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Abstrakt

1. Abstrakt

1.1. Abstrakt

Einleitung: Die Prognose beim Mammakarzinom wird weitgehend durch die
Metastasierung bestimmt. Ein entscheidender Schritt hierbei ist die Ablésung der
Tumorzelle aus ihrem epithelialen Verbund. Voraussetzung dafur ist eine
Dedifferenzierung, ein Verlust von Zell-Zell-Adhasionsproteinen im Zuge einer EMT
(epitheliale-mesenchymale Transition). Adhasionsproteine sollten also gute
Differenzierungsmarker und damit gute Prognosefaktoren sein.

Gut untersucht ist bereits E-Cadherin, das die Zell-Zell-Kontakte der Adherens
Junctions aufbaut und einen validen Prognosefaktor darstellt. Weniger weil3 man
dagegen Uber die Eignung desmosomaler Komponenten. In diesem Projekt haben wir
daher die prognostische Bedeutung der desmosomalen Adh&sionsproteine Desmoglein
2 sowie Plakoglobin untersucht. Letzteres ist von besonderem Interesse, da es als
einziges Protein in beiden Adhasionsstrukturen vorkommt.

Methodik: Retrospektiv wurde bei 96 Patientinnen mit prim&rem invasiv duktalem
Mammakarzinom immunhistochemisch die Expression von Plakoglobin und
Desmoglein 2 untersucht, diese mit dem Krankheitsverlauf korreliert und mit etablierten
Prognosefaktoren verglichen. Erganzend wurde bei 7 Mammakarzinom-Zelllinien die
Expression von Plakoglobin per Western Blot bestimmt und mit ihrer Invasivitat als
Malignitatsmerkmal korreliert.

Ergebnis: Plakoglobin, dessen Expression in verschiedenen Zellkompartimenten
bewertet wurde, erwies sich als valider und unabhangiger Prognosefaktor in Hinsicht
auf das Gesamtiberleben (p<0,0002 bis p<0,032 je nach Kompartiment). Vor allem die
Expression von Plakoglobin an der Membran und im Kern gemeinsam bzw. die
Expression im Kern alleine zeigten sich als signifikante Prognosefaktoren. Die
Signifikanz der klassischen Faktoren war deutlich schlechter. Bei den In-vitro-
Experimenten korrelierte eine konservierte Plakoglobinexpression sehr eng mit einer
geringen Invasivitat der Zellen.

Auch Desmoglein 2, dessen Expression ebenfalls in verschiedenen Zellkompartimenten
bewertet wurde, zeigte sich als valider und unabhangiger Prognosefaktor in Hinsicht auf

das Gesamtiiberleben (p<0,0001 bis p<0,028 je nach Kompartiment).



Schlussfolgerung: Plakoglobin und Desmoglein 2 zeigen sich in dieser Studie als valide

und hoch signifikante Prognosefaktoren fir das Gesamtiiberleben beim
Mammakarzinom, die den etablierten Kriterien Nodalstatus, Tumorgréf3e und Grading
Uberlegen sind.

Die prognostische Evidenz einer Lokalisation von Plakoglobin im Kern erklart sich
moglicherweise dadurch, dass das hoch homologe B-Catenin, ein Transkriptionsfaktor
im malignen Wnt-Signaltransduktionsweg, von seinen genomischen Bindungsstellen
kompetitiv verdrangt wird.

Insgesamt sollten die Ergebnisse in weiteren Untersuchungen Uberprift und verifiziert
werden. Eine prospektiv randomisierte Studie ware erforderlich, damit den

Anforderungen einer modernen evidenzbasierten Medizin Rechnung getragen wird.

1.2. Abstract

Background: Breast cancer prognosis is largely affected by spreading of malignant
cells. A crucial step in metastasis is the dissociation of cancer cells from the epithelial
network. The loss of cellular adhesion proteins in the course of an EMT (epithelial-
mesenchymal-transition) is a prerequisite in this context. Thereof, adhesion proteins can
be considered as reliable markers in differentiation and prognosis.

Well studied is the value of E-cadherin, the functional protein of the adherens junctions,
as a prognostic factor. In contrast very little is known about desmoglein 2 and
plakoglobin, two adhesion proteins of the desmosomes. Plakoglobin is of particular
interest as it is the sole protein present in both adhesion structures.

Methods: In a retrospective study on 96 patients with invasive ductal breast carcinoma
the expressions of plakoglobin and desmoglein 2 was determined
immunohistochemically. The results were correlated with the outcome of the patients
and compared with established prognostic markers. Furthermore, the plakoglobin
expression was detected in 7 human breast cancer cell lines and correlated with the
invasiveness of the malignant cells.

Results: The expression of plakoglobin was evaluated in three different cell
compartments and turned out to be a valid and independent prognostic marker for the
overall survival (p<0.0002 to p<0.032). The combined expression of plakoglobin in the

membrane and the nucleus as well as the expression in the nucleus alone disclosed the
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highest prognostic impacts. The statistical significance of the classical prognostic
markers was considerably lower. The in-vitro-experiments revealed a close correlation
of high plakoglobin expression with low invasiveness of the malignant cells.

The expression of desmoglein 2 was equally evaluated and also found to be a valid and
independent prognostic marker for the overall survival (p<0.0001 to p<0.028 for the
different compartments tested).

Conclusions: In this retrospective study on invasive ductal carcinoma of the breast,
plakoglobin and desmoglein 2 turned out to be reliable prognostic markers for the
overall survival of the patients. The significance was superior to established factors like
grading, tumor size or nodal status.

The prognostic relevance of plakoglobin might be explained by a competitive
displacement of beta-catenin, a malignant transcription factor in the wnt-signaling
pathway.

Although these results are impressive, they should be verified by a prospective,

randomized study.
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2. Einleitung

2.1. Allgemein

Entscheidend fur die Prognose des Mammakarzinoms ist das Metastasierungs- bzw.
Rezidivrisiko des Primartumors. Wesentlich fur die maligne Transformation ist der
Verlust von zellularer Differenzierung. Zahlreiche strukturelle Veranderungen
ermdglichen es, dass die Tumorzelle sich aus dem Primartumor I6sen kann und es zur
Metastasierung kommt. Dabei spielen Veranderungen des Zytoskeletts und der
Adhasionsmolekiile eine entscheidende Rolle %**°. Solange der Adhasionsapparat

intakt ist, kann die maligne Zelle den epithelialen Gewebeverband nicht verlassen®.

Zellulare Adhéasion wird im Brustdrisenepithel v.a. durch zwei Strukturen erbracht: die
Adherens Junctions und die Desmosomen. Sie sind die beiden wichtigsten epithelialen
Strukturen fiir einen intakten Zellverband”’.

Beide sind @hnlich aufgebaut: Cadherine als Transmembranproteine vermitteln den
direkten Zell-Zell-Kontakt; im Zellinneren sind sie mit mehreren Proteinen assoziiert, die
ihrerseits mit dem Zytoskelett eng verbunden sind, wobei die Aktinfilamente des
Zytoskeletts tiber Catenine an den Adherens Junctions verankert sind, die

Intermediarfilamente des Zytoskeletts Giber Catenine an den Desmosomen.

Die Adherens Junctions der Epithelien, auch Cadherin-Catenin-Komplex genannt,
bestehen aus dem klassischen membranstandigen E(epithelial)-Cadherin einer Zelle,
welches als Transmembran-Glykoprotein kalziumabhangig Uber seine extrazellulare
Domane an die extrazellulare Doméne des E-Cadherins einer benachbarten Zelle
bindet und somit den Kontakt zwischen Nachbarzellen bewirkt®.

Die zytoplasmatische Doméne von E-Cadherin stellt die Verbindung zu den
zytoplasmatischen Proteinen, den Cateninen, her. Dabei bindet E-Cadherin direkt an 3-
oder y-catenin (=Plakoglobin), welche wiederum an a-Catenin binden. a-Catenin stellt
seinerseits die Verbindung zu den Aktinfilamenten des Zytoskeletts her.
Somit verbindet E-Cadherin benachbarte Zellen mit- und untereinander °101%1213.14.15
(Abb. 1).



Nur Uber die intakte Verbindung der zytoplasmatischen Doméane von E-Cadherin zu den
Cateninen ist die adaquate E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhasion tber die externe
Domane von E-Cadherin gesichert®712,

Die Rolle von E-Cadherin als Adhasionsprotein der Adherens Junctions im
Epithelgewebe ist schon gut untersucht.

Es ist ein bedeutendes Strukturprotein zur Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten.
Ein direkter Zusammenhang zwischen invasivem Tumorwachstum und gestorter E-
Cadherin vermittelter Zell-Zell-Adh&sion ist auch im Mammakarzinom
nachgewiesen12’19'20'21’22’23.

Es konnte tatsachlich gezeigt werden, dass eine normale Expression im Tumor mit
einer guten Prognose korreliert. Ein Verlust von membranstandiger E-Cadherin-
Expression ist mit einem erhdhten Metastasierungspotential und verschlechtertem

Gesamtiiberleben vergesellschaftet®” 2.

Daher wird E-Cadherin eine Tumorsuppressorfunktion zugeschrieben”?2°,

Als Strukturprotein ist es fur die Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten verantwortlich.
Gleichzeitig ist das E-Cadherin-System Bestandteil zellularer Signaltransduktionswege,
die sowohl Proliferation als auch Dedifferenzierung von Epithelien beeinflussen:
Ungebundenes B-Catenin wird, wenn der Wnt-Signalweg (Wnt= wingless + Int-1) in der
Zelle aktiviert ist, in den Zellkern transloziert, wo es fir die Transkription von Genen des
Zellwachstums und der Dedifferenzierung verantwortlich ist. In den Adherens Junctions
Ubernimmt an E-Cadherin gebundenes B-Catenin eine Funktion in der Zelladhasion. Es
kann nicht in den Zellkern gelangen und wird so der Signaltransduktion entzogen.
Wahrend der Tumorentstehung ist die Regulation des Signalweges durch E-Cadherin
gestort, da durch den Verlust von E-Cadherin vermehrt freies -Catenin vorliegt,

welches in den Zellkern transloziert werden kann?"282°,

Desmosomen kommen in allen Epithelien sowie im Herzmuskel, den Meningen und der
Epidermis vor, also in Geweben mit hohen mechanischen Anforderungen, und sind aus
einer Vielzahl von verschiedenen Proteinen aufgebaut, die in ihrer Gesamtheit den
funktionellen Komplex des Desmosoms bilden. Dabei sind zwei Hauptgruppen von
Proteinen beteiligt:

1. Die sogenannten desmosomalen Cadherine, Transmembran-Glykoproteine, die

kalziumabhangig wesentlich zur Haftung zwischen den Zellen beitragen, sind
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Mitglieder einer gemeinsamen Genfamilie, die als Unterfamilien die Desmogleine
(Dsg 1-3) sowie die Desmocolline (Dsc 1-3) der Desmosomen umfassen®. Von
den klassischen Cadherinen, wie E-Cadherin, unterscheiden sich die
desmosomalen Cadherine v.a. durch den unterschiedlichen Aufbau der
zytoplasmatischen Doméne*!. Das meist verbreitete desmosomale Cadherin ist
Desmoglein 2. Es kommt in allen Geweben und Zellen, in denen Desmosomen
vorhanden sind, vor. Als Transmembran-Glykoproteine verbinden die
desmosomalen Cadherine kalziumabhéangig Uber ihre extrazellularen Doménen
benachbarte Zellen miteinander. Uber ihre intrazellularen Domanen binden sie
Uber desmosomale Proteine, wie Plakoglobin (y-Catenin) und Plakophiline, Gber
Desmoplakin an die Intermediarfilamente des Zytoskeletts. Wie E-Cadherin
verbinden sie somit benachbarte Zellen mit- und untereinander™3*3433,

2. Die Plaque-Proteine, die eine dichte Matte an der Binnenseite der Desmosomen-
Membran bilden, vermitteln u.a. die Verbindungen zwischen der Zellmembran
und den Intermediarfilamenten des Zytoskeletts wie beispielsweise Keratin 18,
Sie stabilisieren so den Gewebeverband vom Zytoskelett tGber die Verankerung
an der desmosomalen Plaque und Uber die Cadherin-Zellverbindungen zu den
Nachbarzellen. Zu den desmosomalen Plague-Proteinen gehdren neben
Plakoglobin (y-Catenin) auch die Desmoplakine | und Il sowie die Plakophiline 1
und 2*. Dabei bindet die zytoplasmatische Domane des desmosomalen
Cadherins Desmoglein 2 mit hoher Affinitat an das Plaqueprotein
Plakoglobin*3®3’ (Abb. 1).

Garrod et al. zeigten, dass wenigstens Desmocollin, Desmoglein und Plakoglobin als
Komponenten vorhanden sein missen, um tberhaupt desmosomale Adhasion zu
bewirken®.

Uber die Rolle der desmosomalen Cadherine wei3 man bisher wenig beim invasiv
duktalen Mammakarzinom. Speziell Gber die Rolle von Desmoglein 2 wurden bisher
keine Daten publiziert.

Desmoglein 2 ist das groRte und wichtigste desmosomale Cadherin®. Es wird in allen
Epithelien exprimiert und ist wie E-Cadherin ein Strukturprotein®**%. Zusammen mit E-

Cadherin sichern die desmosomalen Cadherine die epitheliale Integritat. Bleiben sie bei



der malignen Transformation erhalten, so wird eine Metastasierung der Tumorzelle
verhindert und die Prognose fir die Patientin entscheidend verbessert.

Uber die Bedeutung des Verlustes des desmosomalen Cadherins Desmoglein 2 beim
invasiven Mammakarzinom ist bisher nichts bekannt. In Transfektionsexperimenten
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Expression von Desmoglein 2 die Invasivitat
maligner Zellen drastisch reduziert®.

In einer Studie Uber das squamdse Osophaguskarzinom zeigte das Karzinomgewebe
einen deutlichen Verlust der Normalverteilung von Desmoglein 2 und es wurde ein
Zusammenhang zwischen diesem Expressionsverlust und dem damit einhergehenden
Verlust der interzelluléaren Adhésion und auftretender Metastasierung vermutet™.
Eine andere Studie zeigt eine anormale Desmoglein 2-Expression beim
Magenkarzinom und vermutet einen Zusammenhang zwischen dem Verlust dieses
desmosomalen Cadherins und der Zunahme der Tumoraggressivitat*'.

Weiterhin wird eine Genmutation des Desmoglein 2 als ursé&chlich fur die Entstehung

einer Colitis ulcerosa vermutet®.

Als strukturierendes Protein ist vor allem Plakoglobin (y-Catenin) von zentralem
Interesse, da es als einziges Protein in beiden Adh&sionsstrukturen
vorkommt}3337:43.4445.46.4748 "jarays lassen sich auch die beiden unterschiedlichen
Bezeichnungen fir dasselbe Protein herleiten: In der Desmosomen-Forschung wird der
Begriff Plakoglobin, in der Adherens Junctions-Forschung der Begriff y-Catenin
verwendet.

Einem erhaltenen Expressionsmuster von Plakoglobin wird eine Unterdriickung des
Metastasierungsverhaltens von Tumorzellen zugeschrieben. Navarro et al. beschreiben,
dass ein Defekt von Plakoglobin mit einer gestérten Aktivitat des E-Cadherin-Catenin-
Komplexes einhergeht*.

Eine verminderte Expression fur Plakoglobin ist sowohl in humanem Brustkrebsgewebe,
beim Ovarialkarzinom, beim kleinzelligen Bronchialkarzinom, bei malignen Magen-
Darm-Tumoren, Osophaguskarzinom, Blasenkarzinom, hepatozellularem Karzinom,
Pankreaskarzinom und Prostatakarzinom beschrieben °:3148:5051,52,53.34.55,56.57
Ein Zusammenhang mit einem erhéhten Metastasenrisiko bzw. verkirztem
Gesamtiiberleben konnte dort beschrieben werden®,

In Transfektionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Expression von

Plakoglobin die Invasivitat maligner Zellen drastisch reduziert®.

8



Einleitung

Von im Zellkern lokalisiertem Plakoglobin wird berichtet, dass es die Tumoraggressivitat
unterdriickt®. Cho et al. ** beschreiben beim Ovarialkarzinom jedoch, dass nukleares
Plakoglobin mit Tumorprogression und héheren FIGO-Stadien korreliert ist. Pirinen®
hingegen findet beim nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom keinen Einfluss von

nukledrem Plakoglobin auf das Gesamttberleben.

Nicht nur intakte Desmosomen, auch ihre intrazellularen Bindungspartner, die
Intermediarfilamente, haben Einfluss auf die Malignitat eines Karzinoms. Je nach Art
dieser Filamente ist die Zelle unterschiedlich verformbar, was Einfluss auf ihre Fahigkeit
nimmt, bei der Metastasierung Gewebeschranken zu durchdringen. Insbesondere das
Intermediarfilament K18 ist schon vielfaltig untersucht und es hat sich gezeigt, dass
eine starke Expression von K18 u.a. in invasiv duktalen Mammakarzinomen
unabh&ngig vom Tumorstadium sowie histologischem Grad sowohl mit einer besseren

Prognose als auch Metastasenfreiheit einhergeht®.

| ‘\\]“
/
actin filaments
E-cadherin
-catenin
* adherens

plakoglobin junction

desmosome

desmoglein,| desme

. keratin filaments
desmocollin

Abb. 1: Schematische Darstellung der beiden Adhéasionsstrukturen Adherens Junctions und
Desmosomen und ihrer Verankerung in die Filamente des Zytoskeletts.



2.2. Gangige Prognosefaktoren beim Mammakarzinom

Das Mammakarzinom metastasiert lymphogen in die regionaren Lymphknoten wie die
der Axilla. Werden regionar befallene Lymphknoten nachgewiesen, ist davon
auszugehen, dass bereits eine hAmatogene Metastasierung stattgefunden hat, welche
das Skelettsystem, die Pleura, Lungen, Leber und Gehirn betreffen kann. Diese
Metastasen kénnen tber Jahrzehnte klinisch stumm bleiben, beim Mammakarzinom

insbesondere Mikrometastasen, die ins Knochenmark abgesiedelt wurden.

Die Prognose des Mammakarzinoms und seine Metastasierungswahrscheinlichkeit
hangen von zahlreichen Faktoren ab.

Als gangige Prognosefaktoren gelten der Lymphknotenbefall, die Tumorgrélie, das
Grading, der Steroidhormonrezeptorstatus, der Her2/neu-Status (s.u.), die Blut- sowie
LymphgefaRinvasion. Dabei verschlechtert sich die Uberlebenswahrscheinlichkeit bzw.
erhoht sich das Metastasierungsrisiko bei fortgeschrittenem Lymphknotenbefall,
zunehmender GrolRe des Primartumors, histologisch gering differenzierten Tumoren,
stattgehabter Blut- bzw. Lymphgefal3invasion sowie einem positiven Her2/neu-Status,
wobei den wichtigsten Faktor das AusmaR des Lymphknotenbefalls darstellt®®.
Patientinnen mit einem positiven Steroidhormonrezeptorstatus profitieren von einer
Hormontherapie und haben dadurch eine bessere Prognose. Seine prognostische
Bedeutung fiur die Uberlebenszeit ist allerdings geringer als die des TNM-Status

(Tumour Nodes Metastasis-Status (Klassifizierungssystem bésartiger Tumoren)) %34,

2.3. Phosphorylierung von Adhésionsmolekilen

Wie eine Regulierung der Zell-Zell-Adh&sion sowohl in den Adherens Junctions als
auch in den Desmosomen bei der Metastasierung von Tumorgewebe erfolgt, ist immer
noch nicht ausreichend geklart.

Bedeutung wird dem Wechselspiel zwischen EGF(epithelial growth factor)-induzierter
Phosphorylierung durch die Tyrosinkinase bzw. Dephosphorylierung durch die
Tyrosinphosphatase zugeschrieben®.

Beschrieben ist ein Verlust von Zell-Zell-Kontakten durch EGFR(epithelial growth factor
receptor)-induzierte Tyrosinphosphorylierung sowohl von Desmoglein 2 als auch von E-

Cadherin®,

10
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EGF-induzierte Tyrosinphosphorylierung von Cateninen wurde in Studien
verschiedenster epithelialer Tumoren, wie auch dem Mammakarzinom,
beschrieben®67:68:69,

Beschrieben ist ein Verlust von Zell-Zell-Kontakten nach Tyrosinphosphorylierung an
Plakoglobin durch EGFR, wobei sich die Bindung an Desmoglein 2 erhalten zeigte, die
zu Desmoplakin, und damit zum Zytoskelett, allerdings unterbunden wurde. Green et al.
vermuteten hier einen ersten Schritt hin zum Metastasierungsverhalten einer

Tumorzellg1?3870.71,72,73

Garrod et al.”

beobachten dementgegen jedoch eine Zunahme der Zelladhasionstarke
von Desmosomen nach EGF-induzierter Tyrosinphosphorylierung von Desmoglein 2
und Plakoglobin.

Moon et al. beschreiben ein Ausstreuen von E-Cadherin-positiven Zervixkarzinom-
Zellen als Resultat einer EGF-induzierten Tyrosinphosphorylierung von 8 - und vy-
Catenin. Hier scheint also die Phosphorylierung von 8- und/oder y-Catenin die
Adhasionsfunktion von E-Cadherin zu behindern ™.

Fir ein weiteres Mitglied der EGF-Rezeptorfamilie, c-erb-B2 (Her2/neu), ein Onkogen,
welches starke Homologie zum EGFR besitzt sowie konstitutive Tyrosinkinase-Aktivitat
ohne Ligandenbindung, ist eine Schadigung der E-Cadherin vermittelten Zell-Zell-

Kontakte beschrieben durch Phosphorylierung von B -Catenin’®’"78.

Auch wenn die Phosphorylierung von Adhasionsstrukturen die Zell-Zell-Adh&sion
beeinflusst, ist immer noch nicht sicher geklart, welche Rolle sie im
Metastasierungsverhalten von Zellen spielt.

Es muss noch genauer verstanden werden wie Adhasionsstrukturen durch EGFR-
induzierte Phosphorylierung verandert werden. Gegebenenfalls kdnnten sich hieraus

therapeutische Optionen in der Behandlung von Karzinomen ergeben.

2.4. Adhasionsstrukturen als neue Prognosefaktoren

Adhasionsproteine spielen offensichtlich eine wichtige Rolle im metastatischen
Geschehen und scheinen daher gut geeignet als neue prognostische und pradiktive

Faktoren beim Mammakarzinom.
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Das Intermediarfilament K18 zeigte sich bereits in unserer Arbeitsgruppe®*® beim
Mammakarzinom als ein unabhangiger und signifikanter Prognosefaktor sowohl fur das
metastasenfreie Uberleben als auch fiir das Gesamtiiberleben®,

Das Verstandnis fir die invasiven sowie metastatischen Neigungen eines Tumors ist
von grof3er Bedeutung, da es hilfreich ist bei der Wahl der Therapie, die bei unklarer
Prognose durchgefuhrt werden sollte.

Das vermehrte Wissen um biologische Vorgange fihrt nicht nur dazu, dass jeder Tumor
individuell klassifiziert werden kann und gezielte Wirkstoffe entwickelt werden. Es
kénnen auch Faktoren identifiziert werden, die eine Pradiktion ermdglichen, welche
Therapie bei welchen Patienten notig oder wirksam ist.

Zu diesen Markern zahlt auch der Prognosefaktor uPA (Urokinase-Typ Plasminogen
Aktivator) und dessen Gegenspieler PAI-1 (Plasminogen Aktivator-Inhibitor). In Studien
konnte belegt werden, dass bei Brustkrebs-Patientinnen im Frihstadium, bei denen
keine Lymphknoten befallen sind, ein niedriger uPA/PAI-1-Anteil im Tumorgewebe ein
zuverlassiger Prognosefaktor fiir ein niedriges Ruckfallrisiko ist. "Diesen Patientinnen —
in Studien immerhin mehr als ein Drittel aller Betroffenen — kann eine begleitende
Chemotherapie erspart bleiben, ohne ihr Risiko, erneut zu erkranken, zu erhéhen™"°.
Die ideale Therapie sollte auf den individuellen Tumor zugeschnitten sein.

Eine adjuvante Therapie kann fir Brustkrebspatientinnen eine therapeutische Chance
bedeuten. Der Mehrzahl der Frauen mutet man durch eine adjuvante Chemotherapie
allerdings eine Ubertherapie mit betrachtlichen Nebenwirkungen bei hohen Kosten zu.
Daher werden neue Parameter dringend bendtigt, die einerseits genaue Informationen
Uber das individuelle Tumorverhalten geben und andererseits die molekularbiologischen
Gesetzmaligkeiten der Krankheit besser verstandlich machen.

Molekulare Biomarker kdnnten das Potential eines Tumors zur Invasion und
Metastasierung aufzeigen und somit Patienten, die eine Therapie bendtigen,

identifizieren und solche, bei denen kein Metastasierungsrisiko besteht, aussparen®.

2.5. Therapeutische Bedeutung

Fir das Intermediarfilament K18 ist bekannt, dass seine Expression in invasiv duktalen
Mammakarzinomen unabhangig vom Tumorstadium sowie histologischem Grad sowohl
mit einer verbesserten Uberlebenswahrscheinlichkeit als auch Metastasenfreiheit

einhergeht®’. Mit diesem Wissen wurde der Versuch unternommen, das K18-Gen in
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Einleitung

aggressive Mammakarzinomzellen zu transfizieren. Dabei nahm die Aggressivitat des
Gewebes mit der Zunahme der K18-Synthese in diesen Zellen ab. Auch zeigte sich mit
zunehmender K18-Synthese eine Hochregulierung von Plakoglobin und E-Cadherin®.,
Dieses redifferenzierende Potential von K18, das anscheinend die Metastasierung
behindert, kdnnte also zur therapeutischen Behandlung genutzt werden. Dabei gibt es
Uberlegungen, das K18-Gen an einen fir Mammakarzinomzellen spezifischen
Antikdrper zu binden.

Der therapeutische Antikorper Trastuzumab (Herceptin), der sich gegen den Her2/neu-
Rezeptor richtet, kbnnte ein Transporter sein, um den Transfer des K18-Gens in die

Tumorzellen zu vermitteln®.

Auch fur Plakoglobin sowie Desmoglein 2 zeigt sich eine deutlich verringerte
Tumoraggressivitat, wenn ihre Expression in der Karzinomzelle erhalten ist. Hier konnte

vielleicht eine &hnliche therapeutische Behandlung erfolgversprechend sein®**>’,
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Zielsetzung

3. Zielsetzung

Entscheidend fir die Prognose des Mammakarzinoms ist das Metastasierungs- bzw.
Rezidivrisiko des Primartumors. Wesentlich fur die maligne Transformation ist der
Verlust von zellularer Differenzierung. Zahlreiche strukturelle Veranderungen
ermdglichen es, dass die Tumorzelle sich aus dem Priméartumor I6sen kann und es zur
Metastasierung kommt®. Dabei spielen Veranderungen des Zytoskeletts und der
Adhasionsmolekiile eine entscheidende Rolle®**>*,

Solange der Adh&sionsapparat intakt ist, kann die maligne Zelle den epithelialen

Gewebeverband nicht verlassen®.

Es steht also zu erwarten, dass die Expression von Adhasionsproteinen im Prim&rtumor

mit der Prognose der Patientin korreliert.

Der Uberwiegende Teil der zellularen Adhasion im Mammaepithel wird durch zwei
Strukturen erbracht: die Adherens Junctions und die Desmosomen. Beide sind &hnlich
aufgebaut: Cadherine als Transmembranproteine vermitteln den direkten Zell-Zell-
Kontakt ; im Zellinneren sind sie mit mehreren Proteinen assoziiert, die ihrerseits an das
Zytoskelett binden.

E-Cadherin, das Cadherin der Adherens Junctions, ist schon gut untersucht. Hier
konnte tatsachlich nachgewiesen werden, dass eine hohe Expression im Tumor mit
einer guten Prognose korreliert.

Uber die Rolle der desmosomalen Cadherine wie beispielsweise Desmoglein 2 weil3
man dagegen wenig.

Vor allem Plakoglobin (y-Catenin) ist von zentralem Interesse, da es als einziges
Protein in beiden Adhasionsstrukturen vorkommt.

Fur Plakoglobin wurde in einigen Studien ein Zusammenhang zwischen seiner
Expression und dem Metastasierungsverhalten von Tumorzellen des invasiven
Mammakarzinoms sowie anderer epithelialer invasiver Tumoren vermutet: dabei scheint
ein Expressionsverlust von Plakoglobin mit einer héheren
Metastasierungswahrscheinlichkeit und verkirztem Gesamttberleben einherzugehen

sowie vice versa*®®"8,
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Aus genannten Grinden scheint der Einfluss von Adhasionsproteinen auf die
Metastasierung und damit den Krankheitsverlauf beim Mammakarzinom von
besonderem Interesse:

e In einer retrospektiven Studie soll an invasiv duktalen Mammakarzinom-
Praparaten immunhistochemisch die Expression von Plakoglobin und
Desmoglein 2 untersucht werden. Die Expression dieser Proteine soll mit dem
Krankheitsverlauf korreliert und so ihre Wertigkeit als Prognosefaktoren ermittelt
werden.

e Weiterhin sollen die potentiellen Prognosefaktoren Plakoglobin und
Desmoglein 2 mit etablierten Prognosefaktoren verglichen werden.

e Zur Erganzung der retrospektiven Studie an asserviertem Tumormaterial soll
Uberpruft werden, ob sich das Prinzip des Expressionserhalts und die damit
verknupfte bessere Prognose in Zellkulturexperimente Gbertragen lasst. Hier
wird stellvertretend fir beide Adhasionsproteine Plakoglobin untersucht. Daftr
werden sieben humane Mammakarzinom-Zelllinien mit sehr weitgespannter
Auspragung von Differenzierungsstatus und Aggressivitat analysiert, wobei ihre

Invasivitat als Marker fir die Malignitat der Zellen dienen soll.
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Patientinnen, Material und Methoden

4. Patientinnen, Material und Methoden

4.1. Das Kollektiv

Untersucht wurde das Tumorgewebe von 96 Frauen mit invasiv duktalem
Mammakarzinom. Die Altersverteilung zum Zeitpunkt der Diagnose lag zwischen 24
und 85 Jahren bei einem Median von 56 Jahren. Der Beobachtungszeitraum erstreckte
sich von 8 Monaten bis zu 16,9 Jahren (Median: 7,5 Jahre). Alle Frauen waren
zwischen 1986 und 1987 im Berliner Universitatsklinikum Benjamin Franklin

wegen eines invasiv duktalen Mammakarzinoms behandelt worden.

Die Priméartherapie bestand bei 89 Frauen aus einer Mastektomie, bei 7 Frauen wurde
eine brusterhaltende Therapie vorgenommen. Bei allen Patientinnen wurden die
axillaren Lymphknoten bis mindestens Level Il entfernt und histologisch untersucht. So
konnte postoperativ eine Zuordnung nach dem pTpN-Stadium erfolgen.

Bei brusterhaltendem Vorgehen wurde die Brust nachbestrahlt. Lag ein metastatischer
Lymphknotenbefall der Axilla vor, wurde je nach Menopausenstatus sowie
Hormonrezeptorstatus eine adjuvante Chemotherapie nach dem CMF-Schema bzw.
eine antihormonelle Therapie durchgefihrt.

Von der Studie ausgeschlossen wurden Patientinnen, die an einem anderen Malignom
erkrankt waren, schwere internistische Begleiterkrankungen hatten, sich wegen eines
Lokalrezidivs oder eines bereits behandelten Mammakarzinoms vorgestellt hatten, und
Patientinnen, Uber deren Krankheitsverlauf keine sicheren Informationen eingeholt
werden konnten.

13 Patientinnen (13,5%) entwickelten wahrend des Beobachtungszeitraumes ein
Lokalrezidiv, bei 39 Frauen (40,6%) traten Fernmetastasen auf, 10 (10,4%)
entwickelten sowohl Lokalrezidive als auch Metastasen und 33 (34,4%) verstarben in
dieser Zeit an den Folgen des Mammakarzinoms. 49 Patientinnen (59,8%) waren am
Ende des Beobachtungszeitraums noch am Leben, 14 Patientinnen (17,1%) starben an
anderen Ursachen (Tab. 1).

Nach dem Abschluss der Primértherapie unterzogen sich die Patientinnen dem
gangigen Nachsorgeprogramm mit regelmanRigen klinischen und laborchemischen
Untersuchungen, Oberbauchsonographie, Thoraxrontgenaufnahme, Mammographie
der kontralateralen Brust bzw. der Restbrust bei BET sowie einer Skelettszintigraphie

bei auftretenden Knochenschmerzen.
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Tab. 1: Patientinnenkollektiv in Bezug auf das Auftreten von Lokalrezidiven, Metastasen,
Lokalrezidiven und Metastasen gemeinsam und die Mortalitat in Bezug auf das

Mammakarzinom.

Patientinnen Lokalrezidive Metastasen Lokalrezidive + Mortalitat
Metastasen
n° =96 13,5% (n=13) 40,6% (n=39) 10,4% (n=10) 34,4% (n=33)

n°® = Anzahl der Patienten

4.2. Farbung von Plakoglobin mit Hilfe der APAAP-Methode

4.2.1 Anfertigung der Gewebeschnitte

Pro Patientin wurden mehrere 3 um dicke Schnitte von dem formalinfixierten,
paraffineingebetteten Tumormaterial angefertigt, auf gebrauchsfertige ,superfrost-plus®-

Objekttrager aufgebracht, bei 37°C getrocknet und Gber Nacht bei 56 °C gebacken.

4.2.2 Entparaffinierung der Gewebeschnitte

Die Deparaffinierung wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

Schritt 1: ca. 20 Objekttrager wurden fur 5 Minuten in 250 ml Xylol inkubiert .

Schritt 2: Wiederholung von Schritt 1 mit frischem Xylol.

Schritt 3: Inkubation der Schnitte fir 10 Minuten in 250 ml Aceton

Schritt 4: Inkubation der Schnitte flr 10 Minuten in einem Aceton-Trispuffer-
Gemisch (Verhéltnis 1:2)

Schritt 5:  Uberfuhren der Schnitte fiir 10 Minuten in Tris-Puffer.

4.2.3 Antigendemaskierung

Die Demaskierung von Plakoglobin erfolgte bei pH 6 in einem Citratpuffer. In diesem
wurden die Gewebeschnitte fir 30 Minuten bei 600 Watt in der Mikrowelle gekocht,
anschlieend fir 20 Minuten abgekuhlt und dann tGber 2x5 Minuten mit Tris-Puffer
gewaschen.

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Proben mit fetalem
Kalberserum fur 30 Minuten bei Raumtemperatur tberschichtet.
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4.2.4 Die Primarantikorper

Es folgte die Inkubation der Gewebeschnitte mit dem Primarantikorper.

Der Nachweis von Plakoglobin (CBL 175, Clone PG 5.1, mouse monoclonal, Dianova)
(Tab.2) wurde in einer Verdiinnung von 1:20 tber Nacht im Kihlraum in einer feuchten
Kammer durchgeflhrt.

Anschliel3end wurden die Praparate mit Tris-Puffer gewaschen.

4.2.5 Das Detektionssystem

Nach der Inkubation mit dem Primé&rantikorper erfolgte die Applikation des
Bruckenantikorpers, der die Fc-Fragmente des Primarantikérpers mit dem APAAP-
Komplex verbindet.

Bei dem APAAP-Komplex handelt es sich um einen enzymgekoppelten Antikérper
( APAAP = Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase ).

Die Praparate wurden mit dem Bruckenantikdrper (RaMa IgG, Dianova) (Tab. 2) in
einer Verdiinnung von 1:40 fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, und
anschlielend mit Tris-Puffer gewaschen.

Danach wurde der APAAP-Komplex (Maus IgG1, Dianova) (Tab. 2) in einer
Verdinnung von 1:40 fur 30 Minuten bei Raumtemperatur aufgetragen und dann
ebenfalls mit Tris-Puffer abgewaschen.

Zur Signalverstarkung wurden die Schritte der Briickenantikorper- und APAAP-
Komplex-Inkubation mit einer verkirzten Zeit von 10 Minuten wiederholt. Zwischen

jedem einzelnen dieser Schritte wurde mit Tris-Puffer gesplilt.

4.2.6 Die Entwicklung

Zur Entwicklung wurde das DAKO-New Fuchsin Chromogen-Substrate-Kit benutzt:

3 Tropfen (Tropfflasche) Fuchsin und 3 Tropfen Aktivierungsreagenz mussten fir eine
Minute miteinander reagieren und wurden auf 2 ml mit Substratpuffer aufgefullt.

Das Gemisch wurde dann auf die Praparate aufgetragen und nach 20 Minuten mit Tris-
Puffer abgewaschen.

Fur 30 Sekunden wurden die Praparate mit Hamalaunldsung gegengeféarbt, dann mit
destilliertem Wasser gewaschen und anschliel3end 10 Minuten in Leitungswasser

gewassert. Eingedeckt wurde mit Kaisers-Glyceringelatine.
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4.3. Immunhistochemische Farbung von Desmoglein 2 (Avidin-Biotin-Methode)

Die Anfertigung der Gewebeschnitte, die Deparaffinierung und die Blockierung der
unspezifischen Bindungsstellen erfolgte in gleicher Weise wie fur Plakoglobin. Die
Antigendemaskierung wurde wie bei Plakoglobin in Zitratpuffer in der Mikrowelle

durchgefuhrt.

4.3.1 Die Streptavidin-Biotin-Methode (LAB-Methode)

Die Streptavidin-Biotin-Methode nutzt die starke Affinitat von Streptavidin fur Biotin. Das
Streptavidin wird mit einem Enzym gekoppelt und bindet an den biotinylierten
Sekundéarantikorper.

Die Uberaus starke Affinitat von Avidin gegenuber Biotin verschafft dieser Methode eine
hohere Sensitivitat im Vergleich zu der vorher aufgefiihrten APAAP-Methode®*.

Diese hohere Farbesensitivitat verbessert den Desmoglein-Nachweis deutlich, der
aufgrund der geringen Sensitivitat des zur Verfigung stehenden Primé&rantikdrpers mit
der APAAP-Methode unbefriedigend geblieben ware.

4.3.2 Das Biotin-Blocking-System

Dieses System dient zur Blockierung aller unspezifischen Avidin- und Biotin-
Bindungsstellen, die im Gewebe vorhanden sein kdnnten.

Zunachst wurden die Gewebeschnitte fur 10 Minuten mit Avidin-Losung inkubiert und
anschlielend mit Tris-Puffer gewaschen.

Darauf folgte die Inkubation mit einer Biotin-Losung ftr 10 Minuten und anschliel3ender

Spulung mit Tris-Puffer.

4.3.3 Der Primarantikérper

Es folgte die Inkubation der Gewebeschnitte mit dem Primé&rantikorper.
Desmoglein (CBL 174, Clone 3.10, mouse monoclonal, Dianova) (Tab.2) wurde mit
einer Verdiinnung von 1:15 Uber Nacht im Kihlraum in einer feuchten Kammer

inkubiert. AnschlieRend wurde mit Tris-Puffer gespult.
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4.3.4 Der Sekundarantikdrper

Es wurde ein biotinylierter sekundarer Antikorper benutzt, Biotin-SP-conjugated
AffiniPure Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L), (Dianova) (Tab. 2).
Mit einer Verdinnung von 1:1000 wurde er fur 45 Minuten auf die Gewebeschnitte

aufgetragen und anschlieRend mit Tris-Puffer wieder abgewaschen.

4.3.5 Der AP(Alkalische Phosphatase)-Komplex

Streptavidin-AP-Konjugat wurde in einer Verdinnung von 1:1000 fur 45 Minuten auf die
Gewebeschnitte aufgetragen und anschlie3end mit Tris-Puffer abgewaschen (Tab. 2).
Das Streptavidin bindet an das Biotin des zweiten Antikbrpers, was zu einer verstarkten
Farbung fuhrt.

Die Entwicklung und Einbettung der Praparate wurde dann in gleicher Weise wie bei
der APAAP-Methode durchgefiihrt.

Tab. 2: Zusammenstellung der fir die IHC verwendeten Antikorper und Detektionssysteme

Antikorper Primérantikorper | Sekundérantikorper | Detektionssystem
CBL 175, Clone PG Briickenantikorper APAAP-Komplex
lakoalobi 5.1 mouse RaMa IgG, Dianova | Maus IgG1, Dianova
Plakoglobin monoclonal, Dianova

Verdinnung 1:20

Verdinnung 1:40

Verdinnung 1:40

Desmoglein 2

CBL 174, Clone 3.10
mouse monoclonal,
Dianova

Verdinnung 1:15

Biotin-SP-conjugated
AffiniPure Rabbit
Anti-Mouse 1gG
(H+L), Dianova

Verdiinnungl1:1000

Streptavidin-AP-
Konjugat
Roche Diagnostics
Verdiinnungl:1000

4.4. Positiv- und Negativkontrollen

Bei jedem Farbedurchgang wurde sowohl eine Positiv- als auch eine Negativkontrolle

mitgefarbt, um zu sichern, dass das beobachtete Farbeergebnis plausibel ist.

Als Positivkontrolle diente normales, gesundes Brustdrisengewebe, das sowohl

Plakoglobin als auch Desmoglein 2 sicher in der Membran des Driisenepithels

exprimiert.

Als Negativkontrolle diente ebenfalls normales, gesundes Brustdriisengewebe. Zum

Ausschluss unspezifischer Farbung durch die verwendeten Reagenzien wurde bei der




Negativkontrolle anstatt des priméaren Antikérpers Normalserum eingesetzt, welches
keine Antikorper gegen humanes Plakoglobin bzw. Desmoglein 2 enthielt.
Zeigte die Negativkontrolle keine Membranfarbung, so war sicher, dass die gefundene

Farbung mit dem Priméarantikorper der untersuchten Préaparate spezifisch war.

4.5. Untersuchungen an kultivierten Zellen

Bei kultivierten, humanen Mammakarzinom-Zelllinien wurde die Plakoglobinexpression
durch Western Blots bestimmt. Das invasive Potential dieser Zellen wurde durch

Transwell-Experimente in Boyden-Kammern ermittelt.

45.1 Zellkultur

Untersucht wurden folgende etablierte humane Mammakarzinom-Zelllinien: MDA-MB-
231, MDA-MB 435, SK-BR-3, ZR75-1, MCF-7 sowie die beiden Subklone MDA-MB-
231-K18 und MCF-7-LCC2. Die etablierten Zelllinien wurden von der ATCC (American
Type Culture Collection, Manassas, USA) bezogen und im jeweils empfohlenen
Medium (Biochrom) im Inkubator bei 37 °C und 5% CO,, kultiviert. Bei ca. 95%
Konfluenz wurden die Zellen passagiert.

Der Subklon MDA-MB-231-K18 war durch Transfektion des Keratin 18-Gens in die
Mutterzelllinie gewonnen worden® und unterscheidet sich von dieser durch die
Expression zahlreicher differenzierungs-assoziierter Proteine. Der Subklon MCF-7-
LCC2 wurde durch mehrere Passagen der Mutterzelllinie in der Nacktmaus erzeugt.
Der Wildtyp MCF-7 bildet eigentlich keine Metastasen im Tiermodell. In diesem Fall
wurde der Zelltumor so lange von Maus zu Maus transplantiert, bis eine Metastasierung
erfolgte. Diese Zellen wurden explantiert und in Kultur genommen (Schaller 1996).
Diese beiden Paare aus Mutterlinie und Subklon sind fir die geplanten Untersuchungen
besonders wertvoll, da sich Wildtyp und Subklon in ihrer Aggressivitat deutlich
unterscheiden. Eine Korrelation von Plakoglobin mit dem Invasionsverhalten der
Tumorzelllinien wurde Uberpruft.

Insgesamt decken die ausgewahlten Zelllinien einen weitgespannten Bereich in Hinblick

auf Differenzierung und Malignitat ab (Tab. 3).
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Tab. 3: Eigenschaften der untersuchten Mammakarzinom-Zelllinien

. Differen- Ostrogen- HER2- Metastasierung
Zelllinie , . -
zierungsgrad Rezeptor Rezeptor im Tiermodell
MDA-MB 231 sehr gering nein nein ja
MDA-MB 231- sehr hoch ja nein nein
K18 :
MDA-MB 435 sehr gering nein nein ja
SKBR 3 gering nein ja ja
ZR 75-1 hoch ja nein nein
MCF 7 hoch ja nein nein
MCF 7-LCC2 mafig ja nein ja

4.5.2 Western Blots

Gewinnung der Proben: Die Zellen wurden in 5 cm-Petrischalen kultiviert, mit PBS

gewaschen, abgesaugt und mit jeweils 500 pl heiRem SDS-Probenpuffer (sodium
dodecyl sulfate) (Roti-Load 1, Roth) solubilisiert. Das Material wurde in Eppendorf-
ReaktionsgefalRe Uberfihrt und fir 5 min bei 95 °C denaturiert. Danach wurde die DNA
mit einer Ultraschallsonde geschert, die Probe fiir 5 min bei 16.000 g zentrifugiert, der
Uberstand aliquotiert, eingefroren und bei -80 °C gelagert.

SDS-Gelelektrophorese und Blot: Verwendet wurde eine Mini-Protean 2 Apparatur der

Firma Bio-Rad (Miinchen). Polyacrylamidgele mit einer Dicke von 0,7 mm wurden nach
Vorschrift des Herstellers gegossen, in die Kammer eingespannt und mit Laufpuffer
(Rotiphorese SDS-Page, Roth) tiberschichtet. Aufgetragen wurden jeweils 10 pl Probe
pro Tasche. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer Stromstérke von 10 mA im
Sammelgel und 20 mA im Trenngel, bis die Bromphenolblau-Bande des Probenpuffers
den unteren Gelrand erreicht hatte.

Das Gel wurde vorsichtig aus den Glasplatten entnommen, fiir 10 min in Towbin-Puffer
aquilibriert, danach Luftblasen-frei auf eine befeuchtete Nitrozellulose-Membran gelegt,
mit befeuchtetem Filterkarton zu einem Sandwich zusammengefigt und in die
Blotapparatur verbracht. Geblottet wurde tber Nacht unter Kiihlung bei 30 Volt.

Immunfarbung der Proteinbanden: Nach dem Blot wurde die Membran fir mindestens

1h oder Gber Nacht im Kihlschrank mit 4% Magermilchpulver geblockt. Danach wurde
3x mit TBST gewaschen und mit primarem anti-Plakoglobin-Antikérper (CBL 175,
Cymbus Technologies, Klon PG 5.1) 1:200 in TBST / 1% Magermilchpulver fur 1h bei
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37 °C inkubiert. Nach 3x Waschen mit TBST wurde fir 1h bei 37 °C mit anti-Maus-AK-
Konjugat des Lumi-Light-Detektions-Kits (Boehringer / Roche Diagnostics) in einer
Verdinnung von 1:2.000 in TBST / 1% Magermilchpulver inkubiert. Danach wurde
gemal Anleitung des Herstellers erneut gewaschen, mit Substratldsung inkubiert, die
Flissigkeit abgestreift und die Membran dann zwischen 2 transparente Folien gelegt. In
einer Expositionskassette wurde die Lumineszenz der Banden auf einen Réntgenfilm
(Kodak X-Omat AR, Kodak) belichtet. Danach wurde die Membran in Blockpuffer
gewaschen und zur Quantifizierung von B-Aktin, das als interner Standard diente, eine
erneute Immunfarbung wie oben beschrieben durchgefihrt. Verwendet wurde der anti-
B-Aktin-Antikérper (AB 8226 loading control, Abcam, Cambridge, UK) in einer
Verdinnung von 1:5000. Sekundar wurde das anti-Maus-Konjugat des Lumi-Light-Kits
in einer Verdinnung von 1:5000 eingesetzt.

Die belichteten Filme wurden entwickelt (Kodak GBX, Sigma), mit einem Densitometer
(GS 700, Bio-Rad) gescannt und mit der Quantifizierungs-Software Quantity One (Bio-

Rad) ausgewertet.

4 5.3 Invasivitat

Zur Bestimmung des invasiven Potentials wurde gemessen, wie viele Zellen pro
Zeiteinheit eine kinstliche Basalmembran durchdringen, wenn die Zellen versuchen,
einem chemotaktischen Gradienten zu folgen. Filterinserts (Falcon 353182, Becton
Dickinson) mit einer Porengrof3e von 8 uM wurden mit einer kiinstlichen Basalmembran
(ECM-Gel, Sigma) nach Anleitung des Herstellers beschichtet. Die Inserts wurden in 12
Well-Platten tUberfuhrt, die Kulturmedium mit 20% FCS enthielten. In die Inserts wurden
jeweils 50.000 Zellen in Medium mit 0,5% FCS verbracht und Gber Nacht im
Brutschrank inkubiert. Danach wurden die im Insert verbliebenen Zellen zusammen mit
der Basalmembran mit angefeuchteten Wattestabchen vorsichtig, aber grindlich
ausgewischt. Die Inserts mit den an der Unterseite der Membran anhaftenden
invadierten Zellen wurden in ein neues Well tberfuhrt, das Medium mit einer Viability-
Testzubstanz enthielt (CellTiter 96 AQ, Promega). Die Mitochondrien der Zellen setzen
gelbliches MTS ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt) zu einem blauvioletten Komplex um. Im
Gegensatz zum bekannten MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid) ist diese Verbindung jedoch Membran-gangig, so dass sie
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sich im Inkubationsmedium anreichert. Nach 4h im Inkubator wurden jeweils 200 pl des
Mediums in eine Mikrotiterplatte tberfuhrt und die Extinktion der Losung bei 495 nm in
einem ELISA-Reader (Dynatech) gemessen. Die Absorption ist ein unmittelbares Maf3
fur die Anzahl der umsetzenden Zellen. Zur Kontrolle der basalen Absorption wurde ein

gleich behandeltes Insert ohne Zellen mitgefthrt.

4.6. Reagenzien und Puffer

e Aceton

e anti-B-Aktin-Antikérper (AB 8226 loading control, Abcam, Cambridge, UK) in
einer Verdiinnung von 1:5.000

e anti-Maus-AK-Konjugat des Lumi-Light-Detektions-Kits (Boehringer / Roche
Diagnostics) in einer Verdinnung von 1:2.000 bzw. 1:5000 in TBST / 1%
Magermilchpulver

e Biotin-Blocking-System: DAKO

e Blockpuffer: Magermilchpulver 4% in TBST

e Citratpuffer (pH 6): Stammlésung A= 0,1 M (21,01 g) Zitronensaure in

1000 ml Aqua dest.
Stammlésung B = 0,1 M (29,41 g) Natriumcitrat in
1000 ml in Aqua dest.

18 ml der Stammlésung A und 82 ml der Stammldsung B mit 900 ml Aqua dest.
auffillen und gut mischen.

e ECM-Gel: Sigma

o FCS: fetales Kélberserum; Biochrom KG,hitzeinaktiviert (1/2 Stunde bei 56°C)

e Hamalaunlésung

o Kaiser-Glyceringelatine

e Laufpuffer (Rotiphorese SDS-Page): Roth

e New Fuchsin Chromogen-Substrate-Kit : DAKO

e PBS: Phosphate buffered saline

e Polyacrylamidgele : nach Vorschrift des Herstellers gegossen

e Sammelgel (4%): 3,075 ml H,0, 1,25 ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCI, pH
6,7), 0,67 ml Acrylamid/Bis (30%), 50 pl SDS (10%), 25 ul Ammoniumpersulfat
(10%), 5 ul TEMED (alle Chemikalien: Roth)
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e SDS-Gelelektrophorese

e SDS-Probenpuffer (Roti-Load 1): Roth

e Substratlésung des Lumi-Light-Detektions-Kits

e TBST: 50 mM Tris-Puffer, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20, pH 7,6

e Trenngel (10%): 12,3 ml H,O, 7,5 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8), 9,9
ml Acrylamid/Bis (30%), 150 pl SDS (10%), 150 ul Ammoniumpersulfat (10%),
20 pl TEMED (Roth)

e Tris-Puffer (5-fach konzentriert): 171,25 g Tris-HCI (0.217 M)
20,00 g Tris-Base (33 mM)
219,50 g NaCl (0,75 mM)

Der Tris-Puffer wurde fir alle Farbungen 1:5 verdinnt und zur Verdiinnung
aller Antikorper benutzt.
e Towbin-Puffer: 25 mM Tris-Puffer, 192 mM Glycin, 20% Methanol, pH 8,3
¢ Viability-Testsubstanz: CellTiter 96 AQ; Promega: MTS
e Xylol

4.7. Auswertung und statistische Analyse

Die Gewebeschnitte wurden von mindestens zwei unabhangigen Untersuchern
beurteilt, die zum Zeitpunkt der Auswertung keine Kenntnis der dazugehdrigen

Patientinnendaten und deren Krankheitsverlaufen besafl3en.

Plakoglobin und Desmoglein 2 werden nicht nur an der Membran, sondern auch in
weiteren Zellkompartimenten wie dem Zytoplasma und Kern nachgewiesen. Die
verschiedenen Lokalisationen sollten prognostisch bewertet werden. Daflr war das
ubliche Scoring-System (immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner
(1987)%% aufgrund der Komplexitat ungeeignet, da die Vielzahl der Bewertungsziffern
die Interpretation der Ergebnisse erschwert und statistische Aussagen verwassert
hatten. Daher wurde in enger Abstimmung mit dem Institut flr Statistik ein eigener
Score mit reduziertem Umfang entwickelt.

Die Einteilung der Farbeintensitat (Sl=staining intensity) erfolgte in Anlehnung an den
IRS-Score, jedoch wurde der Prozentsatz positiver Zellen (PP) lediglich in weniger als

50% oder mehr als 50% gefarbte Zellen unterteilt.
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e 0 = keine positiven Zellen

e 1 = weniger als 50% positive Zellen

e 2 =mehr als 50% positive Zellen
Die einzelnen so auf diese Weise nach der Formel:

IRS =SIx PP

mit O bis 6 bewerteten Kompartimente Zytoplasma, Membran und Kern wurden
daraufhin addiert, so dass sich ein Reaktionsgrad zwischen 0 und 18 ergab (Tab. 4).
Auch hier wurden Positiv- und Negativkontrollen zur Justierung der Bewertung
herangezogen.

Tab. 4: Modifizierter immunreaktiver Score fur Plakoglobin und Desmoglein 2

Farbeintensitatsstufen Prozentualer Anteil
0 = keine Farbung 0 = keine positiven Zellen
1 = schwache Farbung 1 = <50 % positive Zellen
2 = maliige Farbung 2 => 50 % positive Zellen
3 = starke Farbung

Multiplikation der Farbeintensitat und des prozentualen Anteils positiver Tumorzellen

ergeben den immunreaktiven Score mit einem Bereich von 0-6 fir die einzelnen
Kompartimente. Die Addition der einzelnen Kompartimente zeigte so Reaktionsgrade zwischen
0 und 18.

Die Cut-Points fir Plakoglobin und Desmoglein 2 wurden sowohl getrennt fur die
einzelnen Kompartimente als auch fir einen gemeinsamen Gesamtscore des jeweiligen
Proteins festgelegt (Tab. 5). Prognostische Zielkriterien waren das Auftreten eines
Lokalrezidivs, einer Metastase oder beider gemeinsam, bzw. das Versterben der
Patientin durch das Mammakarzinom.

Hierbei steht Plako-M fiir die Membranfarbung, Plako-Z fir die Zytoplasmafarbung und
Plako-K fur die Kernfarbung von Plakoglobin. Plako-gesamt beschreibt die Summe aller
drei Kompartimente.

Desmo-M steht fir die Membranfarbung, Desmo-Z fiir die Zytoplasmafarbung und
Desmo-K fiur die Kernfarbung von Desmoglein 2. Desmo-gesamt beschreibt die Summe
aller drei Kompartimente.

Desmo-1 bertcksichtigt sowohl die Membran- als auch die Zytoplasmafarbung von

Desmoglein 2, aber nicht dessen Kernfarbung.
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Tab. 5: Ermittelte Cut-Points fur Plakoglobin und Desmoglein 2 jeweils gemeinsam und nach

Kompartimenten getrennt fiir die verschiedenen Ereignisse

. Auftreten von Tod durch
. Auftreten eines | Auftreten von - .
Variable L Lokalrezidiv Mammakarzino
Lokalrezidivs Metastasen

und Metastasen m
Plakoglobin 5,5 13,5 5,5 45
Plako-M 1,5 5 0,5 0,5
Plako-Z 3,5 5 3,5 3,5
Plako-K 5 0,5 2,5 2,5
Desmo 3,5 10,5 6,5 6,5
Desmo-1 9 9 3,5 4.5
Desmo-M 5 5 15 3,5
Desmo-Z 0,5 5 2,5 2,5
Desmo-K 5 3,5 0,5 0,5

Somit waren die Werte Uber dem jeweils ermittelten Cut-Point als positiv zu werten,

Werte darunter als negativ.

Der Lymphknotenstatus (N) war postoperativ histologisch (p) untersucht worden.
Gemal3 der damaligen TNM-Klassifikation der UICC (Union internationale contre le
cancer) entsprach pNO einem nicht vorliegendem Tumorbefall, pN1 einem Tumorbefall
in beweglichen, homolateralen axillaren Lymphknoten, pN2 entsprach einem
Tumorbefall in homolateralen axillaren Lymphknoten mit Fixation untereinander oder an
anderen Strukturen. pN=0 wurde als negativ gewertet (=0), pN>0 als positiv (=1).

Der postoperative Nachweis der Ostrogenrezeptoren (ER) erfolgte
immunhistochemisch. Ein Tumor galt als ER-positiv (ER=1), wenn in 210% der Zellen
Ostrogenrezeptoren nachweisbar waren. Waren unter 10% nachweisbar, lag ein
negativer Ostrogenrezeptorstatus (ER=0) vor®.

Die TumorgrofRe wurde gemal der TNM-Klassifikation beurteilt. pT1 bezeichnet eine
TumorgréRe von max. 2 cm, pT2 eine Tumorgrél3e von Uber 2 bis 5 cm, pT3 eine
Tumorgré3e von dber 5 cm und pT4 Tumore jeglicher Grofl3e mit direkter Infiltration von
Brustwand, Haut oder inflammatorische Karzinome.

In der Beurteilung des histologischen Gradings (G) wurden die Mitoseraten, die
Kernpleomorphie und die tubulare Differenzierung bertcksichtigt. G1 entsprach einem

hohen, G2 einem mafigen und G3 einem niedrigen Differenzierungsgrad.
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K18 war mit dem IRS bewertet worden und der Cut-Point bei 4 festgesetzt. Ein IRS >4
wurde positiv, ein IRS<4 negativ gewertet®® .

Her2/neu wurde in dieser Studie fur die Vergleichbarkeit der Parameter bei diesem
Patientinnenkollektiv ebenso mit dem IRS bewertet, wie dies vor Einfihrung des Dako-
Scoring-Systems ublich war. Ein IRS >4 wurde positiv, ein IRS <4 negativ gewertet.
Die Farbedaten fir K18 sowie Her2/neu wurden bei anteilig gleichem
Patientinnenkollektiv mit freundlicher Uberlassung von PD Dr. llka Fuchs
iibernommen®.

Da Her2/neu nicht fur alle Patientinnen bekannt war, wurde die Mehrzahl der Analysen
jeweils einmal mit allen Variablen, aber ohne die Patientinnen, deren Her2/neu -Werte
nicht bekannt waren, und einmal mit allen Patientinnen, aber ohne die Variable
Her2/neu durchgefihrt.

Bei der Analyse des Gesamtiuberlebens wurden nur Patientinnen mit einbezogen, deren

Todesursache bekannt war.

Die statistische Analyse der klinischen Daten wurde mit SPSS fir Windows, Versionen
12.0.1 und 13.0.1, bzw. R® durchgefiihrt.

Cut-Points, Kaplan-Meier-Kurven und entsprechende y?-Statistiken wurden mit von R.
Mundry (Max-Planck-Institut fir Evolutionédre Anthropologie, Abteilung Statistik, Leipzig)
geschriebenen Programmen durchgefihrt.

Multivariate Zusammenhange der Parameter wurden in Regressionsanalysen nach Cox

untersucht.

Vor der eigentlichen statistischen Analyse wurden samtliche Variablen auf Normalitat
gepruft; diese Prifung ergab keine schwerwiegenden Abweichungen von einer

Normalverteilung, weswegen parametrische Analysen durchgefiihrt werden konnten.

Es erfolgte die Durchfiihrung einer zweiteiligen Analyse, wobei zunachst eine globale
Analyse bestehend aus Hauptkomponentenanalyse und nachfolgender Cox-Regression
durchgefuhrt wurde.

Die Durchfuhrung der globalen Analyse war notwendig, um die unabhéngigen Variablen
im Zusammenhang betrachten und au3erdem das Risiko irrtimlicher Signifikanzen

minimieren zu kénnen.
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Im ersten Schritt dieser globalen Analyse, der Hauptkomponentenanalyse, wurden
zunachst sdmtliche Variablen (ausgenommen Her2/neu, da nicht fir alle Patientinnen
vorhanden) auf Interkorrelationen gepruft. Es ergaben sich 5 Hauptkomponenten, in
welchen jeweils diejenigen Variablen zusammengefasst sind, welche untereinander

korrelieren (Tab. 6).

Tab. 6: Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse. Dargestellt sind die Ladungen der
Variablen auf die funf extrahierten Hauptkomponenten. Werte nahe 1 bzw. -1 bedeuten, dass
die jeweilige Variable mit der entsprechenden Hauptkomponente stark positiv bzw. negativ
korreliert. Die jeweils absolut hochste Ladung pro Zeile wurde hervorgehoben. In der letzten
Zeile (% var. expl.) ist die insgesamte von der jeweiligen Hauptkomponente erklarte Varianz

angegeben.

Variable 1 2 3 4 5
Desmo-1 0.97 0.19 -0.01 -0.11 -0.01
Desmo-gesamt 0.91 0.14 0.01 0.38 0.00
De-M 0.82 0.08 0.02 -0.40 0.18
De-Z 0.78 0.24 -0.04 0.25 -0.22
PI-K 0.19 0.73 0.01 0.03 -0.13
Plako-gesamt 0.18 0.97 0.06 -0.10 -0.03
PI-M 0.12 0.59 0.23 -0.36 0.06
Pl-z 0.07 0.83 -0.12 0.12 0.02
Grading -0.14 -0.17 -0.67 -0.04 0.37
K18 -0.06 -0.14 0.65 0.06 0.00
ER -0.01 0.10 0.74 -0.12 0.03
De-K 0.09 -0.04 0.02 0.93 0.05
N -0.09 -0.02 0.49 0.06 0.57
T 0.04 -0.04 -0.22 0.00 0.82
% var. expl. 28.72 14.81 12.15 10.00 8.10

Die erste Hauptkomponente korrelierte ausschlie3lich mit ,Desmoglein 2-Variablen®, die
zweite ausschlief3lich mit ,Plakoglobin-Variablen®, die dritte mit dem Grading, K18 und
dem Ostrogenrezeptor, die vierte mit der Kernfarbung von Desmoglein 2 und die fiinfte
mit dem Lymphknotenstatus und der Tumorgrofie.

Nachfolgend wurden die ermittelten Hauptkomponenten mittels einer Cox-Regression
auf signifikante Einflisse in Bezug auf das Eintreten von Lokalrezidiven, Metastasen,
Lokalrezidiven und Metastasen gemeinsam bzw. das Uberleben hin untersucht. Fiir den
Fall, dass die jeweilige Analyse ein insgesamt signifikantes Ergebnis (p< 0,05) ergab,
wurde eine weitere Cox-Regression mit den einzelnen Variablen (anstelle der

Hauptkomponenten) der jeweiligen Hauptkomponente durchgefihrt.
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Entsprechend wurden Analysen fur den reduzierten Patientinnensatz mit der Variablen
Her2/neu durchgefihrt.
Die Ergebnisse dieser kombinierten Analysen und die Darstellung der multivariaten

Zusammenhange der unabhéngigen Variablen sind unter 5.2. aufgefuhrt.

Im zweiten Schritt der Analyse wurde der Einfluss der einzelnen unabhangigen
Variablen jeweils auch isoliert betrachtet. Dies geschah zum einen, um die in der
vorherigen Analyse ermittelten Zusammenhénge genauer zu betrachten, zum anderen
aber auch um mdgliche, durch korrelierende unabhangige Variablen verursachte,
Fehlschlisse zu vermeiden.

In diesen sogenannten Einzelanalysen wurden fur samtliche unabhéngigen Variablen
Kaplan-Meier-Kurven in Bezug auf Lokalrezidiv-, Metastasen-, Lokalrezidiv- und
Metastasenfreiheit gemeinsam sowie die Uberlebenswahrscheinlichkeit erstellt und mit

dem entsprechenden y?-Test auf Signifikanz gepriift.
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Ergebnisse

5. Ergebnisse

5.1. Einzelanalysen

Insgesamt hatten die untersuchten Prognosefaktoren, sowohl die bereits etablierten als
auch die hier neu beschriebenen, eine hoch signifikante Korrelation mit den
untersuchten Ereignissen. Dies ergab sich aus dem alle Irrtumswahrscheinlichkeiten
zusammenfassenden Fishers Omnibus-Test (x?=270; df=144; p<0,0001). Im Folgenden
wird daher die Prognosefahigkeit der verschiedenen unabhangigen Variablen
(Prognosefaktoren) auf die abh&ngigen Variablen (Ereignisse) genauer betrachtet.

Die Patientinnen mit progredienter Erkrankung werden gruppiert nach ,Lokalrezidive*
und ,Metastasen®. Als Zeichen eines generellen Progresses wurde zusatzlich eine

Auswertung fur ,Lokalrezidive + Metastasen" durchgefuhrt.

5.1.1 Der Lymphknotenstatus als Prognosekriterium

Der Lymphknotenstatus (N) war postoperativ histologisch (p) beurteilt worden. Gemalf
der damaligen TNM-Klassifikation der UICC entsprach pN1 einem Tumorbefall in
beweglichen, homolateralen axillaren Lymphknoten, pN2 entsprach einem Tumorbefall
in homolateralen axillaren Lymphknoten mit Fixation untereinander oder an andere
Strukturen.

pN=0 wurde als negativ gewertet (=0), pN>0 als positiv (=1).

43 (45%) der 96 Patientinnen hatten einen negativen Lymphknotenstatus (43x pN=0).
53 (55%) der 96 Patientinnen hatten einen positiven Lymphknotenstatus (53x pN>0).
Von den 43 nodal-negativen Patientinnen entwickelten 3 (7%) Lokalrezidive, 14 (32,5%)
entwickelten Metastasen, 2 (5%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 10 (23%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 53 nodal-positiven Patientinnen entwickelten 10 (19%) Lokalrezidive, 25

(47%) entwickelten Metastasen, 8 (15%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 23 (43%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 7).
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Tab. 7: Der Nodalstatus in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

n° Lokalrezidiv | Metastasen Lokalrezidiv Tod durc_h

+ Metastase | Mammakarzinom
pN=0 43 7% (n=3) 32,5% (n=14) 5% (n=2) 23% (n=10)
pN=1 53 19% (n=10) 47% (n=25) 15% (n=8) 43% (n=23)

n° = Anzahl der Patienten

Es zeigte sich, dass ein positiver Lymphknotenstatus signifikant mit einer schlechteren
Prognose sowohl hinsichtlich des Gesamtiberlebens (Log-Rank-Test: p<0,014) als
auch des rezidivfreien Uberlebens (Log-Rank-Test: p<0,027) korreliert (Abb. 2).
Beziiglich des metastasenfreien Uberlebens bzw. beziiglich des Uberlebens bei
gleichzeitigem Auftreten von Lokalrezidiven und Metastasen zeigten sich bei der

Auswertung keine Signifikanzen in der statistischen Analyse.
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Abb. 2: Rezidivfreies Uberleben (a) und Gesamtiiberleben (b) in Abhangigkeit vom

Lymphknotenstatus (LK): 0=LK neg.; 1=LK pos.

Ein positiver Lymphknotenstatus korrelierte signifikant mit einem verkirzten
rezidivfreien Uberleben (Log-Rank-Test: p<0,027) und Gesamtiiberleben (Log-
Rank-Test: p<0,014)
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5.1.2 Die TumorgrofRe als Prognosekriterium

Die Tumorgrof3e (T) war postoperativ histologisch untersucht worden (p). Gemal der
TNM-Klassifikation der UICC bezeichnete pT1 eine Tumorgréf3e von max. 2 cm, pT2
eine Tumorgrol3e von Uber 2 bis 5 cm, pT3 eine Tumorgréf3e von Uber 5 cm und pT4
Tumore jeglicher Grol3e mit direkter Infiltration von Brustwand, Haut oder
inflammatorische Karzinome.

33 (34%) der 96 Patientinnen hatten einen pT1-Tumor, 45 (47%) der 96 Patientinnen
hatten einen pT2-Tumor, 7 (7%) der 96 Patientinnen hatten einen pT3-Tumor und 11
(11%) der 96 Patientinnen hatten einen pT4-Tumor.

Von den 33 Patientinnen mit pT1-Tumor entwickelten 4 (12%) Lokalrezidive, 10 (30%)
entwickelten Metastasen, 4 (12%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 8 (24%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 45 Patientinnen mit pT2-Tumor entwickelten 5 (11%) Lokalrezidive, 19 (42%)
entwickelten Metastasen, 4 (9%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 15 (33%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 7 Patientinnen mit pT3-Tumor entwickelten 1 (14%) Lokalrezidive, 4 (57%)
entwickelten Metastasen, 1 (14%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 3 (43%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 11 Patientinnen mit pT4-Tumor entwickelten 3 (27%) Lokalrezidive, 6 (55%)
entwickelten Metastasen, 1 (9%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 7 (64%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 8).

Tab. 8: Die Tumorgrol3e in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

o - Lokalrezidiv + Tod durch

n Lokalrezidiv Metastase Metastase Mammakarzinom
pTl1 33 12% (n=4) 30% (n=10) 12% (n=4) 24% (n=8)
pT2 45 11% (n=5) 42% (n=19) 9% (n=4) 33% (n=15)
pT3 7 14% (n=1) 57% (n=4) 14% (n=1) 43% (n=3)
pT4 11 27% (n=3) 55% (n=6) 9% (n=1) 64% (n=7)

n° = Anzahl der Patienten

Nur das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit der TumorgrofRe. Hier zeigte sich

mit zunehmender Tumorgréf3e ein signifikant verkirztes Gesamtiberleben (Log-Rank-
Test: p<0,014) (Abb. 3).
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Hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens, des metastasenfreien Uberlebens bzw. des
Uberlebens bei gleichzeitigem Auftreten von Lokalrezidiven und Metastasen zeigte sich
keine signifikante Korrelation in der statistischen Analyse.

Anteil Patienten

0,0 I I I I I
0 50 100 1onate 150 200 250

Abb. 3: Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit von der TumorgréRe (T)
1=T1, 2=T2, 3=T3, 4=T4
Mit zunehmender Tumorgréi3e zeigte sich ein signifikant verkurztes
Gesamtilberleben (Log-Rank-Test: p<0,014).

5.1.3 Das Grading als Prognosekriterium

In der Beurteilung des histologischen Gradings (G) wurden die Mitoseraten, die
Kernpleomorphie und die tubuléare Differenzierung des Tumorgewebes berticksichtigt.
G1 entsprach einem hohen, G2 einem maRigen und G3 einem niedrigen
Differenzierungsgrad des Tumors.

9 (9%) der 96 Patientinnen hatten einen G1-Tumor, 42 (44%) der 96 Patientinnen
hatten einen G2-Tumor, 45 (47%) der 96 Patientinnen hatten einen G3-Tumor.

Von den 9 Patientinnen mit G1-Tumor entwickelten 2 (22%) Lokalrezidive, 1 (11%)
entwickelten Metastasen, 1 (11%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 0 (0%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 42 Patientinnen mit G2-Tumor entwickelten 7 (17%) Lokalrezidive, 15 (36%)
entwickelten Metastasen, 5 (12%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 12 (29%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 45 Patientinnen mit G3-Tumor entwickelten 4 (9%) Lokalrezidive, 23 (51%)
entwickelten Metastasen, 4 (9%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 21 (47%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 9).
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Tab. 9: Das Grading in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

Lokalrezidiv

Tod durch

n’ Lokalrezidiv | - Metastase + Metastase | Mammakarzinom
Gl 9 22% (n=2) 11% (n=1) 11% (n=1) 0% (n=0)
G2 42 17% (n=7) | 36% (n=15) | 12% (n=5) 29% (n=12)
G3 45 9% (n=4) | 51% (n=23) | 9% (n=4) 47% (n=21)

n° = Anzahl der Patienten

Das metastasenfreie Uberleben sowie das Gesamtiiberleben korrelierten signifikant mit

dem Grading. Mit zunehmendem Grading verkirzte sich sowohl das Gesamtiiberleben

(Log-Rank-Test: p<0,020) als auch das metastasenfreie Uberleben (Log-Rank-Test:

p<0,047) (Abb. 4).

Hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens bzw. des Uberlebens bei gleichzeitigem

Auftreten von Lokalrezidiven und Metastasen zeigte sich keine signifikante Korrelation

in der statistischen Analyse.
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Abb. 4: Metastasenfreies Uberleben (a) und Gesamtiberleben (b) in Abhangigkeit vom

Grading: 1=G1, 2=G2, 3=G3

Mit zunehmendem Grading zeigte sich sowohl ein signifikant verkirztes
metastasenfreies Uberleben (Log-Rank-Test: p< 0,047) als auch ein verkirztes

Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p<0,020).

5.1.4 Der Hormonrezeptorstatus als Prognosekriterium

Der postoperative Nachweis der Ostrogenrezeptoren (ER) erfolgte

immunhistochemisch. Ein Tumor galt als ER-positiv (ER=1), wenn in >10% der Zellen

Ostrogenrezeptoren nachweisbar waren. Waren unter 10% nachweisbar, lag ein

negativer Ostrogenrezeptorstatus (ER=0) vor.

33 (34%) der 96 Patientinnen wiesen einen negativen Ostrogenrezeptorstatus (33 x
ER=0) auf.
63 (66%) der 96 Patientinnen wiesen einen positiven Ostrogenrezeptorstatus (63 x
ER=1) auf.
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Von den 33 Ostrogenrezeptor-negativen Patientinnen entwickelten 6 (18%)
Lokalrezidive, 22 (67%) entwickelten Metastasen, 6 (18%) entwickelten sowohl
Metastasen als auch Lokalrezidive und 15 (45%) verstarben am Mammakarzinom.
Von den 63 Ostrogenrezeptor-positiven Patientinnen entwickelten 7 (11%)
Lokalrezidive, 17 (27%) entwickelten Metastasen, 4 (6%) entwickelten sowohl
Metastasen als auch Lokalrezidive und 18 (29%) verstarben am Mammakarzinom
(Tab. 10).

Tab. 10: Der Hormanrezeptorstatus in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

. - Lokalrezidiv Tod durch
n Lokalrezidiv | Metastasen .
+ Metastasen | Mammakarzinom
ER=0 33 18% (n=6) 67% (n=22) 18% (n=6) 45% (n=15)
ER=1 63 11% (n=7) 27% (n=17) 6% (n=4) 29% (n=18)

n°® = Anzahl der Patienten

Das metastasenfreie sowie das Gesamtiuberleben korrelierten signifikant mit dem
Ostrogenrezeptorstatus. Bei einem negativen Ostrogenrezeptorstatus verkiirzte sich
sowohl das Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p<0,009) als auch das metastasenfreie
Uberleben (Log-Rank-Test: p<0,002) (Abb. 5).

Hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens bzw. des Uberlebens bei gleichzeitigem
Auftreten von Rezidiven und Metastasen zeigte sich keine signifikante Korrelation in der

statistischen Analyse.
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Abb. 5: Metastasenfreies Uberleben (a) und Gesamtiiberleben (b) in Abhangigkeit vom
Ostrogenrezeptorstatus (ER). O=negativer ER-Status, 1=positiver ER-Status.
Bei negativem Ostrogenrezeptor-Status zeigt sich sowohl ein signifikant verkirztes
metastasenfreies Uberleben (Log-Rank-Test: p<0,002) als auch ein verkiirztes
Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p<0,009).

5.1.5 Keratin 18 als Prognosekriterium

K18 war postoperativ immunhistochemisch nachgewiesen worden.

56 (58%) der 96 Praparate wurden aufgrund geringer Expression von K18 im Tumor
(IRS<4) als negativ bewertet (K18=0). 40 (42%) der 96 Praparate wurden aufgrund
deutlicher Expression von K18 im Tumor (IRS>4) als positiv bewertet (K18=1).

Von den 56 K18-negativen Patientinnen entwickelten 10 (18%) Lokalrezidive, 27 (48%)
entwickelten Metastasen, 9 (16%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 22 (39%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 40 K18-positiven Patientinnen entwickelten 3 (8%) Lokalrezidive, 12 (30%)
entwickelten Metastasen, 1 (3%) entwickelte sowohl Metastasen als auch Lokalrezidive

und 11 (28%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 11).
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Tab. 11: K18 in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

o - Lokalrezidiv Tod durch
n Lokalrezidiv | Metastasen .
+ Metastasen | Mammakarzinom
K18=0 56 18% (n=10) | 48% (n=27) 16% (n=9) 39% (n=22)
K18=1 40 8% (n=3) 30% (n=12) 3% (n=1) 28% (n=11)

n° = Anzahl der Patienten

Nur das metastasenfreie Uberleben korrelierte signifikant mit der Expression von K18.
Bei einer negativen K18-Expression verkiirzte sich das metastasenfreie Uberleben
signifikant (Log-Rank-Test: p<0,032) (Abb. 6).

Hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens, des Uberlebens bei gleichzeitigem Auftreten
von Lokalrezidiven und Metastasen bzw. des Gesamtiiberlebens zeigte sich keine

signifikante Korrelation in der statistischen Analyse.
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Abb. 6: Metastasenfreies Uberleben in Abhangigkeit von der K18-Expression.
0=K18-negativ (IRS<4), 1=K18-positiv (IRS>4)
Bei negativer K18-Expression zeigte sich ein signifikant verkirztes
metastasenfreies Uberleben (Log-Rank-Test: p<0,032).

5.1.6 Her2/neu als Prognosekriterium

Her2/neu war postoperativimmunhistochemisch nachgewiesen worden.

49 (66%) der 74 Praparate wurden aufgrund geringer Expression von Her2/neu im
Tumor (IRS<4) als negativ bewertet (Her2/neu =0). 25 (34%) der 74 Praparate wurden
aufgrund deutlicher Expression von Her2/neu im Tumor (IRS>4) als positiv bewertet
(Her2/neu =1).

Von den 49 Her2/neu -negativen Patientinnen entwickelten 6 (12%) Lokalrezidive, 17
(35%) entwickelten Metastasen, 5 (10%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 13 (27%) verstarben am Mammakarzinom.
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Von den 25 Her2/neu -positiven Patientinnen entwickelten 4 (16%) Lokalrezidive, 11
(44%) entwickelten Metastasen, 2 (8%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 11 (44%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 12).

Tab. 12: Her2/neu in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

o - Lokalrezidiv Tod durch
n Lokalrezidiv | Metastasen .
+Metastasen | Mammakarzinom
Her2/neu =0 49 12% (n=6) 35% (n=17) 10% (n=5) 27% (n=13)
Her2/neu =1 25 16% (n=4) 44% (n=11) 8% (n=2) 44% (n=11)

n° = Anzahl der Patienten

In der statistischen Analyse zeigten sich weder hinsichtlich des rezidivfreien
Uberlebens, noch des metastasenfreien Uberlebens, noch des Uberlebens bei
gleichzeitigem Auftreten von Lokalrezidiven und Metastasen bzw. des

Gesamtiuberlebens signifikante Korrelationen.

5.1.7 Plakoglobin als Prognosekriterium

Im gesunden Brustdriisengewebe farbt sich Plakoglobin als Adhasionsprotein v.a. in der
Membran an. Teilweise ist auch eine leichte zytosolische Farbung darstellbar, die
darauf zurtickzufuhren ist, dass neusynthetisiertes Plakoglobin auf seinem Weg von
den Ribosomen in die Membran das Zytosol passiert. Gleiches gilt fir seinen
turnusmafigen Austausch durch den Abbau in den Proteasomen.

Eine Kernfarbung im gesunden Gewebe tritt nicht auf.

In den Tumoren zeigte sich teilweise ein sehr heterogenes Farbemuster. Vorherrschend
war eine fehlende Membranfarbung. Aber im Gegensatz zum gesunden Gewebe traten
teilweise auch eine ausgepragte Zytosol- sowie Kernfarbung auf, was jeweils auf eine
funktionelle Stérung hindeuten kénnte.

Daher Uberpriften wir sowohl alle Kompartimente zusammen als auch einzeln in
Hinblick auf ihre Wertigkeit als Prognosekriterium.

Das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit einigen Expressionsmustern von
Plakoglobin, was im Folgenden detailliert aufgezeigt werden soll. Hinsichtlich des
rezidivfreien Uberlebens, des metastasenfreien Uberlebens bzw. des Uberlebens bei
gleichzeitigem Auftreten von Lokalrezidiven und Metastasen zeigten sich jeweils keine

signifikanten Korrelationen in der statistischen Analyse fir Plakoglobin.
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5.1.7.1 Die Expression von Plakoglobin unter Berticksichtigung aller

Kompartimente

23 (24%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Plakoglobin unter
Berucksichtigung aller Kompartimente im Tumor hinsichtlich des Gesamtiuberlebens
(IRS<4,5) als negativ bewertet (Plako-gesamt=0) (Abb. 8).

73 (76%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Plakoglobin unter
Bertcksichtigung aller Kompartimente im Tumor hinsichtlich des Gesamtiuberlebens
(IRS>4,5) als positiv bewertet (Plako-gesamt=1) (Abb. 9).

Von den 23 Plako-gesamt negativen Patientinnen entwickelten 3 (13%) Lokalrezidive,
14 (60,8%) entwickelten Metastasen, 3 (13%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 13 (56,5%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 73 Plako-gesamt positiven Patientinnen entwickelten 10 (13,7%) Lokalrezidive,
25 (34,2%) entwickelten Metastasen, 7 (9,6%) entwickelten sowohl Metastasen als

auch Lokalrezidive und 20 (27,3%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 13).

Tab. 13: Plako-gesamt in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

Lokalrezidiv Tod durch

n° Lokalrezidiv | Metastasen .
+ Metastasen | Mammakarzinom

Plako-gesamt=0 | 23 | 13% (n=3) |60,8% (n=14) | 13% (n=3) 56,5% (n=13)

Plako-gesamt =1 | 73 |13,7% (n=10) | 34,2% (n=25) | 9,6% (n=7) 27,3% (n=20)

n°® = Anzahl der Patienten

Das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit Plako-gesamt. Hier zeigte sich bei
positiver Plakoglobin-gesamt-Expression ein signifikant verlangertes Gesamtuberleben
(Log Rank-Test: p<0,008) (Abb. 7).

43



c I T T I

]

=

2 —0

T

o —1

% Ll

IS

<

0,0 : : : : |
0 50 100 1onate 130 200 250
Abb. 7: Gesamtlberleben in Abhangigkeit von der Plakoglobinexpression aller

; YO ‘
r 1\‘ W % - ‘w’/‘{ﬁ

Kompartimente gemeinsam (=Plako-gesamt)

0=Plako-gesamt negativ (IRS<4,5), 1=Plako-gesamt positiv (IRS>4,5)

Bei positiver Plakoglobin-gesamt-Expression zeigte sich ein signifikant verlangertes
Gesamtilberleben (Log-Rank-Test: p<0,008).
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Abb. 8: Keine nachweisbare Abb. 9: Plakoglobinexpression in
Plakoglobinexpression im Tumor allen Kompartimenten im Tumor

5.1.7.2 Die Expression von Plakoglobin an der Membran

25 (26%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Plakoglobin unter

Berlcksichtigung alleine der Membranfarbung im Tumor hinsichtlich des
Gesamtiuberlebens (IRS<0,5) als negativ bewertet (Plako-M=0).

71 (74%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Plakoglobin unter

Bertcksichtigung alleine der Membranfarbung im Tumor hinsichtlich des
Gesamtuberlebens (IRS>0,5) als positiv bewertet (Plako-M=1) (Abb. 11).

Von den 25 Plako-M negativen Patientinnen entwickelten 4 (16%) Lokalrezidive, 14

(56%) entwickelten Metastasen, 4 (16%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 13 (52%) verstarben am Mammakarzinom.
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Von den 71 Plako-M positiven Patientinnen entwickelten 9 (12,7%) Lokalrezidive, 25

(35,2%) entwickelten Metastasen, 6 (8,5%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 20 (28,2%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 14).

Tab. 14: Plako-M in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

. - Lokalrezidiv Tod durch
n Lokalrezidiv | Metastasen .
+ Metastasen | Mammakarzinom
Plako-M=0 25 16% (n=4) 56% (n=14) 16% (n=4) 52% (n=13)
Plako-M=1 71 12,7% (n=9) | 35,2% (n=25) | 8,5% (n=6) 28,2% (n=20)

n°® = Anzahl der Patienten

Das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit der Membranfarbung von Plakoglobin.

Hier zeigte sich bei positiver Membranfarbung ein signifikant verlangertes
Gesamtuberleben (Log-Rank-Test: p<0,032) (Abb. 10).
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Bei positiver Plakoglobinexpression an der Membran zeigte sich ein signifikant

verlangertes Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p<0,032).
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Abb. 11: Plakogldblnexpression an Abb 12 Plakogloblnexpressmn in
der Membran im Tumor gesundem Mammagewebe

5.1.7.3 Die Expression von Plakoglobin im Kern

64 (66,7%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Plakoglobin unter
Berucksichtigung alleine der Kernfarbung im Tumor hinsichtlich des Gesamtiiberlebens
(IRS<2,5) als negativ bewertet (Plako-K=0).

32 (33,3%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Plakoglobin unter
Bertcksichtigung alleine der Kernfarbung im Tumor hinsichtlich des Gesamtiberlebens
(IRS>2,5) als positiv bewertet (Plako-K=1) (Abb. 14).

Von den 64 Plako-K negativen Patientinnen entwickelten 11 (17,2%) Lokalrezidive, 31
(48,4%) entwickelten Metastasen, 8 (12,5%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 28 (43,8%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 32 Plako-K positiven Patientinnen entwickelten 2 (6,25%) Lokalrezidive, 8
(25%) entwickelten Metastasen, 2 (6,25%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 5 (15,6%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 15).

Im gesunden Mammaepithel wird keine Expression im Kern beobachtet. Daher
Uberrascht die hier festgestellte prognostische Wertigkeit im Karzinom. Hypothesen

hierzu werden in der Diskussion naher beleuchtet.

Tab. 15: Plako-K in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

o - Lokalrezidiv Tod durch
n Lokalrezidiv | Metastasen .
+ Metastasen | Mammakarzinom
Plako-K=0 64 17,2% (n=11) | 48,4% (n=31) | 12,5% (n=8) 43,8% (n=28)
Plako-K=1 32 6,25% (n=2) 25% (n=8) 6,25% (n=2) 15,6% (n=5)

n° = Anzahl der Patienten
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Das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit der Expression von Plakoglobin im
Kern. Hier zeigte sich bei positiver Plakoglobin-Expression im Kern ein signifikant

verlangertes Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p<0,001) (Abb. 13).
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Abb. 13: Gesamtiberleben in Abhangigkeit von der Plakoglobinexpression im Kern
(=Plako-K)
0=Plako-K negativ (IRS<2,5), 1=Plako-K positiv (IRS>2,5)
Bei positiver Plakoglobinexpression im Kern zeigte sich ein signifikant verlangertes
Gesamtilberleben (Log-Rank-Test: p<0,001).

Abb. 14: Plékoglobinexpressidn i
Kern im Tumor
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5.1.7.4 Die Expression von Plakoglobin an Membran und im Zytoplasma

21 (21,9%) der 96 Praparate zeigten weder eine Membran- noch Zytoplasmafarbung
(Plako-MZ=0), 44 (45,8%) der 96 Praparate zeigten sich fur mind. eines der
Kompartimente positiv (Plako-MZ=1) und 31 (32,3%) der 96 Préaparate zeigten sowohl
eine positive Membran- als auch Zytoplasmafarbung (Plako-MZ=2) (Abb. 16).

Von den 21 Patientinnen, die weder eine Membran- noch Zytoplasmafarbung
aufwiesen, entwickelten 4 (19%) Lokalrezidive, 13 (62%) entwickelten Metastasen, 4
(19%) entwickelten sowohl Metastasen als auch Lokalrezidive und 13 (62%) verstarben
am Mammakarzinom.

Von den 44 Patientinnen, die mindestens ein Kompartiment positiv gefarbt zeigten,
entwickelten 2 (4,5%) Lokalrezidive, 16 (36,4%) entwickelten Metastasen, 2 (4,5%)
entwickelten sowohl Metastasen als auch Lokalrezidive und 11 (25%) verstarben am
Mammakarzinom.

Von den 31 Patientinnen, die sowohl eine positive Membran- als auch
Zytoplasmafarbung zeigten, entwickelten 7 (22,6%) Lokalrezidive, 10 (32,3%)
entwickelten Metastasen, 4 (12,9%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 9 (29%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 16).

Tab. 16: Plako-MZ in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

o . Lokalrezidiv Tod durch
n Lokalrezidiv | Metastase .
+ Metastase | Mammakarzinom
Plako-MZ=0 21 19% (n=4) 62% (n=13) 19% (n=4) 62% (n=13)
Plako-MZ=1 44 4,5% (n=2) |36,4% (n=16) | 4,5% (n=2) 25% (n=11)
Plako-MZ=2 31 22,6% (n=7) | 32,3% (n=10) | 12,9% (n=4) 29% (n=9)

n°® = Anzahl der Patienten

Das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit gemeinsamer Membran- und
Zytoplasmafarbung von Plakoglobin. Hier zeigte sich bei gleichzeitig positiver
Expression von Plakoglobin an Membran und im Zytoplasma ein signifikant
verlangertes Gesamtuberleben (Log-Rank-Test: p<0,016) (Abb. 15).
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Abb. 15: Gesamtlberleben in Abhangigkeit von der Plakoglobinexpression sowohl an der
Membran als auch im Zytoplasma (=Plako-MZ)
0= beide Kompartimente negativ, 1= mind. 1 Kompartiment positiv, 2= beide
Kompartimente positiv.
Bei positiver Plakoglobinexpression sowohl an der Membran als auch im

Zytoplasma zeigte sich ein signifikant verlangertes Gesamtiiberleben (Log-Rank-
Test: p<0,016).
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Abb“ 16: Plakogloblnexpressmn an
Membran und Zytoplasma im Tumor

5.1.7.5 Die Expression von Plakoglobin an der Membran und im Kern

17 (17,7%) der 96 Praparate zeigten weder eine Membran- noch Kernfarbung (Plako-
MK=0), 55 (57,3%) der 96 Praparate zeigten sich flr mind. eines der Kompartimente
positiv (Plako-MK=1) und 24 (25%) der 96 Praparate zeigten sowohl eine positive
Membran- als auch Kernfarbung (Plako-MK=2) (Abb. 18).

Von den 17 Patientinnen, die weder eine Membran- noch Kernfarbung zeigten,
entwickelten 3 (17,6%) Lokalrezidive, 12 (70,6%) entwickelten Metastasen, 3 (17,6%)
entwickelten sowohl Metastasen als auch Lokalrezidive und 12 (70,6%) verstarben am

Mammakarzinom.
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Von den 55 Patientinnen, die mind. ein Kompartiment positiv gefarbt zeigten,
entwickelten 9 (16,4%) Lokalrezidive, 21 (38,2%) entwickelten Metastasen, 6 (10,9%)
entwickelten sowohl Metastasen als auch Lokalrezidive und 17 (30,9%) verstarben am
Mammakarzinom.

Von den 24 Patientinnen, die sowohl eine positive Membran- als auch Kernfarbung
zeigten, entwickelte 1 (4,2%) Lokalrezidive, 6 (25%) entwickelten Metastasen, 1 (4,2%)
entwickelte sowohl Metastasen als auch Lokalrezidive und 4 (16,7%) verstarben am

Mammakarzinom (Tab. 17).

Tab. 17: Plako-MK in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

[ Loarenan | weasese Lo | toa e
Plako-MK=0 17 17,6% (n=3) |70,6% (n=12) | 17,6% (n=3) | 70,6% (n=12)
Plako-MK=1 55 16,4% (n=9) | 38,2% (n=21) | 10,9% (n=6) | 30,9% (n=17)
Plako-MK=2 24 42% (n=1) | 25% (n=6) | 4,2% (n=1) 16,7% (n=4)

n° = Anzahl der Patienten

Das Gesamtluberleben korrelierte signifikant mit gemeinsamer Membran- und
Kernfarbung von Plakoglobin. Hier zeigte sich bei gleichzeitig positiver Expression von
Plakoglobin an Membran und im Kern ein signifikant verlangertes Gesamtuberleben
(Log-Rank-Test: p<0,0002) (Abb. 17).
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Abb. 17:  Gesamtuberleben in Abhangigkeit von der Plakoglobinexpression sowohl an der

Membran als auch im Kern (=Plako-MK)

0= beide Kompartimente negativ, 1= mind. 1 Kompartiment positiv, 2= beide
Kompartimente positiv

Bei positiver Plakoglobinexpression sowohl an der Membran als auch im Kern
zeigte sich ein signifikant verlangertes Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test:
p<0,0002)
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Abb. 18: Plakoglobinexpression an
der Membran und im Kern im Tumor

5.1.8 Desmoglein 2 als Prognosekriterium

Im gesunden Brustdriisengewebe farbt sich Desmoglein 2 als Adhasionsprotein v.a. in
der Membran an. Teilweise ist auch eine leichte zytosolische Farbung darstellbar, die
darauf zurtickzufuhren ist, dass neusynthetisiertes Desmoglein 2 auf seinem Weg von
den Ribosomen in die Membran das Zytosol passiert. Gleiches gilt fiir seinen
turnusmafigen Austausch durch den Abbau in den Proteasomen.

Eine Kernfarbung im gesunden Gewebe tritt nicht auf.

In den Tumoren zeigte sich teilweise ein sehr heterogenes Farbemuster. Vorherrschend
war eine fehlende Membranfarbung. Aber im Gegensatz zum gesunden Gewebe traten
teilweise auch eine ausgepragte Zytosol- sowie Kernfarbung auf, was jeweils auf eine
funktionelle Stérung hindeuten kénnte.

Daher Uberpriften wir sowohl alle Kompartimente zusammen als auch einzeln in
Hinblick auf ihre Wertigkeit als Prognosekriterium.

Das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit einigen Expressionsmustern von
Desmoglein 2, was im Folgenden detailliert aufgezeigt werden soll.

Hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens, des metastasenfreien Uberlebens bzw. des
Uberlebens bei gleichzeitigem Auftreten von Lokalrezidiven und Metastasen zeigten
sich jeweils keine signifikanten Korrelationen in der statistischen Analyse flr
Desmoglein 2.
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5.1.8.1 Die Expression von Desmoglein 2 unter Berlucksichtigung aller

Kompartimente

38 (39,6%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Desmoglein 2 unter
Bertcksichtigung aller Kompartimente im Tumor hinsichtlich des Gesamtiuberlebens
(IRS<6,5) als negativ bewertet (Desmo-gesamt=0).

58 (60,4%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Desmoglein 2 unter
Berucksichtigung aller Kompartimente im Tumor hinsichtlich des Gesamtiuberlebens
(IRS>6,5) als positiv bewertet (Desmo-gesamt=1) (Abb. 20).

Von den 38 Desmo-gesamt negativen Patientinnen entwickelten 6 (15,8%)
Lokalrezidive, 21 (55,3%) entwickelten Metastasen, 4 (10,5%) entwickelten sowohl
Metastasen als auch Lokalrezidive und 20 (52,6%) verstarben am Mammakarzinom.
Von den 58 Desmo-gesamt positiven Patientinnen entwickelten 7 (12,1%)
Lokalrezidive, 18 (31%) entwickelten Metastasen, 6 (10,3%) entwickelten sowohl
Metastasen als auch Lokalrezidive und 13 (22,4%) verstarben am Mammakarzinom
(Tab. 18).

Tab. 18: Desmo-gesamt in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

Lokalrezidiv Tod durch

n° | Lokalrezidiv | M n .
okalrezid etastase + Metastasen | Mammakarzinom

Desmo-gesamt =0| 38 | 15,8% (n=6) | 55,3% (n=21) | 10,5% (n=4) 52,6% (n=20)

Desmo-gesamt =1| 58 | 12,1% (n=7) | 31% (n=18) | 10,3% (n=6) 22,4% (n=13)

n° = Anzahl der Patienten

Das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit der Expression von Desmoglein 2 in
allen Kompartimenten. Hier zeigte sich mit positiver Desmoglein 2-gesamt-Expression

ein signifikant verlangertes Gesamtuberleben (Log Rank-Test: p<0,0003) (Abb. 19).
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Gesamtilberleben in Abhéngigkeit von der Desmoglein 2-Expression aller

Kompartimente gemeinsam (=Desmo-gesamt)

0=Desmo-gesamt negativ (IRS<6,5), 1=Desmo-gesamt positiv (IRS>6,5)
Bei positiver Desmoglein 2-gesamt-Expression zeigte sich ein signifikant
verlangertes Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p<0,0003).

Abb 20: Desmogleln 2- Expréssmn
in allen Kompartimenten im Tumor
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Abb 21 Desmogleln 2 Expressmn
im gesunden Mammagewebe

5.1.8.2 Die Expression von Desmoglein 2 unter Bertcksichtigung aller

Kompartimente bis auf den Kern

Da die beobachtete Expression von Desmoglein 2 im Zellkern bisher noch nicht

beschrieben wurde, wurden die Daten zusatzlich ohne Félle mit Kernexpression

analysiert, da ein Farbeartefakt nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden

kann.

55 (57,3%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Desmoglein 2 im

Tumor unter Berucksichtigung aller Kompartimente bis auf den Kern hinsichtlich des

Gesamtiuberlebens (IRS<4,5) als negativ bewertet (Desmo-1=0).
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41 (42,7%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Desmoglein 2 im
Tumor unter Berucksichtigung aller Kompartimente bis auf den Kern hinsichtlich des
Gesamtuberlebens (IRS>4,5) als positiv bewertet (Desmo-1=1) (Abb. 23).

Von den 55 Desmo-1-negativen Patientinnen entwickelten 9 (16,4%) Lokalrezidive, 30
(54,5%) entwickelten Metastasen, 7 (12,7%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 27 (49,1%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 41 Desmo-1-positiven Patientinnen entwickelten 4 (9,8%) Lokalrezidive, 9
(22%) entwickelten Metastasen, 3 (7,3%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 6 (14,6%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 19).

Tab. 19: Desmo-1 in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

. - Lokalrezidiv Tod durch
n Lokalrezidiv | Metastasen .
+ Metastasen | Mammakarzinom
Desmo-1 =0 55 16,4% (n=9) | 54,5% (n=30) | 12,7% (n=7) 49,1% (n=27)
Desmo-1 =1 41 9,8% (n=4) 22% (n=9) 7,3% (n=3) 14,6% (n=6)

n° = Anzahl der Patienten

Das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit der Expression von Desmoglein 2 im
Tumor unter Bericksichtigung aller Kompartimente bis auf den Kern.

Hier zeigte sich mit positiver Desmo-1-Expression ein signifikant verlangertes
Gesamtuberleben (Log-Rank-Test: p<0,0001) (Abb. 22).
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Abb. 22:  Gesamtiberleben in Abhéangigkeit von der Desmoglein 2-Expression ohne
Berlcksichtigung der Kernfarbung (=Desmo-1)
0=Desmo-1 negativ (IRS<4,5), 1=Desmo-1 positiv (IRS>4,5)
Bei positiver Desmoglein 2-Expression ohne Bericksichtigung der Kernfarbung
zeigte sich ein signifikant verlangertes Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test:
p<0,0001).
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Abb. 23: Desmoglein 2-Expression
an Membran und im Zytosol im Tumor

5.1.8.3 Die Expression von Desmoglein 2 an der Membran

84 (87,5%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Desmoglein 2 unter
Bertcksichtigung alleine der Membranfarbung im Tumor hinsichtlich des
Gesamtiuberlebens (IRS<3,5) als negativ bewertet (Desmo-M=0).

12 (12,5%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Desmoglein 2 unter
Berucksichtigung alleine der Membranfarbung im Tumor hinsichtlich des
Gesamtuberlebens (IRS>3,5) als positiv bewertet (Desmo-M=1) (Abb. 25).

Von den 84 Desmo-M negativen Patientinnen entwickelten 11 (13,1%) Lokalrezidive, 38
(45,2%) entwickelten Metastasen, 9 (10,7%) entwickelten sowohl Metastasen als auch
Lokalrezidive und 32 (38,1%) verstarben am Mammakarzinom.

Von den 12 Desmo-M positiven Patientinnen entwickelten 2 (16,7%) Lokalrezidive,
1(8,3%) entwickelte Metastasen, 1 (8,3%) entwickelte sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 1 (8,3%) verstarb am Mammakarzinom (Tab. 20).

Tab. 20: Desmo-M in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

o - Lokalrezidiv Tod durch
n Lokalrezidiv | Metastasen .
+ Metastasen | Mammakarzinom
Desmo-M=0 84 13,1% (n=11) | 45,2% (n=38) | 10,7% (n=9) 38,1% (n=32)
Desmo-M=1 12 16,7% (n=2) | 8,3% (n=1) 8,3% (n=1) 8,3% (n=1)

n° = Anzahl der Patienten

Das Gesamtiuberleben korrelierte signifikant mit der Membranfarbung von Desmoglein
2. Hier zeigte sich bei positiver Membranfarbung ein signifikant verlangertes
Gesamtuberleben (Log-Rank-Test: p<0,028) (Abb. 24).
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Abb. 24:  Gesamtuberleben in Abhangigkeit von der Desmoglein 2-Expression an der
Membran (=Desmo-M)
0=Desmo-M negativ (IRS<3,5), 1=Desmo-M positiv (IRS>3,5)
Bei positiver Desmoglein 2-Expression an der Membran zeigte sich ein signifikant
verlangertes Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p<0,028).
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Abb. 25: Desmoglein 2-Expression
an der Membran im Tumor

5.1.8.4 Die Expression von Desmoglein 2 im Zytoplasma

60 (62,5%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Desmoglein 2 unter
Bericksichtigung alleine der Zytoplasmaféarbung im Tumor hinsichtlich des
Gesamtuberlebens (IRS<2,5) als negativ bewertet (Desmo-Z=0).

36 (37,5%) der 96 Praparate wurden aufgrund ihrer Expression von Desmoglein 2 unter
Berucksichtigung alleine der Zytoplasmafarbung im Tumor hinsichtlich des
Gesamtuberlebens (IRS>2,5) als positiv bewertet (Desmo-Z=1) (Abb. 27).

Von den 60 Desmo-Z negativen Patientinnen entwickelten 9 (15%) Lokalrezidive, 28
(46,7%) entwickelten Metastasen, 6 (10%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 25 (41,7%) verstarben am Mammakarzinom.
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Von den 36 Desmo-Z positiven Patientinnen entwickelten 4 (11,1%) Lokalrezidive, 11
(30,6%) entwickelten Metastasen, 4 (11,1%) entwickelten sowohl Metastasen als auch

Lokalrezidive und 8 (22,2%) verstarben am Mammakarzinom (Tab. 21).

Tab. 21: Desmo-Z in Bezug auf die untersuchten Ereignisse des Kollektivs

. - Lokalrezidiv Tod durch
n Lokalrezidiv | Metastasen .
+ Metastasen | Mammakarzinom
Desmo-Z =0 60 15% (n=9) |46,7% (n=28) | 10% (n=6) 41,7% (n=25)
Desmo-Z =1 36 11,1% (n=4) | 30,6% (n=11) | 11,1% (n=4) 22,2% (n=8)

n° = Anzahl der Patienten

Das Gesamtuberleben korrelierte signifikant mit der Zytoplasmafarbung von
Desmoglein 2. Hier zeigte sich bei positiver Zytoplasmafarbung ein signifikant
verlangertes Gesamtiberleben (Log-Rank-Test: p<0,007) (Abb. 26).
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Abb. 26: Gesamtiberleben in Abhangigkeit von der Desmoglein 2-Expression im Zyoplasma

(=Desmo-2)

0=Desmo-Z negativ (IRS<2,5), 1=Desmo-Z positiv (IRS>2,5)

Bei positiver Desmoglein 2-Expression im Zytoplasma zeigte sich ein signifikant
verlangertes Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p<0,007).
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Abb 27 Desmogleln 2- Expressmn im
Zytoplasma im Tumor

5.1.8.5 Die Expression von Desmoglein 2 im Kern

Vereinzelt konnten wir in unseren Préaparaten Kernfarbung von Desmoglein 2
nachweisen (Abb. 28), die mit verlangerter Metastasenfreiheit assoziiert war. Aufgrund

der kleinen Fallzahl konnten allerdings keine Signifikanzen berechnet werden.

Abb. 28: DeémagleirT 2-E$<pression
im Kern im Tumor
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5.2. Kombinierte Analysen

Multivariate Zusammenhange der unabhéngigen Variablen (Prognosefaktoren) wurden

in Regressionsanalysen nach Cox untersucht.

5.2.1 Multivariate Analyse der Plakoglobinvariablen

Wie in den Einzelanalysen zeigten sich keine statistischen Signifikanzen der
Plakoglobinvariablen in Bezug auf das Auftreten von Metastasen, Lokalrezidiven bzw.
Metastasen und Lokalrezidiven gemeinsam.

In Bezug auf die Uberlebenszeit zeigten sich bis auf Plako-Z alle Plakoglobinvariablen
statistisch signifikant (Tab. 22-24).

Der Lymphknotenstatus, das Grading sowie die Tumorgrol3e wurden dabei als

Prognosefaktoren stets statistisch tUbertroffen.

Tab. 22: Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse nach Cox in Bezug auf Plakoglobin

und die Farbung aller Kompartimente

Plako-gesamt N T G

oS p<0,001 p<0,008 p<0,07 p<0,02

OS=Gesamtiiberleben Plako-gesamt=alle Kompartimente N=Lymphknotenstatus
T=TumorgréRe G=Grading

Tab. 23: Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse nach Cox in Bezug auf Plakoglobin

und seine Membranfarbung

Plako-M N T G

oS p<0,008 p<0,01 p<0,06 p<0,05

OS=Gesamtiiberleben Plako-M=Membranfarbung von Plakoglobin N=Lymphknotenstatus
T=TumorgroRe G=Grading

Tab. 24: Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse nach Cox in Bezug auf Plakoglobin

und seine Kernfarbung

Plako-K N T G

oS p<0,003 p<0,01 p<0,16 p<0,01

OS=Gesamtiiberleben Plako-K=Kernfarbung von Plakoglobin N=Lymphknotenstatus
T=TumorgréRe G=Grading
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5.2.2 Multivariate Analyse der Desmogleinvariablen

Wie in den Einzelanalysen zeigten sich keine statistischen Signifikanzen der
Desmogleinvariablen in Bezug auf das Auftreten von Metastasen, Lokalrezidiven bzw.
Metastasen und Lokalrezidiven gemeinsam.

In Bezug auf die Uberlebenszeit zeigten sich bis auf Desmo-Z und Desmo-K alle
Desmogleinvariablen statistisch signifikant (Tab. 25-27).

Der Lymphknotenstatus, das Grading sowie die Tumorgrdf3e wurden dabei als
Prognosefaktoren stets statistisch tUbertroffen.

Tab. 25: Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse nach Cox in Bezug auf Desmoglein

2 und die Farbung aller Kompartimente

Desmo-gesamt N T G

oS p<0,01 p<0,02 p<0,27 p<0,05

OS=Gesamtiiberleben Desmo-gesamt=alle Kompartimente N=Lymphknotenstatus
T=TumorgroRe G=Grading

Tab. 26: Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse nach Cox in Bezug auf Desmoglein

2 und die Farbung aller Kompartimente bis auf den Kern

Desmo-1 N T G

oS p<0,001 p<0,03 p<0,31 p<0,04

OS=Gesamtiuberleben Desmo-1=alle Kompartimente bis auf den Kern N=Lymphknotenstatus
T=TumorgroRe G=Grading

Tab. 27: Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse nach Cox in Bezug auf Desmoglein

2 und seine Membranfarbung

Desmo-M N T G

oS p<0,001 p<0,02 p<0,22 p<0,03

OS=Gesamtiiberleben Desmo-M=Membranfarbung von Desmoglein 2 N=Lymphknotenstatus
T=TumorgrofRe G=Grading

5.3. Univariate Analyse der Parameter

5.3.1 Analyse von Plakoglobin auf die untersuchten Parameter

Es liel3 sich kein Zusammenhang zwischen einer Plakoglobinexpression und dem
Lymphknotenstatus, der Tumorgrof3e, dem Her2/neu- oder ER-Status herstellen. Das

heil3t Plakoglobin und seine Variablen kénnen von diesen als unabhangig gelten.
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Bei niedriger Plakoglobin-gesamt- bzw. Plako-M-Expression wurde dagegen

Uberdurchschnittlich haufig ein hohes Grading beobachtet. Dies ergab eine statistisch

signifikante Korrelation (Plako-gesamt p<0,04; Plako-M p<0,06).

5.3.2 Analyse von Desmoglein 2 auf die untersuchten Parameter

Es liel3 sich kein Zusammenhang zwischen einer Desmogleinexpression und dem

Lymphknotenstatus, der Tumorgrof3e, dem Grading, dem Her2/neu- oder ER-Status

herstellen. Das heif3t Desmoglein 2 und seine Variablen kénnen von diesen als

unabhangig gelten.

5.4. Expression von Plakoglobin in kultivierten Mammakarzinomzellen

An etablierten humanen Mammakarzinom-Zelllinien, die sich in Differenzierung und

Aggressivitat deutlich unterscheiden, wurde die Expression von Plakoglobin per

Western Blot bestimmt und mit ihrer Invasivitat in Boydenkammern als Parameter der

Malignitat verglichen (Tab. 28)

Tab. 28: Plakoglobinexpression im Western Blot und Invasivitat, bestimmt in Transwell-

Experimenten von sieben Mammakarzinom-Zelllinien

Zelllinie Plakoglobinexpression [AU] Invasivitat [OD]
MDA-MB 231 0,09 + 0,06 0,526 + 0,027
MDA-MB 231-K18 21,19+ 2,50 0,100 + 0,042
MDA-MB 435 0,26 + 0,17 0,451 £ 0,093
SK-BR 3 3,79+1,92 0,650 £ 0,061
ZR 75-1 14,16 £ 2,91 0,314 £ 0,052
MCF 7 17,48 + 2,07 0,141 + 0,050
MCF 7-LCC2 6,17 + 2,53 0,411 + 0,039

AU= arbitrary unit; OD= optical density

Die Messwerte zeigen, dass zwischen beiden eine ausgepragte inverse Korrelation

besteht. Besonders deutlich wird die reziproke Proportionalitat in einer grafischen

Darstellung (Abb. 29)
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Abb. 29: Kaorrelation von Plakoglobinexpression und Invasivitat bei verschiedenen humanen
Mammakarzinom-Zelllinien. Die Proteinexpression wurde in Western Blots ermittelt,
die Invasivitat in Transwell-Experimenten (n= 3).

Je hoher die Expression desto geringer die Invasivitat und damit auch die
Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung. Die Punkte liegen nahe bei der
Regressionsgeraden, was auf eine sehr gute Korrelation der beiden Parameter
hinweist. SK-BR-3-Zellen korrelieren etwas schlechter und zeigen eine gesteigerte
Invasivitat in Relation zur Plakoglobinexpression. Dies ist wahrscheinlich dem Umstand
geschuldet, dass sie als einzige der untersuchten Zelllinien Her2/neu-positiv sind.

Von besonderem Interesse sind die beiden Paare MCF-7/MCF-7-LCC2 und

MDA-231/ MDA-231-K18, da sich Wildtyp und Subklon in ihrer Aggressivitat deutlich
unterscheiden. Auch hier wird eine eindeutige Korrelation von hoher
Plakoglobinexpression und niedriger Malignitat beobachtet. Diese ist besonders
aussagekréftig, da die Paare in ihrer genetischen Ausstattung jeweils identisch sind und

so vielerlei Fremdeinflisse ausgeschlossen werden kdnnen.
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6. Diskussion

Unsere derzeitigen Méglichkeiten, einen in seiner Verhaltensweise so vielfaltigen Tumor
wie das Mammakarzinom ausreichend einschatzen zu kdnnen, sind im individuellen Fall
nicht immer zufriedenstellend. Das wesentliche Malignitatskriterium des
Mammakarzinoms ist seine Metastasierungsfahigkeit, da mit der Absiedlung von
Tumorzellen ein Ubergang von einer lokalisierten in eine systemische Erkrankung
stattfindet. Trotz aller therapeutischen Maoglichkeiten verschlechtert sich damit die
Prognose der Patientin entscheidend.

Anhand von Prognosekriterien wie Lymphknotenstatus, Tumorgré3e, Grading,
Hormonrezeptorstatus und Her2/neu-Status versucht man den wahrscheinlichen
Krankheitsverlauf abzuschéatzen.

Sie gelten unter Berucksichtigung des Menopausenstatus, der peritumoralen
Gefallinvasion sowie des Alters der Patientin als die Entscheidungskriterien fur eine
adjuvante Therapie®’ (Konsensuskonferenz St. Gallen, 2013).

Trotzdem ist fur einen Teil der behandelten Frauen die adjuvante Therapie ineffektiv
oder uberflussig. Die ideale Therapie sollte mdglichst genau auf den individuellen

Tumor zugeschnitten sein.

Spezifische prognostische und pradiktive Marker

Mit einer adjuvanten Chemotherapie auf Basis dieser allgemeinen Kriterien wird ein Teil
der Patientinnen Ubertherapiert mit betrachtlichen Nebenwirkungen bei hohen Kosten.
Daher werden neue prognostische Parameter bendtigt, die einerseits genaue
Informationen Uber das individuelle Tumorverhalten geben sowie andererseits die
molekularbiologischen GesetzmalRigkeiten der Krankheit besser verstandlich machen.
Solche Biomarker kdnnten das Potential eines Tumors zur Invasion und Metastasierung
aufzeigen und somit Patienten, die eine intensive Therapie bendtigen, identifizieren und

solche, bei denen kein Metastasierungsrisiko besteht, aussparen®.
Ein gutes Beispiel fur solch einen Biomarker ist das Onkogen Her2/neu, auch c-neu

oder c-erb-B2 genannt, welches in verschiedensten Karzinomen, vor allem aber im

Mammakarzinom nachgewiesen werden kann. Es handelt sich dabei um ein
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transmembrandses Phosphoglykoprotein mit Tyrosinkinaseaktivitat, das mit dem
Epidermal-Growth-Factor-Receptor (EGFR) homolog ist®®%°.

Neben der Steigerung der Proliferation scheint ein weiterer Wirkmechanismus von
Her2/neu die Stérung der Zelladhasion zu sein, wodurch Tumorzellen eine Ablésung
aus dem Gewebeverband erleichtert wird.

Ein Verlust von Zell-Zell-Kontakten durch EGFR-induzierte Tyrosinphosphorylierung
sowohl von klassischen als auch von desmosomalen Cadherinen und Cateninen ist
bekannt®.

Hier wurde bisher vor allem eine Schadigung der E-Cadherin vermittelten Zell-Zell-
Kontakte durch Phosphorylierung von B-Catenin beschrieben’®’""8,

Mit Etablierung des Onkogens Her2/neu als wichtigem Prognosekriterium beim
Mammakarzinom konnte durch eine zielgerichtete Therapie mit dem Antikorper
Trastuzumab eine signifikante Verlangerung des krankheitsfreien Uberlebens bei

Her2/neu-positiven Patientinnen erreicht werden®.

Zu den neueren prognostischen Markern zahlt auch das Protein u-PA (Urokinase-Typ
Plasminogen Aktivator) und dessen Gegenspieler PAI-1 (Plasminogen Aktivator-
Inhibitor). In Studien konnte belegt werden, dass bei Brustkrebs-Patientinnen im
Frahstadium, bei denen keine Lymphknoten befallen sind, ein niedriger uPA/PAI-1-
Anteil im Tumorgewebe ein zuverlassiger Prognosefaktor fir ein geringes Rickfallrisiko
ist. "Diesen Patientinnen — in Studien immerhin mehr als ein Drittel aller Betroffenen —
kann eine begleitende Chemotherapie erspart bleiben, ohne ihr Risiko, erneut zu
erkranken, zu erhéhen".

Frixen and Nagamine®! beschreiben einen Zusammenhang zwischen der Expression
von E-Cadherin und uPA. So kommt es in Mammakarzinomgewebe, in welchem die
Expression von E-Cadherin in vitro geblockt wurde, zu einem Anstieg der uPA-
Expression und somit zu einem erhéhten Invasionspotential des Tumors. Ahnliche
Zusammenhange koénnten fur das desmosomale Cadherin Desmoglein 2 vermutet

werden. Studien hierzu liegen bislang jedoch nicht vor.

Zusatzlich zu diesen beiden prognostischen Markern erscheinen weitere
Prognosekriterien fir das Mammakarzinom sinnvoll.

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die desmosomalen Proteine Plakoglobin und
Desmoglein 2 auf ihre diesbezugliche Eignung tberpruft und ihre Wertigkeit mit
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etablierten Parametern verglichen. Durch diesen Kontext sollte nicht nur ihre Gite
ermittelt, sondern auch sichergestellt werden, dass das gewéhlte Patientinnenkollektiv

reprasentativ ist.

Patientinnenkollektiv

Die Untersuchungen wurden an einem Kollektiv von 96 Patientinnen mit invasiv
duktalem Mammakarzinom erhoben, bei dem eine ausgesprochen lange
Nachbeobachtung von bis zu tber 17 Jahren durchgefiihrt werden konnte.

In unserem Kollektiv bestétigten sich die gangigen Prognosefaktoren als valide.

Ein positiver Lymphknotenstatus korrelierte signifikant mit einer schlechteren Prognose
sowohl hinsichtlich des Gesamtiiberlebens als auch des rezidivfreien Uberlebens.

Mit zunehmender Tumorgrol3e zeigte sich ein signifikant verkirztes Gesamtiberleben.
Mit zunehmendem Grading verkirzte sich sowohl das Gesamtiiberleben als auch das
metastasenfreie Uberleben.

Bei negativem Ostrogenrezeptorstatus verkiirzte sich sowohl das Gesamtiiberleben als
auch das metastasenfreie Uberleben. Hier zeigte sich auch der prozentuale Anteil
Hormonrezeptor-positiver Frauen reprasentativ.

Als interessante Beobachtung in Studien beschreiben Bracke et al. einen moglichen
Zusammenhang zwischen Tamoxifen und der Wiederherstellung defekter Cadherin-

Catenin-Komplexe in Mammakarzinomgewebe®?.

Her2/neu ist ein Prognoseparameter, welcher mit einer hohen Metastasierungsrate und
Mortalitat verbunden ist.
In unserem Kollektiv erreichte die Her2/neu-Expression allerdings keine statistische

Signifikanz, was am ehesten auf die begrenzte Fallzahl zuriickzufiihren ist.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in friilheren Untersuchungen zeigen, dass auch K18 als
Prognosefaktor geeignet ist®®*%_ Im hier untersuchten Kollektiv korrelierte das
metastasenfreie Uberleben signifikant mit der K18-Expression, jedoch nicht das

Gesamtiuberleben.

Zusammengenommen zeigen all diese Befunde, dass das Patientinnenkollektiv

insgesamt reprasentativ ist und die Aussagen bezuglich der Eignung von Plakoglobin
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und Desmoglein 2 als prognostische Faktoren wahrscheinlich verallgemeinert werden

kdnnen.

Plakoglobin als Prognosefaktor

Die in dieser Arbeit aufgezeigten Resultate von Plakoglobin zeigen, dass es ein
hervorragendes Prognosekriterium darstellt. Da in der Literatur nur wenige Daten zur
prognostischen Wertigkeit von Plakoglobin beim Mammakarzinom verfligbar sind,
wurde ,Neuland® betreten und es wurden daher alle zellularen Lokalisationen von
Plakoglobin sowohl gemeinsam als auch getrennt voneinander untersucht.

Von seiner Funktion als wichtiger Bestandteil zweier zellularer Adhasionsstrukturen,
den Adherens Junctions und den Desmosomen, war zu vermuten, dass v.a. eine
Lokalisation in der Membran ein Prognosekriterium darstellen kénnte. Es zeigte sich

jedoch, dass auch andere Lokalisationen aussagekraftig sind.

Betrachtet man die Karzinom-assoziierten Sterbefélle, so findet man in der Plakoglobin-
positiven Gruppe bei beliebiger Lokalisation des Proteins 27,3% verstorbene
Patientinnen gegeniber 56,5% in der Plakoglobin-negativen Kohorte. Ein ganz
ahnlicher Wert von 28,2% verstorbenen Patientinnen findet sich bei Lokalisation des
Proteins in der Membran.

Eine noch bessere Prognose haben jedoch Patientinnen, bei denen Plakoglobin im
Zellkern lokalisiert ist. Aus dieser Gruppe verstarben lediglich 15,6% wahrend des
Beobachtungszeitraums. Dieser Befund ist Gberraschend, da im gesunden
Mammaepithel keine Plakoglobinexpression im Kern beobachtet wird.

Dennoch erweist sich hier die Plakoglobinfarbung im Zellkern als positiver
Prognosefaktor. Wir vermuten, dass dies mit der spezifisch veréanderten
Signaltransduktion im Tumor zusammenhangt. -Catenin transloziert in Tumoren mit
aktiviertem Wnt-Signalweg in den Kern und wirkt dort als Transkriptionsfaktor
proliferativ und anti-apoptotisch. Nur Uber die Wnt-Kaskade kann -Catenin in den Kern
eingeschleust werden. In gesundem Gewebe ist es im E-Cadherin-Komplex fixiert.
Moglicherweise nutzt Plakoglobin im Tumor denselben Mechanismus wie B-Catenin, um
in den Kern einzudringen und verdrangt es dort kompetitiv von seinen Bindungsstellen

am Genom. Hierfur spricht, dass Plakoglobin ( = y-Catenin) eine hohe
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Sequenzhomologie zu B-Catenin aufweist. Beide verfligen Gber mehrere identische

Armadillo-Repeats.

Ein ganz ahnlicher Wert fur die Sterberate findet sich mit 16,7% fur jenes Kollektiv mit
gleichzeitiger Lokalisation von Plakoglobin sowohl im Kern als auch in der Membran.
Die zusatzliche Membranlokalisation verbessert also den gunstigen Wert der
Kernexpression nicht noch zusatzlich. Andererseits ist die Prognose fur Patientinnen,
die weder Kern- noch Membranexpression aufweisen, extrem schlecht: 70,6% dieses
Kollektivs verstarben an der Tumorerkrankung.

Dadurch stellt die Kombination von Membran- und Kernfarbung ein Uberragendes
Prognosekriterium dar, das der Evaluation des Lymphknotenstatus eindeutig tiberlegen

war.

Auch die In-vitro-Experimente bestatigen Plakoglobin als geeigneten Marker fir die
Aggressivitat von kultivierten Mammakarzinom-Zellen. Als Mal3 fur die Aggressivitat der
Tumorzellen wurde ihre Invasivitat gewahlt. Untersucht wurde, wie gut sie eine
kinstliche Basalmembran durchdringen kdnnen. Es zeigte sich, dass ein Verlust der
Plakoglobinexpression eng mit einer gesteigerten Invasivitat der Zellen und damit mit
ihrem metastatischen Potential korreliert. Die drei als aggressiv bekannten Zelllinien
MDA-MB 231, MDA-MB 435 und SK-BR-3 zeigten keine oder nur geringe
Plakoglobinexpression bei hoher Invasivitat, wahrend die gut differenzierten Zelllinien
ZR-75-1 und MCF 7 (beide sind Ostrogenrezeptor-positiv) eine deutliche
Plakoglobinexpression bei nur geringer Invasivitat aufwiesen.

Am anschaulichsten ist der Vergleich der beiden Subklone MDA-MB 231-K18 und MCF
7-LCC2 mit der jeweiligen Mutterlinie. Durch Transfektion des Keratin 18-Gens in MDA-
MB 231-Zellen wurde eine ausgepragte Re-Expression von Plakoglobin induziert und
gleichzeitig die hohe Invasivitat der Mutterlinie stark eingeschrankt. Der transfizierte
Klon zeigt die hochste Plakoglobinexpression und gleichzeitig die geringste Invasivitét
aller untersuchten Zelllinien. Die Invasivitat in vitro ist Gbereinstimmend mit friiheren
Tierexperimenten®: Nach orthotoper Inokulation von Wildtyp-Zellen wurden Metastasen
in Lunge, Leber und Knochen nachgewiesen, wahrend der Subklon nicht tumorigen
war. Die inokulierten Zellen waren nicht in der Lage, einen lokalen Tumor zu etablieren,

Absiedlungen waren nicht nachweisbar.
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Bei der Paarung MCF 7 und Subklon LCC2 ist es genau umgekehrt. Wahrend die
Mutterlinie Plakoglobin exprimiert und nur schwach invasiv ist, hat der metastatische
Subklon das Membranprotein weitgehend verloren und ist gleichzeitig erheblich
invasiver als die Mutterlinie.

Diese eindeutige Korrelation von hoher Plakoglobinexpression und niedriger Malignitat
in den verwandten Zellklonen ist besonders aussagekraftig, da die Paare in ihrer
genetischen Ausstattung jeweils identisch sind und so vielerlei Fremdeinflusse

ausgeschlossen werden kénnen, die Fehlinterpretationen verursachen kdnnten.

Insgesamt korreliert Plakoglobin mit dem Differenzierungsgrad der Tumorzellen. Alle
Zelllinien mit deutlicher Plakoglobinexpression exprimieren auch den Ostrogenrezeptor

und die Keratine 8/18 des gesunden Mammaepithels (Daten hier nicht gezeigt).

In der Literatur finden sich einige Publikationen, die ebenfalls die Eignung von
Plakoglobin als Prognosefaktor belegen.

Ueda et al. zeigten, dass Plakoglobin beim oralen Plattenepithelkarzinom einen
unabhangigen Prognosefaktor darstellt und dass verminderte bzw. nicht vorhandene
Membranfarbung signifikant mit einem schlechteren Gesamtuberleben und einer
erhéhten Metastasenwahrscheinlichkeit einhergeht®.

Clairotte et al.*? zeigen Plakoglobin als unabhangigen Prognoseparameter beim
Blasenkarzinom, der mit signifikant erh6htem Auftreten von Metastasen bei
verminderter Membranfarbung einhergeht.

In weiteren Studien Uber epitheliale Tumoren wurde ein Zusammenhang mit einem
erhdhten Metastasenrisiko bzw. schlechterem Gesamttberleben bei verminderter
Plakolobinexpression beschrieben®=°. Aberle et al.?® stellen das Plakoglobingen als
mogliches Tumorsuppressorgen fur das Mamma- bzw. Ovarialkarzinom dar. Bukholm et
al.”® untersuchten den Zusammenhang der Expression des Cadherin-Catenin-
Komplexes (E-Cadherin, alpha-, beta- und gamma-catenin) und der
Auftrittswahrscheinlichkeit von Metastasen beim Mammakarzinom und zeigten
signifikante Ergebnisse bzgl. der Auftrittswahrscheinlichkeit von Metastasen, wenn alle
vier Proteine als eine Gruppe analysiert wurden und mindestens eines der Proteine
eine verminderte Expression zeigte. Betrachtete man die Proteine alleine, zeigten sich

keine Signifikanzen. Sie nahmen daraufhin an, dass ein Zusammenhang zwischen dem
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Expressionsverlust von einem der Proteine alleine die Funktion der anderen bezuglich
der Verhinderung von Metastasen verandert.

In Transfektionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Expression von
Plakoglobin die Invasivitat maligner Zellen drastisch reduziert und das unabhangig von

einem intakten Cadherin-Catenin-Komplex®®.

Auch fur eine Lokalisation von Plakoglobin im Kern finden sich Hinweise in der Literatur,
deren prognostische Relevanz jedoch insgesamt widerspruchlich ist.

Von im Zellkern lokalisiertem Plakoglobin wird berichtet, dass es die Tumoraggressivitat
unterdriickt®®. Cho>! beschreibt beim Ovarialkarzinom jedoch, dass nukleéres
Plakoglobin mit Tumorprogression und héheren FIGO-Stadien korreliert ist. Pirinen
hingegen® findet beim nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom keinen Einfluss von
nukledrem Plakoglobin auf das Gesamtiiberleben. Ueda® beschreibt beim oralen
Plattenepithelkarzinom vemehrt nukleares Plakoglobin, welches aber nicht signifikant

mit dem Auftreten von Metastasen bzw. dem Gesamtiberleben korreliert.

Insgesamt scheint Plakoglobin ein ausgezeichneter Prognosefaktor zu sein. Zum einen
ist es ein Differenzierungsmarker, da es als einziges Protein sowohl in den Adherens
Junctions als auch in den Desmosomen vorkommt und damit an tiber 90% der
epithelialen Zell-Zell-Adhasion beteiligt ist. Es stellt somit einen ausgezeichneten
Parameter fur den Differenzierungsverlust im Zuge der epithelialen-mesenchymalen
Transition (EMT) dar. Sein Verlust korreliert daher eng mit der zunehmenden
Aggressivitat des Karzinoms. Zum anderen kénnte es tber seine Homologie mit -

Catenin in die Tumor-spezifische Signaltransduktion des Wnt-Wegs eingreifen.

Freies B-Catenin ist hier als Trankriptionsfaktor an der Ausbildung eines aggressiven
Phanotyps von Malignomen beteiligt. De-differenzierte Karzinome erfahren so nicht nur
einen Verlust an zellularer Adhasion und Integritat des Gewebeverbandes, sondern
gewinnen zusatzlich auch noch Proliferationssignale durch freigesetztes f3-
Catenin®"?2°_ Als unabhangiger Prognosefaktor fiir ein signifikant verschlechtertes
Gesamtiiberleben wird eine Uberexpression von R-catenin im Nukleus beim

kolorektalen Karzinom beschrieben®.

69



Wie oben ausgefuhrt, kénnte im Kern lokalisiertes Plakoglobin allerdings die Wirkung
von B-Catenin hemmen, indem es dessen Bindungsstellen am Genom kompetitiv
besetzt. Einige Autoren schreiben im Nukleus befindlichen Plakoglobin eine
Tumorsuppressorfunktion zu, indem es R-catenin im Nukleus downreguliert®7:98:99:59,
Eine eigene Transkriptionsaktivitat wie 3-Catenin kann Plakoglobin dabei nicht

zugeordnet werden®®.

Diese Hypothese miusste allerdings noch durch weitergehende, detaillierte
Untersuchungen der Signaltransduktionswege verifiziert werden. Das hier angewendete
Auswerteschema, das aufgrund fehlender Anhaltspunkte so breit gefasst werden

musste, kdnnte auf Membran- und Kernfarbung fokussiert und weiter optimiert werden.

Desmoglein 2 als Prognosefaktor

Die in dieser Arbeit aufgezeigten Resultate zeigen, dass auch Desmoglein 2 ein
hervorragendes Prognosekriterium darstellt. Da in der Literatur keine Daten bezlglich
der prognostischen Wertigkeit von Desmoglein 2 beim Mammakarzinom verfligbar sind,
musste wie bei Plakoglobin ein eigenes Scoring-System entwickelt werden. Daher
wurden auch hier alle zellularen Lokalisationen sowohl gemeinsam als auch getrennt
voneinander untersucht.

Wie aufgrund der zellbiologischen Funktion von Desmoglein 2 zu erwarten war,
korrelierte eine konservierte Membranexpression hochsignifikant mit verlangertem
Uberleben. Wie bei Plakoglobin korrelierten jedoch auch weitere zellulare
Lokalisationen mit einer guten Prognose im Hinblick auf ein verlangertes
Gesamtuberleben. Betrachtet man die Karzinom-assoziierten Sterbefalle, so findet man
bei erhaltener Expression von Desmoglein 2 in der Membran eine aul3erordentlich
niedrige Rate von nur 8,3%. Bei Lokalisation im Zytosol betragt die Rate 22,2% und bei
Lokalisation sowohl in der Membran als auch im Zytosol liegt sie mit 14,6% zwischen
den beiden Werten. Der Wert fur eine beliebige Lokalisation in einem der drei
untersuchten Kompartimente betrug 22,4%. In allen Fallen lag die Sterblichkeit in der
Desmoglein 2-negativen Kontrollgruppe wesentlich hdher.

Die desmosomalen Cadherine sind nicht so gut untersucht wie E-Cadherin, jedoch kann
man vermuten, dass sie ebenfalls im Zuge einer EMT (epithelialen-mesenchymalen
Transition) verloren gehen und damit ein vergleichbares Merkmal fiir den

Differenzierungsverlust bei der malignen Transformation darstellen. Daher ist eine enge
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Korrelation mit der Malignitat des Tumors und damit mit der Prognose fur die Patientin
absolut vorstellbar.

In Transfektionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Expression von
Desmoglein 2 die Invasivitat maligner Zellen drastisch reduziert®.

In einer Studie Uber das squamdse Osophaguskarzinom zeigte das Karzinomgewebe
einen deutlichen Verlust der Membranfarbung von Desmoglein 2 mit vermehrter
Anreicherung von Desmoglein 2 im Zytoplasma sowie perinuklear. Es wurde ein
Zusammenhang mit diesem Expressionsverlust und dem damit einhergehenden Verlust
der interzellularen Adhasion und auftretender Metastasierung vermutet.

Eine andere Studie zeigt eine anormale Desmoglein 2-Expression beim
Magenkarzinom und vermutet einen Zusammenhang zwischen dem Verlust dieses
desmosomalen Cadherins und der Zunahme der Tumoraggressivitat*'.

Vereinzelt fand sich auch eine Lokalisation von Desmoglein 2 im Kern, die tendenziell
mit metastasenfreiem Uberleben korrelierte. Jedoch war die Fallzahl zu klein, um eine
signifikante Aussage treffen zu kénnen.

Eine solche Akkumulation von Desmoglein 2 im Zellkern Uberrascht, da es als
desmosomales Cadherin funktionell in der Zellmembran verankert ist und mit seiner
extrazellularen Doméane fiir Zell-Zell-Kontakte verantwortlich ist. Keim et al.'®°, die
bisher als Einzige eine nukleare Lokalisation beschrieben haben, vermuten aufgrund
derselben Uberlegung, dass es sich hierbei um unspezifische Farbungen handeln
musse. Da wir nun dieselbe Beobachtung machen, wéare zu tberlegen, ob hier nicht
doch bisher unbekannte Funktionalitdten vorliegen, zumal fur das klassische E-
Cadherin in einer Vielzahl von Studien eine nukleare Lokalisation beschrieben wird. Wie
es dorthin gelangt und welche Funktion es ausiben kénnte, ist noch nicht geklart.
Neuroendokrinen Pankreaskarzinomen wurde bei nukledr nachweisbarem E-Cadherin
ein deutlich erhdhtes Aggressionspotential zugeschrieben, klarzellige Nierenkarzinome
andererseits zeigten bei nuklearem E-Cadherin-Nachweis eine deutlich bessere
Prognose®.

Moglicherweise erfilllt daher auch das desmosomalen Cadherin Desmoglein 2 eine bis
jetzt noch nicht geklarte Funktion im Nukleus.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Befunde zur prognostischen Wertigkeit von
Desmoglein 2 beim Mammakarzinom sind insofern auch von besonderem Interesse, da

in der Literatur kaum Informationen zu diesem Themenkreis verfligbar sind.
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Abschliel3end lasst sich sagen, dass Plakoglobin und Desmoglein 2 in dieser Studie
valide und hoch signifikante Prognosefaktoren fur das Gesamtiberleben beim
Mammakarzinom darstellen, die in diesem Kollektiv den etablierten Kriterien
Nodalstatus und Grading Uberlegen waren.

Allerdings mussen diese Ergebnisse in weiteren Untersuchungen Uberprtft und
verifiziert werden. Insbesondere ware eine prospektiv randomisierte Studie erforderlich,
damit den Anforderungen einer modernen evidenzbasierten Medizin Rechnung

getragen wird.
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7. Zusammenfassung

Entscheidend fir die Prognose des Mammakarzinoms ist das Metastasierungs- bzw.
Rezidivrisiko des Primartumors. Im Rahmen der malignen Transformation werden
grundlegende Veranderungen des Zytoskeletts sowie der Adhasionsmolekiile
beobachtet.

Zellulare Adhasion wird im Brustdrusenepithel vor allem durch zwei Strukturen erbracht:
Die Adherens Junctions und die Desmosomen. Sie sind die beiden wichtigsten
epithelialen Strukturen fiir einen intakten Zellverband®”’.

E-Cadherin, das Cadherin der Adherens Junctions, ist in Bezug auf das invasiv duktale
Mammakarzinom schon gut untersucht. Uber die Rolle der desmosomalen Cadherine
wie Desmoglein 2 weild man diesbezlglich dagegen wenig.

Plakoglobin (y-Catenin) ist von zentralem Interesse, da es als einziges Protein in beiden

Adhéasionsstrukturen vorkommt.

In dieser Arbeit wurde an Paraffinschnitten von 96 Frauen mit invasiv duktalem
Mammakarzinom die Expression von Plakoglobin und Desmoglein 2 untersucht. Der
Nachweis erfolgte immunhistochemisch. Die Expression von Plakoglobin und
Desmoglein 2 in jedem einzelnen Zellkompartiment (Membran, Zytoplasma und Kern)
bzw. aller Kompartimente gemeinsam wurde mit dem Krankheitsverlauf (Auftreten von
Metastasen, Lokalrezidiven, Metastasen und Lokalrezidiven gemeinsam,
Gesamtuberleben) korreliert.

Alle Frauen waren zwischen 1986 und 1987 im Berliner Universitatsklinikum Benjamin
Franklin wegen eines invasiv duktalen Mammakarzinoms behandelt worden. Der

Beobachtungszeitraum erstreckte sich bis 2003.

Bei den Einzelanalysen fur Plakoglobin korrelierten die Expression von Plakoglobin
unter Berlcksichtigung aller Kompartimente, die Expression von Plakoglobin an der
Membran alleine, die Expression von Plakoglobin im Kern alleine, die Expression von
Plakoglobin an Membran und Zytoplasma gemeinsam als auch die Expression von
Plakoglobin an Membran und Kern gemeinsam signifikant mit dem Gesamttberleben.

Vor allem die Kombination von Membran- und Kernféarbung stellte in dieser
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Untersuchung ein Uberragendes Prognosekriterium dar, das der Evaluation des
Lymphknotenstatus eindeutig tiberlegen war.

Schon die Expression von Plakoglobin allein an der Membran bzw. allein im Kern
zeigten sich hoch signifikant und scheinen als Prognosefaktoren geeignet, sind der

kombinierten Bewertung jedoch eindeutig unterlegen.

Uberraschend ist die Aussagekraft der Kernlokalisation von Plakoglobin. Ausgehend
von seiner Funktion als Bestandteil von Zelladh&sionsstrukturen wirde man nicht
erwarten, dass ihm eine biologische Funktion im Kern zukommt, zumal eine
Kernlokalisation in gesundem Mammaepithel nicht beobachtet wird.

In der Tumorzelle mit aktiviertem Wnt-Signaltransduktionsweg kénnte es allerdings eine
wichtige antiproliferative Rolle spielen. Im Wnt-aktiven Tumor transloziert das ebenfalls
membranassoziierte Protein B-Catenin in den Kern und aktiviert als Transkriptionsfaktor
tumorspezifische Gene. Durch seine ausgepragte Homologie mit f-Catenin kénnte
Plakoglobin dessen Bindungsstellen am Genom blockieren.

Einige Autoren schreiben dementsprechend Plakoglobin im Nukleus eine
Tumorsuppressorfunktion zu, indem es p-Catenin im Nukleus downreguliert®®7:98:99:59,
Diese Hypothese misste allerdings noch durch weitergehende, detaillierte
Untersuchungen der Signaltransduktionswege verifiziert werden. Das hier angewendete
Auswerteschema, das aufgrund fehlender Anhaltspunkte so breit gefasst werden
musste, kdnnte dann auf Membran- und Kernfarbung fokussiert und weiter optimiert
werden.

Wie in den Einzelanalysen zeigten sich bei der multivariaten Analyse der
Plakoglobinvariablen keine statistischen Signifikanzen in Bezug auf das Auftreten von
Metastasen, Lokalrezidiven bzw. Metastasen und Lokalrezidiven gemeinsam.

In Bezug auf die Uberlebenszeit zeigten sich bis auf Plako-Z alle Plakoglobinvariablen
statistisch signifikant. Der Lymphknotenstatus, das Grading sowie die Tumorgrof3e
wurden dabei als Prognosefaktoren statistisch tbertroffen.

In der univariaten Analyse liel3 sich kein Zusammenhang zwischen einer
Plakoglobinexpression und dem Lymphknotenstatus, der Tumorgrol3e, dem Her2/neu-
oder ER-Status herstellen. Das heil3t, Plakoglobin und seine Variablen kdnnen von

diesen als unabhéangig gelten.
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Allerdings wurde bei niedriger Plakoglobin-gesamt- bzw. Plako-M-Expression
Uberdurchschnittlich haufig ein hohes Grading beobachtet. Dies ergab eine statistisch
signifikante Korrelation (Plako-gesamt p<0,04; Plako-M p<0,06).

Dieser Zusammenhang eines Plakoglobinverlustes mit einem hohen Grading kann als
Ergebnis einer epithelialen-mesenchymalen Transition mit zunehmender
Entdifferenzierung des Tumors gewertet werden.

Die retrospektiven Patientinnendaten konnten durch In-vitro-Experimente an kultivierten
Mammakarzinom-Zellen, in denen die Plakoglobinexpression mit der Invasivitat
verglichen wurde, bestétigt werden.

Je starker Plakoglobin exprimiert war, desto geringer war die Invasivitat in der Boyden-
Kammer. Je geringer also der Differenzierungsverlust im Zuge der malignen

Transformation ausfiel, desto weniger aggressiv verhalt sich die Zelllinie.

Bei den Einzelanalysen fur Desmoglein 2 zeigte sich ein signifikant verlangertes
Gesamtuberleben bei Desmoglein 2-Expression an der Membran, bei Desmoglein 2-
Expression in allen Kompartimenten, bei Desmoglein 2-Expression an Membran und im
Zytoplasma gemeinsam, sowie bei Desmoglein 2-Expression allein im Zytoplasma.
Wie in den Einzelanalysen zeigten sich in der multivariaten Analyse keine statistischen
Signifikanzen der Desmogleinvariablen in Bezug auf das Auftreten von Metastasen,
Lokalrezidiven bzw. Metastasen und Lokalrezidiven gemeinsam.

In Bezug auf die Uberlebenszeit zeigten sich bis auf Desmo-Z und Desmo-K alle
Desmogleinvariablen statistisch signifikant.

Der Lymphknotenstatus, das Grading sowie die Tumorgrof3e wurden dabei als
Prognosefaktoren statistisch tbertroffen.

Bei der univariaten Analyse liel3 sich kein Zusammenhang zwischen einer Desmoglein
2-Expression und dem Lymphknotenstatus, der Tumorgrof3e, dem Grading, dem
Her2/neu- oder ER-Status herstellen. Das heil3t, Desmoglein 2 und seine Variablen

kénnen als unabhangige Prognosefaktoren angesehen werden.
Die in dieser Arbeit vorgestellten Befunde zur prognostischen Wertigkeit von

Desmoglein 2 beim Mammakarzinom sind insofern von besonderem Interesse, als dass

in der Literatur kaum Informationen zu diesem Themenkreis verfugbar sind.
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Abschliel3end lasst sich sagen, dass Plakoglobin und Desmoglein 2 in dieser Studie
valide und hoch signifikante Prognosefaktoren fur das Gesamtiberleben beim
Mammakarzinom darstellen, die den etablierten Kriterien Nodalstatus, Tumorgréf3e und
Grading uberlegen sind.

Allerdings mussen diese Ergebnisse in weiteren Untersuchungen tberprift und
verifiziert werden. Insbesondere ware eine prospektiv randomisierte Studie erforderlich,
damit den Anforderungen einer modernen evidenzbasierten Medizin Rechnung

getragen wird.
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