,001 | Janni et al.
Brustkrebs-assoziiertes <0,001 | 2011
Uberleben
Erkrankungsfreies Uberleben | <0,001
neoadjuvant | 95 Brustkrebs-assoziiertes <0,02 Hall et al.
Uberleben 2012
neoadjuvant | 231 Brustkrebs-assoziiertes 0,002 Mathiesen
Uberleben etal. 2012
Erkrankungsfreies Uberleben | 0,005
neoadjuvant | 400 Erkrankungsfreies Uberleben | 0,019 Hartkopf et
al. 2013
adjuvant 190 Erkrankungsfreies Uberleben | 0,01 Gruber et
al. 2014

Die reine Detektion von DTZ scheint jedoch nicht ausreichend zu sein, um den
Verlauf  einer = Mammakarzinomerkrankung prazise  vorherzusagen.
Langzeitstudien zeigten, dass nicht alle Brustkrebspatientinnen mit positivem
Knochenmarkbefund ein Rezidiv bzw. Metastasen entwickeln (Mansi et al.
1989, 1999). Es mussen also zellulare Unterschiede vorliegen, welche die
Metastasierungsbereitschaft der DTZ beeinflussen (metastatic inefficiency)
(Fehm et al. 2002; Luzzi et al. 1998; Mehes et al. 2001). Eine nahere
Charakterisierung der DTZ ist somit neben dem Nachweis essentiell um die

Tumortherapie zu optimieren und diese Zellen gezielt anzugreifen (Braun et al.
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2000b). Stammzellmarker konnten fur diese Charakterisierung eine wichtige
Rolle spielen.

Studien zufolge sind nur wenige maligne Zellen mit Stammzelleigenschaften
ndtig um maligne Tumoren zu erzeugen (Bonnet et al. 1997; Lapidot et al.
1994). Beim Mammakarzinom konnte dies fur Zellen mit einem CD44+/CD24-
Phanotyp gezeigt werden (Al-Hajj et al. 2003). Die Pravalenz CD44+/CD24-
Tumorzellen war zudem mit einem gehauften Auftreten von Fernmetastasen
assoziiert (Abraham et al. 2005). Balic et al. konnten den putativen
Stammzellmarker CD44+/CD24- auch auf DTZ nachweisen (Balic et al. 2006).
Auf zirkulierenden Tumorzellen (ZTZ) konnte bereits der Stammzellmarker
Aldh1 detektiert werden (Aktas et al. 2009). Dies lasst vermuten, dass
Tumorstammzellen sowohl fur das Tumorwachstum, als auch fur die
metastasenbildende Tumorausbreitung verantwortlich sind (Aktas et al. 2009).
Es ist somit aulerst wichtig, weitere Marker zu finden mit denen
Tumorstammzellen detektiert und weitergehend charakterisiert werden kénnen

um als Angriffspunkt fur neue Therapieregime zu dienen.

4.2 Sox2-Expression auf DTZ

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von
Stammzellmarkern sowohl auf DTZ als auch im Primartumor moglich ist.

Bei der Etablierung der Immunfluoreszenzfarbung flr Stammzellmarker auf
DTZ, konnten nur fir den Primarantikbrper Sox2 valide und auswertbare
Ergebnisse erzielt werden, weshalb die Knochenmarkaspirate des
Patientenkollektivs nur auf die Expression dieses Stammzellmarkers hin
untersucht wurden. Hingegen konnten Primartumoren mit allen drei

Stammzellmarkern analysiert werden.
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421 Sox2-Expression von DTZ und Korrelation mit klinisch-
pathologischen Faktoren des Primartumors

In den Untersuchungen dieser Arbeit konnte der Stammzellmarker Sox2 sowohl
in DTZ als auch im Primartumor nachgewiesen werden. In 31,4% der 70
Knochenmarkaspirate mit positivem DTZ-Nachweis konnten Sox2-positive
Tumorzellen detektiert werden. Die restlichen 124 der 194 untersuchten
Patientenproben waren DTZ-negativ. Ein Zusammenhang zwischen der
Expression von Sox2 auf DTZ und den oben aufgefuhrten klinisch-
pathologischen Parametern wurde nicht beobachtet. Da es in der Literatur
aktuell keine Studien gibt, die sich mit der Expression von Sox2 auf DTZ
befassen, missen unsere Ergebnisse an Hand eines groReren Kollektivs

bestatigt werden.

4.2.2 Sox2-Expression von DTZ und Korrelation mit Uberleben und

Therapieresponse

Bezogen auf die Uberlebensdaten und die Therapieresponse ergaben sich fir
die Sox2-Expression auf DTZ keine signifikanten Zusammenhange. Der Anteil
an pathologischen Komplettremissionen lag sowohl bei den Fallen mit Sox2-
positiven DTZ, als auch bei den Patientinnen ohne Sox2-Nachweis auf DTZ bei
ca. 20% (p=0,636).

Basierend auf unserem Kollektiv war ein positiver Sox2-Status mit weniger
Rezidiven (p=0491), Metastasen (p=0,487) und Todesfallen (p=0,415)
assoziiert, allerdings zeigte sich keine statistisch relevante Signifikanz, was auf
die geringen Fallzahlen zuruckgefuhrt werden konnte. Generell gilt jedoch die
Detektion von DTZ im Knochenmark als prognostisch ungunstig (Fortunato et
al. 2009; Gebauer et al. 2001; Harbeck et al. 1994; Hartkopf et al. 2014; Mansi
et al. 1999).

DTZ konnen fur lange Zeit im Knochenmark latent vorliegen. Malladi et al.
konnten in Tumorzellen, die im Mausmodell in der Lage sind, sich in Organen
anzusiedeln ohne Metastasen zu bilden, nachweisen, dass derartige Zellen

Stammzelleigenschaften besitzen und die Transkriptionsfaktoren Sox2 und
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Sox9 exprimieren. Beide sind fir das Uberleben dieser latency competent

cancer cells im jeweiligen Organ wichtig (Malladi et al. 2016).

4.3 Sox2-Expression im Primartumor

4.3.1 Pra- und posttherapeutische Sox2-Expression und Korrelation mit
klinisch-pathologischen Faktoren

Zwischen dem posttherapeutischen Sox2-Status und den untersuchten klinisch-
pathologischen Faktoren konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
erhoben werden.

Fur die pratherapeutischen Gewebeproben ergab sich eine signifikante
Korrelation zwischen der Expression von Sox2 und dem Lymphknotenstatus
nach neoadjuvanter Chemotherapie (p=0,012). So wiesen Sox2-positive
Tumore haufiger Lymphknotenmetastasen auf. Dieser Trend konnte auch flr
den pratherapeutischen Lymphnotenstatus beobachtet werden. Hier lag jedoch
keine signifikante Korrelation vor (p=0,200). AuRerdem waren pratherapeutisch
Sox2-positive Tumore haufiger schlecht differenziert (p=0,102) und in einem
fortgeschrittenen Stadium (p=0,119), allerdings bestand kein statistisch
signifikanter Zusammenhang. Verschiedene Studien konnten identische
Zusammenhange aufzeigen (Abd El-Maqgsoud et al. 2014; Ben-Porath et al.
2008; Chen et al. 2008; Huang et al. 2014; Lengerke et al. 2011). Zudem
beschrieben einige der erwahnten Arbeiten, dass die Sox2-Expressionsrate in
Lymphknotenmetastasen hoher ist, als im dazugehdrigen Primartumor (Abd El-
Magsoud et al. 2014; Huang et al. 2014; Lengerke et al. 2011). Fur Patientinnen
mit einem ausgedehnten Lymphknotenbefall konnten Huang et al. eine Sox2-

Uberexpression als unabhangigen Prognosefaktor bestéatigen.

81



4.3.2 Pra- und posttherapeutische Sox2-Expression und Korrelation mit
Uberleben und Therapieresponse

Fur die Sox2-Expression der posttherapeutischen Gewebeproben konnten
keine relevanten Korrelationen mit den Uberlebensdaten der Patientinnen
gezeigt werden.

Im pratherapeutischen Kollektiv traten bei Sox2-positiven Tumoren haufiger als
bei Sox2-negativen Tumoren Fernmetastasen auf. Eine statistisch relevante
Korrelation lag nicht vor (p=0,157). Aullerdem war die Gesamtlberlebenszeit
bei Patientinnen mit Sox2-positiven Tumoren tendenziell kurzer, jedoch auch
hier ohne signifikantem Zusammenhang (p=0,121). Letzteres konnte auch in
der Studie von Finicelli et al. beobachtet werden, in welcher die Expression von
Stammzellgenen beim primaren Mammakarzinom mittels RT-PCR untersucht
wurde. Zudem ergab diese Studie, dass Sox2-positive Patientinnen ein
statistisch signifikant hoheres Risiko haben ein Rezidiv zu entwickeln. Auch war
das rezidivfreie Intervall von Sox2-positiven Tumoren kirzer. Sox2 scheint
somit ein unabhangiger Prognosefaktor flr das Auftreten eines Rezidivs zu sein
(Finicelli et al. 2014). Weitere Studien konnten die Korrelation einer Sox2-
Uberexpression und einem kiirzeren erkrankungsfreien Intervall (Huang et al.
2014), sowie einer hoheren Mortalitat bestatigen (Ben-Porath et al. 2008).
Insbesondere bei Mammakarzinomen vom Basal-Zell-Phanotyp kann eine
Sox2-Expression nachgewiesen werden (Ben-Porath et al. 2008). Dabei scheint
Sox2 an der Auspragung dieses prognostisch ungunstigen Tumortyps beteiligt
zu sein (Rodriguez-Pinilla et al. 2007).

Stolzenburg et al. konnte zeigen, dass eine Herunterregulation des
Transkriptionsfaktors Sox2 in Mammakarzinom-Zelllinien zu einer verminderten
Tumorzellproliferation flhrt (Stolzenburg et al. 2012).

Eine signifikante Korrelation zwischen dem pratherapeutischen Sox2-Status
und der Therapieresponse konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden
(p=0,162). Nur 11,8% der pathologischen Komplettremissionen waren Sox2-
positive Tumore. Beobachtungen zeigten, dass eine hohe Sox2-Expression in
chemoresistenten Zellen zu finden ist (Liu et al. 2013). Zudem scheinen Sox2-

positive Zellen resistent gegenuber einer Tamoxifentherapie zu sein (Lin et al.
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2013). Durch Herunterregulation der Sox2-Expression kann die Sensibilitat der

Tumorzellen gegenuber Tamoxifen erhoht werden (Piva et al. 2014).

4.4 Korrelation pra- und posttherapeutische Sox2-Expression

Zwischen dem pra- und posttherapeutischen Sox2-Status des Primartumors
konnte in dieser Arbeit eine signifikante Korrelation beobachtet werden
(p=0,014): Bei 85,3% der Patientinnen mit pratherapeutisch Sox2-negativem
Tumor war der posttherapeutisch erhobene Status ebenfalls negativ. Bei der
Halfte der Patientinnen mit positivem pratherapeutischem Sox2-Status konnten
im posttherapeutischen Primartumor ebenfalls Sox2-positive Tumorzellen
nachgewiesen werden. Die Konkordanzrate zwischen der pra- und
posttherapeutischen  Sox2-Expression lag bei 76,3%. Trotz hoher
Konkordanzrate von pra- und posttherapeutischem Sox2-Status unterschieden
sich die beiden Gewebeproben doch deutlich in ihren Korrelationen bezuglich
klinisch-pathologischer Faktoren und Uberlebensdaten. Ursache fiir diese
Diskrepanz konnte die geringe Anzahl an Fallen sein, fur die sowohl pra- als
auch posttherapeutische Gewebeproben vorhanden waren. Um die
Zusammenhange von pra- und posttherapeutischem Status und den
untersuchten Parametern zu verifizieren, sollten die Beobachtungen an einer

deutlich hoheren Patientenzahl wiederholt werden.

4.5 Korrelation Sox2-Status von DTZ und dem Primartumor

Zwischen dem Sox2-Status der DTZ und der pra- bzw. posttherapeutischen
Gewebeprobe ergaben sich keine signifikanten Korrelationen (pratherapeutisch
p=0,610; posttherapeutisch p=0,290). Auch andere Studien zeigten eine
Diskrepanz der Expressionsmuster zwischen Primartumor und DTZ auf (Braun
et al. 2001; Fehm et al. 2008Db).

Eine mdogliche Erklarung kdonnte die klonale Heterogenitat des Primarius sein.
Bezogen auf die vorliegende Arbeit bedeutet dies, dass ein Sox2-positives

Mammakarzinom  auch  Sox2-negative  Zellen  aufweist.  Einzelne
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Zellpopulationen verfugen somit Uber ein individuelles Proliferations- und
Metastasierungspotential. Die Expression von Sox2 auf DTZ scheint sich
gunstig auf die Prognose auszuwirken, wohingegen ein positiver Sox2-Status
des Primartumors mit einem schlechten klinischen Outcome assoziiert ist.
Daraus lieRe sich schlussfolgern, dass nicht nur die Expression von Sox2 fur
die jeweilige Zelle wichtig ist, sondern auch die Nische, in der sie sich befindet.
So hat das Zusammenwirken zwischen Tumorzellen und umgebenden Stroma
eine SchlUsselrolle in der Tumorprogression. Das Tumorstroma kann dabei
gunstigen oder ungunstigen Einfluss auf die Tumorentwicklung haben (Rizzo et
al. 2008a). Eine unterschiedliche Funktion von Sox2 auf DTZ und im
Primartumor kénnte ein weiterer Grund flr die prognostische Diskrepanz sein.
Zuletzt konnte auch die geringe Fallzahl die abweichende prognostische
Bedeutung von Sox2 auf DTZ und im Primartumor erklaren.

Aktuell gibt es in der Literatur keine Studien, die sich mit der Expression des
putativen Stammzellmarkers Sox2 auf DTZ befassen. Zur Validierung der
Ergebnisse sollte eine identische Erhebung an einem gréfleren

Patientenkollektiv durchgefuhrt werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass nur der Sox2-
Status der pratherapeutischen Gewebeprobe signifikant mit dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen korreliert (p=0,012). So waren pratherapeutisch Sox2-
positive Tumoren mit einer schlechteren Prognose assoziiert: Es handelte sich
eher um schlecht differenzierte Tumoren (p=0,102) im fortgeschrittenen
Stadium (p=0,119). Im Krankheitsverlauf kam es hier oftmals zu
Fernmetastasen (p=0,157). AulRerdem war das Gesamtlberleben bei Sox2-
positiven Patientinnen tendenziell kirzer (p=0,121).

Interessanterweise wirkte sich ein positiver Sox2-Status auf DTZ eher gunstig
auf die klinische Prognose aus. Da in der Literatur bisher keine Arbeiten zu
finden sind, die diese Ergebnisse bestatigen, ist es aulderst wichtig auf diesem
Gebiet weiter Forschung zu betreiben, um im Besonderen die prognostische
Bedeutung Sox2-positiver DTZ zu klaren. Einen statistisch signifikanten

Zusammenhang zwischen der Therapieresponse und der Expression von Sox2
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im Primarius bzw. der Detektion Sox2-positiver DTZ konnte nicht detektiert

werden.

4.6 Aldh1-Expression im Primartumor

4.6.1 Pra- und posttherapeutische Aldh1-Expression und Korrelation mit

klinisch-pathologischen Faktoren

In dieser Arbeit lieR sich keine Korrelation zwischen pra- und
posttherapeutischem Aldh1-Status des Primartumors und den untersuchten
klinisch-pathologischen =~ Parametern  beobachten.  Diese  Ergebnisse
entsprechen denen von de Brot et al., die die Expression von Aldh1 in basalen
und triple-negativen Mammakarzinomen untersucht haben (De Brot et al. 2012).
Resetkova et al. konnten eine signifikante Korrelation von Aldh1-Expression
und dem Differenzierungsgrad in pratherapeutischen Proben neoadjuvant
behandelter Mammakarzinompatientinnen beobachten. Fur die Gewebeproben
nach neoadjuvanter Therapie war dies nicht mdglich. Eine weitere relevante
Beziehung konnten Resetkova et al. in der Gruppe der adjuvant behandelten
Patientinnen zwischen dem positiven Aldh1-Status und basalen sowie Her2-
positiven Tumoren zeigen (Resetkova et al. 2010). Dieser Aspekt wurde auch in
anderen Studien diskutiert (Duru et al. 2012; Korkaya et al. 2008; Lee et al.
2011; Morimoto et al. 2009; Reuben et al. 2011; Tsang et al. 2012; Zhou et al.
2013). Vermutlich handelt es sich bei Aldh1-positiven Mammakarzinomen um
Tumore mit einem aggressivem Phanotyp (Kang et al. 2014; Pan et al. 2015;
Zhou et al. 2010).
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4.6.2 Pra- und posttherapeutische Aldh1-Expression und Korrelation mit

Uberleben und Therapieresponse

Eine statistisch signifikante Relevanz zwischen der pratherapeutischen
Expression von Aldh1 und der Therapieresponse konnte in dieser Arbeit nicht
beobachtet werden. Pathologische Komplettremissionen waren in 50% Aldh1-

positive Mammakarzinome (p=0,338).

Es ergab sich weder fur die pra- noch posttherapeutischen Gewebeproben eine
signifikante Korrelation zwischen dem Aldh1-Status und den Uberlebensdaten.
Qiu et al. konnten ebenfalls fur keine Aldh1-Isoform, mit Ausnahme von
Aldh1A3, signifikante Zusammenhange mit klinisch-pathologischen Faktoren
oder Uberlebensdaten finden. Nur fir Aldh1A3 ergab sich eine positive
Korrelation mit dem Auftreten von Fernmetastasen sowie dem rezidivfreien
Uberleben und dem Gesamtiiberleben (Qiu et al. 2014).

Da fur die hier durchgefihrten Experimente ein monoklonaler Aldh1A1-
Antikorper verwendet wurde, konnte dies der Grund flr das Fehlen relevanter
Beziehungen zwischen einer Aldh1-Expression und den untersuchten
Parametern sein. Opdenaker et al. konnten ebenfalls keine signifikanten
Zusammenhange fur Aldh1A1 finden (Opdenaker et al. 2014).

Weitere Studien bestatigen, dass die Aldh-Aktivitdt von Tumorstammzellen vor
allem der Aldh1A3-Expression zuzuschreiben ist. Nur durch Ausschalten von
Aldh1A3 konnte die Aldh-Aktivitat in Tumorzellen gleichmalig vermindert
werden (Marcato et al. 2011a).

Ob der Aldh1-Status einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf beim
Mammakarzinom hat, konnte bis heute noch nicht eindeutig geklart werden.
Mehrere Studien sahen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Aldh1-
Status und den Uberlebensdaten (Morimoto et al. 2009; Neumeister et al. 2010;
Resetkova et al. 2010; Tan et al. 2013). Wohingegen andere Arbeitsgruppen
beobachteten, dass die Expression von Aldh mit einer schlechten Prognose
assoziiert ist (Charafe-Jauffret et al. 2010; Croker et al. 2009; Ginestier et al.
2007; Woodward et al. 2014; Zhong et al. 2013) (Tabelle 46).
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Tabelle 46: Zusammenfassung immunhistochemischer Studien (iber die Detektion von
Aldh-Isoformen und ihr Vorkommen beim Mammakarzinom (Marcato et al. 2011b)

Aldh- Karzinom Patienten- | Schlechte Keine Studie
Isoform kollektiv Prognose/ | Korrelation
aggressiver
Tumor
Aldh1A1 Mamma 577 X Ginestier et
al. 2007
Aldh1A1 Mamma 203 X Morimoto et
al. 2009
Aldh1A1 Mamma 381 X Resetkova et
al. 2009
Aldh1A1 Mamma 109 X Charafe-
Jauffret et al.
2010
Aldh1A1 Mamma 639 X Neumeister
et al. 2010
Aldh1A1 Mamma 47 X Marcato et al.
2011a
Aldh1A1 Mamma 147 X Zhong et al.
2013
Aldh1A3 Mamma 47 X Marcato et al.
2011a
Aldh2 Mamma 47 X Marcato et al.
2011a
Aldh4A1 Mamma 47 X Marcato et al.
2011a

4.7 Korrelation pra- und posttherapeutische Aldh1-Expression

Zwischen dem pra- und posttherapeutischen Aldh1-Status des Primartumors
konnte in der vorliegenden Arbeit kein statistisch signifikanter Zusammenhang

festgestellt werden (p=0,376).

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit weder fur die pra- noch fir die
posttherapeutischen Gewebeproben signifikante Korrelationen des Aldh1-

Status mit den untersuchten klinisch-pathologischen Faktoren sowie den
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Uberlebensdaten beobachtet werden. Auch ergab sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Aldh1-Expression und der Therapieresponse.
Ein Grund fur die fehlende Signifikanz konnte die Verwendung eines
monoklonalen Aldh1A1-Antikorpers sein. Verschiedene Studien berichteten,
dass vor allem die Aldh1A3-Isoform in Tumoren aktiv ist. Unter diesem
Gesichtspunkt sollten weitere Experimente das Auftreten verschiedener Aldh1-
Isoformen in Tumoren vergleichen und die evtl. bestehenden Korrelationen mit

klinischen Parametern und dem Uberleben tberpriifen.

4.8 Notch1-Expression im Primartumor

4.8.1 Pra- und posttherapeutische Notch1-Expression und Korrelation

mit klinisch-pathologischen Faktoren

FUr den Notch1-Status der pratherapeutischen Gewebeproben bestand ein
signifikanter Zusammenhang mit dem Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus: So korrelierte in der vorliegenden Arbeit die Notch1-
Expression mit einem negativen Hormonrezeptorstatus (ER: p=0,001; PR:
p=0,007). Speiser et al. konnten dies in ihrer Arbeit bestatigen (Speiser et al.
2012). In Ostrogenrezeptor-positiven Zellen wird die Notch-Aktivitat durch
Estradiol gehemmt. Tamoxifen kann diesen Effekt abblocken und die Notch1-
Aktivitat wiederherstellen (Rizzo et al. 2008b). Bezuglich der Her2-Expression
zeigte sich im untersuchten Patientenkollektiv, dass Notch1-positive Tumoren
haufiger einen negativen Her2-Rezeptorstatus hatten, jedoch ohne relevante
Signifikanz (p=0,247). In der Literatur werden flr den Nachweis von Notch1 und
der Uberexpression des Her2-Rezeptors sowohl positive als auch negative
Zusammenhange beschrieben. So konnten Zardawi et al. eine signifikante
Korrelation zwischen einer hohen Expression des Notch1-Proteins und dem
Her2-positiven Subtyp beobachten (Zardawi et al. 2010). Dagegen zeigte die
Studie von Hirose et al. einen signifikanten Zusammenhang von positivem
Notch1-Status und fehlender Expression von Her2 (Hirose et al. 2010). Letztere

konnte richtungsweisend fur die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit sein.
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Osipo et al. konnten zudem zeigen, dass eine Uberexpression des Her2-
Rezeptors in Brustkrebszellen die Transkriptionsaktivitat von Notch1
unterdrickt und die Inhibition von Her2 mittels Trastuzumab oder (EGFR)/Her2-
Tyrosinkinase-Hemmer zur Reaktivierung der Notch1-Aktivitat fuhrt (Osipo et al.
2008). In Tumoren mit negativem Ostrogen- und Her2-Rezeptorstatus scheint
Notch1 am starksten exprimiert zu werden (Rizzo et al. 2008b). Dies konnte in
der hier vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtet werden. Magnifico et al.
beschrieben jedoch, dass der Notch1-Signalweg direkten Einfluss auf die Her2-
Expression in Tumor-initierenden Zellen hat und somit die Hemmung von
Notch1 mit einem verminderten Expressionslevel des Her2-Rezeptors
einhergeht (Magnifico et al. 2009). Die diskrepanten Beobachtungen, bezogen
auf den Her2-Rezeptor, kénnten durch die Untersuchung verschiedener
Komponenten des Notch-Signalweges oder durch den Vergleich
unterschiedlicher Parameter, z.B. Protein und mRNA, entstehen (Zardawi et al.
2010).

FUr die postoperativen Gewebeproben ergab sich eine Korrelation zwischen
einem positiven Notch1-Status und dem Differenzierungsgrad des Tumors,
welche jedoch nicht signifikant war (p=0,130). In der Gruppe der Tumoren mit
einem G3-Status war der Anteil an Notch1-positiven Tumoren grof3er als in der
Gruppe der gut bis maRig differenzierten Karzinome. Dies konnte in anderen
Studien ebenfalls dargelegt werden (Hua et al. 2009; Parr et al. 2004; Yao et al.
2011).

Tendenziell waren auch im posttherapeutischen Patientenkollektiv die
Ostrogenrezeptor-positiven Tumore haufiger Notch1-negativ (p=0,062). Der
Anteil an Her2-negativen Karzinomen war bei Patientinnen mit einer
nachgewiesenen Notch1-Expression hoher (p=0,189). Beides spiegelt die
Ergebnisse der pratherapeutisch durchgeflihrten Untersuchungen wieder, war

fur die posttherapeutischen Gewebeproben jedoch ohne Signifikanz.
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4.8.2 Pra- und posttherapeutische Notch1-Expression und Korrelation

mit Uberleben und Therapieresponse

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der pratherapeutischen Notch1-
Expression im Primartumor und der Therapieresponse konnte nicht beobachtet
werden (p=0,526). Bei 33,3% der Mammakarzinome mit Komplettremission
nach neoadjuvanter Systemtherapie handelte es sich um Notch1-positive
Tumore.

Beziiglich der Uberlebensdaten ergab sich weder fiir die pra- noch fir die
posttherapeutischen Gewebeproben eine signifikante Korrelation. In einer
aktuellen Metaanalyse von Yuan et al. hatten Patientinnen mit einer hohen
Expression des Notch1-Rezeptors eine signifikant schlechtere Prognose sowohl
im Gesamt- als auch im rezidivfreien Uberleben (Yuan et al. 2015). Altere
Studien bestarken diese Ergebnisse (Farnie et al. 2007; Osipo et al. 2008; Parr
et al. 2004; Reedijk et al. 2005; Rizzo et al. 2008b; Wang et al. 2010).

Des Weiteren konnte von Peng et al. gezeigt werden, dass eine Blockade des
Notch1-Stoffwechselwegs das maligne Verhalten von Tumorstammzellen beim
Mammakarzinom hemmt (Peng et al. 2014). Eine Tumorregression und die
Unterdrickung der Rezidiverkrankung durch die Hemmung des Notch1-
Signalwegs konnte die Studie von Simmons et al. darlegen (Simmons et al.
2012). Weiterhin kommt es durch Herunterregulierung der Notch1-Expression
zur Apoptoseinduktion und somit zur Hemmung des Tumorzellwachstums
(Zang et al. 2010). Eine gemeinsame Unterdrickung des EGF- und Notch-
Rezeptors schrankt das Tumorwachstum deutlich mehr ein, als die Blockade

einer der beiden Signalwege (Dong et al. 2010).

4.9 Korrelation pra- und posttherapeutische Notch1-

Expression

Zwischen dem pra- und posttherapeutischen Notch1-Status des Primartumors
zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Korrelation (p=0,003): So

wiesen 86,7% der pratherapeutisch Notch1-negativen Patientinnen auch
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posttherapeutisch einen negativen Status auf. Bei den Notch1-positiven Fallen
konnten bei 58,3% sowohl in der pra- als auch in der posttherapeutischen
Gewebeprobe Notch1-positive Tumorzellen detektiert werden. Dies entspricht
einer Konkordanzrate von 73,9%. Trotzdem unterschieden sich auch hier die
pra- und posttherapeutischen Gewebeproben in den Korrelationen bezlglich
klinisch-pathologischen Faktoren und Uberlebensdaten. Ursache fir diese
Diskrepanz konnte, wie bei Sox2, die geringe Anzahl an Fallen sein, fir die
sowohl pra- als auch posttherapeutische Proben untersucht wurden. Um die
Zusammenhange von pra- und posttherapeutischem Status und den
untersuchten Parametern zu bestarken, sollten die Beobachtungen an einer

deutlich hoheren Patientenzahl wiederholt werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit fur den Notch1-Status beim
Mammakarzinom kein signifikanter Zusammenhang mit den Uberlebensdaten
und der Therapieresponse beobachtet werden. Entsprechend der aktuellen
Literatur scheint jedoch eine positive Notch1-Expression mit einer schlechteren
Prognose einherzugehen.

Bei den pratherapeutischen Notch1-positiven Gewebeproben handelte es sich
signifikant haufiger um Hormonrezeptor-negative Tumoren (ER: p=0,001; PR:
p=0,007). Auch wiesen Notch1-positive Tumoren ofters einen negativen Her2-
Rezeptorstatus auf, was statistisch jedoch nicht relevant war (p=0,247). Triple-
negative Tumoren gelten als aggressiver und sind somit fur den weiteren
Erkrankungsverlauf ungunstig. Histologisch betrachtet waren es fast
ausschlieBlich invasiv duktale Karzinome, bei denen eine Notch1-Expression
nachgewiesen werden konnte (p=0,061).

In  den posttherapeutischen Gewebeproben waren es die schlecht
differenzierten Tumore (p=0,130) mit negativem Ostrogenrezeptorstatus
(p=0,062) bzw. Her2-Status (p=0,189), die eine Notch1- Expression aufwiesen.

Hier lag keine statistische Signifikanz vor.
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4.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

Beim Mammakarzinom ist der Nachweis der Stammzellmarker Notch1 und
Sox2 mit einer ungunstigen Prognose assoziiert (Ben-Porath et al. 2008;
Finicelli et al. 2014; Huang et al. 2014; Yuan et al. 2015). Tumoren, welche
diese Marker exprimieren, scheinen aggressiver zu sein, was in dieser Arbeit
bestatigt werden konnte: Sie waren haufig schlecht differenziert und bereits in
einem fortgeschrittenen Stadium. Zudem waren Tumoren mit einer Notch1-
Expression haufiger Hormonrezeptor- und Her2-Rezeptor-negativ.

Far Aldh1 ist es aullerst wichtig, die verschiedenen Isoformen getrennt zu
beurteilen, um herauszufinden, welche von ihnen Auswirkung auf das
Tumorgeschehen hat. In der vorliegen Arbeit konnten keine signifikanten
Korrelationen zwischen pra- bzw. posttherapeutischem Aldh1-Status und den
untersuchten klinisch-pathologischen Faktoren sowie den Uberlebensdaten
beobachtet werden.

Auf Grund der geringen Grol3e des untersuchten Patientenkollektivs konnten fur
den Vergleich der Expression von Stammzellmarkern vor und nach
neoadjuvanter Systemtherapie und deren Korrelation mit klinisch-
pathologischen Faktoren und Uberlebensdaten keine richtungsweisenden
Ergebnisse erzielt werden. Die Aussagekraft das Stammzellnachweises im
Primartumor vor und nach Neoadjuvanz sollte durch Untersuchungen an einer
grolReren Patientengruppe geklart werden.

Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Expression der
Stammzellmarker Aldh1, Notch1 und Sox2 bzw. Sox2-positiven DTZ und der
Therapieresponse konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden.

Welchen Einfluss disseminierte Tumorzellen mit Stammzellcharakter auf den
Krankheitsverlauf haben, muss daher an gréf3eren Kohorten untersucht werden.
Generell ist die Detektion von DTZ im Knochenmark mit einer schlechten
Prognose assoziiert. In der vorliegenden Arbeit wirkte sich jedoch der Nachweis
von DTZ mit positivem Sox2-Status gunstig auf das Gesamtuberleben sowie
das Auftreten von Metastasen und Rezidiven aus. Dagegen flhrte ein positiver
Sox2-Status im Primarius zu einem schlechten klinischen Outcome. Das

Zusammenwirken von Tumorzelle und umgebendem Stroma oder abweichende
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Funktionen von Sox2 auf DTZ und in Tumorzellen kdnnten diese Diskrepanz
erklaren. Zwischen dem Sox2-Status der DTZ wund der pra- bzw.
posttherapeutischen Gewebeprobe bestand kein Zusammenhang.

Der Einfluss von Sox2-positiven DTZ auf die Prognose sollte weiter untersucht
werden, da auch diese Zellen Angriffspunkt fur neue Therapieschemata sein
konnten.

Vermutlich koénnen Stammzellmarker als prognostische Marker fur den
klinischen Verlauf von Tumoren dienen und somit die individuelle
Therapieauswahl fur Patientinnen mit einem Mammakarzinom ermaoglichen.
Ihre Aussagekraft als pradiktive Marker fur das Ansprechen einer bestimmten

Therapieform konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig beurteilt werden.

4.11 Konsequenzen flir die Therapie

Da das Mammakarzinom schon im sehr fruhen Stadium Zellen an die
Peripherie abgibt (Husemann et al. 2008), ist es von Bedeutung diese
Erkrankung systemisch zu behandeln. Wichtig ist zudem, unter Einbezug des
Expressionsmuster des Primartumors und der jeweiligen Erkrankungssituation,
eine individuelle Therapie fur jede Patientin zu finden. Allerdings kann beim
Nachweis disseminierter Tumorzellen auch eine Diskrepanz  der
Oberflachenantigene zum Primarius bestehen (Braun et al. 1999, 2001; Fehm
et al. 2008b; Pantel et al. 1993; Solomayer et al. 2006). Da diese Zellen als
Surrogatmarker der minimal residualen Tumorerkrankung gelten und ein
potentielles Ziel zukunftiger Therapien darstellen, sollten sie naher
charakterisiert werden.

Tumorstammzellen scheinen die Subpopulation an Zellen zu sein, die fur die
Entstehung, die Aufrechterhaltung und das Wiederauftreten von Malignomen
verantwortlich sind. Somit sind die genaue Typisierung und die Eliminierung

dieser Zellen bedeutend fur eine kurative Therapiestrategie.
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4.11.1 Zielgerichtete Therapie gegen Tumorstammzellen

Die zielgerichtete Therapie gegen Tumorstammzellen bietet neue Moglichkeiten
zur Erweiterung und Optimierung individueller Therapieschemata beim
Mammakarzinom. Tumorstammzellen sind mit den bisher angewendeten
Therapieformen nur schwer zu erreichen. In der hier vorliegenden Arbeit
konnten auch nach neoadjuvanter Systemtherapie Tumorstammzellen im
Primarius nachgewiesen werden. Dies traf auf alle drei untersuchten
Stammzellmarker zu. Grund fur die Persistenz der Tumorstammzellen kénnte
ihre geringe Zellteilungsrate und die hohe Anzahl membranstandiger
Transportproteine sein. Somit konnten Tumorstammzellen fur die Entstehung
lokaler Krankheitsrezidive verantwortlich sein. Daruber hinaus besteht die
Mdglichkeit, dass diese Zellen in die Blutbahn gelangen und Fernmetastasen
verursachen. Die genaue Identifikation und Charakterisierung von
Krebsstammzellen konnte die Entwicklung neuer Therapieansatze ermoglichen,
die gezielt gegen tumorstammzellspezifische Oberflachenantigene ausgerichtet
sind. Ein potentieller Angriffspunkt koénnten dabei die spezifischen
Transportwege von Tumorstammzellen sein. Durch spezifische Hemmung
konnten Brustkrebsstammzellen beseitigt werden.

Viele Studien beschaftigen sich derzeit mit der Suche nach Wirkstoffen, die zur
Eliminierung der Tumorstammzellen beitragen konnten:

So reduziert das Polyether-Antibiotikum Salinomycin den Anteil an
Tumorstammzellen beim Mammakarzinom uber ein 100faches gegeniber dem
Chemotherapeutikum Paclitaxel. Im Mausmodel hemmt Salinomycin das
Wachstum der Mammakarzinomzellen und fihrt zur Apoptose sowie Nekrose
der Tumorzellen. Durch die Behandlung mit Salinomycin kommt es aul3erdem
zum Verlust von Genen, die mit Tumorstammzellen assoziiert sind (Gupta et al.
2009). So vermindert Salinomycin die Expression des Stammzellmarkers Sox2
in Mammospharen (Oak et al. 2012). Dies konnte sich gunstig auf den
Krankheitsverlauf und die Prognose auswirken. Eine hohe Sox2-Expression
konnte Grund fur die Chemoresistenz der Zellen sein (Liu et al. 2013). Die
Hemmung des Sox2-Stoffwechselweges konnte das Therapieansprechen

verbessern.
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Mikro-RNS haben eine zentrale Rolle bei der Regulation von
Tumorstammzellen. Beim Mammakarzinom ist die MikroRNS-34a herunter
reguliert (Kang et al. 2015). Sie fungiert als wichtiger Tumorsuppressor und ist
in Tumorstammzellen unterdrickt. Durch Re-Expression ist die Mikro-RNS-34a
imstande die tumorgene Aktivitat von Tumorstammzellen zu hemmen (Wu, et
al. 2014). Beim Mammakarzinom kann so Tumorwachstum, Migration und

Invasion vermindert werden (Li et al. 2012).

Ein weiteres mogliches Therapietarget von Tumorstammzellen ist die
Carboanhydrase. Dieses Protein kann durch HerbeifUhren einer Hypoxie das
Uberleben von Tumorzellen sowie deren Eindringen in ein hypoxisches Milieu
begunstigen. AuRerdem ist es fur die Expression von EMT-Marker und EMT-
Regulatoren sowie fur die Auspragung von Stammzelleigenschaften
erforderlich. Beim Mammakarzinom ist der Nachweis der Carboanhydrase mit
einer schlechten Prognose assoziiert. Gleichzeitig kann durch Hemmung dieses
Proteins die Ausbreitung der Tumorstammzellen vermindert werden. In
Kombination mit Paclitaxel kommt es zur weiteren Herabsetzung des
Tumorwachstums und zur RuUckbildung von Lungenmetastasen (Lock et al.
2013).

Tranilast wird originar als Antiallergikum eingesetzt. Es scheint jedoch auch die
Expression von Stammzellmarkern beim Mammakarzinom herabzusetzen.
Sowohl in Her2-positiven als auch in triple-negativen Tumoren konnte seine
Wirksamkeit beobachtet werden. Angriffspunkt ist der Arylkohlenwasserstoff-

Rezeptor (Prud’homme et al. 2010).

Daruber hinaus wird das maligne Verhalten von Tumorstammzellen durch die
Blockade des Notch1-Stoffwechselwegs herabgesetzt (Peng et al. 2014). Zwei
Therapieoptionen zur Behandlung Notch1-positiver Tumoren sind der Einsatz
von Gamma-Sekretase-Inhibitoren und die Entwicklung von Antikérpern gegen
den Notch-Rezeptor (Groth et al. 2012):
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Gamma-Sekretase-Inhibitoren fuhren zu einer Inaktivierung des Notch1-
Signalweges (Dontu et al. 2004b; Schott et al. 2013; Zang et al. 2007). Ihren
Ursprung haben diese Stoffe in der Therapie von Morbus Alzheimer. Durch den
Einsatz von Gamma-Sekretase-Inhibitoren kommt es beim Mammakarzinom
zur Reduktion von Tumorstammzellen (Schott et al. 2013).

Die Hemmung von Notch1 und Ras mittels monoklonaler Antikorper reduziert
signifikant die Tumorzellproliferation und das Uberleben der Tumorzellen.
Insbesondere fur die Therapie triple-negativer Tumoren stellt dies eine mdgliche
Therapieoption dar (Mittal et al. 2014). Die Studie von Sharma et al. bestatigt,
dass spezifische, gegen den Notch-Rezeptor gerichtete Antikorper eine
potentielle Therapieform zur Reduktion von Tumorzellen mit
Stammzelleigenschaften darstellen. Der Effekt den der Antikorper dabei auf die
mutmallichen Stammzellen hat, scheint irreversibel zu sein (Sharma et al.
2012).

Die Blockade des Notch1-Signalwegs kann jedoch zu gastrointestinaler
Toxizitat und Diarrhé fuhren. Vor allem bei der Verwendung von Gamma-
Sekretase-Inhibitoren ist dies haufig zu beobachten (Garber et al. 2007; Rizzo
et al. 2008a). Ein genaues Anpassen der Dosis ist somit essentiell. Durch eine
intermittierende Verabreichung konnen die intestinalen Nebenwirkungen
ebenfalls verbessert werden (Rizzo et al. 2008a).

Des Weiteren kann der Notch1-Signalweg durch den pflanzlichen Stoff
Psoralidin herunter reguliert werden. Dadurch wird das Zellwachstum gestoppt
und die EMT von Tumorzellen und Tumorstammzellen gehemmt (Suman et al.
2013).

Der Einfluss von Aldh1 auf den Krankheitsverlauf beim Mammakarzinom konnte
bis heute noch nicht eindeutig geklart werden. So vermuten manche Studien,
dass es sich bei Aldh1-positiven Mammakarzinomen um Tumoren mit einem
aggressiven Phanotyp handelt. Die Expression von Aldh1 steht dabei in
signifikantem Zusammenhang mit Markern, die mit einer schlechten Prognose
assoziiert sind, wie z.B. ein negativer Ostrogen- bzw.

Progesteronrezeptorstatus, eine hohe Ki67-Expression, ein niedriger
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Differenzierungsgrad, ein hohes T-Stadium oder ein positiver Her2-Status
(Kang et al. 2014; Morimoto et al. 2009; Pan et al. 2015; Zhou et al. 2010).

Eine Option Aldh-positive Tumoren zielgerichtet anzugreifen, stellt Disulfiram
dar. Disulfiram wird in der Klinik zur Behandlung der Alkoholabhangigkeit
eingesetzt. Als irreversibler Hemmstoff der Aldehyddehydrogenase konnte
Disulfiram aber auch in der Behandlung von Karzinomen eingesetzt werden (Liu
et al. 2012; Wang et al. 2011). Chen et al. konnte beobachten, dass Disulfiram
beim Mammakarzinom zur Einschrankung des Tumorwachstums und zur
Apoptoseinduktion fihrt (Chen et al. 2006). Tumorstammzellen dienen
vermutlich als Angriffspunkt (Yip et al., 2011). Zudem scheint Disulfiram die
Zytotoxizitat von Chemotherapeutika in  Mammakarzinom-Zelllinien zu
verbessern (Yip et al. 2011). Dies konnte auch in triple-negativen Tumoren und
inflammatorischen Mammakarzinomen beobachtet werden (Allensworth et al.
2015; Liu et al. 2013).

Darlber hinaus kann eine Vorbehandlung mit All-trans-Retinsaure (ATRA) oder
Diethylaminobenzaldehyden (DEAB) Aldh1-positive Mammakarzinomzellen
empfindlicher gegenuber Chemo- und Radiotherapie machen (Croker et al.
2012). Die Subpopulation von Tumorstammzellen kann so verringert werden
(Ginestier et al. 2009).

Die Therapiemdglichkeiten zur Eliminierung von Tumorstammzellen erscheinen
vielfaltig (Tabelle 47). Welche Stoffe im klinischen Alltag zur Anwendung
kommen, bleibt jedoch abzuwarten. Bedeutend ist nun die klinischen Studien
weiter voranzutreiben und die gezielte Therapie gegen Tumorstammzellen in

die bestehenden Krebstherapien einzugliedern.
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Tabelle 47: Ubersicht der Therapien gegen Tumorstammzellen

Therapietarget Substanz Studie

Sox2 Salinomycin Oak et al. 2012

MikroRNS-34a T-VISA-miR-34a Lietal. 2012

Carboanhydrase Small- molecule inhibitors Lock et al. 2013

Akrylkohlenwasserstoff- | Tranilast Prud'homme et al. 2010

Rezeptor

Notch1 Gamma-Sekretase-Inhibitor Schott et al. 2013
Psoralidin Suman et al. 2013
Antikorper Sharma et al. 2012

Aldh1 Disulfiram Yip et al. 2011

All-trans-Retinsaure
Diethylaminobenz-
aldehyden (DEAB)

(ATRA),

Ginestier et al. 2009
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5 Zusammenfassung

Zielsetzung: Tumorstammzellen konnten der Grund fur die Entstehung, das
Fortschreiten und das Wiederauftreten von Karzinomen sein. Beim
Mammakarzinom konnten bereits in zahlreichen Studien positive Korrelationen
zwischen dem Nachweis von Tumorstammzellen und aggressiven Tumortypen
sowie einer schlechten Prognose beobachtet werden. Die vorliegende Arbeit
beschaftigte sich mit der Frage, ob bei neoadjuvant behandelten
Mammakarzinompatientinnen ein Zusammenhang zwischen der Expression der
Stammzellmarker Sox2, Notch1 und Aldh1 im Primartumor bzw. auf
disseminierten Tumorzellen (DTZ) und klinisch-pathologischen Faktoren sowie
dem Therapieansprechen und den Uberlebensdaten besteht.

Material und Methoden: Zunachst wurden alle an der Universitatsfrauenklinik
Tdbingen neoadjuvant behandelten Mammakarzinompatientinnen der Jahre
2001 bis 2011 in einer Datenbank zusammengefasst. Knochenmarkaspirate
von 194 Patientinnen mit abgeschlossener neoadjuvanter Chemotherapie sowie
74 pratherapeutische und 65 posttherapeutische Gewebeproben konnten im
Rahmen dieser Arbeit immunhistochemisch analysiert werden. Fir die DTZ-
Analyse konnte nur fur Sox2 eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung etabliert
werden. Fur die Stammzellmarker Aldh1und Notch1 hingegen lie3en sich keine
reproduzierbaren Farbeprotokolle far DTZ entwickeln. Der
immunhistochemische Nachweis der Stammzellmarker Aldh1 und Notch1

wurde somit nur im Primartumor durchgefuhrt.

Ergebnisse: In 31,4% der 70 DTZ-positiven Knochenmarkaspirate konnten
Sox2-positive Tumorzellen detektiert werden. Die restlichen 124 der 194
untersuchten Patientenproben waren DTZ-negativ.

Die Expression von Sox2 auf DTZ und im Primarius zeigten keine Korrelation.
Der Sox2-Status der pratherapeutischen Gewebeprobe korrelierte signifikant

mit einem positiven Lymphknotenstatus nach neoadjuvanter Chemotherapie
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(p=0,012). Zudem waren pratherapeutisch Sox2-positive Tumoren haufiger
schlechter differenziert (p=0,102) und in einem fortgeschrittenen Stadium
(p=0,119), jedoch ohne statistische Signifikanz. Im Verlauf traten hier haufiger
Fernmetastasen auf (47,1% vs. 26,9%). AuRerdem verstarben mehr Sox2-
positiven Patientinnen (47,1% vs. 28,1%). Hingegen wirkte sich der Nachweis
von Sox2 auf DTZ gunstiger auf die klinische Prognose aus, da die Patientinnen
tendenziell weniger Metastasen und Rezidive entwickelten und weniger
Todesfalle auftraten.

Ein Zusammenhang zwischen der Expression von Sox2 in den
pratherapeutischen Gewebeproben bzw. der Detektion Sox2-positiver DTZ und

der Therapieresponse ergab sich nicht.

FUr den Stammzellmarker Aldh1 ergaben sich weder fur die pra- noch fur die
posttherapeutischen Gewebeproben signifikante Zusammenhange mit den

untersuchten Parametern.

Die pratherapeutische Notch1-Expression Kkorrelierte signifikant mit einem
negativen Hormonrezeptorstatus (ER: p=0,001; PR: p=0,007). Notch1-positive
Tumoren wiesen tendenziell haufiger einen negativen Her2-Rezeptorstatus auf
(p=0,247). Die posttherapeutische Notch1-Expression korrelierte mit einer
schlechten Differenzierung (p=0,130). Auch hier wiesen Notch1-positive
Mammakarzinome haufiger einen negativen Ostrogenrezeptor- bzw. Her2-
Rezeptorstatus auf. Eine statistisch relevante Korrelation ergab sich nicht. Ein
signifikanter = Zusammenhang  zwischen  dem Notch1-Status  und
Uberlebensdaten oder der Therapieresponse konnte nicht beobachtet werden.
Nur fir Sox2 und Notch1 konnte eine signifikante Korrelation zwischen dem
pra- und posttherapeutischen Status des Primartumors beobachtet werden
(Sox2: p=0,014; Notch1: p=0,003).

Schlussfolgerung: In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Nachweis
der Stammzellmarker Notch1 und Sox2 beim Mammakarzinom mit einem

aggressiven Phanotyp assoziiert ist. Zudem wirkte sich ein positiver Sox2-
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Status im Primartumor ungunstig auf die Prognose aus. Interessanterweise
hatte die Expression von Sox2 auf DTZ einen positiven Einfluss auf das
klinische Outcome der Patientinnen.

Eine Korrelation zwischen der Expression von Stammzellmarkern im
Primartumor bzw. auf DTZ und der Therapieresponse war nicht zu beobachten.
Jedoch konnten auch nach neoadjuvanter Systemtherapie Tumorstammzellen
im Knochenmark bzw. Primartumor nachgewiesen werden. Die genaue
Identifikation und Charakterisierung dieser Tumorzellen mit
Stammzelleigenschaften konnte fur die Entwicklung neuer innovativer
Therapieansatze bedeutend sein.

Die potentiellen Therapiemaoglichkeiten zur Eliminierung von Tumorstammzellen
erscheinen vielfaltig und sollten in klinischen Studien - auch unter Einbeziehung

der minimalen Resterkrankung — initiiert werden.
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