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1 Zusammenfassung

Zur besseren Risikoeinschdatzung eines Mammakarzinoms bei Diagnosestellung sowie zur
Erstellung eines individuellen Therapieschemas miissen die biochemischen Prozesse der Tu-
morentstehung erfasst werden noch bevor die Veranderungen im Gewebe sichtbar werden.
(Marme and Schneeweiss, 2012). Mit High Resolution Magic Angle Spinning Protonen - Mag-
netresonanz Spektroskopie (HRMAS *HMRS) konnen einzelne Metaboliten im Gewebe auf-
grund ihrer chemischen Verschiebung identifiziert sowie in hochauflésenden Spektren quanti-
fiziert werden.

Beim Mammakarzinom lassen sich Verdnderungen im Cholinmetabolismus (Kennedy - Zyklus)
nachweisen (Glunde et al., 20044, Eliyahu et al., 2007). Eines der Hauptenzyme im Kennedy -
Zyklus ist die Cholinkinase, welche die Phosphorylierung von Cholin zu Phosphocholin kataly-
siert (Tse et al., 2007).

Wir untersuchten in der vorliegenden Arbeit, (1) ob das Metabolitenprofil von Mammakarzi-
nomgewebe in Zusammenhang mit klinischen Daten zur Einschatzung der Aggressivitat des
Tumors steht und (2) welche Rolle die Cholinkinase beim Mammakarzinom spielt; inwiefern
sie fiir Konzentrationsveranderungen der Metaboliten verantwortlich ist.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden mittels HRMAS 'HMRS die Metabolitenkonzentratio-
nen von Cholin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin in einer Kohorte von 142 malignen
sowie 20 benignen Mamma-Gewebeproben gemessen und mit klinischen Parametern (Histo-
logie, TNM-Stadium, Differenzierungsgrad, Rezeptorstatus, Alter, Outcome) der entsprechen-
den Patientinnen verglichen. Des Weiteren wurde untersucht, ob die Cholinkinase mit den
genannten Metaboliten quantitativ korrelierte.

Tiefgefrorene Mamma-Gewebeproben von 162 Patientinnen wurden am Martinos Nuclear
Magnetic Resonance Center des Massachussetts General Hospital und der Harvard Universi-
tat, MA, USA mit einem 14 Tesla - Magnetresonanzspektrometer mit der HRMAS - Technolo-
gie gemessen und anschlieRend histopathologisch evaluiert. 50 ausgewahlte Proben wurden
auBerdem mittels Western Blot semiquantitativ auf die Cholinkinase untersucht.

Hier zeigte sich, dass eine erhdhte Glycerophosphocholinkonzentration ein hochsignifikantes

Merkmal fiir Malignitat war (p < 0,001). Sie korrelierte auRerdem positiv mit der Tumorzell-
zahl (p = 0,003) sowie mit einem jingeren Alter (< 40 Jahre) (p = 0,018). Sehr hohe Konzentra-

tionen standen in signifikantem Zusammenhang mit einer verbesserten Uberlebensrate in der
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univariaten Analyse (p = 0,049). GroRe Tumoren zeigten hingegen eine signifikant geringere
Konzentration (p = 0,023). Die Cholinkonzentration war im gesunden Gewebe bei dlteren
Patientinnen signifikant erhoht (p = 0,011). AuBerdem war die Cholinkonzentration in HER2-
exprimierenden Proben signifikant erhéht (p = 0,027). Ferner konnten wir in unseren Untersu-

chungen nicht bestatigen, dass Phosphocholin einer der wichtigsten Metaboliten im Tumor-

stoffwechsel ist und zu einer verschlechterten Prognose fuhrt. Vielmehr ging eine erhdhte
Phosphocholinkonzentration in der univariaten Analyse mit einer signifikant verbesserten
Uberlebensrate einher (p = 0,048). AuBerdem zeigte sich eine hochsignifikante positive Korre-
lation zwischen der Cholin- und der Phosphocholinkonzentration (p < 0,001). Die Cholinkina-
sekonzentration korrelierte im benignen Gewebe negativ mit der Phosphocholinkonzentration
(p = 0,005).

Die Messwerte unserer Metabolite unterlagen sehr hohen Schwankungen, so dass einzelne
Metabolite wahrscheinlich weniger aussagekraftig sind als das gesamte Metabolitenprofil mit
dem Verhaltnis der Metaboliten zueinander. Die untersuchten Metaboliten kénnten jedoch
eine maRgebliche Rolle in der Erprobung neuer Therapiestrategien spielen.

Mittels HRMAS *HMRS kénnen molekulare Veranderungen im Mammakarzinom gut erfasst
werden. Sie ist daher eine vielversprechende erganzende Methode zur metabolischen Klassifi-
zierung und Risikoeinschatzung. In zukiinftigen Studien sollte die HRMAS 'HMRS parallel zu
den herkdmmlichen Methoden evaluiert werden.

Erst im direkten Vergleich wird sich letztendlich zeigen, welchen Fortschritt und klinischen

Nutzen sie bei der Diagnostik und Behandlung des Mammakarzinoms bringt.
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2 Abstract

New strategies in discovery and personalized treatment of breast cancer are needed to avoid
overtreatment of less aggressive tumors and to cure more aggressive tumors. Our aim was to
find an additional diagnostic strategy, which is highly sensitive and specific and helps to evalu-
ate the individual metabolic tumor subtype and aggressiveness in order to create highly per-
sonalized therapy concepts.

At the Martinos Nuclear Magnetic Resonance Center of the Massachussetts General Hospital
and Harvard University, MA, USA we created metabolic profiles of 162 frozen breast tissue
specimens by high resolution magic angle spinning proton magnetic resonance spectroscopy
(HRMAS HMRS). We specifically examined the role of choline metabolites in the Kennedy
pathway, namely choline, phosphocholine and glycerophosphocholine. We compared our
results with the individual outcome and histopathologic classification of each patient.

In 50 cases, we semiquantitatively measured choline kinase expression levels, one of the main
enzymes within choline metabolism, by Western Blotting.

We demonstrated a highly significant higher level of glycerophosphocholine concentration in

malignant tissue (p < 0,001). Glycerophosphocholine concentration was also positively corre-
lated with younger age of patients (p = 0,018) and higher amounts of tumor cells (p = 0,003).
Patient with a very high level of glycerophosphocholine, however, showed a significantly
better survival rate in the univariate analysis (p = 0,049). Glycerophosphocholine concentra-
tion was significantly lower in big tumors (p = 0,023). Choline was significantly higher concen-
trated in healthy tissues of older patients (p = 0,011). Furthermore, choline concentration was
significantly higher in HER2-positive tumors compared to HER2-negative tumors (p = 0,027).

The importance of phosphocholine as a powerful biomarker in cancer other studies described

could not be confirmed in our research panel. However, in our univariate analysis we found a
significantly better survival rate in cases with higher phosphocholine concentration (p =
0,048). Phosphocholine is also highly significantly positive correlated with choline concentra-
tion (p < 0,001). In benign tissues, we discovered a significant negative correlation between
the concentration of the enzyme choline kinase and the corresponding phosphocholine level
(p = 0,005). Our investigations of different molecular tumor subtypes led to promising trends
for being able to possibly differentiate these subtypes by their choline metabolite profiles, but

we were mostly lacking significant results due to low case numbers.



12 Abstract

In conclusion, the detected metabolite concentrations in choline metabolism showed a huge
variability. We suggest that, in the future, considering the entire metabolic profile and metab-
olite ratios may increase the information gained from HRMAS 'HMRS studies rather than
evaluating individual metabolite concentrations. HRMAS 'HMRS has the potential to provide a
much better understanding of a given tumor’s biochemistry and metabolic make-up. Addi-
tional future studies will be needed to clearly understand the metabolism of different breast
cancer subtypes. This method in combination with currently existing diagnostic possibilities
can give us a better picture of the individual tumor of each patient to develop personalized
treatment plans, which improve cancer cure rates and minimize side effects of chemo- and

radiotherapy.
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3 Einleitung

Diese Dissertation ist im Rahmen des Berlin - Boston Forschungsaustauschs der Charité Uni-
versitatsmedizin mit der Harvard University, Cambridge, MA, USA, und dem Massachussetts
General Hospital, Boston, MA, USA entstanden. Der Forschungsaustausch wurde von Herrn
Dr. med. Piet Habbel, Charité Universitatsmedizin, und Herrn Dr. med. Johannes Nowalk,
Universitatsklinikum Wirzburg, ins Leben gerufen. Die Experimente wurden am Athinoula A.
Martinos Center for Biomedical Imaging des Massachussetts General Hospital und der Harvard
University, MA, USA, im Labor fiir Radiopathologie von Herrn Professor Leo Ling Cheng durch-
gefiihrt. Es bestand aullerdem eine Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Tumorbildgebung
von Frau Professor Zaver M. Bhujwalla an der Johns Hopkins Medical University, Baltimore,
MD, USA. Zurlick in Berlin erfolgte die Betreuung maBgeblich durch Herrn Professor Dr. med.
Carsten Denkert, Leiter der AG Transnationale Tumorforschung am Institut fir Pathologie,

Charité.
3.1 Das Mammakarzinom

3.1.1 Epidemiologie

Brustkrebs ist vor allem in den Industrieldandern eine weit verbreitete Erkrankung. In Deutsch-
land wurden im Jahr 2016 rund 65.500 Neuerkrankungen bei Frauen festgestellt. Das
Mammakarzinom ist damit die haufigste Krebserkrankung der Frau und fiir 30,8 % aller Krebs-
neuerkrankungen bei Frauen verantwortlich (Abb. 1) (Robert Koch Institut, 2015a). Dies sind

158 pro 100.000 im Jahr.
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Abb. 1: Prozentualer Anteil der derzeit haufigsten Tumorlokalisationen aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland (ohne
nicht-melanotischen Hautkrebs), modifiziert nach (Robert Koch Institut, 2015b).

Statistisch gesehen erkrankt jede 8. Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs. Mammakarzi-
nome sind zwischen der 6. und 7. Lebensdekade am haufigsten. Vor dem 35. Lebensjahr
kommen sie selten vor. Laut Angabe des Statistischen Bundesamtes starben im Jahr 2014 in
Deutschland 17.670 Frauen an Brustkrebs, welches damit die haufigste Krebserkrankung mit
Todesfolge darstellt (Statistisches Bundesamt, 2014). Die Brustkrebserkrankung nimmt bei der
Sterblichkeit mit 16,7 % den ersten Platz ein, gefolgt vom Bronchialkarzinom und dem Pankre-
askarzinom. Die relative 5-Jahresiiberlebensrate betrug 1992 noch 72% und stieg im Jahr 2010

auf 87% an (Abb. 2) (Robert Koch Institut, 2015a) (Kreienberg et al., 2012).

Mammakarzinom
2012 2016

Manner Frauen Manner Frauen
Neuerkrankungen 620 69.550 700 65.500
Standardisierte Erkrankungsrate* 1,1 117,4 1,1 106,1
Sterbefalle 150 17.748
Standardisierte Sterberate 0,3 23,9
5-Jahres-Pravalenz 2.300 317.200

* je 100.000 Personen, altersstandardisiert

Abb. 2: Ubersicht der wichtigsten epidemiologischen MaRzahlen fiir Brustkrebs in Deutschland, modifiziert nach (Robert Koch
Institut, 2015a).
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Eine frihzeitige und eindeutige Diagnose bei Brustkrebs ist essenziell fir die Prognose
(Furnival, 1997, Nover et al., 2009). Um die Detektionsrate zu verbessern wurde im Jahr 2005
das Mammographiescreening flaichendeckend eingefiihrt. Es ist Bestandteil der Richtlinien
Uber die Friiherkennung von Krebserkrankungen und kann von Frauen ab dem Alter von 50
Jahren bis zum Ende des 70. Lebensjahres in Anspruch genommen werden
(Bundesministerium fir Gesundheit, 2004). Mit Einfihrung der Mammographie als Vorsorge-
untersuchung stieg die Inzidenz des Brustkrebs zunadchst deutlich an (Robert Koch Institut,
2015a) (Abb. 3). Dies liegt vor allem an der vermehrten Erfassung besonders der friihen

Krebsstadien (Chu et al., 1991) (Kreienberg et al., 2012).

Jahre 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Erstdiagnose f| 60.209 60.005 61.871 63.491 65.453 68.730 73.970 73.904 70.951 70.190 69.550
Brustkrebs

Abb. 3: Verlauf der Brustkrebs Inzidenz in Deutschland, modifiziert nach (Robert Koch Institut, 2013).

Anfangs ging man davon aus, dass dies erhéhte Uberlebensraten sowie eine bessere Lebens-
qualitat der Patientinnen zur Folge hat (Chu et al., 1991, Nover et al., 2009). Nover et al. ge-
ben hierfiir eine 98% Uberlebensrate fiir Stadium 0 und | bei Diagnosestellung an. Andere
Studien vermuten eine Ubertherapie von Brustkrebs ohne bedeutende Beeinflussung der
Mortalitdt und Morbiditdt bei den fortgeschrittenen Stadien (Bleyer and Welch, 2012). Eine
abschlieRende Aussage dariiber, ob das Mammographie Screening die Sterblichkeit bei Brust-

krebs senken kann, lasst sich derzeit jedoch noch nicht machen (Robert Koch Institut, 2015a).

3.1.2 Diagnostisches und therapeutisches Vorgehen

Die Mammographie gilt nach derzeitigem Wissenstand als gdangigste Methode zur Friiherken-
nung des Mammakarzinoms. Sie zeichnet sich durch eine sehr hohe Sensitivitat bei ebenfalls
hoher Spezifitat aus, vor allem bei dlteren Frauen in der Menopause, deren Bruststruktur
typischerweise einen hoheren Fettanteil aufweist (Tab. 1). Dieser Nutzen liberwiegt das Risiko
fir Folgeschdaden durch die vergleichsweise geringe Strahlenbelastung (Mettler et al., 1996).
Da das Verfahren aulerdem giinstig und ohne groRen organisatorischen Aufwand flachende-
ckend durchfiihrbar ist, ist es seit 2005 Bestandteil des deutschen Krebsvorsorge-Programms.
Weitere Untersuchungstechniken wie die Brustselbstuntersuchung der Frau, Tastuntersu-

chung des Arztes oder die Mammasonographie sollten ergianzend durchgefiihrt werden
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(Kreienberg et al., 2012). Dies gilt besonders bei Frauen mit hohem Risiko, zum Beispiel bei
BRCA1 oder BRCA2 Mutation. Bei Schwangeren oder jungen Patientinnen mit bindegewebs-
dichter Brust konnen sie der Mammographie vorgezogen werden (Sehgal et al., 2006). Eine
weitere Untersuchungsmethode, die vor allem bei den zuvor genannten Patientengruppen
(bindegewebsreiche Brust, junge Patientin, Schwangere) angewandt wird, ist die Magnetreso-
nanztomographie (MRT). Sie zeichnet sich durch eine hohere Sensitivitat als bei der Kombina-
tion von Mammographie und Mammasonographie aus (Orel, 1998, Kriege et al., 2004). Auch
eine intraduktale Ausbreitung des Tumors lasst sich hiermit besser feststellen (Hata et al.,
2004). Allerdings kann es in Grenzfdllen schwierig sein, benigne Lasionen sicher von den ma-
lignen zu unterscheiden (Orel, 1998). Die MRT-Untersuchung hat somit einen niedrigeren

positiven pradiktiven Wert und ist auRerdem sehr kostenintensiv (Tab. 1).

Untersuchung Sensitivitat Spezifitat
Mammaographie (Carney et al., 2003)

gesamt 75%

- bei bindegewebsreicher Brust 62,9% 92,3%

- bei fettreicher Brust 87% 89,1%

- 40-44 Jahre 68,6% 96,9%

- 80-89 Jahre 83,3%

MRT (Bluemke et al., 2004) 88,1% 67,7
Dopplersonographie (Raza and Baum, 1997) 68% 95%
Tastuntersuchung durch den Arzt (Ratanachaikanont, 2005) 57,14% 97,11%

Tab. 1: Vergleich der Sensitivitat und Spezifitdt verschiedener Untersuchungsmethoden zur Diagnostik des Mammakarzinoms.

Sobald beim Screening eine verdachtige Lasion auffallt, wird eine Stanz-, Vakuum- oder offene
Exzisionsbiopsie mit anschlieBender histologischer Diagnostik empfohlen (Kreienberg et al.,
2012). Sollte sich die Diagnose Krebs auch in der Pathologie bestatigen, erfolgt eine chirurgi-
sche Entfernung des Tumors und eventuell der Lymphknoten mit anschlieBender pathologi-
scher Evaluation in Form von histologischer Klassifikation nach WHO 2003, Grading nach
WHO, Bestimmung des Ostrogen-, des Progesteronrezeptorstatus sowie des Her2-Status, des
Resektionserfolges und des Lymphknotenstatus. Hieraus ergibt sich die Prognose und eine

postoperative Therapieempfehlung (Kreienberg et al., 2012).
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3.1.3 Weiterentwicklung in der Diagnostik und Therapie

In der histologischen Untersuchung von Biopsien wird haufig weniger als 1% des gesamten
fraglichen Brustgewebes entnommen, welches dann stellvertretend fiir den gesamten Tumor
untersucht wird. Insbesondere aufgrund der histologischen Heterogenitdat des Mammakarzi-
noms kann es auch bei richtiger Diagnosestellung zu Schwierigkeiten in der Risikobeurteilung
kommen (Mountford et al., 1993).

Neuerdings setzt man in der Diagnostik vom Mammakarzinom erganzend zu morphologischen
Beurteilungskriterien zunehmend auch auf molekulare Marker zur Klassifikation des Tumors.
Sie dienen zur besseren Beurteilung, so dass nur die entsprechenden Risikopatientinnen be-
sonders invasiven Therapieoptionen unterzogen werden (Kreienberg et al., 2012).

Auch die neuerliche Erkennung von sehr friithen Brustkrebsstadien und Krebsvorstadien wie
zum Beispiel dem Duktalen Carcinoma In Situ (DCIS) erfordert eine neue Risiko-Nutzenanalyse
der alten Therapiekonzepte. Da nur einige dieser diagnostizierten DCIS im Verlauf tatsachlich
invasiv werden, ist ein weiterflihrendes Verstandnis lber deren biologisches und klinisches
Verhalten essentiell. Nur so lassen sich zukiinftig solche Lasionen mit hohem Risiko zur Invasi-
on von den weniger gefahrlichen unterscheiden (Kuerer et al., 2009).

Ohne dieses Wissen stellt sich heutzutage im Falle von Krebsvor- oder Frihstadien oft die
Frage, wie aggressiv der Tumor behandelt werden muss, um ihn so zu entfernen, dass es zu
keinem Rezidiv kommt, beziehungsweise um die Entstehung eines Mammakarzinoms zu
verhindern, jedoch auch die Folgeschdden, die mit einer Therapie einhergehen, zu minimie-
ren. Eine Veranderung der chirurgischen Therapie von der traditionellen radikalen Mastekto-
mie hin zur brusterhaltenden Operation hat sich in den meisten Fallen als ebenso effektiv und
nebenwirkungsarmer erwiesen (Baxter et al., 2004). In gleichem MaRe stellt sich die Frage, ob
eine praoperative Therapie sinnvoll ist, wie viel postoperative Chemo- oder Radiotherapie die
jeweilige Patientin benétigt, und ob eine Lymphadenektomie notwendig erscheint (Attene et
al., 2012). Diese Fragen missen bei jeder Patientin individuell entschieden werden. Die Ent-
wicklung sollte deshalb hin zu einer personalisierten und malgeschneiderten Therapie gehen
(Marme and Schneeweiss, 2012). Ein besseres Verstandnis ihres jeweiligen Tumortyps und des
vermeintlichen Risikos kdnnte zu einer erheblich praziseren und oft weniger invasiven Thera-
pie fiihren (Klotz, 2012).

Bildgebende Methoden wie Mammographie, Sonographie, MRT und Positron-Emissions-

Tomographie sind ein Schritt in Richtung dieser individualisierten Medizin (Feig, 1999, Edell
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and Eisen, 1999, Brennan et al., 2009, Liu et al., 2009). Es gilt diese jedoch noch zu verbessern
und zu erganzen. Die genannten Methoden dienen lediglich der rein morphologischen Dar-
stellung des Tumors. Sie vernachlassigen jedoch die biochemischen Vorgdnge im Tumor, die
eine Malignitat eventuell schon vor dem Auftreten morphologischer Verdanderungen anzeigen
oder die Entwicklung und die Tumorprogression besser vorhersagen (Edell and Eisen, 1999,
Giess et al., 2012, Brennan et al., 2009).

Hierzu gibt es bereits mehrere im klinischen Alltag erfolgreich verwendete pathologische
Parameter, die als Marker fiir Brustkrebs zur Verfiigung stehen. Ostrogenrezeptor- (ER), Pro-
gesteronrezeptor- (PR) und Her2-Status sind Beispiele fir molekulare Marker, die heute schon
routinemaRig genutzt werden und in der Therapiefindung sowie in der Prognostik eine grolSe
Rolle spielen (Fitzgibbons et al., 2000, Payne et al., 2008). Diese genannten Parameter sind
jedoch beispielsweise bei der Prognosestellung von DCIS nicht aussagekraftig genug (Altintas
et al., 2009, Kuerer et al., 2009). Aufgrund der Heterogenitat der verschiedenen Brustkrebsar-
ten sind auRerdem weitere Marker erforderlich, um einen Tumor eindeutig zu klassifizieren
(Payne et al., 2008). Es ware wichtig zu wissen, welche biochemischen Prozesse im Tumor
ablaufen schon bevor eine sichtbare Veranderung des Gewebes stattfindet. Einigen biochemi-
schen Markern wird zugeschrieben, dass sie bei verschiedenen Krebsarten erhéht vorhanden
sind. Es gilt diese Gesamtheit der biochemischen Veranderungen in einem Profil zusammenzu-
fassen, um daraus ein individuelles Markerprofil fiir den einzelnen Tumor zu erstellen. Hieraus
kénnten sich dann prognostische Aussagen und therapeutisches Vorgehen ableiten. Eventuell
kénnte man daraus das Rezidivrisiko abschadtzen oder diejenigen Krebsvorstufen mit hohem
Potential zur malignen Entartung erkennen und eine entsprechend radikalere Therapieoption

wahlen (Klotz, 2012).

3.2 Magnetresonanz

3.2.1 Historischer Uberblick

Der englische Begriff ,Nuclear Magnetic Resonance” NMR umfasst verschiedene radiologische
Untersuchungstechniken, die sich eines magnetischen Felds bedienen, wie zum Beispiel die
Magnetresonanztomographie (MRT), Magnetresonanzspektroskopie (MRS) oder Metaboli-
sche Bildgebung (,,MR Spectroscopic Imaging” MRSI). Sie kénnen sowohl ex vivo an humanem
Gewebe als auch in vivo am lebenden Menschen durchgefiihrt werden.

Den Grundbaustein der heutigen Magnetresonanztechniken legte Wolfgang Pauli, der erstma-
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lig von einem Kernspin, also einer Rotation des Atomkerns, ausging (Pauli, 1924). Die unab-
hangigen Forschergruppen um Purcell und Bloch konnten dann 1946 ein Kernspinresonanz-
Signal von Protonen in Wasser bzw. in Paraffin detektieren (Bloch et al., 1946, Purcell et al.,
1946). Hierfur wurden beide 1952 mit dem Nobelpreis fur Physik ausgezeichnet. In den da-
rauffolgenden Jahren wurde die Magnetresonanz vor allem in der Physik und Chemie zur
Untersuchung von chemischen Strukturen und Reaktionsgleichungen angewandt. In der Me-
dizin gewann sie erst durch Herrn Lauterbur an Bedeutung. Er entwickelte 1973 die ersten
magnetresonanztomographischen Bilder (Lauterbur, 1989). Auch er wurde im Jahr 2003 hier-
flir mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichnet. Zeitgleich zur Nutzung der Magnetreso-
nanz in der Medizin entwickelte sich auch die Magnetresonanzspektroskopie. Hier liegt der
Schwerpunkt auf der Messung von biochemischen Prozessen im Gewebe (Hoult et al., 1974,
Moon and Richards, 1973). Uber die Jahre entwickelten sich MRT und MRS zu wertvollen
diagnostischen Bildgebungsverfahren in der Medizin, die auch bei der Auswahl der optimalen

therapeutischen Strategie eine wichtige Rolle spielen.

3.2.2 Grundlagen der Magnetresonanzspektroskopie (MRS)

Magnetresonanzspektroskopie ist ein haufig angewandtes Verfahren zur Identifizierung der
Struktur von Molekiilen und deren Konzentrationsbestimmung (Shah et al., 2006, Friebolin,
2013). Im Gegensatz zur MRT, welche Bilder aus den starken Wasser- und Fettresonanzen
generiert, erstellt die MRS nach Unterdriickung dieser Wasserresonanzen hochauflésende
MR-Spektren der weiteren chemischen Zusammensetzung eines Uberwiegend flissigen Ge-
webes (Sinha and Sinha, 2009, Friebolin, 2013).

Alle Atomkerne mit einer ungeraden Nukleonenzahl eignen sich fiir magnetresonanztechni-
sche Untersuchungen, da ihr Gesamt-Kernspin ungleich ,,null“ ist (G. W. Kauffmann, 2006). In
der Medizin misst man aufgrund ihrer Haufigkeit im menschlichen Kérper oder ihrer hohen
Sensitivitdt meist die Kernspinresonanz der Isotope 'H und ¢, 3P und *°F (Shah et al., 2006).
Alle Atomkerne haben einen eigenen Kernspin s, was zu einem magnetischen Dipolmoment

und somit zu einem eigenen magnetischen Feld fihrt (Friebolin, 2013):

u=y-s

u: Magnetisches Moment, y: Proportionalitétsfaktor Gyromagnetisches Verhdltnis, s: Kernspin



20 Einleitung

Im menschlichen Kérper haben diese einzelnen magnetischen Felder keine besondere Anord-
nung, sondern gleichen sich gegenseitig aus (Reiser, 2004). Die Atomkerne einer Gewebepro-
be kénnen elektromagnetische Energie absorbieren oder emittieren und generieren somit die
zuvor erwdhnte Kernspinresonanz. Ein Bild, beziehungsweise im Fall der MRS ein Spektrum
wird erzeugt, indem diese Kernspinresonanz gemessen wird. Hierfir wird die zu untersuchen-
de Probe in ein von aullen angelegtes, konstantes elektromagnetisches Hauptfeld By gebracht.
Die magnetischen Dipole richten sich daraufhin entlang der Hauptflusslinie aus. Die Atomker-
ne lagern sich also groRtenteils parallel, zu einem geringeren Teil auch antiparallel, zum
Hauptfeld an, was zu einem longitudinalen Magnetfeld fihrt (Friebolin, 2013). Sie rotieren
nun zusatzlich zur eigenen Spin-Achse um diese longitudinale Achse des Hauptmagnetfeldes.
Diese Kreiselbewegung wird Prazessionsbewegung genannt. Die Geschwindigkeit der Bewe-
gung hangt vom Hauptmagnetfeld ab. Ebenso die Frequenz, die sogenannte Larmor- oder
Prazessionsfrequenz fi.rmor, hdngt vom Hauptmagnetfeld und zusatzlich von einer stoffspezifi-

schen Konstante, dem Gyromagnetischen Verhéltnis y, ab (Reiser, 2004):

flarmor = ¥ / 2m- By

frarmor: Larmorfrequenz, y: Gyromagnetisches Verhdltnis, B: magnetische Flussdichte

Um die Probe herum wird eine Induktionsspule gesetzt. Diese Spule erzeugt senkrecht zum
Hauptfeld ein elektromagnetisches Wechselfeld B; in Form eines Hochfrequenzimpulses. Die
Atomkerne werden bei Eintreffen der Radiopulswelle, die der jeweiligen Larmorfrequenz
entspricht, angeregt und andern die Ausrichtung ihres Spins entlang Bj, also 90° zum
Hauptmagnetfeld Bo. Nach der Beendigung der Pulswelle kehren die Kerne von der
Gesamtquermagnetisierung zurlick in den Grundzustand der Langsmagnetisierung vor
Eintreffen des Hochfrequenzimpulses. Dies wird als Relaxation bezeichnet (Reiser, 2004). T1
beschreibt hierbei die Spin-Gitter bzw. die longitudinale Relaxationszeit. T2 entspricht der
Spin-Spin, oder transversalen Relaxationszeit (Friebolin, 2013). In der kurzen Zeit zwischen
Ende der Pulswelle und Relaxation oszillieren die Kernspins, jeweils in ihrer eigenen
Larmorfrequenz, fiir kurze Zeit weiter senkrecht zum Hauptmagnetfeld. Die Summe der
Oszillationen wird in der Zeitdoméne detektiert. Uber die Fourier Transformation werden die
kontinuierlichen aperiodischen Oszillationssignale (ber eine Extraktion der einzelnen

Larmorfrequenzen in ein kontinuierliches Frequenzspektrum umgewandelt, welches die
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Resonanzamplituden auf der y-Achse und die Resonanzfrequenzen auf der x-Achse abbildet

(Abb. 4, Abb. 5) (Tse et al., 2007).

Fourier

Transformation Frequenz

Zeit

Abb. 4: Die Zeitdomane (Englisch: free induction decay, FID) mit Darstellung der Summe der Oszillationssignale wird nach
Fourier Transformation zum Frequenzspektrum, modifiziert nach (Keeler, 2002).
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Abb. 5: Beispielspektrum aus unserer Datenbank. a) mit Darstellung der Zeitdomane eines unserer Spektren b) mit Darstel-
lung des dazugehorigen Frequenzspektrums nach Fourier Transformation.

Da ein Atomkern in unterschiedlichen Strukturformeln aufgrund der chemischen Bindungen
auch unterschiedliche Resonanzsignale (Larmorfrequenzen) hat, lasst sich im frequenzaufge-
|6sten MR-Spektrum jedes Molekiil an einer eigenen Stelle auf der x-Achse lokalisieren. Dieses
Phanomen nennt man Chemische Verschiebung mit der Einheit parts per million (ppm)
(Deutsch: ,,Millionstel”) (Friebolin, 2013). Ein Wasserstoff Proton beispielsweise hat im Was-
sermolekiil eine andere Chemische Verschiebung als im Fettmolekil. Im Frequenzspektrum
entstehen an unterschiedlichen Stellen ein Anstieg flir Wasser bei 4,7 ppm und fiir Fett bei 0,9
ppm. Anhand dieses Spektrums kann man somit Riickschllsse liber die Metabolitenzusam-
mensetzung der Probe ziehen. Die Flache unter der Kurve entspricht dabei der relativen Kon-
zentration des jeweiligen Metaboliten, sofern das Spektrum unter vollstandiger Relaxation
aufgenommen wurde. Die Relaxationszeit ist die bendtigte Zeit fiir einen Kernspin um vom
angeregten und ausgerichteten Zustand wieder in den Gleichgewichtszustand zurlick zu ge-

langen. Auch diese gibt Hinweise (iber die Umgebung der Atomkerne, ihre Strukturverbindun-
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gen und Dynamik (Friebolin, 2013). Je nach bendtigter Relaxationszeit des zu untersuchenden
Gewebes sollte die Pulssequenz gewahlt werden, um eine vollstandige Relaxation zu ermdgli-
chen und den entsprechenden Kontrast zu erreichen. Die Auflésung des entstehenden Spekt-
rums ist auch abhangig von der Intensitdt des magnetischen Felds und wird in Tesla T =
(Vs/m?) angegeben. Durch eine Erhohung der Feldstarke werden deutlich kleinere Voxel er-
reicht, was eine zunehmend verbesserte Aufldsung zur Folge hat und mittlerweile auch eine
2D- und 3D-Bildgebung ermdglicht ((Rolf Gruetter, 1998). Die im klinischen Alltag verwende-
ten Kernspintomographen arbeiten meist mit 1,5 T (64 MHz) (Friebolin, 2013). Aktuell sind bis

zu 7 T - Scanner kommerziell verfiigbar.

3.2.3 Magnetresonanzspektroskopie (MRS) und Brustkrebs

Mehrere Studien haben mittels MRS einen Zusammenhang zwischen Brustkrebs und einer
Anderung im Cholinmetabolismus feststellen kdnnen, wobei es sich maRgeblich um eine
Erhohung des Phosphocholingehalts handelt (Glunde et al., 20044, Eliyahu et al., 2007). Dies
legt nahe, dass ein besseres Verstandnis des Cholinstoffwechsels und dessen Rolle in der
Karzinogenese essentiell fur zukiinftige Diagnose- und Stagingmethoden ist.

Mountford et al. beispielsweise konnten mittels Protonen-Magnetresonanzspektroskopie von
Tumorzellen schon vor dem Auftreten von lichtmikroskopisch sichtbaren Veranderungen eine
Modifikation im Cholinstoffwechsel erkennen (Mountford et al., 2009). Aber auch zur Beurtei-
lung des Therapieverlaufs eignen sich die Cholinmetaboliten (Tse et al., 2007). Al-Saffar et al.
nutzten die magnetresonanzspektroskopische Messung der Cholinmetaboliten bereits zur
Verlaufskontrolle bei der Behandlung von Brustkrebszellen mit dem Cholinkinase Inhibitor
MN58b. Die Cholinmetaboliten dienten hier also als pharmakodynamische Biomarker zur
besseren Einschatzung der effektiven Inhibierung der Cholinkinase, wobei mit der Abnahme
des Phosphocholins das Produkt der inhibierten enzymatischen Cholinkinasereaktion direkt
gemessen wurde (Al-Saffar et al., 2006).

Ein grofBer Nachteil der heutzutage teilweise in der klinischen Routinediagnostik angewandten
MRT ist die niedrige Spezifitat. Die Spezifitat ist bei der MRS jedoch vergleichsweise hoch. Mit
nur geringem Mehraufwand kdnnte man mittels einer Kombination der beiden Methoden die
Diagnosegenauigkeit stark erhdhen (Sinha and Sinha, 2009, Meisamy et al., 2005).

Speziell die Protonen-MRS (1HMRS) hat sich bei in vivo Untersuchungen der Brust bewahrt
(Tse et al., 2007). Sie ist hochauflésender als *'P-MRS oder *C-MRS und erreicht damit eine

héhere Sensitivitdat. Aullerdem sind Protonen im Brustgewebe in hohen Konzentrationen
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vorhanden. Um eine gute Auflésung zu erhalten ist ein MR-Spektrometer mit hoher Tesla-Zahl
von Noten, denn der Bereich der Chemischen Verschiebung von 'H ist mit 10 ppm sehr
schmal. Weiterhin besteht der Hauptanteil des Signals aus Protonen in Gewebewasser oder in
Triglyceriden. Andere Metaboliten liegen in wesentlich geringeren Konzentrationen vor und
werden vom Wasser beziehungsweise Fettsignal Giberlagert. Mit der Wahl der richtigen Puls-
sequenz kann man diese Wasser- und Fettsignale unterdriicken, was die anderen 'H-
enthaltenden Metaboliten besser erkennbar macht.

Leider blieben Studien zur Diagnostik von DCIS mittels 'HMRS bislang erfolglos. DCIS zeigt im
'HMRS iiberwiegend kein erhohtes Signal der Cholinmetaboliten. Ob dies auf die verminderte
Aggressivitat des DCIS zuriickzufiihren ist, ist nicht sicher erwiesen (Tse et al., 2007).

In vivo "HMRS bleibt somit bis heute eine Herausforderung. Eine Weiterentwicklung auf die-
sem Gebiet ist jedoch vielversprechend, insbesondere hin zu einer verbesserten Aufldsung
mittels der Erhohung der Feldstarke durch héhere Tesla - Gerate (Charles D. Blundell, 2006),
(Tse et al., 2007).

3.2.4 High Resolution Magic Angle Spinning (HRMAS) *HMRS

Die Protonen-Magnetresonanzspektroskopie 'HMRS wird vor allem bei flissigen Proben an-
gewendet (Friebolin, 2013). Bei Feststoffen sind die anisotropen Wechselwirkungen zwischen
den Atomkernen starker als bei Flissigkeiten und kénnen nicht durch Molekularbewegungen
ausgeglichen werden. Dies hat zur Folge, dass die MR-Spektren von Feststoffen aufgrund einer
Linienverbreiterung wesentlich schlechter aufgelést sind, was die Auswertung erschwert
(Cheng et al., 1998a). Besonders in fettreichen Geweben wie Brustgewebe gehen die Metabo-
litensignale oft im Fettsignal unter und sind nicht voneinander abgrenzbar (Mountford et al.,
1993). Die Konzentrationen der einzelnen Cholinmetaboliten sind bis heute mit konventionel-
ler 'HMRS und den handelsiiblichen 1,5 Tesla nicht voneinander abgrenzbar (Tse et al., 2007).
Auch mit verschiedenen rechnerischen und technischen Methoden zur Unterdriickung der
Fett- oder Wassersignale kann nur die Uberlappung der Resonanzen aller Cholinmetaboliten
zusammen, der sogenannte Gesamtcholin-Gipfel (Englisch: ,total choline signal®), genutzt
werden, um malignes von benignem Gewebe zu unterscheiden (Bolan et al., 2003, Tse et al.,
2007).

In vielen MR-Studien werden die Inhaltsstoffe aus den Zellen extrahiert. So entsteht eine
homogene Flissigkeit, die fur die MR-Messungen verwendet werden kann (Eliyahu et al.,

2007). Eine weitere Untersuchung des Gewebes ist somit im Nachhinein nicht mehr moglich.
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AuBerdem konnen bereits die Bearbeitung des Gewebes und Zelllyse eine Veranderung der
Metabolitenkonzentrationen zur Folge haben. Dies erschwert eine spatere Aussage Uber den
tatsachlichen Gewebezustand (Mountford et al., 1993). Bei intaktem Gewebe kann deshalb

“IHRMAS zum Einsatz kommen. Durch eine schnel-

das ,High Resolution Magic Angle Spinning
le Rotation der Probe von bis zu 70 Hz um eine Achse, die um den sogenannten ,,Magic Angle”
(Deutsch: Magischer Winkel) zum Hauptmagnetfeld By gekippt ist, erreicht man eine verbes-
serte Signalqualitat. Dieser ,,Magic Angle” betragt 54,74° und wurde erstmalig von Professor
Raymond Andrew von der Nottingham Universitat beschrieben. Die anisotropen und Dipol-
wechselwirkungen werden damit aufgehoben und die entstehenden MR-Spektren sind besser
aufgelost, die verschiedenen Metaboliten also genauer voneinander abgrenzbar (Abb. 6)
(Andrew et al., 1959, Cheng et al., 1997), (Hesse M, 2007). Die typischerweise verwendete

Probenmasse liegt bei ungefahr 10-60 mg. Durch den Einsatz spezieller Spulen, kann jedoch

auch die Messung von bis zu 0,2 mg schwerem Gewebe verwertet werden (Hu, 2016).

Q
«
-

Water
Gly/Chol

Tau
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Abb. 6: Verbesserung der Auflésung mittels High Resolution Magic Angle Spinning (HRMAS). a) HRMAS 1HMR—Spektrum von
Brustkrebsgewebe, b) konventionelles 1HMR—S.pektrum desselben Gewebestiicks. Modifiziert nach (Cheng et al., 1998b).

Man erreicht mittels HRMAS eine verbesserte Untersuchung von Feststoffen, insbesondere
von intaktem ex vivo Gewebe. Eine anschliefende histologische Untersuchung kann am selbi-
gen Gewebeabschnitt vorgenommen werden und erlaubt somit prazisere Riickschliisse
(Cheng et al., 1997). Dies ist besonders bei Brustkrebsgewebe aufgrund der groBen Heteroge-
nitdt im Tumor sehr wertvoll. Hier ist jedoch zu berlicksichtigen, dass auch die durch Mess-
dauer und Drehzahl eingeleitete Temperaturerhdhung zu Verdnderungen im gemessenen
Gewebe fihren kann. Prof. Chengs Arbeitsgruppe am Institute of Radiopathology des Massa-

chussetts General Hospital, Boston, MA und der Harvard University, Cambridge, MA, USA
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erforscht seit vielen Jahren mit Hilfe des HRMAS ‘*HMRS die metabolische Zusammensetzung
der verschiedensten Gewebe fiir unterschiedliche biomedizinische Anwendungen (Cheng et
al., 1997, Cheng et al., 2005, Jordan et al., 2009, DeFeo and Cheng, 2010). Im Hinblick auf das
Mammakarzinom gelangen ihm bereits die folgenden Nachweise (Cheng et al., 1998b):

1. Es ist moglich mit HRMAS 'HMRS hochauflésende Spektren von intakten Mammagewebe-
stiicken zu gewinnen. Dies geschieht unter Kiihlung auf eine Temperatur von 4° im MR-
Spektrometer, wodurch verhindert wird, dass das Gewebe degradiert. Eine vorherige Bearbei-
tung der Proben und damit das Risiko einer etwaigen Verfdlschung der in vivo Bedingungen ist
nicht notwendig.

2. Spektren von bosartigem Gewebe kénnen von den Spektren von gutartigem Gewebe unter-
schieden werden.

3. Die Spektrenregion 3,0 — 4,2 ppm ist frei von Uberlagerungen durch Fett- oder Wassersigna-
le und enthdlt Metaboliten wie Phosphocholin, Cholin, Glycerophosphocholin, Laktat und
Taurin, welche eine wichtige Rolle in der Karzinogenese spielen und aufgrund ihrer Hydrophi-

lie sehr gut mittels "HMRS darstellbar sind.

3.3 Phosphatidylcholin und der Kennedy-Zyklus

Phosphatidylcholin ist wie Sphingomyelin, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinositol
ein Phospholipid. Phospholipide sind der Hauptbestandteil der strukturgebenden Zellmemb-
ranen eukaryotischer Zellen. Weiterhin kommen sie in Serum-Lipoproteinen sowie im
Surfactant der Lunge vor und sind als Substrat der Phospholipasen Teil der Signaltransduktion
in der Zelle (Exton, 1994, McDermott et al., 2004, Akella and Deshpande, 2013, Skipski et al.,
1967, Goerke, 1998).

Die Biosynthese von Phosphatidylcholin im Menschen findet hauptsachlich im Rahmen des
sogenannten Kennedy-Zyklus an der zytosolischen Seite des endoplasmatischen Retikulums
statt (Kennedy, 1958, Kennedy and Weiss, 1956).

Cholin wird vermehrt zur Synthese von Phosphatidylcholin bereitgestellt. Dies geschieht aus
intrazelluldaren Reserven, gesteigertem Transport Gber die Zellmembran und durch die Glyce-
rophosphocholin Phosphodiesterase, welche die Hydrolyse von Glycerophosphocholin zu

Cholin und Glycerol-3-phosphat katalysiert (Abb. 7).
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Transport Gber
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Abb. 7: Kennedy Zyklus, Wege zur Bereitstellung

von Cholin (eigene Grafik basierend auf (Glunde et

al., 2004b)).
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Im ndchsten Schritt wird Cholin zu Phosphocholin umgewandelt. Dieser Schritt wird von der
Cholinkinase mittels Verbrauch von ATP herbeigefiihrt. Dann wird Phosphocholin von der
Phosphocholin Cytidylyltransferase zu CDP-Cholin umgewandelt. AnschlieBend katalysiert die
Diacylglycerol Cholinphosphotransferase die Kondensation aus CDP-Cholin und Diacylglycerol

zu Phosphatidylcholin (Abb. 8).

ATP

. ADP
Cholin =
Abb. 8: Kennedy-Zyklus, Schritte der Phosphatidyl-
PPi

. cholin Synthese (eigene Grafik basierend auf
Phosphocholin

(Glunde et al., 2004b)).
Diacylglycerol

CDP-Cholin CcMD

Phosphatidylcholin

In der menschlichen Leber kann Phosphatidylcholin auch aus dem Phospholipid Phos-
phatidylethanolamin gewonnen werden (Vance and Ridgway, 1988, Kanfer, 1980, Gaynor et
al., 1991). Hierfiir wird Phosphatidylethanolamin dreifach methyliert (Abb. 9). Dieser alterna-

tive Weg macht in der Leber etwa 30% der Phosphocholin-Synthese aus (DelLong et al., 1999).
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Abb. 9: Synthese von Phosphatidylcholin durch 3-
malige Methylierung von Phosphatidylethanola-
min. (eigene Grafik basierend auf (Glunde et al.,

Phosphatidylethanolamin

2004b)).
S-Adenosyl-
methionin
Phosphatidylethanolamin
N-Methyltransferase
S-Adenosyl- PEMT

methionin
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methionin
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Mittels Transferproteinen oder Vehikeln werden die Phospholipide schliefSlich zur Membran
transportiert und dort eingebaut.

Der Kennedy-Zyklus spielt vor allem dann eine Rolle, wenn die Zelle neue Membranen zur
Zellteilung oder zum Wachstum bendétigt. Heute wissen wir, dass er bei vielen Tumoren wie
zum Beispiel beim Brustkrebs, Prostatakarzinom, Bronchialkarzinom, Kolonkarzinom, Neu-
roblastom, Meningeom oder Ovarialkarzinom eine wesentliche Rolle in der Karzinogenese
spielt (Glunde et al., 2011), (Janardhan et al., 2006). AuBerdem wurde entdeckt, dass der
Kennedy-Zyklus an Entziindungsprozessen — auch hier findet Zellproliferation statt - malRgeb-
lich beteiligt ist. Eine Studie von Glunde et al. konnte an malignen Zellen zeigen, dass die Gabe
des Entziindungshemmers Indometacin zu einer Verdanderung der Cholinmetaboliten fiihrt.
Das Metabolitenprofil glich nach der Behandlung eher dem Profil von gesunden Zellen
(Glunde et al., 2002). Weiterhin sind die Metaboliten des Kennedy-Zyklus bei Morbus Alzhei-
mer, Multipler Sklerose und Morbus Gaucher von Bedeutung (Inglese et al., 2003, Bodennec
et al., 2002, Pettegrew et al., 1997).

Die Regulierung des Kennedy-Zyklus ist sehr komplex und noch nicht hinreichend untersucht.
Die beteiligten Enzyme befinden sich in verschiedenen Zellkompartimenten, wo sie unter
anderem von Karzinogenen aktiviert werden kdnnen. Beispielsweise befindet sich die Phos-
phocholincytidylyltransferase zu einem groRBen Teil inaktiv in Reservoiren im Zytosol. Die
Anwesenheit von freien Fettsauren flihrt zu einer Ausschittung des Enzyms ins Zytosol. Dieses
bindet dann meist an die Membran des endoplasmatischen Retikulums und liegt dort als
aktive Form vor. Das Endprodukt Phosphatidylcholin fiihrt wiederum zu einer Dissoziation des

Enzyms von der Membran und somit zu einer Deaktivierung (Vance, 1990).
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Auch fur die Cholinkinase wurden verschiedene Regulatoren entdeckt. So kénnen freies Calci-
um, eine hyperosmolare Umgebung, Hypoxie oder Onkogene wie Raf-1, Ral-GDS und PI3K die
Produktion und Aktivierung der Cholinkinase herbeifiihren (Huang et al., 2009, Casali et al.,
2013, Glunde et al.,, 2008, Janardhan et al., 2006, Ramirez de Molina et al., 2002b). Eine
Hemmung der Cholinkinase kann mit Hemicholinium-3, einem Hemmer des high-affinity
Cholintransporters, herbeigefiihrt werden (Ratnam and Kent, 1995). Da Hemicholinium-3 aber
auch gleichzeitig auch den Cholintransport hemmt, ist es nicht besonders spezifisch und sogar
neurotoxisch. Das zuvor erwahnte MN58b zahlt zu den spezifischen Hemmern der Cholinkina-
se (Al-Saffar et al., 2006).

Ras oder Ras-dhnliche Onkogene und durch Umweltfaktoren ausgeldster Zellstress sind eben-
falls auf unterschiedliche Arten regulatorisch wirksam. Sie fliihren zu vermehrter oder vermin-
derter Produktion der verschiedenen Enzyme des Kennedy-Zyklus und kénnen diese aktivie-
ren beziehungsweise deaktivieren (Ronen et al.,, 2001, Janardhan et al., 2006, Zhu and

Bakovic, 2012)

3.4 Cholinkinase

Die genauere Untersuchung der Cholinkinase ist der Hauptschwerpunkt dieser Arbeit. Das
Enzym wurde ausgewahlt, weil es das erste der drei Hauptenzyme des Kennedy-Zyklus ist und
somit direkten Einfluss auf die cholinhaltigen Metabolite hat. Es katalysiert die Reaktion von
Cholin zu Phosphocholin unter Verbrauch von ATP.

Die Cholinkinase wurde 1952 von Wittenberg und Kornberg erstmalig beschrieben und aufbe-
reitet. Mittlerweile kennt man verschiedene Isoformen des Enzymes. In jlingster Zeit gelang die
Identifizierung zweier Gene im Menschen, die beide fiir die Cholinkinase kodieren: ck-a und
ck-B (Aoyama et al., 2000, Hosaka et al., 1992). 1992 entdeckten Uchida et al. zuerst das Gen
ck-at in Rattenleberzellen (Uchida and Yamashita, 1992). Es kodiert fiir die Isoformen al-
Cholinkinase und a2-Cholinkinase, die durch alternatives Splicing entstehen (Uchida, 1994).
1998 fanden Aoyama et al. ein zweites Gen ck-f im Genom von Rattennieren und spater auch
im Genom der Maus. Dieses zweite Gen ck-B dhnelt der Nukleotidsequenz des Gens ck-a mit
einer Ubereinstimmung von 65 %. Es kodiert die Isoform B-Cholinkinase (Aoyama et al., 1998).
Die verschiedenen Isoformen werden ubiquitdr und gleichzeitig in verschiedenen Organsys-
temen produziert (Aoyama et al., 2002).

AuBerdem liegt das aktive Enzym spater als Homo- oder Heterodimer vor.
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Eine weitere Studie von Aoyama konnte an Leberzellen der Maus zeigen, dass 60% der aktiven
Cholinkinase Enzyme als o/B-Heterodimer vorliegen, wogegen nur 20% jeweils a/a- bezie-
hungsweise B/B-Homodimere sind (Aoyama et al., 2004). In der Studie konnte nicht zwischen
al- und a2-Cholinkinase Monomer unterschieden werden. Es war zundchst von keinem funk-
tionellen Unterschied ausgegangen worden (Aoyama et al., 2004).

Setzte man die Leberzellen Karzinogenen wie Tetrachlormethan oder Polyzyklischen Kohlen-
wasserstoffen aus, so konnte dadurch die Aktivitat der Cholinkinase sehr schnell und signifi-
kant gesteigert werden (Ishidate et al., 1980, Ishidate et al., 1983). Dies lieR schon friih vermu-
ten, dass die Cholinkinase eine bedeutsame Rolle in der Tumorentstehung spielt. Spater fand
man ebenfalls eine gesteigerte Cholinkinase Enzymaktivitat in Lysaten von Tumorzellkulturen,
ras-induzierten Zellen, sowie chirurgisch entnommenen menschlichen Tumorproben (lorio et
al., 2010, lorio et al., 2005, Ramirez de Molina et al., 2001). Aoyama et al. fanden auRerdem
heraus, dass die Induktion durch Tetrachlormethan vor allem eine Expressionssteigerung des
ck-a Gens, nicht aber des ck-B Gens zur Folge hat (Aoyama et al., 2002). Zu einem ahnlichen
Ergebnis kamen lorio et al. Sie verglichen epitheliale Ovarialtumor-Zellkulturen mit gesunden
epithelialen Ovarialzellen. Auch hier stellte man ein hochreguliertes ck-a Gen bei den Tumor-
zellen fest, wahrend die Expression von ck-B nicht signifikant verandert war (lorio et al., 2010).
Dementsprechend kommt es in Tumorzellen vor allem zu einem Anstieg von a-Cholinkinase
Monomeren und somit haufiger zur Ausbildung des a/a-Homodimers (Abb. 10) (Aoyama et

al., 2002).
la/a o/ B/B

Normale Leber 20% 60% 20%
CCl4 induzierte Leber 75% 15% 10%

Abb. 10: Konfiguration der aktiven Cholinkinase in gesunden Mduseleberzellen und nach Zufiihrung von
Tetrachlorkohlenstoff CCl, modifiziert nach (Aoyama et al., 2004)

Bis zum heutigen Zeitpunkt bleibt jedoch weitgehend ungeklart, welche Funktion die drei
unterschiedlichen Isoformen haben, die sowohl durch alternatives Splicing als auch zwei ver-
schiedene Genloci entstehen (Aoyama et al., 2000). Bekannt ist allerdings, dass das a/a-Dimer
eine hohere Spezifische Aktivitdat im Sinne von einer h6heren maximalen Reaktionsgeschwin-
digkeit Vimax und Michaeliskonstante K, fiir Cholin und ATP aufweist als das B/B-Dimer. Daraus
lasst sich ableiten, dass die Spezifische Aktivitdt des a/B-Dimers wahrscheinlich dazwischen
liegt (Aoyama et al.,, 2004). Weitere Forschung hat ergeben, dass vor allem die al-

Cholinkinase in der Tumorgenese eine Rolle spielt. Ihre selektive Inhibition ist ein Hauptau-



30 Einleitung

genmerk gegenwartiger Versuche spezifische Therapieansatze zu entwickeln (Gallego-Ortega
et al., 2011, Banez-Coronel et al., 2008).

Viele der publizierten Studien weisen darauf hin, dass die Expressionssteigerung und Aktivie-
rung der Cholinkinase zur vermehrten Produktion von Phosphocholin fiihrt. In vielen Tumoren
und Krebszellkulturen wurde ein erhéhter Phosphocholingehalt beobachtet (Evanochko et al.,
1984, Daly et al., 1987, Hernandez-Alcoceba et al., 1997, Ackerstaff et al., 2003, lorio et al.,
2010, lorio et al., 2005, Aboagye and Bhujwalla, 1999, Ackerstaff et al., 2001, Eliyahu et al.,
2007, Glunde et al., 2004b).

Karzinogene, Onkogene, Wachstumsfaktoren und auch mechanischer Zellstress stimulieren
die Phosphocholinproduktion zwar hauptsichlich, aber nicht allein durch eine Uberexpression
beziehungsweise Aktivierung der Cholinkinase. Es gibt auch noch weitere Wege, Uber die
Phosphocholin intra- und extrazellular gewonnen werden kann:

1. Cholinkinase: Phosphorylierung von Cholin zu Phosphocholin (siehe oben)

2. Phospholipase D: Hydrolyse von Phosphatidylcholin zu Phosphatidssdure und Cholin,
mit anschliessender Phosphrylierung durch die Cholinkinase (Hammond et al., 1995,
Kodaki and Yamashita, 1997)

3. C-reaktives Protein: Hydrolyse von Phosphatidylcholin zu Phosphocholin und Diacylgly-
reol bei Entziindung und Zellverwundung (Mookerjea and Hunt, 1995)

4. Sphingomyelinase: Hydrolyse von Sphingomyelin zu Phosphocholin (Spence, 1993,
Marathe et al., 1998)

Das gewonnene Phosphocholin wiederum spielt eine entscheidende Rolle als Second Messen-
ger in der Signaltransduktion zur wachstumsfaktorvermittelten Fibroblastenproliferation
(Cuadrado et al., 1993, Jimenez et al., 1995, Kiss, 1999). Lacal et al. fanden heraus, dass eine
Inhibition der Cholinkinase zu einem signifikanten Abfall der wachstumsfaktorvermittelten
Mitose bei Zellkulturen fiihrt (Hernandez-Alcoceba et al., 1997). Cholinkinase Uberexpression
fliihrte dagegen in einem anderen Experiment zu einer onkogenen Zelltransformation und
damit zu einem Anstieg der Kolonien (Ramirez de Molina et al., 2005). Dies ldsst vermuten,
dass die Cholinkinase und ihr Produkt Phosphocholin essentielle Faktoren in der Mitogenese
sind. Es bleibt die Frage, ob man an ihnen sogar die Zellteilungsrate von Tumoren ablesen
kann und damit ihr malignes Potential erkennen oder eine Korrelation zum histologischen

Grad herstellen kann. Um Cholin fir die Synthese von Phosphocholin bereitzustellen, wird
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auch Glycerophosphocholin abgebaut (Abb. 7). Daraus resultiert in Tumoren eine erhdhte
Phosphocholin/Glycerophosphocholin Ratio (Bhakoo et al., 1996, Aboagye and Bhujwalla,
1999) (Glunde et al., 2004b). Diese Verhaltnisverschiebung von Glycerophosphocholin in
benignen Zellen zu Phosphocholin in malignen Zellen ist charakteristisch fir unterschiedlichste
Tumorentitaten und gilt deshalb als vielversprechender Marker fiir die Krebsdiagnostik
(Glunde et al., 2004b).

Nicht zuletzt aufgrund dieser Erkenntnisse ist die Inhibition der Cholinkinase ein vielverspre-
chender Ansatzpunkt der gegenwartigen Forschung zur Antitumortherapie (Campos et al.,

2003, Janardhan et al., 2006, Hernandez-Alcoceba et al., 1999, Lacal, 2001).

3.5 Cholinmetabolismus und Karzinogenese

Schon in den 80er Jahren begann man, mittels Phosphor-Magnetresonanzspektroskopie Me-
tabolitenprofile von malignen und benignen Brustgeweben zu erstellen. Es gelang die einzel-
nen Metaboliten-Peaks zu identifizieren und anhand ihres Profils zwischen gesundem und
malignem Gewebe zu unterscheiden. Eine wesentliche Rolle schienen schon damals die Cho-
linmetaboliten zu spielen (Merchant et al., 1988). Spater fanden Ting et al. heraus, dass Phos-
phocholin, Phosphatidylcholin, Glycerophosphocholin und Cholin jeweils alle in malignen
Brustzellkulturen signifikant vermehrt zu finden sind im Vergleich zu gesunden Zellkulturen
(Ting et al., 1996). In den darauffolgenden Jahren wurden verschiedenste Tumorarten mit der
Magnetresonanzspektroskopie untersucht. Fast allen ist eine Erhéhung des Phosphocholins
und anderer cholinhaltiger Metabolite gemeinsam (Ackerstaff et al., 2003). Im Moment geht
man davon aus, dass der Metabolit Glycerophosphocholin vor allem gesundes Gewebe cha-
rakterisiert. Kommt es zur onkogenen Transformation, so wird vermehrt Phosphocholin gebil-
det und die Phosphocholin/Glycerophosphocholin Ratio erhéht sich. Da diese Verdanderungen
schon sehr frih in der Zelle stattfinden, bestehen begriindete Hoffnungen, dass sich daraus
eines Tages die Aggressivitat eines Tumors schon vor Ausbildung charakteristischer histopa-

thologischer Merkmale ablesen ldsst (Smith et al., 1993).
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4 Fragestellung

Die histopathologische Untersuchung und die Bildgebung sind essentielle Instrumente der
Diagnostik, Therapiefindung und Einschatzung der Prognose beim Mammakarzinom.

Dennoch spiegeln die morphologischen Verdanderungen des Gewebes den aktuellen Metabo-
lismus des Tumors nur bedingt wider, denn metabolische Modifikationen innerhalb der Zelle
kénnen schon lange vor morphologisch sichtbaren Zellveranderungen auftreten. Histologie,
Mammographie und Magnetresonanztomographie erfassen diese nicht. Es ist deshalb zu-
nehmend interessant auch molekulare Marker von Anfang an in die Klassifikation eines Tu-
mors mit einzubeziehen (Hart et al., 2016). Dabei stellt sich nicht nur die Frage, wie sich die
Tumorzelle auf Genomebene verandert, sondern welche Endprodukte sie tatsachlich produ-
ziert und was diese wiederum fiir Auswirkungen haben (Budczies et al., 2013). Mit einem
genaueren Verstandnis der Stoffwechselprodukte eines Tumors ergeben sich neben einer
besseren Risikoeinschatzung auch neue Angriffspunkte fiir bessere Therapiestrategien. Diese
Stoffwechselwege gilt es zu verstehen und dann spezifisch im nachsten Schritt therapeutisch
zu beeinflussen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage: Kann das HRMAS 'HMRS Metabolitenpro-
fil von intaktem, unbearbeitetem Brustkrebsgewebe Informationen liefern, die zur Risi-
koeinschatzung und Prognose beim Mammakarzinom dienen kdnnen?

In friheren Studien wurde herausgefunden, dass HRMAS 'HMRS zwischen malignem und
benignem Gewebe sowie zwischen verschiedenen Tumorentitdten unterscheiden kann. In
dieser Studie wollten wir klaren, ob die relative Metabolitenkonzentrationen von Cholin,

Phosphocholin und Glycerophosphocholin in Zusammenhang stehen mit:

- Der Histologie der Probe

- Dem Patientenalter

- Dem Tumorzell-Anteil

- Der Tumor-Art

- Dem Rezeptorstatus (Ostrogen-, Progesteron-, Her2-Rezeptor, Triple negativ)
- Dem TNM-Stadium

- Der lokalen Streuung des Tumors

- Der Tumorgrofie

- Dem histologischen Differenzierungsgrad G

- Dem Outcome (Mortalitat, Rezidivrate)
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Folgend aus diesen Korrelationen erhoffen wir uns fir die Zukunft die Mdglichkeit mittels der
Metabolitenprofile schon zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine Aussage lber das Krank-
heitsausmal, die Tumorfolgen und die Aggressivitat des Tumors treffen zu kénnen.

Zusatzlich soll die Frage geklart werden, ob das Enzym Cholinkinase in Zusammenhang mit
Veranderungen der Metabolitenkonzentrationen von Phosphocholin, Glycerophosphocholin
und Cholin steht und diese womaoglich bedingt.

Die Cholinkinase katalysiert die Reaktion von Cholin und ATP zu Phosphocholin und ADP.
Besonders die a-Cholinkinase gilt im Tumorstoffwechsel als vermehrt aktiv, am ehesten um
den gesteigerten Bedarf an Phosphatidylcholin fir die Zellmembranen bei der Tumorzell-
proliferation zu decken. Wir stellten uns die Frage, ob die relative Enzymkonzentration der
Cholinkinase mit relativen Konzentrationsanderungen der cholinhaltigen Metabolite Cholin,
Phosphocholin und Glycerophosphocholin in Zusammenhang steht und fiir diese maligeblich
verantwortlich sein kénnte. Hiermit ware ein wichtiger Angriffspunkt fir zukilinftige Thera-

piestrategien zur Hemmung der Zellproliferation im Tumorstoffwechsel aufgedeckt.
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5 Materialien und Methoden

5.1 Probanden und Probegewinnung

Uns wurden 162 maligne und benigne Gewebeproben aus chirurgischen Tumorexstirpationen
nach klinischer und bioptisch bestatigter Erstdiagnose Mammakarzinom vom Cancer Center
des Massachussetts General Hospital in Boston, MA, USA, bereitgestellt.

Diese wurden jeweils innerhalb von wenigen Minuten nach der chirurgischen Resektion von
Pathologen zu kleinen Blocken mit wenigen Millimetern Kantenldange prapariert und weniger
als zehn Minuten nach Entnahme mit fliissigem Stickstoff schockgefroren. Dies geschah ohne
Zusatz von Pufferlésungen. Um eine Veranderung der Metabolitenzusammensetzung im
Gewebe zu verhindern, wurde dieses in seiner Naturform eingefroren (Bourne et al., 2003).
Die anschlieRende Lagerung in der Brustkrebsbank erfolgte fiir maximal 18 Monate in — 80°C
kalten Gefrierschranken, bevor die Gewebeproben an unsere Forschungsgruppe von Prof. Leo
Ling Cheng, Leiter des Radiopathologischen Instituts der Harvard University in Cambridge, MA,
United States of America, zur wissenschaftlichen Nutzung Gbergeben wurden.

In einer vorangegangenen Studie konnte Prof. Cheng bereits belegen, dass diese Art der Lage-
rung Uber mehrere Jahre mit keiner Gewebeverdanderung im Metabolitenprofil einhergeht
(Jordan et al., 2007). Alle Transporte und die Bearbeitung am Gewebe erfolgten auf Trocken-
eis um einen Tauprozess zu verhindern. Alle Experimente wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefihrt.

Gesundes Gewebe stammte aus dem exzidierten und histologisch tumorfreien Randgebiet,
dem sogenannten Sicherheitsabstand. Eventuelle Veranderungen der Metabolitenzusammen-
setzung in dieser Randregion sind durchaus moglich, allerdings ist eine Gewinnung von Brust-
gewebe gesunder Probanden zu wissenschaftlichen Zwecken ethisch nicht vertretbar.

Jede Gewebeprobe wurde halbiert. Ein Teil wurde zur HRMAS "HMRS Messung verwendet,
mit dem anderen Teil wurde in 50 Fallen eine semiquantitative Analyse mittels Western Blot

durchgefihrt (Abb. 11).
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Exstirpiertes Gewebe

K x

HRMAS *HMRS Messung Western Blot

N

Histologische Analyse

l

Vergleich: HRMAS 'HMRS - Patientendaten Vergleich: HRMAS HMRS - Western Blot

Abb. 11: Schaubild zur Erlduterung des Studienaufbaus.

Die dazugehorigen klinischen und pathologischen Patientendaten wie Alter, Tumortyp, TNM-
Tumorstadium, Differenzierungsgrad, Rezeptorstatus, Zeitpunkt des Rezidivs, falls zutreffend,
Todeszeitpunkt, falls verstorben, konnten spater, nachdem alle Messungen abgeschlossen
waren, anonymisiert aus dem Patientendatensystem des Massachussetts General Hospital
abgefragt werden.

Eingeschlossen wurden ausschlieBlich Proben von weiblichen Patienten mit nahezu vollstan-
diger Krankenakte und dokumentierter erfolgreich durchgefiihrter Lagerung der Proben. Um
eine moglichst genaue Metabolitenzusammensetzung des Gewebes im unbeeinflussten Tu-
morstoffwechsel zu erhalten, wurden Patientinnen mit praoperativer Antitumortherapie und
Patientinnen, die in den 12 Monaten vor der Exstirpation geboren oder gestillt hatten, von der
Studie ausgeschlossen.

Die Studie war zuvor von der zustandigen Ethikkommission genehmigt worden und alle Pati-
entinnen hatten nach ausfiihrlicher Aufklarung eine schriftliche Einverstandniserklarung un-

terzeichnet.

5.2 Materialien

Eine Liste aller verwendeten Gerate, Arbeitsmittel und Reagenzien befindet sich im Anhang.
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5.3 Methoden

5.3.1 HRMAS *HMRS

5.3.1.1 HRMAS 'HMRS Messungen

Die relativen Cholin-, Phosphocholin- und Glycerophosphocholinkonzentrationsmessungen
wurden am Athinoula A. Martinos Center for Biomedical Imaging des Massachussetts General
Hospitals und der Harvard University mit einem 600 MHz bzw. 14,1 Tesla Bruker AVANCE™
Spektrometer (Bruker Instruments, Inc., Billerica, MA) durchgefiihrt. Als Kopfspule wurde ein
4 mm grolRer Rotorkopf verwendet, in dem ein Kel-F Kunstoffeinsatz als kugelartiger 10 pl
Probenbereich diente. Jede Probe wurde vor der HRMAS *HMRS Messung gewogen und da-
raufhin in die rotierende Induktionsspule eingebracht. Als externe Kontrolle zur Kalibrierung
der Chemischen Verschiebung und der Quantifizierung wurde Silikongummi (Tetramethylsilan,
d = 0,1 ppm) verwendet, welcher die Probe selbst nicht berihrte. Als interne Referenz orien-
tierten wir uns im MR-Spektrum am einfach erkennbaren Alanin-Signal bei 1,47 ppm. Dieses
wurde als Nulllinienreferenz der Chemischen Verschiebung auf der x-Achse verwendet.

Die maximal mogliche Aufbewahrung von schockgefrorenen Proben und der damit einherge-
hende Qualitdtsverlust werden kontrovers diskutiert (Mountford et al., 2009, Sitter et al.,
2002). Ein Auftauvorgang kann wiederum zur Zelllyse fiihren (Mountford et al., 2009) (Bourne
et al., 2003). In unseren Untersuchungen wurden alle Messungen bei 4°C durchgefiihrt um
Gewebedegradation zu minimieren.

Die Genauigkeit der HRMAS "HMRS Messwerte nimmt bei lingerer Messdauer zu, die Qualitat
der Probe nimmt jedoch ab. Beim HRMAS 'HMRS kénnte es auch durch die hohe Drehzahl zu
einer kritischen Temperaturerhohung kommen und einen Auftauvorgang einleiten. Fir ein
hochaufgeldstes und rauschfreies Spektrum ist jedoch eine hohe Drehzahl notwendig. (Abb.

12).

Abb. 12: HRMAS '"HMRS Spektren von Lymphknotenmeta-
stasen einer Ratte bei einer Drehzahl von a) 4,0 kHz, b) 1,0
kHz und c) ohne Spinning. Das Signal/Rausch Verhiltnis
und die Aufldsung verbessern sich mit zunehmender
Drehzahl. Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
(Cheng et al., 1996)

D B B S T T T
6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
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Um die Stabilitat des Gewebes wahrend des Messvorgangs zu priifen wurde in vorangegange-
nen Untersuchungen exakt dasselbe maligne Gewebestlick zwei Mal im Abstand von zwei
Stunden gemessen, damals noch bei 20°C. Beide Untersuchungen zeigten keine messbaren

biochemischen Verdnderungen (Abb. 13) (Cheng et al., 1998b).

Abb. 13: HRMAS 1HMR-Spektrum der Mamma-
Gewebeprobe einer Patientin mit duktalem

Mammakarzinom Grad 2 im Abstand von 2 Stunden
WM = bei 20°C. Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von

(Cheng et al., 1998b).

30

EE- . 360 350 360

Chemical Shift (PPM)

Das Hauptmagnetfeld B, wurde vor jeder Messung neu kalibriert um gleiche Ausgangsbedin-
gungen fir die einzelnen Messungen zu schaffen. Der Bruker Magic Angle Spinning Controller
hielt die Drehgeschwindigkeit des Rotorkopfes wahrend der Messungen bei 3600 Hz (+ 1). Als
T2-Filter, um eine Spektrenverbreiterung aufgrund von Lipiden zu reduzieren, wurde synchron
zum Rotorkopf eine Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) Sequenz verwendet. m-Zwischenpulse
wurden durch ein um 90° phasenverschobenes Wechselfeld B; in Abstdnden von 10 us er-
zeugt. Dadurch wurden 360 Spin-Echos und deren vollstéandigen Relaxationszeiten gemessen.
Es ergab sich eine T2-Filterzeit von 200 ms (Jordan et al., 2010).

128 Messungen wurden gemittelt, wobei das Wiederholungsintervall 5 Sekunden und die
Spektrenweite 8 kHz (20 ppm) betrugen. Nach der Messung wurden die Proben sofort in

Formalin eingelegt und bis zur weiteren Bearbeitung darin gelagert.

5.3.1.2 Histologische Evaluation

Nach der HRMAS *HMRS Messung wurden die Proben sofort ber 8-12 Stunden mit 10%
Formalin fixiert. Danach wurden sie in aufsteigender Reihe mit Alkoholkonzentrationen von
80, 90, 95 und 100% fiir jeweils mindestens 30 Minuten dehydriert. Daraufhin wurden die
Proben mit Xylol gespiilt, in Paraffin Wachsblocke gebettet und in 5 um diinne Scheiben ge-
schnitten. Von jeder Probe wurden auf diese Weise Serienschnitte mit einem Abstand von
jeweils 100 um geschnitten und auf geladene Objekttrager gegeben. Die Schnitte wurden mit
Hamatoxylin und Eosin (H & E) eingefarbt (Tab. 2). Diese dient zur besseren Differenzierung

zwischen eosinophilen Zellbestandteilen wie Zellplasmaproteinen, welche rot gefarbt werden



38 Materialien und Methoden

und basophilen Strukturen wie die Ribonukleinsduren im Zellkern, die eine blaue Farbe an-

nehmen. Zum Schluss wurden sie mit Deckgldaschen eingedeckt (Abb. 14).

Xylol 10 Minuten
100% Ethanol 4 Minuten
95% Ethanol 2 Minuten

Spilen mit destilliertem Wasser

Hamatoxylin 5 Minuten

Spilen mit destilliertem Wasser

Bluing Reagent 10 Mal eintauchen

Spilen mit destilliertem Wasser

95% Ethanol 10 Mal eintauchen
Eosin 10 Minuten

95% Ethanol 10 Mal eintauchen
100% Ethanol 10 Mal eintauchen
Xylol 5 Minuten

Tab. 2: H&E Farbeprotokoll fur formalin-fixiertes und paraffin-gebettetes Gewebe

Abb. 14: Beispiel eines H&E-gefarbten Gewebeschnitts mit Mammakarzinom (umrandet).

Zur Beurteilung der histopathologischen Zusammensetzung der gemessenen Proben wurde

ein Olympus BX41 Mikroskop verwendet. Der Anteil an Tumorzellen in Epithel und Stroma
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wurde mit Hilfe der Bildanalyse Software MicroSuite ermittelt. Dies geschah ohne das Wissen
des zugehdrigen Ergebnisses aus der Spektrenanalyse. Die Zellanteilergebnisse der einzelnen

Serienschnitte wurden fiir jeweils die gesamte Probe gemittelt.
5.3.2 Western Blot

5.3.2.1 Gewebeschnitte mit dem Kryostat

Der in 50 Fallen vor der HRMAS *HMRS Messung abgetrennte Teil der Gewebestiicke wurde
mittels Kryostat geschnitten. Die Temperatur lag zu allen Zeiten dieser Methode bei - 20 °C.
Hierflr wurden die Gewebebltécke auf einen speziellen Halter gebracht und in das Gewebe-
einbettmedium fir Gefrierschnitte OCT eingebettet. Daraufhin konnten sie mit dem Kryostat
geschnitten werden. Es wurden jeweils 12 Gefrierschnitte gemacht. Fir die Schnitte Nummer
1, 2, 11 und 12 der Folge wurde eine Dicke von 10 um gewahlt. Diese wurden auf Objekttrager
aufgezogen und sofort zur Hamatoxylin und Eosin Farbung verwendet. Fiir die Schnitte Num-
mer 3 - 10 wurde eine Dicke von 50 um gewahlt, um spater moglichst viel Gesamtprotein
daraus gewinnen zu kénnen. Die Schnitte wurden auf ungeladene Objekttrager aufgetragen,
wobei besonders darauf geachtet wurde, dass die Ausrichtung genau der anatomischen Lage
im Gewebestlick entsprach. Sie wurden nicht mit Deckgldaschen belegt und kurzzeitig wieder

bei - 80 °C eingefroren (Abb. 15).

Abb. 15: Gewebeschnitte mit dem Kryostat.

5.3.2.2 Histologische Auswahl der Tumorbereiche

Fiir die mikroskopische Analyse der 10 um Kryostat Gewebeschnitte erfolgte eine Himatoxylin
und Eosin Farbung (Tab. 3). Zum Schluss wurden die Objekttrager mit Deckgldschen einge-

deckt.
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70% Ethanol 1 Minute

Spilen mit destilliertem Wasser

Hamatoxylin 5 Minuten

Spiulen mit destilliertem Wasser

Bluing Reagent 30 Sekunden

Spilen mit destilliertem Wasser

70% Ethanol 15 Mal eintauchen
95% Ethanol 15 Mal eintauchen
Eosin 1 Minute

95% Ethanol 15 Mal eintauchen
100% Ethanol 1 Minute

Xylol 2 Minuten

Tab. 3: H&E Farbeprotokoll zur Farbung von OCT-gebettetem Gewebe

Mit einem Olympus BX41 Mikroskop wurde gepriift, ob histologisch ein ausreichend groRes
Tumoraggregat vorlag. Je nach Ausdehnung auf dem angefarbten Praparat wurden die jeweils
in Folge geschnittenen noch tiefgefrorenen Schnitte vollstandig oder nur der Teil, der Tumor
enthielt, fir die Analyse weiter verwendet. Auch die Benignitdt der gesunden Gewebeproben

wurde Uberprift.

5.3.2.3 Proteinextraktion

Um die Cholinkinase genauer zu beurteilen, mussten zunachst alle Proteine von den Ubrigen
Zellbestandteilen getrennt werden. Hierzu wurden zunachst die Zellen zerstort. Die Proteinex-
traktion wurde so durchgefiihrt, dass die Proteine nach Mdglichkeit vollstandig und intakt
isoliert wurden, so dass die Auslese moglichst genau die in vivo Bedingungen reprasentierte.

Die Karzinomanteile wurden von den verbleibenden tiefgefrorenen Objekttragern genommen
und in ein Eppendorf Gefall mit 80 ul Proteinextraktionspuffer Gberfihrt (Abb. 16). Daraufhin
erfolgte eine Aufspaltung der Zellwande mittels Ultraschallhomogenisator auf Eis (18 Watt, 10
Zyklen a 20 Sekunden mit 60 Sekunden Pausenintervall). Die Zelllysate wurden 20 min in Eis
inkubiert und dann zentrifugiert (20.000 U/min, 40 min, 4 °C) um Zelltrimmer zu sedimentie-
ren. Die Uberstinde mit dem enthaltenen Gesamtprotein wurden in neue Eppendorf GefiaRe

gefillt und wieder bei - 80 °C eingefroren.
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20 pl des jeweiligen Uberstands wurden fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration nach
Bradford verwendet. Zum restlichen Uberstand wurde 6X SDS-Sample Puffer hinzugefiigt
(1:1,2 Verdiinnung) und fiir 5 min auf 50 - 80 °C erhitzt. Danach wurden die Proben bis zu

ihrer Verwendung im Western Blot wieder bei - 80 °C eingefroren.

Abb. 16: Vorbereitung zur Proteinextraktion aus malignen Zellen.

5.3.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bradford Methode dient zur photometrischen Konzentrationsbestimmung geldster Prote-
ine (Bradford, 1976). Sie beruht auf einer Anderung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs
Coomassie Brilliantblau G-250 von 470 nm auf 595 nm bei spezifischer Bindung an Proteine
(Compton & Jones, 1985). Je nach Proteinkonzentration fallt der Farbumschlag starker oder
schwacher aus. Die Absorptionszunahme des Farbstoff-Protein-Komplexes kann also bei 595
nm mit Hilfe eines Spektrometers quantitativ bestimmt werden. Der Vergleich mit einer Eich-
geraden einer Substanz mit bekannter Proteinkonzentration ermaoglicht eine relative Protein-
guantifizierung der Probe.

Nach Empfehlung im Herstellerprotokoll wurde das Farbstoff-Reagenz-Konzentrat im Verhalt-
nis 1:4 in destilliertem Wasser geldst und gefiltert.

Zur Herstellung der Eichreihe wurde bovines Serumalbumin BSA (1 mg/ml dH;0) in fiinf ver-
schiedenen Verdinnungen (0,25 pg/ml, 0,50 pg/ml, 1,00pug/ml, 1,50 pg/ml, 2,00 pug/ml) er-
stellt. Je 10 ul Duplikate der BSA-Standardlésungen und Proteinproben wurden in separate
Vertiefungen einer Mikrotitrierplatte gegeben. 200 ul des filtrierten Bradford-Reagenz wurden
in jede Vertiefung hinzugegeben und mit der Pipettenfunktion vermischt. Die Pipettenspitzen
wurden fir jede Vertiefung erneuert. Zur Verstarkung des Farbumschlags wurde die Mikro-
titrierplatte 10 min inkubiert.

Daraufhin wurde die Absorption der einzelnen Vertiefungen im Photometer bei einer Wellen-
lange von 595 nm gemessen. Mittels linearer Regression der Eichgeraden wurde dann die

Proteinkonzentration der Proben ermittelt (Abb. 17, 18).
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Abb. 18: Versuchsaufbau Proteinquantifizierung nach Bradford.

5.3.2.5 Western Blot

Die Methode des Western Blottings erlaubt dem Untersucher mit Hilfe eines Antikdrpers die
relative Quantifizierung eines bestimmten Proteins in verschiedenen Proben. Die Proteinge-
mische werden mittels Gelelektrophorese getrennt und per Elektrotransfer auf eine Nitrozel-
lulosemembran, die sogenannte Tragermembran Ubertragen (engl. Blotting). Danach kdnnen
die einzelnen Proteine immunologisch mit spezifischen Antikorpern und durch eine nachfol-
gende Farbreaktion nachgewiesen werden (Renart et al., 1979).

Fiir die Trennung der Proteine nach ihrer GréRBe wurde Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet. Die proteinhaltigen Proben wurden hierzu zusam-
men mit dem SDS-Puffer fir 10 Minuten bei 70°C erhitzt, um die Proteine zu denaturieren.
Der Puffer hat die Eigenschaft sich um die bei der Denaturierung entstehenden Polypeptidket-
ten zu lagern und deren Eigenladung zu verandern. Somit haben alle Polypeptidketten danach
eine konstante negative Ladung pro Masseeinheit. Wird nun eine elektrische Spannung ange-
legt, so trennen sich die Ketten ausschlieRlich nach dem jeweiligen Molekulargewicht und

nicht nach ihrer Ladung.
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Es wurden 100 pg Protein von jeder Probe verwendet. Das bendtigte Volumen an Proteinl6-
sung wurde aus der Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford ermittelt. Die Pro-
teinlésung wurde mit 20 ul Ladepuffer und 4 ul B-Mercaptoethanol in ein Eppendorf-Gefald
auf Eis gegeben und mit destilliertem H,0 auf 80 ul aufgefiillt. Das Eppendorf-GefalR wurde
zur Denaturierung der Proteine 10 Minuten lang bei 70 °C auf einem Heizblock erhitzt um die
Bindung von SDS zu ermdoglichen. Danach erfolgte die Auftrennung der Proteine in einer mit
Laufpuffer gefiillten Gelkassette. Die Proben durchliefen dabei zunadchst ein grofRporiges
Sammelgel um die Proteine zu konzentrieren und spater als abgrenzbare Bande sichtbar zu
machen. Dann durchliefen sie ein kleinporiges Trenngel (10% Polyacrylamid) zur Auftrennung
nach ihrer GroRRe. Jede Probe wurde in eine Tasche gegeben. Des Weiteren wurde auf jedem
Gel eine Tasche mit 30 ug Uberexprimierter Cholinkinase-Losung als Standard mit bekannter
Laufweite von 48 kDa befiillt.

Danach wurde eine Spannung von 160 Volt an die Gelkassette angelegt bis die Einfarbung der
Proben auf dem Trenngel das Molekulargewicht der Cholinkinase, abzulesen an einer seitli-
chen Markierung fir Molekilgewicht, deutlich Gberschritten hatte (Abb. 19). Im nachsten
Schritt wurden nun die Proteine zur immunologischen Detektion vom Gel auf eine Membran
transferiert. Hierzu wurde zundchst das Gel vorsichtig aus der Kammer entfernt und mit ei-
nem zugeschnittenen Filterpapier, das in Transferpuffer getrankt worden war, bedeckt. Eine
ebenfalls zugeschnittene Nitrozellulose Membran wurde fiir 10 Sekunden in 100 % Methanol
getaucht, mit destilliertem Wasser abgesplilt und dann ebenfalls mit Transferpuffer getrankt.
Auch die unbedeckte Seite des Gels wurde mit Transferpuffer benetzt und die Membran
wurde auf das Gel gelegt. Auf die Membran wurde ein weiterer zugeschnittener und in Trans-
ferpuffer getrankter Filter gelegt, so dass ein Sandwich in der Anordnung Filter-Membran-Gel-
Filter entstand. Nun wurde dieses Sandwich zwischen zwei getrdnkte 3 mm Blotting-
Schwamme in eine Hoefer TE42 Gel-Elektrophorese-Einheit gelegt. Der Behdlter wurde mit
Transferpuffer aufgefullt. Zur Kiihlung wurden zwei bei - 20 °C vorgekulhlte Kiihlpads hinzuge-
geben. Es wurde eine zum Gel senkrechte Spannung von 60 Volt bei einer Stromstarke von 0,1
Ampeére Uber Nacht appliziert um die Proteine auf die Membran zu transferieren. Im elektri-
schen Feld wanderten die Proteine nun aus dem Gel auf die Membran. Zuletzt erfolgte die
indirekte Immunodetektion des Zielproteins. Zunachst lieen wir einen cholinkinasespezifi-

schen Primarantikdrper (Anti-CHK) an das membrangebundene Zielantigen binden. Der Pri-
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marantikdrper wurde dann von einem Sekundarantikérper gebunden, welcher wiederum mit

einer Peroxidase konjugiert war.

Abb. 19: A-C Versuchsaufbau Western Blot.

Im letzten Schritt wurde das Chemolumineszenzreagenz Luminol hinzugegeben. Die Peroxi-
dase katalysierte daraufhin dessen Oxidation, bei der Licht entstand. Dieses Licht konnte
mittels eines Rontgenfilms detektiert werden.

Hierzu wurde die Membran zunéachst 1 Stunde lang bei Raumtemperatur mit 5 % Magermilch-
pulver in Tris-gepufferter Kochsalzlésung mit 0,05 % Tween-20 — im Folgenden kurz als ,,5 %
Milch TBST“ bezeichnet — inkubiert, um unspezifische Bindungen zu vermeiden und die
Membran somit zu blocken. Dann wurde der Primarantikdrper Anti-CHK (Glunde et al., 2005)
in der Verdiinnung 1:100 in 5 % Milch TBST auf die Membran gegeben und tiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Der Anti-CHK-Antikorper wurde uns freundlicherweise von der Forschungsgruppe
um Frau Prof. Bhujwalla und Frau Prof. Glunde von der Johns Hopkins University in Baltimore

zur Verfligung gestellt (Glunde et al., 2005).
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Am ndchsten Tag wurde drei Mal zehn Minuten mit 5 % Milch TBST bei Raumtemperatur
gespllt. Dann wurde der mit Peroxidase gekoppelte Sekundarantikérper Anti-Rabbit-HRP
(Englisch: horseraddish peroxidase) in 1:2000 Verdinnung in 5 % Milch TBST eine Stunde lang
bei Raumtemperatur auf der Membran belassen. Danach erfolgte das zehnminditige Spilen
mit 5 % Milch TBST und zwei Mal 10 Minuten mit TBS Tween. Die Schritte wurden fir das
houskeeping Protein GADH mit dem Primarantikdrper Anti-GAPDH (Verdiinnung 1:50000) und
dem Sekundarantikoérper Anti-Mouse-HRP (Verdiinnung 1:2000) wiederholt. Zur Detektion per
Chemilumineszenz wurde die Membran nun auf eine Folie gelegt und Luminol bei Raumtem-
peratur darauf gegeben, so dass die Membran vollstandig damit bedeckt war. Nach Inkubati-
on von einer Minute wurde die Membran mit einer zweiten Folie bedeckt und bei Dunkelheit
in eine Fotokassette gelegt. Die Entwicklung des Rontgenfilms erfolgte in einem Kodak X-

OMAT Processor M20.

5.3.3 Datenverarbeitung HRMAS ‘HMRS

Die Analyse der Spektren wurde mit einem speziell fir die Studie in MATLAB (The MathWorks,
Natick, MA) implementierten Hilfsprogramm durchgefiihrt. Das Programm konnte Ergebnisse,
die normalerweise mit der NUTS Software von AcornNMR (Livermore, CA) zur manuellen
Quantifizierung von Signalanteilen erzielt werden, automatisiert gewinnen.

Zuerst wurde der freie Induktionszerfall (Englisch: free induction decay) jeder Messung einer
Apodisation von 1 Hz ausgesetzt. Danach erfolgte eine Fouriertransformation und Nulllinien-
korrektur (Abb. 4). Die Phasenkorrektur erfolgte in Ubereinstimmung mit den iblichen und
gut identifizierbaren Referenzpunkten. Hier diente Tetramethylsilan als externer Bezugspunkt
bei der Zuweisung der Spektren-Gipfel zu den bekannten Metaboliten. Zur Ermittlung der
Konzentration der Metabolite erfolgte zundchst eine Kurvenanpassung (Englisch: curve fitting)
einer Summe von Gauss-Profilen an das gemessene Spektrum. Dann wurde die Kurve zum
jeweiligen Metaboliten zugeordnet und danach das Integral der einzelnen Signalanteile ermit-
telt (Cheng et al., 1998b). Der Alanin Anstieg bei 1,47 ppm wurde individuell fiir jedes Spekt-
rum als Referenz der Chemischen Verschiebung auf der x-Achse verwendet. Daraufhin lag der
Cholin-Gipfel bei 3,19 ppm, der Phosphocholin-Gipfel bei 3,21 ppm und der Glycerophos-
phocholin-Gipfel bei 3,22 ppm (Sitter et al., 2002). Eine Wasserunterdriickung war aufgrund
des HRMAS nicht notwendig (Abb. 20).
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Abb. 20: Datenverarbeitung mittels laboreigenem MATLAB Hilfsprogramm zur Erstellung einer HRMAS 'HMRS Metaboliten-
profils: GPC: Glycerophosphocholin-Signal, PC: Phosphocholin-Signal, Cho: Cholin-Signal. Im vorliegenden Fall ist das Cholin-
Signal bei 3,19 ppm wahrscheinlich durch das Phosphoethanolamin-Signal bei 3,20 ppm lberschattet.

5.3.4 Datenverarbeitung Western Blot

Die Auswertung der Bilder aus den Western Blots erfolgte mit dem Grafikprogramm Image),
welches von den National Institutes of Health (NIH) zur Bildanalyse in Forschungsfragestellun-
gen als freie Version im Internet zur Verfligung gestellt wird. Die Intensitdten der verschiede-

nen Western Blot Banden wurde ermittelt (Abb. 21).

‘Western bands gel3.jpg; Uncalibrated

«-CK (50-52 kDa)

[B-CK (43 kDa)

CK  #64 #62 #71 #2 #3 #6  #9 #10 #11 #12 #13 #21 #24  #25
Uberexpr. (Kontrolle)

Abb. 21: Semiquantitative Ermittlung der Cholinkinase Konzentration anhand der Signalintensitdten der verschiedenen
Western Blot Banden mittels ImagelJ. CK iberexpr.: Die Gberexprimierte Cholinkinaseldsung zeigt eine bekannte Laufweite
von 48 kDa.
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Somit konnte der jeweilige Proteingehalt quantifiziert und danach verglichen werden. Fir
jeden Blot wurden die Signalintensitdaten der Cholinkinase bei einem Molekulargewicht von 48
kDa ins Verhaltnis mit der Kontrolle GAPDH gesetzt. Zum Vergleich der verschiedenen Blots
miteinander diente die Probe Nummer 71, beziehungsweise 64 , welche auf jedem Blot ver-
treten waren. Je hoher der Quotient der Signalintensitat von Cholinkinase zu GAPDH, desto

hoher war deren Konzentration.

5.3.5 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen SPSS Statistics von IBM (Version
22.0) und Microsoft Excel 2011. Haufigkeitsanalysen und Deskriptive Statistiken wie Mittel-
werte, Standardabweichungen, mittlerer Standardfehler, 95 % - Konfidenzintervalle, sowie
Mediane wurden berechnet und werden im Ergebnisteil prasentiert. T-Tests wurden ange-
wandt um die Metabolitenkonzentrationen verschiedener Gruppen zu vergleichen. Ein Signifi-
kanzniveau von p < 0,05 wurde als signifikantes Ergebnis betrachtet. Die lineare Regressions-
analyse wurde verwendet, um eine Korrelation zwischen zwei Variablen zu ermitteln. Des
Weiteren erfolgten Kaplan-Meier-Analysen und Cox-Regressionsanalysen zur Einschatzung der
rezidivfreien Zeit bzw. der Mortalitatsrate. Fir die Kaplan-Meier- und Cox-
Regressionsanalysen wurden nur die Falle berlicksichtigt, deren Proben als maligne identifi-
ziert wurden. Es wurden Subgruppen gebildet, die moglichst gleich grolR sein sollten. Der
mittlere Nachbeobachtungszeitraum betrug 95 Monate + 36 Monate (95% - Konfidenzintervall
89,18 — 101,44 Mon.). Fir die Féalle, deren Patientinnen friihzeitig aus der Tumornachsorge
ausschieden, z. B. aufgrund eines Umzugs oder weil der Nachsorgetermin nicht mehr wahrge-
nommen wurde, wurde der Rezidiv- bzw. Lebendstatus der letzten Visite angenommen. Der
entsprechende Fall wird ab diesem Zeitpunkt fiir die Berechnungen nicht mehr bericksichtigt
und im Schaubild als zensiert markiert. Flr Patientinnen, die in ein Hospiz liberwiesen wur-
den, wurde der Zeitpunkt der letzten Visite als Todeszeitpunkt angenommen.

Wir entschieden uns gegen den Ausschluss bestimmter Messungen zur Minderung der Anzahl
an AusreiRern. Die Messwerte zeigen daher eine grol3e Streubreite und sind nicht normalver-

teilt.
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6 Ergebnisse

6.1 Untersuchte Variablen

6.1.1 Alter und histologische Daten

Fiir die statistische Analyse wurden die Daten von insgesamt 162 Gewebeproben ausgewer-
tet. In 88 % der Falle handelte es sich hierbei um maligne und in 12 % der Fille um benigne
Proben. Letztere waren den Tumorrandgebieten entnommen worden und dienten als Kon-
trollgruppe.

Das mittlere Alter der Gesamtgruppe lag bei 53,8 Jahren. Zwischen den Patientinnen der
beiden Subgruppen (benigne vs. maligne) lag kein statistisch signifikanter Altersunterschied

vor (53,3 vs. 53,86; n.s.) (Tab. 4).

Probe Anzahl % Pa:\ineirt\ttI:r::lster SEM Min. | Max.
Benigne 20 12,35 53,3 * 3,18 38 89
Maligne 139 85,8 53,86 * 1,18 28 94
Alter unbekannt 3 1,85 - - - -
Gesamt 162 100 53,8 1,11 28 94

Tab. 4: Altersverteilung der Patienten in Abhangigkeit vom histologischen Befund der Probe.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; * nicht signifikant.

Bei den 142 Gewebeproben mit pathologischem Histologiebefund lag der durchschnittliche
prozentuale Tumorzell-Anteil bei 65,0 Prozent (Bezug: Zellen von Epithel + Stroma, SEM 2,81).
Bei 60 zufallig ausgewadhlten Proben wurde der prozentuale Tumorzell-Anteil in Bezug zu den
Epithelzellen alleine untersucht (ohne Stromazellen). Hierbei lag der mittlere Tumorzell-Anteil
mit 30,9 Prozent nur etwa halb so hoch wie bei der Betrachtung aller Zellen (Epithel + Stroma,

SEM 2,65) zusammen (Abb. 22).
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Abb. 22: Mittlerer prozentualer Tumorzell-Anteil.
Fehlerindikator: SEM = Standardfehler des Mittelwertes

Die Proben wurden auRerdem auf ihren histologischen Tumortyp untersucht. Phylloide oder
apokrine Typen sowie Sarkome spielten hierbei nur eine untergeordnete Rolle, da jeder dieser
Tumor-Arten nur je einmal dokumentiert wurde. Am haufigsten wurden duktale Karzinome
beobachtet (81 %), gefolgt von lobularen (10,6 %) und gemischt duktal-lobuldren Karzinomen

(4,2 %) (Tab. 5).

Tumortyp Maligne Proben %

Duktales Karzinom 115 81

Lobulares Karzinom 15 10,6
Eiaerr:i:;:: duktal-lobuldres 6 42
Maligner Phylloidestumor 1 0,7
Sarkom 1 0,7
Apokrines Karzinom 1 0,7
Unbekannt 3 2,1
Gesamt 142 100

Tab. 5: Verteilung der Tumortypen.

6.1.2 Tumorklassifikation

Bei 136 der 142 malignen Proben waren Angaben zur exakten TumorgroBe dokumentiert

worden. Die mittlere TumorgroRRe lag bei 3,09 cm (Tab. 6)
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Histologie Anzahl AT L SEM Min. Max.
(cm)
Maligne 136 3,09 0,22 0,4 17,0

Tab. 6: Mittlere TumorgréRe (cm).
Tumorgrofle unbekannt: n = 8. Gesamt: n = 142. SEM = Standardfehler des Mittelwertes.

Bei etwa der Halfte der Tumoren lag das Stadium T2 vor (50,7 %), also eine Tumorgrofie von >
2 cm bis maximal 5 cm. Das Stadium Tlc ( > 1 £ 2 cm) war mit 21,8 % am zweithaufigsten
vertreten. Hinsichtlich des Lymphknoten-Stadiums N dominierten die Stadien NO (keine Tu-
morzellen in Lymphknoten) mit 35,2 % und N1 (Tumorzellen in beweglichen ipsilateralen
axillaren Lymphknoten) mit 32,4 %, gefolgt von N1mi (nur Mikrometastasen < 0,2 cm) mit
14,8 %. Das initiale Metastasen-Stadium war in nur 58 Fallen der malignen Proben bekannt
oder dokumentiert. 5,6 % der malignen Proben waren von Patientinnen mit Fernmetastasen

entnommen (Tab. 7).

T-Stadium | Anzahl % N-Stadium | Anzahl % M-Stadium | Anzahl %
NO 50 35,2 MO 50 35,2
Tla+b 20 14,1 N1mi 21 14,8 M1 8 5,6
Tlc 31 21,8 N1 46 32,4
T2 72 50,7 N2 9 6,3
T3 17 12 N3 5 3,5
Tx 2 1,4 Nx 11 7,7 Mx 84 59,2
Gesamt 142 100 Gesamt 142 100 Gesamt 142 100

Tab. 7: Haufigkeiten gemaR TNM-Klassifikation der untersuchten malignen Proben.

Bezliglich des Differenzierungsgrades der Proben fand sich am haufigsten Grad 2 (46,5 %),
gefolgt von Grad 3 (43,7 %). Grad 1 lag in 7 % der Félle vor (Tab. 8).

Differenzierungsgrad G1 G2 G3 Gx Gesamt
Anzahl 10 66 62 4 142
% 7 46,5 43,7 2,8 100

Tab. 8: Verteilung nach histologischem Differenzierungsgrad (G1-G3).

Bei Betrachtung des Tumor-Rezeptorstatus zeigten sich tber zwei Drittel der Proben Ostro-

genrezeptor positiv (73,9 %). Ein positiver Progesteronrezeptor-Status fand sich in einem
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Drittel der Falle (67,6 %). Der Her2- Rezeptor war bei 17,6 % der Karzinome positiv (Tab. 9). In
18,3 % lag ein dreifach negativer Rezeptorstatus vor, welcher aufgrund mangelnder Therapie-

optionen eine besonders schlechte Prognose fiir die Patientin bedeutet (Tab. 10).

Ostrogen- Progesteron- Her2-

rezeptor Anzahl | % rezeptor Anzahl | % Rezeptor Anzahl | %
Negativ 32 22,5 Negativ 41 28,9 Negativ 112 78,9
Positiv 105 73,9 Positiv 96 67,6 Positiv 25 17,6
Unbekannt 5 3,5 Unbekannt 5 3,5 Unbekannt 5 3,5
Gesamt 142 100 Gesamt 142 100 Gesamt 142 100

Tab. 9: Haufigkeitsanalyse: Rezeptorstatus.

Triple negativ Anzahl %
Nein 111 78,22
Ja 26 18,3
Unbekannt 5 3,52
Gesamt 142 100

Tab. 10: Haufigkeitsanalyse: Dreifach negativer Rezeptorstatus.

6.1.3 Cholinkinase

Bei 50 der 162 Proben war zusatzlich semiquantitativ mittels Western Blot die Cholinkinase-
konzentration bestimmt worden (Cholinkinase gesamt, sowie unterteilt in a-Cholinkinase und
B-Cholinkinase). Die mittlere Cholinkinasekonzentration (gesamt) lag bei 1,49, die a-
Cholinkinasekonzentration bei 2,76 und die B-Cholinkinasekonzentration bei 1,62. Da es sich
um relative Konzentrationen zueinander handelt, sind die Werte ohne Einheit angegeben. Alle
Messwerte wiesen eine groRe Variabilitat auf. Flr keine der drei Cholinkinase-Gruppen (a, B,
gesamt) konnten zwischen den beiden Subgruppen (benigne vs. maligne) statistisch signifikan-

te Unterschiede aufgezeigt werden (Tab. 11, Abb. 23).
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Abb. 23: Semiquantitative Cholinkinasekonzentration in malignen bzw. benignen Proben.
Unterschiede nicht signifikant. Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM.

Benigne Proben Maligne Proben

n=6 n=44
Mittlere Cholinkinasekonzentration (a+8) 2,40%* 1,49*
SEM 1,67 0,36
Min. 0,28 0,11
Max. 10,7 13,13
Mittlere a-Cholinkinasekonzentration 3,57* 2,76*
SEM 2,27 0,68
Min. 0,79 0,10
Max. 14,87 21,87
Mittlere B-Cholinkinasekonzentration 2,15* 1,62*
SEM 0,95 0,29
Min. 0,50 0,10
Max. 6,70 8,66

Tab. 11: Semiquantitative Konzentration der Cholinkinase gesamt (a+B), a und B.
* Unterschiede nicht signifikant p > 0,05; SEM = Standardfehler des Mittelwertes.

6.1.4 Outcome

6.1.4.1 Rezidiv
Rezidive innerhalb der ersten 10 Jahre ab Diagnosestellung (= Probenentnahme) waren bei

fast einem Drittel der Patientinnen mit maligner Probe (n = 142) aufgetreten (29,6 %) (Tab.

12).



Maligne Proben

n =142
Rezidiv
Anzahl %
nein 100 70,4
ja 42 29,6
Gesamt 142 100

Ergebnisse

Tab. 12: Rezidivhaufigkeit des Tumors (Rezidiv ja/nein).

6.1.4.2 Mortalitat

53

Von den 142 Proben der Gruppe mit malignen Tumorproben waren 30 Patientinnen innerhalb

der ersten 10 Jahre nach Diagnosestellung verstorben (21,1 %) (Tab. 13).

Maligne Probe

n =142
Verstorben
Anzahl %
nein 112 78,9
ja 30 21,1
Gesamt 142 100

Tab. 13: Mortalitat (verstorben: ja/nein).

6.2 HRMAS-Spektroskopie

6.2.1 Untersuchte Metaboliten

Im Rahmen dieser Studie wurden die Metaboliten Cholin, Phosphocholin und Glycerophos-

phocholin ndaher untersucht. Wie aus der folgenden Tabelle ersichtlich ist, wiesen alle drei

Metaboliten eine sehr grofle Streubreite auf und waren nicht normalverteilt. In Bezug auf die

Gesamtheit aller Proben (n = 162) ergab sich der groRte durchschnittliche relative Messwert

far Glycerophosphocholin mit 29,1, gefolgt von Phosphocholin mit 5,03 und Cholin mit 1,40

(Tab. 14). Da es sich auch hier um relative Messwerte handelt, wird keine Einheit angegeben.
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Anzahl Mittelwert SEM Varianz Min. Max.
Cholin 162 1,40 0,34 17,97 0,00 42,5
Phosphocholin 162 5,03 1,60 409,78 0,00 232,4
Glycerophosphocholin 162 29,1 2,19 764,20 0,00 118,7

Tab. 14: Mittlere relative Konzentrationen der untersuchten Metaboliten der HRMAS-Spektroskopie.
SEM: Standardfehler des Mittelwertes.

6.2.2 Zusammenhang mit Histologie der Probe

In der folgenden Tabelle sind die drei Metaboliten in Abhangigkeit vom Ergebnis der Histolo-
gie dargestellt (benigne vs. maligne). In den Proben mit pathologischem Befund wies Cholin
einen etwa 4-fach héheren Mittelwert auf als in den tumorfreien Proben. Die Differenz war
allerdings statistisch nicht signifikant (Relative mittlere Konzentration: 0,43 vs. 1,54; n.s.).
Umgekehrt wiesen Phosphocholin und Glycerophosphocholin in den malignen Proben etwa 5-
fach hohere Durchschnittswerte auf. Hinsichtlich Glycerophosphocholin war die Differenz

zwischen malignen und benignen Proben statistisch hochsignifikant (6,44 vs. 32,29;

* p < 0,001) (Abb. 24).
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Abb. 24: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie in malignen und benignen Proben.
Glycerophosphocholin (maligne) >> Glycerophosphocholin (benigne): * p < 0,001.
Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM.
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6.2.3 Einfluss des Patientenalters

Interessanterweise fanden sich bei der Korrelation einzelner Metaboliten mit dem Alter signi-
fikante Befunde. In der Gruppe der Proben mit benigner Histologie wies die Cholinkonzentra-
tion eine signifikant positive Korrelation mit dem Alter der Patientin auf (Rho 0,54;

* p =0,014). Je alter die Patientinnen waren, desto héher war auch die Cholinkonzentration in
der benignen Probe. Ferner ergab sich in der Gruppe der malignen Gewebeproben eine signi-
fikant negative Korrelation zwischen Glycerophosphocholin und dem Alter der Patientin (Rho -
0,17; * p = 0,045) (Tab. 15). In den (brigen Korrelationen mit dem Alter konnte kein weiterer
Zusammenhang festgestellt werden. Die entsprechenden Korrelationskoeffizienten waren

sehr klein und wiesen keine statistische Signifikanz auf.

Benignes Gewebe Malignes Gewebe
Korrelation Alter n =20 n=142
Rho Signifikanz Rho Signifikanz
Cholin 0,54 *p=0,014 0,082 n.s.
Phosphocholin 0,07 n.s. -0,12 n.s.
Glycerophosphocholin -0,34 n.s. -0,17 * p =0,045

Tab. 15: Korrelationen zwischen Metabolitenkonzentrationen und Alter der Patientinnen.

* Signifikant negative Korrelation zwischen Glycerophosphocholin und Alter in malignem Gewebe: * p = 0,045.
* Signifikant positive Korrelation zwischen Cholin und Alter in benignem Gewebe: * p = 0,014.

Rho = Spearman Korrelationskoeffizient; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Um die Relevanz des obigen Ergebnisses zu veranschaulichen, ist in der folgenden Abbildung
die mittlere Cholinkonzentration der gesunden Proben in Abhangigkeit vom Patientenalter
dargestellt. Mit zunehmendem Alter stieg die Konzentration des Metaboliten an. Besonders
auffallig war der hohe mittlere Cholinwert bei den lber 70-jdhrigen Patienten (n = 3; 2,20),
wobei im Vergleich zu den (ibrigen 17 Patienten (bis 70 J.) keine statistische Signifikanz vorlag

(Abb. 25). In malignen Gewebeproben konnte keine derartige Tendenz festgestellt werden.
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* p=0,011
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Abb. 25: Cholinkonzentration in Abhdngigkeit vom Patientenalter in benignen Proben.
* Signifikanter Unterschied der Cholinkonzentration (bis 70 Jahre) vs. (> 70 Jahre): * p = 0,011.
Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes. SEM

In der folgenden Abbildung ist ferner die mittlere Glycerophosphocholinkonzentration der
malignen Proben in Abhdngigkeit vom Patientenalter dargestellt. Die Konzentration des Me-
taboliten nahm mit dem Alter der Patientinnen ab. Dabei spiegelt sich der niedrige Korrelati-
onskoeffizient (Rho - 0,17) dergestalt wider, dass in den héheren Altersgruppen kein eindeuti-
ger Trend vorlag. Die negative Korrelation war aber statistisch signifikant (* p = 0,045) (Abb.

26).
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Abb. 26: Glycerophosphocholinkonzentration in Abhangigkeit vom Patientenalter in der Subgruppe der malignen Proben.
* Signifikante negative Korrelation zwischen mittl. Glycerophosphocholinkonzentration und Alter: * p = 0,045.
Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM.

In der folgenden Tabelle sind in Ergdnzung zu den obigen Analysen die Mittelwerte der drei
Metaboliten in Abhdngigkeit von zwei Altersgruppen dargestellt (Alter bis 70 Jahre vs. Alter >
70 Jahre). Es sollte die Frage geklart werden, ob altere Patientinnen (> 70 Jahre) insgesamt
andere Ergebnisse aufweisen als die Gbrigen Patientinnen. Statistisch signifikante Unterschie-

de konnten hierbei nicht festgestellt werden (Tab. 16).

Patientenalter bis 70 Jahre Patientenalter > 70 Jahre signifikanz
n=135 n=22
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,38 0,39 1,45 0,50 n.s.
Phosphocholin 3,88 0,84 1,91 0,68 n.s.
Glycerophosphocholin 29,79 2,32 22,61 5,91 n.s.

Tab. 16: Untersuchte Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Alter bis 70 Jahre vs. Alter >70 Jahre.
Alter bzw. Metabolit unbekannt: n = 5. Gesamtgruppe (maligne + benigne): n = 162.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Sofern die obige Analyse nicht mit der Gesamtgruppe durchgefiihrt wurde, sondern nur mit
der Subgruppe, bei der in der Probe ein maligner Histologiebefund vorlag (n = 142), ergab sich
ein dhnliches Bild.

Neben dem obigen Vergleich ,alte Patientinnen vs. (ibrige” wurde auch ein Vergleich ,junge
Patientinnen vs. Ubrige” durchgefiihrt (Alter bis 40 Jahre vs. Alter > 40 Jahre). Dabei konnte in

der Gesamtgruppe aller Patientinnen hinsichtlich der Glycerophosphocholinkonzentration ein
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signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Proben jlingerer Patientinnen wiesen unab-
hangig vom histologischen Befund eine hdhere Konzentration an Glycerophosphocholin auf

als die Proben élterer Patientinnen (38,16 vs. 26,48; * p = 0,031) (Tab. 17).

Patientenalter bis 40 Jahre Patientenalter > 40 Jahre Signifikanz
n=31 n=126
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,08 0,57 1,47 0,40 n.s.
Phosphocholin 3,13 1,26 3,72 0,86 n.s.
Glycerophosphocholin 38,16 5,63 26,48 2,28 * 0,031

Tab. 17: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Alter bis 40 Jahre vs. Alter > 40 Jahre. Alter bzw.
Metabolit unbekannt: n = 5. Gesamtgruppe (maligne + benigne): n = 162.

* Signifikanter Unterschied Glycerophosphocholinkonzentration (> 40 Jahre) vs. (< 40 Jahre): * p = 0,031.

SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Sofern diese Analyse jedoch nicht mit der Gesamtgruppe durchgefiihrt wurde, sondern ledig-
lich unter Beriicksichtigung der malignen Proben (n = 142), wurde der signifikante Konzentra-
tionsunterschied im Falle von Glycerophosphocholin zwischen jiingeren und alteren Patien-
tinnen deutlicher. Bei den jlingeren Patientinnen (bis 40 Jahre) fand sich eine deutlich hdhere
mittlere Glycerophosphocholinkonzentration als bei den Ubrigen Patientinnen (> 40 Jahre)

(43,48 vs. 29,37; * p = 0,018) (Abb. 27).
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Abb. 27: Mittlere Metabolitenkonzentrationen in der HRMAS-Spektroskopie bei malignen Proben. Vergleich Alter bis 40 Jahre
vs. Alter > 40 Jahre.

* Signifikanter Unterschied Glycerophosphocholinkonzentration (> 40 Jahre) vs. (< 40 Jahre): * p = 0,018.

Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM.
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6.2.4 Die Rolle des Tumorzell-Anteils

Fir die beiden Metaboliten Cholin und Phosphocholin konnte keine Korrelation mit dem
Tumorzell-Anteil in der untersuchten Probe festgestellt werden. Eine signifikante positive
Korrelation mit dem Tumorzellanteil zeigte sich jedoch im Hinblick auf die Glycerophos-

phocholinkonzentration (Rho 0,28; * p = 0,003) (Tab. 18).

Malignes Gewebe
Korrelation n =140
Tumorzell-Anteil Rho Signifikanz
Cholin 0,09 n.s.
Phosphocholin 0,06 n.s.
Glycerophosphocholin 0,28 *p=0,003

Tab. 18: Korrelationen zwischen Metabolitenkonzentrationen und Tumorzell-Anteil in der Probe. Tumorzellanteil bzw.
Metabolit unbekannt: n = 2; Gesamt: n = 142.

* Signifikante positive Korrelation zwischen Tumorzell-Anteil und Glycerophosphocholinkonzentration: * p = 0,003.
Rho = Spearman Korrelationskoeffizient; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Um das obige Ergebnis zu veranschaulichen, ist in der folgenden Abbildung die mittlere Glyce-
rophosphocholinkonzentration in Abhangigkeit vom Tumorzell-Anteil (in Gruppen) dargestellt.
Es lieR sich ein fast kontinuierlicher Anstieg der Metabolitenkonzentration mit zunehmendem

Tumorzell-Anteil aufzeigen (signifikante Linearitat * p < 0,001) (Abb. 28).
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Abb. 28: Glycerophosphocholin in Abhingigkeit vom Tumorzell-Anteil in malignen Proben. Tumorzellanteil/Metabolit unbe-
kannt: n = 2; Gesamt: n = 142.
* Signifikante pos. Korrelation zw. Glycerophosphocholinkonz. und Tumorzell-Anteil: * p = 0,009; Linearitat sign.: * p < 0,001.
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6.2.5 Zusammenhang mit Tumortyp

Bei 137 der malignen Proben waren sowohl Angaben zum Tumortyp als auch zu den drei
Metaboliten dokumentiert worden. Bei 113 Patientinnen lag ein duktaler Tumor vor, bei 15
Patientinnen ein lobuldrer Tumor. In 6 Fallen lag ein gemischt duktal/lobulédrer Typ vor. Ande-
re Tumorarten spielten eine untergeordnete Rolle (3 Falle). Auffallig war, dass alle drei Meta-
bolite im Falle von duktalen Tumoren deutlich héhere Mittelwerte aufwiesen als beim Vorlie-
gen lobuldrer Formen. Trotz der grof3en Unterschiede konnte jedoch keine statistische Signifi-

kanz nachgewiesen werden (Tab. 19).

Duktales Karzinom Lobuldres Karzinom signifikanz
n=115 n=15
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,71 0,46 0,98 0,41 n.s.
Phosphocholin 6,40 2,25 3,29 1,01 n.s.
Glycerophosphocholin 34,77 2,76 25,14 4,99 n.s.

Tab. 19: Metabolitenkonzentrationen in der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich im duktalen Karzinom vs. im lobuldarem Karzi-
nom. Gemischt dukt./lob. n = 6, anderer Tumortyp n = 3, unbekannter Tumortyp n = 3, Gesamt n = 142.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.6 Korrelation mit Tumorgrofle

Im Tumorprobengut (n = 142) fanden sich 134 Proben, in denen sowohl Angaben zur Tumor-
grofSe als auch zu den drei Metaboliten dokumentiert wurden.

Es konnte eine signifikant negative Korrelation zwischen der TumorgréBe und dem Metaboli-
ten Glycerophosphocholin festgestellt werden (Rho -0,20; * p = 0,023). Die Konzentration des
Metaboliten nahm mit der TumorgrofRe ab. In Bezug auf Cholin und Phosphocholin lagen

keine signifikanten Korrelationen vor (Tab. 20).

" Tab. 20: Korrelationen zwischen Metabolitenkonzentratio-
Malignes Gewebe i i -
. nen und TumorgroRe (groRte Ausdehnung in cm). Tumor-
Korrel_?tlor' Tumor- n=134 grofe bzw. Metabolit unbekannt n = 8, Gesamt n = 142.
groRe in cm Rho Signifikanz Rho = Spearman Korrelationskoeffizient;
Signifikante negative Korrelation zwischen mittl. Glycero-
Cholin -0,01 n.s. phosphocholinkonzentration und TumorgréRe * p = 0,023;
n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).
Phosphocholin -0,68 n.s.
Glycerophosphocholin -0,20 *p=0,023
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Um die Relevanz des obigen Ergebnisses zu veranschaulichen, ist in der folgenden Abbildung
die mittlere Glycerophosphocholinkonzentration in Abhangigkeit von der TumorgrofRe darge-
stellt. Dabei wird deutlich, dass es sich um eine eher gering ausgepragte Korrelation handelte,

was in Ubereinstimmung mit dem niedrigen Korrelationskoeffizienten (Rho) ist (Abb. 29).
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Abb. 29: Glycerophosphocholin in Abhingigkeit von der TumorgréRe. Exakte TumorgréRe/Metabolit unbekannt n = 8;
Gesamt n = 142. Fehlerindikator: SEM Standardfehler des Mittelwertes. Signifikante negative Korrelation: * p = 0,023.

6.2.7 ‘HRMAS-Daten in Abhingigkeit vom TNM-Stadium

Um priifen zu kdnnen, ob der Parameter , T der TNM-Klassifikation mit den drei Metaboliten
(Cholin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin) in Zusammenhang steht, sind im Folgen-

den die jeweiligen mittleren Konzentrationen in Bezug auf die einzelnen Stadien dargestellt.

6.2.7.1 Tumorstadium T

Fir Cholin konnte keine systematische Abhangigkeit vom Tumorstadium T gezeigt werden.
Zwar liel’ sich hinsichtlich der Stadien Tla+b, T1c und T2 eine deutlich ansteigende Tendenz
erkennen, das Stadium T3 wies jedoch wieder einen dhnlich geringen Mittelwert auf wie

Tla+b. Tx lag bei 2 malignen Proben vor (Abb. 30).
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Abb. 30: Cholin in Abhangigkeit vom Tumorstadium gemafl TNM-System.
Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM. Korrelation n. s. = nicht signifikant.

In Bezug auf Phosphocholin konnte ebenfalls keine Systematik aufgezeigt werden (Abb. 31).
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Abb. 31: Phosphocholin in Abhédngigkeit vom Tumorstadium gemaR TNM-System.
Signifikante Unterschiede: T2 vs. T3 * p = 0,031. Fehlerindikator: SEM Standardfehler des Mittelwertes.

Anders als die beiden oben aufgezeigten Metaboliten, liel} Glycerophosphocholin eine Abhan-
gigkeit vom Tumorstadium erkennen. Ein niedriges Stadium wies hier eine hohere durch-

schnittliche Konzentration auf (Abb. 32).
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Abb. 32: Glycerophosphocholin in Abhangigkeit vom Tumorstadium gemafl TNM-System.
Linearer Trend: y = -4,5895 x + 43,542. Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM.

Ergdnzend zu den obigen Analysen sind in der folgenden Tabelle die mittleren Konzentratio-
nen in Abhangigkeit vom Tumorstadium in zwei Gruppen dargestellt (T1/T2 vs. T3). Es zeigte
sich, dass hohergradige Tumore (T3) deutlich geringere Konzentrationen aller drei Metabolite
aufwiesen als T1/T2-Tumore. Trotz der relativ groRen Differenzen konnte jedoch keine statis-

tische Signifikanz festgestellt werden (Tab. 21).

Stadium T1/T2 Stadium T3 Signifikanz
n=123 n=17
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,67 0,44 0,42 0,20 n.s.
Phosphocholin 6,29 2,10 1,01 2,10 n.s.
Glycerophosphocholin 33,90 2,63 23,28 4,52 n.s.

Tab. 21: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Tumorstadium T1/T2 vs. T3. Tx n = 2, maligne
Proben gesamt n = 142.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.7.2 Lymphknoten - Stadium (N)

Um priifen zu kénnen, ob der Lymphknotenstatus N der TNM-Klassifikation mit den drei Me-
taboliten (Cholin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin) in Zusammenhang steht, sind im
Folgenden die jeweiligen mittleren relativen Konzentrationen in Bezug auf die einzelnen Sta-

dien dargestellt.
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Fir den Metaboliten Cholin konnte kein eindeutiger Zusammenhang mit dem Lymphknoten-
status aufgezeigt werden. Die mittleren Konzentrationen lagen, mit Ausnahme von N2, auf
ahnlichem Niveau. Ein Trend im Sinne einer Zunahme oder Abnahme von Cholin in Abhangig-

keit vom LK - Stadium lag nicht vor (Abb. 33).
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Abb. 33: Cholin in Abhangigkeit vom Lymphknoten-Status gemaR TNM-Klassifikation.
Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM. Korrelation n. s. = nicht signifikant.

Im Hinblick auf Phosphocholin konnte ebenfalls kein Trend in Abhangigkeit vom LK-Status
gezeigt werden. Auffidllig waren jedoch auch hier wiederum die relativ geringe mittleren Kon-

zentration bei N3 (Abb. 34).
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Abb. 34: Phosphocholin in Abhédngigkeit vom Lymphknoten - Status gemaR TNM-Klassifikation.
Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM. Korrelation n. s. = nicht signifikant.
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Fiir den Metaboliten Glycerophosphocholin liel8 sich ein leichter Abwartstrend mit zuneh-

mendem LK - Status erkennen. Hier wiesen die mittleren Konzentrationen mit Ausnahme von

N2 einen stetigen Riickgang auf (Abb. 35).
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Abb. 35: Glycerophosphocholin in Abhdngigkeit vom Lymphknoten - Status gemaR TNM Klassifikation.
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Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM. Korrelation n. s. = nicht signifikant.

In Erganzung zu den obigen Analysen sind in den folgenden beiden Tabellen die mittleren

Konzentrationen in Abhangigkeit vom Tumorstadium in zwei Gruppen dargestellt (NO/N1 vs.

N2/N3). Die mittleren Konzentrationen von Cholin bei den Patientinnen mit hoherem LK-

Stadium (N2/N3) lagen deutlich hoher als in der NO/N1-Gruppe. Fiir Glycerophosphocholin

und Phosphocholin lag die mittlere Konzentration in beiden Gruppen auf etwa dhnlichem

Niveau. Trotz des groRBen Unterschiedes zwischen den beiden Subgruppen (NO/N1 vs. N2/N3)

im Falle von Cholin konnte keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden (Tab. 22).

Stadium NO-N1

Stadium N2-N3

=117 h=14 Signifikanz
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,35 0,28 3,44 3,02 n.s.
Phosphocholin 5,98 2,17 5,48 3,77 n.s.
Glycerophosphocholin 30,8 2,51 28,82 5,49 n.s.

Tab. 22: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Lymphknotenstadium NO/N1 vs. N2/N3. Nx n =

11, Gesamt n = 142.

SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).
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6.2.7.3 Metastasen-Stadium (M)

Im Hinblick auf das Metastasen-Stadium M des TNM-Systems lagen lediglich fiir 58 Tumor-
proben verwertbare Angaben vor. MO bedeutet, dass keine Fernmetastasen diagnostiziert
wurden. M1 steht fir das Vorliegen einer Fernmetastasierung bei Diagnosestellung.

Signifikante Unterschiede der Metabolitenkonzentrationen zwischen M0 vs. M1 konnten nicht
festgestellt werden. Zwar fanden sich bei allen Metaboliten im Falle von Metastasen deutlich
geringere mittlere Konzentrationen. Die Unterschiede blieben jedoch ohne statistische Signifi-

kanz (Tab. 23).

Stadium M0 Stadium M1 Signifikanz
n=50 n=8
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,34 0,50 0,58 0,34 n.s.
Phosphocholin 9,14 4,86 7,74 7,03 n.s.
Glycerophosphocholin 30,00 3,70 11,73 3,53 n.s. (p = 0,055)

Tab. 23: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Metastasen-Stadium MO vs. M1. Mx n = 84.
Gesamt n = 142.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.8 Korrelation mit dem histologischen Differenzierungsgrad des Tumors

Im Tumorprobengut (n = 142) fanden sich 138 Proben, in denen sowohl Angaben zum Diffe-
renzierungsgrad des Tumors als auch zu den drei Metaboliten dokumentiert waren. Bei 10
Tumoren lag ein hoher Differenzierungsgrad vor (Grad 1), bei 128 Tumoren schon ein geringer
Grad (2 oder 3). Die Metabolitenkonzentrationen von Cholin und Glycerophosphocholin stan-
den mit dem Differenzierungsgrad in keinem erkennbaren Zusammenhang. Die mittleren
Konzentrationen lagen in etwa auf dhnlichem Niveau. Ein deutlicher Unterschied fiel aller-
dings hinsichtlich Phosphocholin auf. Bei hohem Differenzierungsgrad waren die Konzentrati-
onen in der untersuchten Probe etwa 4-mal geringer als bei geringer Tumordifferenzierung.

Der Unterschied erreichte allerdings keine statistische Signifikanz (1,39 vs. 6,07; n.s.) (Tab. 24).
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Differenzier:rlgllz)och (Grad 1) Differenzierunni i:;ing (G2 + G3) Signifikanz
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,00 0,48 1,58 0,42 n.s.
Phosphocholin 1,39 0,81 6,07 2,02 n.s.
Glycerophosphocholin 36,26 10,26 31,85 2,39 n.s.

Tab. 24: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Tumordifferenzierung hoch vs. gering. Gx n = 4,
Gesamt n = 142.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.9 Einfluss des Ostrogenrezeptorstatus

In der Gruppe maligner Proben (n = 142) fanden sich 137 Proben, bei denen sowohl Angaben
zum Ostrogenrezeptor-Status des Tumors als auch zu den drei Metaboliten dokumentiert
waren. Bei 32 Tumoren fanden sich keine Ostrogenrezeptoren (negativ), bei 105 Tumoren war
der Befund positiv.

Auf Glycerophosphocholin hatte der Ostrogenrezeptorstatus keinen erkennbaren Einfluss.
Hinsichtlich der beiden anderen Metaboliten ergab sich folgendes Bild: Cholin wies bei negati-
vem Rezeptorstatus einen Durchschnittswert auf, der etwa halb so hoch war wie in Proben
mit positivem Rezeptorstatus. In Bezug auf Phosphocholin war das Ergebnis in etwa umge-
kehrt. Statistisch signifikante Unterschiede konnten jedoch in keinem dieser Falle festgestellt

werden (Tab. 25).

ﬁstrogenr:z=e§;or negativ bstrogen;ejelztsor positiv signifikanz

Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 0,65 0,25 1,82 0,50 n.s.
Phosphocholin 10,84 7,62 4,19 0,95 n.s.
Glycerophosphocholin 37,20 5,31 31,71 2,73 n.s.

Tab. 25: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Ostrogenrezeptor negativ vs. positiv. Ostrogenre-
zeptorstatus unbekannt: n = 5. Gesamt n = 142.
SEM: Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.10 Zusammenhang mit dem Progesteronrezeptorstatus

In der Gesamtgruppe (n = 142) fanden sich 137 Proben, in denen sowohl Angaben zum Pro-

gesteronrezeptorstatus des Tumors als auch zu den drei Metaboliten dokumentiert waren. Bei
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41 Proben fanden sich keine Progesteronrezeptoren (negativ), bei 96 Tumorproben war der
Befund positiv.

Auf die beiden untersuchten Metaboliten Cholin und Glycerophosphocholin hatte der Proges-
teronrezeptorstatus keinen grofReren Einfluss. Ein etwas deutlicherer Befund konnte lediglich
in Bezug auf Phosphocholin festgestellt werden. Hierbei wiesen Proben mit negativem Rezep-
torstatus einen etwa dreifach so hohen Mittelwert auf, als solche mit positivem Progesteron-

rezeptorstatus. Allerdings lag keine statistische Signifikanz vor (10,03 vs. 3,90; n.s.) (Tab. 26).

Progesteronrezeptor negativ Progesteronrezeptor positiv signifikanz
n=41 n =296
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,05 0,46 1,77 0,52 n.s
Phosphocholin 10,03 6,01 3,90 0,90 n.s
Glycerophosphocholin 34,73 4,73 32,23 2,83 n.s.

Tab. 26: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Progesteronrezeptor negativ vs. positiv. Progeste-
ronrezeptorstatus unbekannt: n = 5. Gesamt n = 142.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.11 Einfluss des HER2-Rezeptorstatus

In der Gesamtgruppe (n = 142) fanden sich 137 Proben, in denen sowohl Angaben zum HER2-
Rezeptorstatus des Tumors als auch zu den drei Metaboliten dokumentiert waren. Bei 112
Proben fanden sich keine HER2-Rezeptoren (negativ), bei 25 Proben war der Befund positiv.

Auf die beiden Metaboliten Phosphocholin und Glycerophosphocholin hatte der HER2-
Rezeptorstatus keinen erkennbaren Einfluss. Die jeweiligen Mittelwerte lagen auf vergleichba-
rem Niveau. Hinsichtlich Cholin fiel auf, dass Tumorproben mit positivem Rezeptorstatus
einen mehr als doppelt so hohen Mittelwert aufwiesen wie HER2-negative Proben. Die Diffe-

renz war statistisch signifikant (1,14 vs. 3,37; * p = 0,027) (Tab. 27).
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HERZ-Renziplt:Zr negativ HERZ-Re:ip;:r positiv signifikanz
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,14 0,26 3,37 1,77 *p=0,027
Phosphocholin 5,82 2,26 5,26 2,40 n.s.
Glycerophosphocholin 32,72 2,70 34,10 5,72 n.s.

Tab. 27: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich HER2-Rezeptor negativ vs. positiv. HER2-
Rezeptorstatus unbekannt: n = 5. Gesamt n = 142.

Signifikanter Unterschied Cholinkonzentration bei HER2 positiv vs. negativ: * p = 0,027; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

SEM = Standardfehler des Mittelwertes.

6.2.12 'HRMAS-Daten bei Triple-negativen Tumoren

In der Gesamtgruppe (n = 142) fanden sich 137 Proben, in denen sowohl Angaben zu allen
drei Rezeptortypen (Ostrogen, Progesteron, HER2) vorlagen, als auch zu den drei Metaboliten
Werte dokumentiert waren. Es fanden sich 26 Proben mit Triple-negativen Tumoren und 111
Proben, bei denen mindestens einer der drei Rezeptortypen positiv war.

Deutlichere Unterschiede hinsichtlich der mittleren Konzentrationen konnten fir Cholin und
Phosphocholin festgestellt werden. Die Unterschiede erreichten jedoch keine statistische

Signifikanz (Tab. 28).

Triple-Re;ip;:r negativ 1-3 Reze:t:;(le:) positiv Signifikanz
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 0,39 0,13 1,82 0,48 n.s.
Phosphocholin 12,60 9,43 4,15 0,90 p =0,082
Glycerophosphocholin 39,73 6,22 31,44 2,62 n.s.

Tab. 28: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Triple-Rezeptor negative Tumoren vs. min. 1
Rezeptor positive Tumoren. Rezeptorstatus unbekannt n = 5. Gesamt n = 142.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.13 Zusammenhang mit der Cholinkinase

6.2.13.1 Cholinkinase gesamt (a+f)

In der Gesamtgruppe aller Proben (n = 162) wurden 50 Proben mittels Western Blot hinsicht-
lich der Cholinkinase untersucht. Es konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen

der Cholinkinase und den drei untersuchten Metaboliten (Cholin, Phosphocholin und Glycero-



70 Ergebnisse

phosphocholin) festgestellt werden. Dasselbe galt fir die Subgruppe der Patienten mit malig-
nen Proben. In der Subgruppe der Proben mit benignem Histologiebefund fiel jedoch eine
starke negative Korrelation zwischen der Cholinkinase und dem Metaboliten Phosphocholin
auf (Rho -0,94; * p = 0,005). Mit zunehmendem Cholinkinasewert konnte demnach eine Ver-

minderung der Phosphocholinkonzentration beobachtet werden (Tab. 29).

Korrelation Benlgne Mallgne
Cholinkinase n=6 n =44
(alpha+beta) Rho Signifikanz Rho Signifikanz

Cholin -0,40 n.s. -0,14 n.s.
Phosphocholin -0,94 * p=0,005 0,01 n.s.
Glycerophosphocholin 0,14 n.s. 0,25 n.s.

Tab. 29: Korrelationen zwischen Metabolitenkonzentrationen und Cholinkinase. Gesamt n = 50.
Signifikante Korrelation zwischen Phosphocholinkonzentration und Cholinkinase -0,94 (* p = 0,005) in benignem Gewebe.
Rho = Spearman Korrelationskoeffizient; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Um die Relevanz des obigen Ergebnisses zu veranschaulichen, ist in der folgenden Abbildung
die mittlere Phosphocholinkonzentration in Abhadngigkeit von der Cholinkinase dargestellt (flr
Subgruppe benigne). Mit zunehmender Cholinkinasekonzentration fiel die Konzentration des
Metaboliten Phosphocholin ab. Besonders auffallig war die hohe mittlere Phosphocholinkon-
zentration bei Cholinkinasewerten bis 0,5 (n = 2; 4,11), wobei im Vergleich zu den anderen

beiden Cholinkinase-Gruppen keine statistische Signifikanz vorlag (Abb. 36).
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Abb. 36: Phosphocholinkonzentration in Abhédngigkeit von der Cholinkinase (a+).

Subgruppe benigne Proben. Linearer Trend: y =-2,0533 x + 5,6955.
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6.2.13.2 a-Cholinkinase

Es konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der a-Cholinkinase und den drei
untersuchten Metaboliten (Cholin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin) festgestellt
werden. In der Subgruppe der Proben mit benignem Histologiebefund fiel jedoch wiederum
eine starkere negative Korrelation zwischen der a-Cholinkinase und dem Metaboliten Phos-
phocholin auf, wobei eine statistische Signifikanz verfehlt wurde (Rho -0,77; p = 0,072). Mit
zunehmender o-Cholinkinasekonzentration konnte demnach, zumindest tendenziell, eine

Verminderung der Phosphocholinkonzentration beobachtet werden (Tab. 30).

Benigne Maligne
Korrelation n==6 n=44
a-Cholinkinase I -
Rho Signifikanz Rho Signifikanz
Cholin -0,03 n.s. -0,13 n.s.
Phosphocholin -0,77 p =0,072 0,12 n.s.
Glycerophosphocholin -0,26 n.s. 0,05 n.s.

Tab. 30: Korrelationen zwischen Metabolitenkonzentrationen und a-Cholinkinase. Gesamt n = 50.
Rho = Spearman Korrelationskoeffizient; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.13.3 B-Cholinkinase

Auch in Bezug auf die B-Cholinkinase konnte keine statistisch signifikante Korrelation mit den
drei untersuchten Metaboliten (Cholin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin) festgestellt
werden. In der Subgruppe der benignen Proben fiel jedoch auch hier wieder eine starkere
negative Korrelation zwischen der B-Cholinkinase und dem Metaboliten Phosphocholin auf,
wobei eine statistische Signifikanz auch tendenziell nicht mehr vorhanden war (Rho -0,71; p =

0,11) (Tab. 31).



72 Ergebnisse
Benigne Maligne
Korrelation n=6 n=44
B-Cholinkinase Rho Signifikanz Rho Signifikanz
Cholin -0,21 n.s -0,15 n.s
Phosphocholin -0,71 n.s 0,11 n.s
Glycerophosphocholin -0,20 n.s 0,03 n.s

Tab. 31: Korrelationen zwischen Metabolitenkonzentrationen und B-Cholinkinase. Gesamt n = 50.
Rho = Spearman Korrelationskoeffizient; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.14 Abhangigkeit der Phosphocholinkonzentration vom Cholinangebot

In der Gruppe maligner Proben (n = 142) waren bei 140 Proben Informationen zur Cholin- und
zur Phosphocholinkonzentration vorhanden. Es zeigte sich eine hochsignifikante positive
Korrelation zwischen der Cholinkonzentration und der Phosphocholinkonzentration (Rho =
0,321; * p < 0,001). Je mehr Cholin vorhanden war, desto héher war die Phosphocholinkon-
zentration. Dies soll am folgenden Diagramm verdeutlicht werden. Es zeigt sich ein linearer
Trend. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen waren jedoch nicht signifikant (Abb.

37).
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Abb. 37: Mittlere Phosphocholinkonzentration in Abhdngigkeit vom Cholinangebot. Metabolitenkonz. unbekannt: n = 2;
Gesamt n = 142. Linearer Trend: y = 5,599 x — 2,6376. Fehlerindikator: Standardfehler des Mittelwertes SEM.
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6.2.15 Der Einfluss von Triple-negativen Tumoren auf die Cholinkinasekonzentration

In der Gruppe maligner Proben (n = 142) fanden sich 44 Proben, in denen sowohl Angaben zu
allen drei Rezeptortypen (Ostrogen, Progesteron, HER2) als auch zur Cholinkinase vorlagen. Es
fanden sich 8 Proben von Triple-negativen Tumoren und 36 Proben, bei denen mindestens
einer der drei Rezeptortypen positiv war.

Deutlichere Unterschiede hinsichtlich der mittleren Konzentrationen konnten fir alle drei
Enzymformen festgestellt werden. Die Unterschiede erreichten jedoch keine statistische

Signifikanz (Tab. 32).

1-3 Rezeptor(en) positiv Triple-Rezeptor negativ Signifikanz
n=36 n=8
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
a-Cholinkinase 3,01 0,81 1,65 0,73 n.s.
B-Cholinkinase 1,79 0,34 0,81 0,27 n.s.
Cholinkinase gesamt 1,60 0,43 0,92 0,85 n.s.

Tab. 32: Semiquantitative Cholinkinasekonzentrationen. Vergleich Triple-Rezeptor negativ vs. min. 1 Rezeptor positiv. Cholin-
kinase unbekannt n = 98. Gesamt n = 142.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.16 Zusammenhang mit Outcome

6.2.16.1 Allgemeine Vorbemerkung

Hinsichtlich von Cholin und Phosphocholin konnten hierbei Einteilungen wie folgt vorgenom-
men werden: (1) Metabolitenkonzentration 0 - 0,1; (2) Metabolitenkonzentration > 0,1 - 5; (3)
Metabolitenkonzentration > 5.

Hinsichtlich Glycerophosphocholin war eine solche Einteilung nicht moglich, da nur wenige
Proben Nullwerte aufwiesen. Daher erfolgte die Einteilung in die drei Subgruppen wie folgt:
(1) Metabolitenkonzentration 0 - 10; (2) Metabolitenkonzentration > 10 - 40; (3) Metaboliten-
konzentration > 40. Anhand dieser Einteilung konnten drei ca. gleich groRe Subgruppen gebil-

det werden.
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6.2.16.2 Rezidiv

In der Gruppe maligner Proben (n = 142) fanden sich bei 140 Proben Angaben zur Rezidivfrei-
heit bzw. zum Vorhandensein eines Rezidivs im Beobachtungszeitraum bis zu 120 Monaten
nach Diagnosestellung (= Probenentnahme) und zu den jeweiligen Metabolitenkonzentratio-
nen. Bei 99 Proben entwickelten die entsprechenden Tumore kein Rezidiv bis zur letzten
dokumentierten Kontrollvisite. In 41 Fallen wurde im Verlauf ein Tumorrezidiv diagnostiziert.

Bei den Tumorproben mit Rezidiv fand sich hinsichtlich Cholin eine deutlich geringere mittlere
Konzentrationen als in der rezidivfreien Gruppe. Die Unterschiede waren statistisch nicht
signifikant. Im Fall von Phosphocholin und Glycerophosphocholin lagen die mittleren Konzent-
rationen in Proben der rezidivfreien Gruppe niedriger als in Proben der Gruppe mit Rezidiv.

Auch hier lag keine statistische Signifikanz vor (Tab. 33).

Rezidiv nein Rezidiv ja signifikanz
n=99 n=41
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,75 0,50 0,99 0,45 n.s.
Phosphocholin 4,57 1,08 8,33 5,96 n.s.
Glycerophosphocholin 30,98 2,73 35,67 4,72 n.s.

Tab. 33: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich Rezidiv nein vs. ja. Rezidivstatus unbekannt n = 2.
Gesamt n = 142.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Das mittlere Intervall bis zum Auftreten eines Rezidivs lag bei 87,16 + 41,31 Monaten (95%-
Konfidenzintervall: 80,26 - 93,70 Mon.). Im Falle eines Rezidivs trat dieses nach einem mittle-
ren Intervall von 46,18 + 31,60 Monaten auf (95%-Konfidenzintervall: 36,31 - 55,86 Mon.).

Das mittlere Rezidivintervall (Intervall zwischen Probenentnahme und Rezidiv) lag in der
Gruppe mit einem geringen Cholinnachweis (rel. Konzentration = 0 - 0,1) in der Probe bei
99,67 Monaten (95%-Konfidenzintervall: 91,17 - 108,16 Mon.). In der Gruppe mit rel. Cholin-
konzentrationen > 0,1 - 5 lag dieses Intervall mit 91,64 Monaten etwas darunter (95%-
Konfidenzintervall: 80,59 — 102,70 Mon.). In der Gruppe mit einer vergleichsweise hohen
Cholinkonzentration (rel. Konzentration > 5) lag das mittlere Rezidivintervall bei 113,44 Mona-
ten (95%-Konfidenzintervall: 101,33 - 125,56 Mon.).

Das Ergebnis spiegelt sich auch in der nachfolgend dargestellten Kaplan-Meier-Grafik wider.
Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den drei Subgruppen konnte nicht festge-

stellt werden (p > 0,05) (Abb. 38).
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Abb. 38: Rezidivfreiheit in Abhangigkeit von der Cholinkonzentration. Abhangigkeit n. s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Im Hinblick auf den Metaboliten Phosphocholin ergab sich folgendes Bild: Das mittlere Rezidi-
vintervall lag in der Gruppe mit geringer Phosphocholinkonzentration (rel. Konzentration O -
0,1) bei 90,71 Monaten (95%-Konfidenzintervall: 79,60 - 101,82 Mon.). In der Gruppe mit rel.
Konzentrationen > 0,1 - 5 lag dieses Intervall mit 99,48 Monaten etwas dariiber (95%-
Konfidenzintervall: 89,61 - 109,35 Mon.). In der Gruppe mit der hochsten Phosphocholinkon-
zentration (rel. Konzentration > 5) lag das mittlere Rezidivintervall bei 108,02 Monaten
(95%.Konfidenzintervall: 97,70 — 118,34 Mon.). Man kann den Trend erkennen, dass bei einer
héheren Phophocholinkonzentration weniger Rezidive zu verzeichnen sind und auch das
rezidivfreie Uberleben linger ist.

Das Ergebnis spiegelt sich auch in der nachfolgend dargestellten Kaplan-Meier-Grafik wider.
Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den drei Subgruppen konnte jedoch nicht

festgestellt werden (p > 0,05) (Abb. 39).
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Abb. 39: Rezidivfreiheit in Abhadngigkeit von der Phosphocholinkonzentration. Abhdngigkeit n. s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Auch hinsichtlich des Metaboliten Glycerophosphocholin konnte kein signifikanter Einfluss auf
das Rezidivintervall gezeigt werden. Die Proben mit einer relativen Konzentrationen von 0 - 10
wiesen ein mittleres Intervall von 91,58 Monaten (95%-Konfidenzintervall: 76,38 - 106,73
Mon.) auf. Die Proben mit relativen Konzentrationen > 10 - 40 zeigten ein mittleres Rezidivin-
tervall von 99,80 Monaten (95%-Konfidenzintervall: 90,76 - 108,85 Mon.). Die Proben mit der
hochsten relativen Glycerophosphocholinkonzentration von > 40 zeigten ebenfalls ein mittle-
res Rezidivintervall von 98,80 Monaten (95%-Konfidenzintervall: 88,00 - 109,59 Mon.). An-
hand der Kaplan-Meier-Analyse konnte hierbei keine statistische Signifikanz festgestellt wer-
den (p > 0,05) (Abb. 40). Auffallend ist, dass unabhangig von der Glycerophosphocholinkon-
zentration der Proben nach 10 Jahren in allen Gruppen ungefahr gleich viele Patientinnen an
einem Rezidiv erkrankt waren. Wahrend die Gruppe mit geringen Glycerophosphocholinkon-
zentrationen tendenziell friiher ein Rezidiv aufwies, zeichnete sich ein Rezidiv in den Gruppe
mit mittlerer oder hoher Glycerophosphocholinkonzentration in der Tumorprobe eher im

spateren Verlauf ab.
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Abb. 40: Rezidivfreiheit in Abhadngigkeit von der Glycerophosphocholinkonzentration. Abhangigkeit n. s. = nicht signifikant (p
>0,05).

Unter den 50 Western-Blot Proben fanden sich 42 maligne Proben, bei denen Informationen
Uber die Rezidiv- und Mortalitdatsrate dokumentiert waren. Die Rezidivrate wurde mit der
relativen Konzentration der Cholinkinase verglichen. Bei erhéhter Enzymkonzentration zeigten
sich eine verringerte Rezidivrate und ein verlangertes rezidivfreies Uberleben. Die Auswertun-

gen blieben statistisch nicht signifikant (p > 0,05) (Abb. 41).
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Abb. 41: Rezidivfreiheit in Abhadngigkeit von der Cholinkinasekonzentration. Abhangigkeit n. s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Mittels der multivariaten Cox-Regressionsanalyse wurde geprift, ob die drei Metabolite Cho-
lin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin gemeinsam einen Einfluss auf die Rezidivrate

haben. Im Omnibustest der Modellkoeffizienten zeigte sich jedoch keine Signifikanz (Tab. 34).

Metabolite Siﬂ;ﬁ:;:;tier Cgir-‘g::::;t Freiheitsgrade | Omnibus-Signifikanz
Cholin 0,38

Phosphocholin 0,47 1,83 3 0,61
Glycerophosphocholin 0,64

Tab. 34: Gemeinsamer Einfluss der drei Metabolite aus HRMAS-Spektroskopie auf die Rezidivrate. Omnibustest der Modell-
koeffizienten per Cox-Regressionsanalyse: n. s. = nicht signifikant (p > 0,05).

6.2.16.3 Mortalitat

In der Gruppe der Tumorproben (n = 142) lagen in 140 Féllen Informationen zum Uberleben

der jeweiligen Patientinnen sowie zu den Metabolitenkonzentrationen vor. Es waren 30 To-
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desfdlle dokumentiert. Die mittleren Konzentrationen der Metaboliten waren bei diesen 30
Patientenproben deutlich geringer als bei den Proben der Uberlebenden. Dies traf insbeson-
dere fur Cholin und Phosphocholin zu. Trotz der deutlichen Differenzen lag keine statistische

Signifikanz vor (Tab. 35).

Uberlebt Verstorben signifikanz
n =110 n=30
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p-Wert
Cholin 1,74 0,47 0,78 0,30 n.s.
Phosphocholin 6,93 2,31 0,81 0,31 n.s.
Glycerophosphocholin 34,15 2,69 25,44 4,83 n.s.

Tab. 35: Metabolitenkonzentrationen der HRMAS-Spektroskopie. Vergleich iberlebt vs. verstorben. Uberleben bzw. Metabo-
litenkonzentration nicht dokumentiert n = 2. Gesamt n = 142.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Die mittlere Uberlebensdauer aller Patientinnen lag bei 95,31 + 36,98 Monaten (95%-
Konfidenzintervall: 88,59 - 101,05 Mon.). Die mittlere Uberlebensdauer aller verstorbenen

Patientinnen lag bei 62,9 + 34,49 Monaten (95%-Konfidenzintervall: 50,05 - 74,86 Mon.).

In der folgenden Grafik ist das kumulative Uberleben (= Intervall der Probenentnahme bis zum
Todeszeitpunkt) der Patientinnen in Abhangigkeit von der relativen Cholinkonzentration ihrer
Probe dargestellt. Es zeigte sich, dass Patienten mit einer relativen Cholinkonzentration bis 0,1
in der entsprechenden Tumorprobe mit 105,74 Monaten (95%-Konfidenzintervall: 98,68 -
102,80 Mon.) ungefahr genauso lange liberleben wie Patientinnen, deren Proben eine relative
Cholinkonzentration > 0,1 - 5 zeigten (106,56 Monate; 95%-Konfidenzintervall: 98,74 — 114,37
Mon.) aufweisen. Tendenziell héhere Uberlebensraten und ein lingeres Uberleben zeigten
Patientinnen, deren Proben eine relative Cholinkonzentration > 5 aufwiesen (113,78 Monate;
95%-Konfidenzintervall: 102,28 — 125,28 Mon.). Die Ergebnisse stellen lediglich eine Tendenz
dar. Eine statistische Signifikanz lieB sich nicht darstellen (p > 0,05) (Abb. 42).
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Abb. 42: Uberleben in Abhingigkeit von der Cholinkonzentration. Abhingigkeit n. s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Fir die Phosphocholinkonzentration konnte ein signifikanter Zusammenhang mit dem
Uberleben festgestellt werden. Das mittlere Uberleben der Patientinnen, deren Proben eine
relative Phosphocholinkonzentration von 0 - 0,1 aufwiesen, lag bei 100,96 Monaten (95%-
Konfidenzintervall: 92,31 - 109,61 Mon.). In der Gruppe mit einer relativen
Phosphocholinkonzentration > 0,1 - 5 lag das Uberleben durchschnittlich bei 107,75 Monaten
(95%-Konfidenzintervall: 99,81 - 11,69 Mon.). Die Subgruppe mit der hochsten relativen
Phosphocholinkonzentration (> 5) zeigte auch die ldngste mittlere Uberlebensrate von 117,59
Monaten (95%-Konfidenzintervall: 114,40 - 120,78 Mon.). Die Kaplan-Meier-Analyse erwies
sich als statistisch signifikant (* p = 0,048). Je hoher die Phosphocholinkonzentration der
Probe, desto langer blieben die Patientinnen am Leben und desto weniger Patientinnen

verstarben (Abb. 43).
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Abb. 43: Uberleben in Abhingigkeit von der Phosphocholinkonzentration. Signifikante Abhéngigkeit: * p = 0,048 Log Rank
(Mantel-Cox).

Zur Priufung der Relevanz dieses Ergebnisses wurde eine Cox-Regressionsanalyse
durchgefiihrt. Es wurde gepriift, ob die Phosphocholinkonzentration gemeinsam mit den
etablierten Parametern wie TNM-Stadium, Differenzierungsgrad sowie Alter einen Einfluss auf
das Uberleben hat. Im Omnibustest der Modellkoeffizienten ergab sich jedoch keine

Signifikanz (Tab. 36).
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Variablen Omnibus-Chi-Quadrat Freiheitsgrade Omnibus-Signifikanz

Phosphocholin

T-Stadium

N-Stadium
6,06 6 0,41

M-Stadium

Differenzierungsgrad

Alter

Tab. 36: Cox-Regressionsanalyse zur Prifung des gemeinsamen Einflusses von Phosphocholin, TNM-Stadium,
Differenzierungsgrad und Alter auf die Mortalitdt. Omnibussignifikanz der Modellkoeffizienten: n. s. = nicht signifikant (p >
0,05).

Ebenso wurde gepriift, ob Phosphocholin einen gemeinsamen Einfluss auf die Mortalitat mit
den etablierten Tumormarkern Ostrogenrezeptorstatus, Progesteronrezeptorstatus, Her2-
Rezeptorstatus und dem dreifach negativen Rezeptorstatus hat. Auch hier zeigte der

Omnibustest der Modellkoeffizienten in der Cox-Regressionsanalyse keine statistische

Signifikanz (Tab. 37).

Variablen Omnibus-Chi- Freiheitsgrade Omnibus-Signifikanz
Quadrat

Phosphocholin

(jstrogenrezeptorstatus

Progesteronrezeptorstatus 6,77 5 0,24

Her2-Rezeptorstatus

Triple-negativer Rezeptorstatus

Tab. 37: Cox-Regressionsanalyse zur Prifung des gemeinsamen Einflusses von Phosphocholin, TNM-Stadium,
Differenzierungsgrad und Alter auf die Mortalitdt. Omnibussignifikanz der Modellkoeffizienten: n. s. = nicht signifikant (p >
0,05).

Fir den Metaboliten Glycerophosphocholin zeigten die Patientinnen tendenziell eine bessere
Uberlebensrate, je hoéher die Glycerophosphocholinkonzentration in der Tumorprobe
gemessen wurde. Das mittlere Uberleben der Patientinnen, deren Proben eine relative
Glycerophosphocholinonzentration von 0 - 10 zeigten, lag mit 101,76 Monaten (95%-

Konfidenzintervall: 90,27 - 113,26 Mon.) tendenziell unter der mittleren Uberlebensdauer der

Patientinnen, deren Proben eine relative Glycerophosphocholinkonzentration > 10 - 40
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aufwiesen (106,48 Monate; 95%-Konfidenzintervall: 98,98 - 113,96 Mon.). Die hochste
Uberlebensrate  hatten Patientinnen, in deren Proben die hochste relative
Glycerophosphocholinkonzentration (> 40) gemessen wurde. Hier lag das mittlere Uberleben
bei 110,82 Monaten (95% Konfidenzintervall: 103,75 - 117,89 Mon.). Die Kaplan-Meier-
Analyse erbrachte jedoch keinen statistisch signifikanten Befund (p > 0,05) (Abb. 44).
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Abb. 44: Uberleben in Abhingigkeit von der Glycerophosphocholinkonzentration. Abhéngigkeit n. s. = nicht signifikant (p >
0,05).

Teilte man die Proben nur in zwei Subgruppen (rel. Konzentration 0 - 50 bzw. > 50) ein, zeigte
sich die zuvor angedeutete Tendenz statistisch signifikant. In der Subgruppe mit einer
relativen Glycerophosphocholinkonzentration von 0 - 50 in der Probe zeigten die
Patientinnen eine signifikant niedrigere mittlere Uberlebensrate (104,25 Monate; 95%-
Konfidenzintervall: 98,2 - 110,3 Mon.) als die Patientinnen, deren Proben eine relative
Glycerophosphocholinkonzentration von > 50 aufwiesen (114,83 Monate; 95%-
Konfidenzintervall: 108,83 - 120,83). Die Kaplan-Meier-Analyse wird unten dargestellt und
zeigte sich statistisch signifikant (* p = 0,049) (Abb. 45).
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Abb. 45: Uberleben in Abhingigkeit von der Glycerophosphocholinkonzentration bei zwei Faktorengruppen (Konz. > 50 vs. 0
- 50). Signifikante Abhangigkeit: * p = 0,049 Log Rank (Mantel-Cox).

Zur Prifung der Relevanz dieses Ergebnisses wurde eine Cox-Regressionsanalyse
durchgefihrt. Es wurde gepriift, ob die Glycerophosphocholinkonzentration gemeinsam mit
den etablierten Parametern wie TNM-Stadium, Differenzierungsgrad sowie Alter einen
Einfluss auf das Uberleben hat. Im Omnibustest der Modellkoeffizienten ergab sich jedoch

keine Signifikanz (Tab. 38).
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Variablen Omnibus-Chi-Quadrat Freiheitsgrade Omnibus-Signifikanz

Glycerophosphocholin

T-Stadium

N-Stadium
4,84 6 0,57

M-Stadium

Differenzierungsgrad

Alter

Tab. 38: Cox-Regressionsanalyse zur Prifung des gemeinsamen Einflusses von Glycerophosphocholin, TNM-Stadium,
Differenzierungsgrad und Alter auf die Mortalitdt. Omnibussignifikanz der Modellkoeffizienten: n. s. = nicht signifikant (p >
0,05).

Ebenso wurde geprift, ob Glycerophosphocholin einen gemeinsamen Einfluss auf die
Mortalitat mit den etablierten Tumormarkern Ostrogenrezeptorstatus,
Progesteronrezeptorstatus, Her2-Rezeptorstatus und dem dreifach negativen Rezeptorstatus

hat. Auch hier zeigte der Omnibustest der Modellkoeffizienten in der Cox-Regressionsanalyse

keine statistische Signifikanz (Tab. 39).

Omnibus-Chi-

Variablen Quadrat Freiheitsgrade Omnibus-Signifikanz
Glycerophosphocholin

(jstrogenrezeptorstatus

Progesteronrezeptorstatus 4,76 5 0,45

Her2-Rezeptorstatus

Triple-negativer Rezeptorstatus

Tab. 39: Cox-Regressionsanalyse zur Priifung des gemeinsamen Einflusses von Glycerophosphocholin, Ostrogen-,
Progesteron-, Her2-Rezeptorstatus und dreifach negativem Rezeptorstatus auf die Mortalitdt. Omnibussignifikanz der
Modellkoeffizienten: n. s. = nicht signifikant (p > 0,05).

Im Hinblick auf die Cholinkinasekonzentration lag keine statistisch signifikante Korrelation mit
der Uberlebensdauer vor. Hier zeigte sich die Uberlebensrate in allen 3 Gruppen ungefihr
ahnlich. Allerdings starben die Patientinnen, deren Proben eine niedrigere relative Enzymkon-
zentration (0 - 0,5) aufwiesen tendenziell frither (nach durchschnittlich 101,89 Monaten) als
die Patientinnen, deren Proben eine héhere relative Enzymkonzentration aufwiesen (> 0,5 - 1

bzw. > 1). Diese Gruppen wiesen eine mittlere Uberlebensdauer von 112,99 Monaten (Gruppe
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> 0,5 - 1) bzw. von 116,52 Monaten (Gruppe > 1) auf. Die Kaplan-Meier-Analyse blieb nicht
signifikant (p > 0,05).

Mittels der multivariaten Cox-Regressionsanalyse wurde gepriift, ob die drei Metaboliten
Cholin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin gemeinsam einen Einfluss auf die Mortali-
tatsrate haben. Im Omnibustest der Modellkoeffizienten zeigte sich jedoch keine Signifikanz

(Tab. 40).

Metabolite S:a:i:;l;aor;izt::r Cgir-‘g::::;t Freiheitsgrade | Omnibus-Signifikanz
Cholin 0,18

Phosphocholin 0,59 4,99 3 0,17
Glycerophosphocholin 0,58

Tab. 40: Gemeinsamer Einfluss der drei Metaboliten aus HRMAS-Spektroskopie auf die Mortalitdtsrate. Omnibustest der
Modellkoeffizienten per Cox-Regressionsanalyse: nicht signifikant (p > 0,05).
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7 Diskussion

Die wissenschaftliche Aussagekraft von HRMAS 'HMRS bei der Erstellung von Metabolitenpro-
filen wurde bereits an verschiedenen Geweben validiert. Beim Mammakarzinom gelang es mit
HRMAS *HMRS hochauflésende Spektren aus intaktem Brustkrebsgewebe zu gewinnen. Eine
besondere Bearbeitung der Gewebeproben und das damit verbundene Risiko einer Verfal-
schung der in vivo Bedingungen war nicht erforderlich.

Wie in der vorliegenden Arbeit bestatigt, kann im MR-Spektrum bosartiges Gewebe von gutar-
tigem Gewebe unterschieden werden. Die Spektrenregion 3,0 — 4,2 ppm ist frei von Uber-
schattungen durch Fett- oder Wassersignale und beinhaltet die Metabolite Phosphocholin,
Cholin, und Glycerophosphocholin, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit mit einer Karzinoge-
nese assoziiert sind und aufgrund ihrer Hydrophilie sehr gut mittels 'HMRS darstellbar sind
(Cheng et al., 1998b, Cheng et al., 1997, Cheng et al., 2005, Jordan et al., 2009, DeFeo and
Cheng, 2010).

Metabolische Veranderungen innerhalb der Zelle treten méglicherweise lange vor morpholo-
gischen Zellveranderungen auf (Sitter et al., 2002). Deshalb haben wir uns folgende Fragen
gestellt:

- Dienen die Metaboliten Cholin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin eines HRMAS
'HMRS Metabolitenprofils von intaktem, unbearbeitetem Brustkrebsgewebe zur Risikoein-
schatzung und Prognose beim Mammakarzinom?

- Steht die Cholinkinase in Zusammenhang mit Veranderungen der Metabolitenkonzentratio-
nen von Phosphocholin, Glycerophosphocholin und Cholin, und ist sie Ursache fiir eine erhéh-

te Phosphocholinkonzentration?

7.1 Dient das HRMAS *"HMRS Metabolitenprofil von Mammagewebe zur Risi-
koeinschatzung und Prognose beim Mammakarzinom?

Um die Frage zu kldren, ob das HRMAS 'HMRS Metabolitenprofil von intaktem, unbearbeite-
tem Brustkrebsgewebe als Prognosefaktor beim Mammakarzinom dienen kann, wurden die
Metabolitenkonzentrationen von Cholin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin in
Mammagewebeproben untersucht und mit klinischen Parametern der jeweiligen Patientinnen
verglichen. Es interessierte uns besonders, ob die Metaboliten mit der Histologie, dem TNM-
Stadium, dem Differenzierungsgrad, dem Rezeptorstatus, dem Alter sowie Outcome der je-

weiligen Patientin in Zusammenhang standen.
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Wir konnten in dieser Untersuchung nur geringfligige Zusammenhange der drei Metabolite
mit vereinzelten Tumorqualitaten oder Subgruppen feststellen. Die Ergebnisse zeigten eine

hohe Varianz und die Standardabweichung war aufgrund der kleinen Stichproben sehr hoch.

Andere Studien haben bei malignem Brustgewebe mittels in vitro und in vivo "HMRS eine
erhohte Gesamtkonzentration der cholinhaltigen Metaboliten, den sogenannten ,total choli-
ne-containing compound peak” (Gesamtcholin-Signal) im Spektrum feststellen kénnen. An
diesem Gesamtpeak scheint im Falle einer Malignitdat maRgeblich Phosphocholin beteiligt zu
sein, wohingegen die Rolle des Glycerophosphocholins weiterhin umstritten bleibt. (Ackerstaff
et al., 2003, Cao et al., 2012a, Moestue et al., 2012).

Laut eines Reviews von Katz-Brull konnten die Messungen der Gesamtcholin-Resonanz (Ge-
samtcholin-Peak) im *HMRS insbesondere bei jungen Frauen mit sehr hohem Bindegewebsan-
teil in der Mamma eine erhdhte Sensitivitat und Spezifitdt von je bis zu 100 % erreichen (Katz-
Brull et al., 2002a).

Eine Ergdnzung der Diagnostik um *HRMS wire vor allem bei jungen Patientinnen von groRer
Bedeutung, da diese besonders haufig an aggressiven Mammakarzinomen erkranken. Eine
Zuhilfenahme der *HMRS kénnte aus folgenden Griinden gut zu einer zuverlassigen Diagnose

beitragen (Chen et al., 2011):

1. Die Sensitivitdit der Mammographie ist aufgrund der bindegewebsreichen Brust bei
jungeren Frauen niedriger und bendtigt deshalb oft zusatzliche diagnostische Metho-
den wie zum Beispiel MRT oder MRS.

2. Die Wahrscheinlichkeit der Diagnose einer benignen Lasion ist bei jungen Frauen et-
was hoher. Hier kdnnte die Spezifitit mittels ‘HMRS erhéht werden.

Die Validitat dieser herkdmmlichen und niedrigauflésenden *HMRS Messungen zur Erkennung
von Malignitat anhand eines Anstiegs des Gesamtcholin-Peaks ist allerdings wegen der Unge-
nauigkeit umstritten (Bolan et al., 2003, Stanwell and Mountford, 2007). So wurden laut Katz-
Brull besonders kleine Tumoren als benigne diagnostiziert, weil sie keinen ausreichend grolRen
Gesamtcholin-Peak aufwiesen. Diese Limitierungen waren aber eher technischer Natur und
nicht durch intrinsische Tumoreigenschaften bedingt (Katz-Brull et al., 2002a).

Der groRe Unterschied zwischen der in vivo "HMRS und unserer ex vivo HRMAS *HMRS liegt in
der Auflésung. Derzeitiger Standard bei in vivo 'HMRS Messungen ist eine Feldstarke von

ungefahr 1,5 Tesla. Unter diesen Bedingungen kdnnen nur Gewebemengen von mindestens 1
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cm® analysiert werden. Mit unserer Methode, HRMAS *HMRS, kénnen Gewebestiicke analy-
siert werden, die hundertfach kleiner (< 50 mm?®) sind. Damit kdnnen Fluktuationen der Meta-
bolitenkonzentrationen in einzelnen Tumorarealen genauer identifiziert werden. Die Analyse
groRerer Bereiche mittels niedrigauflosender in vivo "HMRS mit niedrigem Signal/Rausch-
Verhaltnis mittelt diese Fluktuationen und kann sie somit nicht erkennen. Eine Erh6hung der
Feldstarke fuhrt zu einer linearen Verbesserung des Signal/Rausch-Verhaltnisses, woraus eine
Verbesserung der Sensitivitat folgt (Katz-Brull et al., 2002a, Bolan et al., 2003). Unser Labor
war mit einem der weltweit seltenen 14 Tesla Scanner ausgestattet. So konnten wir unsere
HRMAS *HMRS Messungen mit einer extrem hohen Feldstdrke (10-fach hoher) durchfihren.
Es bleibt zu erforschen, ob eine hohere Auflésung und damit die Moglichkeit der Messung
kleinerer Bereiche zu einer Verbesserung der Diagnostik fihrt, oder welche Probengroe und
Auflésung zur optimalen Einschatzung des Tumors dienen.

Des Weiteren untersuchten wir lediglich drei interessante Metaboliten eines Metabolitenpro-
fils, welches um ein Vielfaches mehr Metaboliten enthalt. Zunachst sollte man auch die ande-
ren Metaboliten genauer untersuchen. Sitter et al. empfiehlt beispielsweise auch besser das
gesamte Profil und das Verhaltnis der Metaboliten zueinander zu untersuchen an Stelle von

einzelnen Metaboliten (Sitter et al., 2010).

7.1.1 Glycerophosphocholin

In unseren Untersuchungen war der Metabolit Glycerophosphocholin im Tumorgewebe signi-
fikant hoher konzentriert als in benignem Gewebe. Hier lie sich also benignes Mammagewe-
be anhand der Glycerophosphocholinkonzentration von malignem Mammagewebe diskrimi-
nieren. Bei anderen malignen Erkrankungen, wie zum Beispiel dem Prostatakarzinom, Bron-
chialkarzinom, Glioblastom oder Chronisch Lymphatischer Leukdamie fanden sich ebenfalls
erhohte Glycerophosphocholinkonzentrationen im Falle von Malignitat (Rocha et al., 2010,
Ackerstaff et al., 2001, Franks et al., 2002, McKnight et al., 2011). Zudem hatten Tumore mit
einem hohen Tumorzellanteil in unserer Studie einen signifikant erhohten Glycerophos-
phocholinwert. Je hoher also der Glycerophosphocholinanteil war, desto dichter war der
Tumor an Tumorzellen. Dies kdnnte fiir eine negative Prognose im Falle einer erhéhten Glyce-
rophosphocholinkonzentration sprechen (Moestue et al., 2012). Oder aber es kann bedeuten,
dass Glycerophosphocholin sich vor allem als Marker fiir einen kleinen, im Wachstum befindli-
chen Tumor eignet. Interessanterweise fand sich namlich bei gréBeren - wahrscheinlich weni-

ger dichten - Tumoren eine signifikant geringere Glycerophosphocholinkonzentration. Mog-
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licherweise liegt dies an den vermehrten Anteilen von Tumornekrosen bei den gréf3eren Tu-
moren. Auch Mountford et al. zeigten, dass neuaufgetretene Metastasen mehr Glycerophos-
phocholin beinhalten als &dltere Metastasen, welche langsamer wachsen und eher Phos-
phocholin als dominanten Metaboliten zeigen (Mountford et al., 2009). Zunachst im Wider-
spruch hierzu scheint zu stehen, dass das kumulative Uberleben und auch die Uberlebenszeit
von Patientinnen, deren Proben mit aulerordentlich hohen Glycerophophocholinwerten
einhergingen, etwas besser sind. Hier ist zu vermuten, dass vor allem friihe Karzinome in der
Entstehungs- und Wachstumsphase diese aulRerordentlichen hohe Glycerophosphocholinkon-
zentration zeigen und somit der frithe Zeitpunkt der Diagnosestellung die bessere Uberlebens-
rate bedingt. Tumore, die auch im weiteren Verlauf eine erhohte Konzentration an Glycero-
phosphocholin aufwiesen, schienen insgesamt eher aggressiver zu sein. Im Therapieverlauf
lieR sich eine Verminderung der Glycerophosphocholinkonzentration mit einem besseren
Ansprechen auf neoadjuvante Chemotherapie assoziieren (Cao et al., 2012b). AuRerdem fand
sich ein signifikanter Zusammenhang mit dem Alter; insbesondere wiesen jlingere Patientin-
nen im pathologischen Gewebe hohe Glycerophosphocholinwerte auf. Hier scheint die Mes-
sung der Glycerophosphocholinkonzentration folglich eher bei jlingeren Patientinnen sinnvoll
zu sein, da im Falle einer Malignitdt Glycerophosphocholin vor allem im Gewebe bei jlingeren
Patientinnen erhoht war. Der Anstieg bei dlteren Patientinnen war nicht so hoch, was zu
falsch negativen Ergebnissen trotz vorhandener Malignitat fuhren kdnnte. Die Glycerophos-
phocholinkonzentration kdnnte also bei kleineren, schnell wachsenden Tumoren, die insbe-
sondere bei jungen Patientinnen mit hohem Bindegewebsanteil schwerer zu erkennen sind,
ein guter sensitiver Marker sein. Ein groRer Tumor wird mit den heutigen Verfahren ohnehin
erkannt. Auch Chen et al. haben in ihrer in vivo 'HMRS Studie einen solchen Zusammenhang
nachgewiesen und fanden bei jlingeren Patientinnen einen hoheren Gesamtcholin-Peak als
bei Alteren (Chen et al., 2011). Es ist allerdings nicht bekannt, welche cholinhaltigen Metaboli-
ten an dieser Erhohung des Gesamtcholin-Peaks maligeblich beteiligt waren. Sitter et al. wie-
sen in einer der unseren dhnlichen HRMAS *HMRS Untersuchung einen aggressiveren Verlauf
bei erhdhtem Glycerophosphocholin nach (Sitter et al., 2010). Unsere Hypothese, dass ein
persistierend hoher Glycerophosphocholinspiegel ein Merkmal fiir die Aggressivitat des Tu-
mors darstellt, wird von mehreren anderen Studien untermauert (Moestue et al., 2012,
Gribbestad et al.,, 1999, Aboagye and Bhujwalla, 1999). So fanden Cao et al. heraus, dass

Brustkrebspatientinnen mit neoadjuvanter Chemotherapie einen Riickgang der Glycerophos-
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phocholinkonzentration in der Biopsie aufwiesen (Cao et al., 2012c). Auch Biopsien von Hor-
monrezeptor-negativen Tumoren, welche als schlechter therapierbar gelten, da sie keine
Differenzierung durch den Rezeptorstatus besitzen, zeigten erhéhte Glycerophosphocholinle-
vel (Giskeodegard et al., 2010). Der genaue Stoffwechsel von Glycerophosphocholin im Tumor
ist noch nicht definitiv geklart und wird in der Literatur teilweise kontrovers diskutiert. Einige
Autoren sehen Glycerophosphocholin auch als Charakteristikum fiir Benignitat und postulie-
ren einen Abfall von Glycerophosphocholin bei Tumorentstehung und -wachstum (lorio et al.,
2005, Ackerstaff et al., 2003, Albers et al., 2005). Aboagye et al. hingegen konnten keinen
Zusammenhang zwischen der Glycerophosphocholinkonzentration und der Krebszellteilungs-
rate beziehungsweise einer erhdhten Zelldichte finden (Aboagye and Bhujwalla, 1999). Eine
erhohte Glycerophosphocholinkonzentration kann auch Ausdruck einer azidotischen Umge-
bung sein, ein Zustand der im entnommenen Gewebe mdoglichst vermieden werden sollte,
aber nie ganz verhindert werden kann (Ackerstaff et al., 2001).

Dieser nicht einheitliche und zum Teil widerspriichlich erscheinende Metabolismus kdnnte
sich mit der Heterogenitat der Mammakarzinome erklaren lassen. Die Rolle von Glycerophos-
phocholin im Stoffwechsel des Mammakarzinoms und seine Bedeutung fiir die Prognose der
Patientinnen ldsst sich noch nicht eindeutig klaren. Hierzu sind noch weiterfiihrende For-

schungen und genauere Erkenntnisse der Grundlagen des Tumorstoffwechsels notwendig.

7.1.2 Cholinkonzentration

In unseren ex vivo HRMAS *HMRS Untersuchungen an intaktem benignem und malignem
Mammagewebe fanden wir heraus, dass die Cholinkonzentration in benignem Gewebe signifi-
kant mit dem Alter der Patientin korreliert. Je alter die Patientin war, desto hoher war auch
die Cholinkonzentration. Eine Messung der Cholinkonzentration kann bei gesunden dlteren
Patientinnen folglich zu falsch positiven Ergebnissen fiihren, wenn man davon ausgeht, dass
Cholin ein Marker fiir malignes Gewebe ist. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit den Ergebnis-
sen von Mountford et al., deren Forschungsgruppe ein erhdhtes Alter sogar als Storfaktor fir
die Tumordiagnostik mittels 'HMRS betrachtet, weil es erhohte Konzentrationen des Ge-
samtcholin-Peaks verursacht und zu falschen Riickschliissen fiihrt (Mountford et al., 2009).
Dies legt nahe, dass eine Messung der Cholinkonzentration im Gewebe weniger bei dlteren
Patientinnen als vielmehr bei jlingeren Patientinnen als Ergdnzung der Diagnostik sinnvoll

ware.
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In unseren Ergebnissen war die Cholinkonzentration insbesondere in Proben mit positivem
HER2 - Rezeptorstatus signifikant erhéht gegeniiber Proben mit negativem HER2 - Rezeptor-
status. Einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Cholinkonzentration und der Rezidiv-
oder Mortalitatsrate konnten wir nicht nachweisen. Bezliglich der Rezidivrate zeigte sich
jedoch ein eindeutiger Trend, dass eine erniedrigte Cholinkonzentration mit einem vermehr-
ten und friihen Auftreten von Rezidiven in Zusammenhang stehen konnte. Hier haben unsere
Untersuchungen knapp die Signifikanz verfehlt. Dies kdnnte mit der signifikant verminderten
Cholinkonzentration in Zusammenhang stehen, die wir bei HER2 - negativen Tumorproben
nachweisen konnten. Hier fehlt ein wichtiger molekularer Ansatzpunkt, der sich zur Therapie
des Mammakarzinoms nutzen Idsst.

In weiteren Studien zeigten histologisch unterschiedliche Mammakarzinomtypen keinen
Unterschied im Cholinstoffwechsel (Chen et al., 2011, Bolan et al., 2003). Auch bei uns lief
sich beziglich der Cholinkonzentration der Proben kein signifikanter Unterschied zwischen

lobuldren und duktalen Karzinomen erkennen.

7.1.3 Phosphocholinkonzentration

In unseren Ergebnissen war die Phosphocholinkonzentration unmittelbar abhangig von der
Cholinkonzentration. Je hoher die Konzentration des Substrates Cholin lag, desto hoher war
auch die Phosphocholinkonzentration. Dies kdnnte bedeuten, dass die Bereitstellung von
Cholin in malignen Zellen den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Produktion von
Phosphocholin darstellt (Eliyahu et al., 2007). Wir konnten aulRerdem zeigen, dass eine erhoh-
te Phosphocholinkonzentration mit einem vermehrten und verlangerten Uberleben korreliert.
Dieses Ergebnis war nur grenzwertig signifikant und steht nicht im Einklang mit der gegenwar-
tigen Literatur. Viele Studien messen Phosphocholin hingegen eine maRgebliche Rolle bei der
Zellproliferation und der Entstehung von Neoplasien bei (Sitter et al., 2010, Eliyahu et al.,
2007, Cao et al., 20124, lorio et al., 2010). Oft wird eine Erhéhung der Phosphocholinkonzent-
ration bei Tumorentstehung bzw. -wachstum beschrieben (DeFeo and Cheng, 2010). Auch in
den in vivo "HMRS Studien soll der Erhdhung des Gesamtcholin-Peaks bei malignen Tumoren
vor allem eine gesteigerte Phosphocholinkonzentration zugrunde liegen (Eliyahu et al., 2007,
Ackerstaff et al., 2003, Aboagye and Bhujwalla, 1999). So konnten Ackerstaff et al. zeigen,
dass die Phosphocholinkonzentration insbesondere in Metastasenzellen erhoht war
(Ackerstaff et al., 2003). Chen et al. fanden heraus, dass der Gesamtcholin-Peak bei hohergra-

digen Tumoren hoher ist als bei niedriggradigen Tumoren (Chen et al., 2011). Allerdings wurde
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der Peak im MR-Spektrum bei 17 der 62 Falle nicht gefunden. Dies war vor allem bei nied-
riggradigen und HER2-negativen Tumoren der Fall. Moglicherweise war die Phosphocholin-
konzentration zu niedrig, um als Peak erkannt zu werden. Chen et al. hingegen fanden eine
erhohte Phosphocholinkonzentration bei tripple negativen Tumoren (Chen 2011). Sitter et al.
konnten einen positiven Zusammenhang zwischen der Phosphocholinkonzentration und dem
Tumorvolumen in Prozent sowie einer schlechteren Prognose feststellen (Sitter et al., 2010).
In unseren weiteren Berechnungen zu Phosphocholin konnten wir keine statistische Signifi-
kanz zeigen. Choi et al. fihrten HRMAS "HMRS Messungen an 36 Mammabiopsien durch und
sahen wie wir keine Korrelation zwischen der Phosphocholinkonzentration, dem histologi-
schen Differenzierungsgrad, TumorgroRe und Lymphknotenbefall (Choi et al., 2012). Auch
Aboagye et al. fand in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen keine signifikante Korrelati-
on zwischen der Phosphocholinkonzentration und der Zellteilungsrate (Aboagye and

Bhujwalla, 1999).

7.1.4 Unterschiede bei molekularen Subtypen

Bezliglich der molekularen Subtypen des Mammakarzinoms wird unterschieden zwischen

1. dem Luminalen Typ (A/B), welcher Ostrogen- und, im Falle von Luminal A, auch Pro-
gesteronrezeptoren ausbildet
dem HER2-Typ, welcher den HER2-Rezeptor ausbildet

3. dem Basalen bzw. Triple negativen Typ, welcher keine der genannten Rezeptoren aus-

bildet

Insbesondere der Basale Subtyp zeigt sich besonders therapieresistent, da die herkdmmlichen
therapeutischen Angriffspunkte groRtenteils an die bekannten Rezeptoren binden. Da beim
Basalen Subtyp diese Rezeptoren nicht vorliegen, geht er mit einer besonders schlechten
Prognose einher. HRMAS 'HMRS Messungen konnten hier neue Therapieansitze erdffnen
bzw. Giber eine Verdanderung des Metabolitenprofils pratherapeutisch Aussagen zum Anspre-
chen auf eine Therapie zulassen. Gegebenenfalls kénnte schon in friihen Phasen der Erfor-
schung einer neuen Therapieoption entschieden werden, ob der Basale Subtyp darauf reagiert
oder resistent ist und bei gewilinschtem Ergebnis die Forschung im entsprechenden Bereich
schneller vorangetrieben werden (Fuss and Cheng, 2016, Liedtke et al., 2008).

Unsere Fallzahlen waren zu klein um valide Aussagen (iber das Metabolitenprofil der unter-
schiedlichen Subtypen zu treffen. Es zeigten sich zwar deutliche Tendenzen, jedoch fehlte oft

die statistische Signifikanz. Beim Luminalen Subtyp deutete eine hohe Cholinkonzentration
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tendenziell auf den positiven Ostrogenrezeptor-Status hin. Ein hoher Phosphocholinspiegel
war tendenziell typisch fiir einen negativen Ostrogen- und Progesteronrezeptor-Status. Trotz
deutlicher Unterschiede verfehlten die Berechnungen eine statistische Signifikanz. Beim HER2-
Status zeigte sich eine statistische Signifikanz. Die Cholinkonzentration war deutlich héher bei
HER2-exprimierenden Tumortypen. Bei Betrachtung des Basalen Subtyps mit dreifach negati-
vem Rezeptorstatus zeigten sich ebenfalls nur Tendenzen, jedoch keine statistische Signifi-
kanz. Tendenziell standen eine niedrige Cholinkonzentration, eine hohe Glycerophosphocho-
linkonzentration und eine hohe Phosphocholinkonzentration in Zusammenhang mit einem
triple-negativen Rezeptorstatus. Diese Tendenz bei triple-negativen Tumortypen wurde in
dhnlichen Arbeiten ebenfalls gesehen (Giskeodegard et al., 2010, Chen et al., 2011). Studien,
in denen das gesamte Metabolitenprofil statt einzelne Metaboliten betrachtet wurde, bestati-
gen, dass die Subtypen unterschiedliche Metabolitenprofile aufweisen und anhand derer
differenziert werden konnen. Allerdings ist noch nicht eindeutig geklart, welcher Teil des
Profils fir welchen Subtyp spezifisch ist (Li et al., 2011, Cao et al., 2014). Insbesondere der
Basale Subtyp ist aktueller Gegenstand der HRMAS *HMRS Forschung. Im Zell- und Tiermodell
werden immer wieder neue Angriffsmoglichkeiten fiir diesen relativ therapieresistenten Tu-
mortyp erprobt. Beispielsweise wurde mittels Phosphoinositol-3-Kinase-Hemmern erfolgreich
ein Ruckgang der Basaltyp-Tumoren mit primar erhdhter PI3K-Aktivitat erreicht. Hier diente
unter anderem Glycerophosphocholin als molekularer Marker im Therapiemonitoring. Ein
Riickgang der Glycerophosphocholinkonzentration im HRMAS *HMRS deutete auf ein Thera-
pieansprechen hin (Moestue et al., 2013). Die Fallzahlen lagen hier bei n = 8 pro Gruppe. In
HRMAS *'Phosphor-MRS Untersuchungen erwiesen sich die cholinhaltigen Metaboliten eben-
falls als geeignete Marker im Therapiemonitoring der PI3K-Inhibitoren, insbesondere beim
Basaltyp (Esmaeili et al., 2014). Van Asten et al. postulieren eine Veranderung des Metaboli-
tenprofils cholinhaltiger Metaboliten von Mammakarzinomen in Mausen nach Applikation des
Chemotherapeutikums Docetaxel, jedoch nur bei Ansprechen auf die Therapie. Bei Docetaxel-
resistenten Tumoren konnte keine Anderung des Metabolitenprofils gezeigt werden (van

Asten et al., 2015).

7.2 Zusammenhang der Cholinkinase mit den Metabolitenkonzentrationen

Wir stellten uns die Frage, ob die Cholinkinase mit einer veranderten Konzentration cholinhal-

tiger Metaboliten beim Mammakarzinom in Zusammenhang steht und somit eine maogliche
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Ursache dafir ware. Flr diese Konzentrationsdnderung kommen verschiedene Stoffwechsel-
mechanismen in Betracht. Ein Mechanismus kdnnte die Regulierung auf enzymatischer Ebene
durch Enzymaktivierung in Form der Rezeptortyrosinkinase-Kaskade oder der differenziellen
Induktion der Cholinkinase-Isoenzyme sein. Ein anderer moglicher Regulationsmechanismus
konnte auf der Genomebene mittels Amplifikation der Cholinkinase-, Phospholipase C-, D-
beziehungsweise A-Gene mit konsekutiver Uber- oder Unterexpression stattfinden (Aboagye
and Bhujwalla, 1999).

Lacal et al., die sich vorwiegend mit der Cholinkinaseaktivitdt bei Tumoren beschaftigt haben,
kamen beispielsweise an Zelllinien zu dem Ergebnis, dass eine Inhibition der Cholinkinase
einen Abfall von Phosphocholin zur Folge hat. Gleichzeitig konnten sie in vivo und in vitro
nachweisen, dass die Inhibition der Cholinkinase zu einer Verlangsamung des Tumorwachs-
tums fuhrt (Ramirez de Molina et al., 2002a, Ramirez de Molina et al., 2004). Bei der Behand-
lung von Brustkrebszellen mit dem Cholinkinase-Inhibitor MN58b dienten die Cholinmetaboli-
ten in einer MRS-Studie von Al-Saffar et al. als Biomarker, die eine Tumorentwicklung wieder-
spiegelten (Al-Saffar et al., 2006).

Neben der Cholinkinase muss es jedoch noch andere Faktoren geben, die den Gesamtcholin-
Peak im Spektrum beeinflussen. Dieser konnte in einer weiteren Studie in 83 % der malignen
Proben per in vivo MRS nachgewiesen werden, wahrend eine erhohte Cholinkinase Aktivitat
nur in 40 % der malignen Proben messbar war (Katz-Brull et al., 2002a). Eliyahu et al. fanden
hingegen sowohl in gesunden Zellen als auch in Karzinomzellen keine Korrelation zwischen
dem Phosphocholingehalt und der Cholinkinase. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in
der Phosphocholinsynthese sei vielmehr die Bereitstellung des Substrats Cholin durch ver-
mehrten Transport in die Zelle und nicht die Aktivitat der Cholinkinase. Die folgende Cholin-
kinasereaktion sei zu schnell und somit nicht der limitierende Faktor, wenngleich eine Enzym-
induktion zu einer Erhéhung der Phosphocholinkonzentration fiihre (Eliyahu et al., 2007). In
unseren Ergebnissen bestatigte sich dies: Eine hochsignifikant vermehrte Phosphocholinkon-
zentration fand sich bei vermehrtem Cholin. Hier scheint die Phosphocholinkonzentration
unmittelbar von der Bereitstellung des Substrates Cholin abzuhdngen. Eliyahu et al. fanden
auBerdem katabole Stoffwechselwege zur Phosphocholinproduktion katalysiert durch die
Phospholipase D (Eliyahu et al., 2007). Nach Glunde et al. ist am hohen Phosphocholinwert

maRgeblich eine erhdohte Expression der Phospholipase C beteiligt. Sie produziert Phos-
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phocholin aus Phosphatidylcholin (Membranen). Demzufolge spiele die Cholinkinase eine
weniger bedeutende Rolle als postuliert wurde (Glunde et al., 2004b).

Auch zeigten Experimente mit verschiedenen malignen Zelllinien, dass die erhdéhte Phos-
phocholinkonzentration mit von 5-facher bis 17-facher Erh6hung sehr schwankend ist.

In unseren semiquantitativen Untersuchungen der Cholinkinase bei 50 ausgewdhlten benig-
nen und malignen Proben konnten wir einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Cho-
linkinasekonzentration und Phosphocholinkonzentration in benignem Gewebe zeigen. Benig-
nes Gewebe war dadurch gekennzeichnet, dass trotz einer erhéhten Cholinkinasekonzentrati-
on eine niedrigere Phosphocholinkonzentration zu messen war. Die Untersuchung der a- und
B-Cholinkinase getrennt voneinander zeigte einen ahnlichen Trend, steht aber nicht im Ein-
klang mit den Ergebnissen anderer Arbeiten. Dies konnte bedeuten, dass die Cholinkinase in
gesundem Gewebe groBtenteils in seiner inaktiven Form vorliegt oder eine verminderte Be-
reitstellung des Substrats Cholin erfolgt. Beide Falle wiirden zu einer verminderten Phos-
phocholinproduktion fiihren. Die Diskrepanz zu anderen Arbeiten ldsst sich am wahrschein-
lichsten mit der geringen Patientenzahl in der benigen Subgruppe erklaren (n = 6). Den bereits
existierenden Untersuchungen zur Cholinkinase zufolge ware ein Anstieg der Phosphocholin-
konzentration bei erhdhter Cholinkinasekonzentration zu erwarten gewesen (Cao et al,,
2012a). Lacal et al. konnten sogar eine positive Korrelation zwischen einer Cholinkinase Uber-
expression und hoherem Tumorstadium feststellen (Ramirez de Molina et al., 2002a).

Ein weiterer Grund fir die Diskrepanz kénnte in der Methode liegen. In unseren Untersuchun-
gen wurde die Cholinkinasekonzentration semiquantitativ bestimmt um Rickschliisse auf die
Enzymkonzentration und -aktivitat zu ziehen. Ein Grof3teil der anderen Studien beschrankt
sich auf Untersuchung der Expression des Enzyms. Eine Uberexpression, wie von Glunde et al.
beschrieben, steht nicht zwingend in Konflikt mit einer fehlenden Aktivierung der Cholinkina-
se, sondern bedeutet nur, dass das Enzym vermehrt produziert wird (Glunde et al., 2004b). Es
kann jedoch in seiner inaktiven Form vorliegen. Da die Aktivierung erst kurz vor der Enzymre-
aktion stattfindet, kann die Untersuchung auf enzymatischer Ebene prazisere Aussagen Uber
die tatsachliche katalytische Eigenschaft eines Enzyms treffen. Auch Plathow und Weber
kamen zu dem Schluss, dass die Cholinkinaseaktivitdt und die Phosphocholinkonzentration
nicht gut mit der Proliferationsrate korrelieren (Plathow and Weber, 2008). Dies zeigt, dass
eine Aktivierung der Cholinkinase und konsekutive Erhéhung des Phosphocholinlevels nicht

die alleinige Erklarung fiir maligne Zellproliferationen sein kénnen. Weitere statistisch signifi-
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kante Korrelationen zwischen den drei Cholinkinasegruppen (a, B, gesamt) und den drei un-
tersuchten Metaboliten (Cholin, Phosphocholin und Glycerophosphocholin) lieRen sich nicht
feststellen.

Erkenntnisse der metabolischen Ursachen fiir Konzentrationsanderungen cholinhaltiger Me-
taboliten bei Tumorzellen waren fir neue Therapieansdtze auf enzymatischer Ebene ent-
scheidend. Nur mit einem besseren Verstandnis der Stoffwechselmechanismen kénnten bei-
spielsweise Phosphocholin, Cholin und Glycerophosphocholin als Biomarker dienen, und es

ergdbe sich die Option den Therapieerfolg mittels MRS zu lGberwachen.

7.3 Limitierungen der vorliegenden Forschungsprojekte

Fiir ein genaues Verstandnis und zur Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit sind insbe-
sondere auch die Limitierungen zu beachten. Hier waren Grenzen in Bezug auf die Kohorten-

grofRe, die Heterogenitat der Messwerte und auf technische Aspekte auszumachen.

Aufgrund der relativ geringen GréRRe der Kohorte blieben viele Korrelationen ohne Signifikanz.
Die Ausreiller hatten dadurch einen besonders hohen Impact auf das Gesamtergebnis. Es war
nicht erkennbar, ob es sich im jeweiligen Fall um einen AusreilRer handelte oder ob die Statis-
tik das normale AusmaR der Ergebnisstreuung widerspiegelte. Durch unterschiedlich groRe
Subgruppen kam es unter Umstanden zu einem beta-Fehler, der falschlicherweise zur An-

nahme der Nullhypothese fiihrte.

Es ist gilt als erwiesen, dass die Metabolitenkonzentrationen in den verschiedenen Karzinom-
regionen sehr fluktuierend ist und eine hohe Variabilitat aufweisen. Dies lasst sich mit der
Heterogenitat des Mammakarzinoms erklaren (Sitter et al., 2006, Chen et al., 2011, Sitter et
al., 2010, Gribbestad et al., 1993, Katz-Brull et al., 2002b). Es ist also wichtig einen mdglichst
reprasentativen Ausschnitt des Tumors zu untersuchen. Unserer Studie wurde je eine Gewe-
beprobe von zufalliger Lokalitat im Tumor zur Verfliigung gestellt. Das benigne Gewebe
stammte aus verschiedenen, u. a. ethischen Griinden aus den gesunden Randarealen der
exstirpierten Karzinome, dem sogenannten Sicherheitsabstand. Moglicherweise gibt es in
diesem histopathologisch benignen Gewebe aber schon maligne Stoffwechselveranderungen
ahnlich derer im benachbarten Malignom, die bei der histologischen Begutachtung nicht zu
identifizieren sind (Sitter et al., 2002). In unseren Untersuchungen miussen also alle Ergebnis-

se, die nur in vermeintlich benignem Gewebe auftraten, kritisch gesehen werden.
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Des Weiteren kdnnen Enzymaktivitaten in Zelllysaten durch die Destruktion der Zellen ver-
falscht werden und nicht mehr dem urspriinglichen intrazellularen Befund entsprechen
(Jackowski and Fagone, 2005). Die Enzymfunktion ist auBerdem vom vorhandenen ATP ab-
hangig. So kdnnte moglicherweise nach Schockgefrierung des Gewebes nicht mehr genug ATP
zur Aufrechterhaltung der Enzymaktivitat vorhanden sein. Die Cholinkinase ist zudem nicht
nur ein Enzym im Kennedy - Stoffwechselweg sondern spielt auch eine Rolle in vielerlei ande-
ren Stoffwechselvorgangen, wie zum Beispiel als second messenger. So unterliegt sie mehre-
ren Regulationsmechanismen, deren Wechselwirkungen noch nicht hinreichend erforscht

sind.

Im HRMAS *HMRS Spektrum kénnen die Metaboliten mit niedrigen Resonanzen von Lipiden
und Makromolekilen tberlappt werden. Dadurch wird die Messung unsichtbar und verfalscht
(Sitter 2002). Dies kann bei Kontamination durch Himorrhagien, Fett, Stroma oder Entziin-
dungszellen auftreten (Chen et al., 2011, Sitter et al., 2010, Mountford et al., 2009). Auch bei
guter Auflésung der HRMAS "HMRS Spektren kénnen Fehler in der Datenverarbeitung und bei
der Festlegung der Nulllinienreferenz fiir die Chemische Verschiebung auftreten (Mountford
et al., 2009). Schon geringfligige Verschiebungen oder Fehlinterpretationen einzelner Anstiege
kdnnen zu einer falschen Identifizierung der anderen Metaboliten fiihren. Um eine Verbesse-
rung des Signals cholinhaltiger Metaboliten zu erreichen, eignen sich auch Pulssequenzen (31-
450 ms), die speziell dafiir optimiert sind Signale im Bereich von 3,2 ppm zu erkennen. Kurze
Echozeiten erlauben eine hohere Signalintensitat der Resonanzen wahrend lange Echozeiten
einen hoheren Kontrast im Spektrum bieten. Bisher wurde meist ein langes Echo (135-270 ms)
verwendet. Dies geht zu Lasten der Signalintensitat, aber der Gesamtcholin-Peak ist besser zu
erkennen und es gibt keine Uberlappung mit dem Lipidsignal. Auch unpassende und nicht
mammaspezifische Induktionsspulen konnen Fehlerquellen darstellen (Katz-Brull et al., 20023,

Bolan et al., 2003).

7.4 Ausblick und Anforderungen fiir weitere Untersuchungen

Zukiinftig werden neben der bisherigen histopathologischen Klassifizierung mit Rezeptor-
merkmalbestimmung auch stoffwechselbezogene Tumormerkmale in Form einer Klassifikati-
on zur ldentifikation eines Tumors aufgenommen werden. Aufgrund der neuartigen metaboli-

schen Angriffspunkte an Tumorzellen wird eine stoffwechselbezogene Einteilung zu einer
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individuell malRgeschneiderten Therapie beitragen. Prazisere Therapieansatze lassen auf eine
effektivere Tumorbekampfung hoffen. Aber auch die Radikalitidt der Therapie kann gegebe-
nenfalls bei einigen weniger aggressiven Tumoren reduziert werden. Anders als die heute
ublichen Chemo- und Radiotherapien kénnen prazise Angriffspunkte im Tumormetabolismus
zu einer moglichst geringfligigen Schadigung gesunder Zellen und damit zu einer deutlichen
Verbesserung der Lebensqualitat der Patienten fiihren.

Seit vielen Jahren scheint daher der Schlissel in der Behandlung des Mammakarzinoms in
einem besseren Verstandnis der Stoffwechselvorgange im Tumor zu liegen. Neuere Untersu-
chungen geben Hinweise darauf, dass unterschiedliche molekulare Subtypen des Mammakar-
zinoms zu verschiedenen Stoffwechselvorgdangen sowie Metabolitenauspragungen fiihren und
sogar wie unterschiedliche Erkrankungen behandelt werden missen (Haukaas et al., 2016).
Im Bereich der cholinhaltigen Metaboliten sollte zukiinftig vor allem das Metabolitenprofil in
seiner Gesamtheit betrachtet werden statt sich auf einzelne Metaboliten zu konzentrieren,
die fir sich zu wenig aussagekraftig sind. Nur mit dem Gesamtprofil kann auch eine Aussage
Uber das Verhéltnis der Metaboliten zueinander getroffen werden (Fuss and Cheng, 2016).
Auch kdnnen die Ratios aus zwei Metaboliten bessere Aussagen liefern als einzelne Konzent-
rationen. Eine Vielzahl an statistischen Auswertungsmaoglichkeiten dieser riesigen Datenban-
ken ist bereits in Anwendung (Denkert et al., 2006, Cao et al., 2014), Mountford 2009). Zur
Erstellung der Metabolitenprofile werden derzeit verschiedene Methoden analysiert. Massen-
spektrometrie und Magnetresonanzspektroskopie haben sich vielfach bewahrt, sind jedoch
nur zwei Moglichkeiten unter einer Vielzahl an Forschungsansatzen. Auch beim Ovarialkarzi-
nom beispielsweise geben MRS-Profile cholinhaltiger Metaboliten vielversprechende Hinwei-
se auf tumorspezifische Prozesse und mogliche Therapieansatze (Canese et al., 2016).

Des Weiteren mussen die Enzymaktivitaten anderer am Kennedy Zyklus beteiligter Enzyme im
Detail untersucht werden. Dies kann auf den unterschiedlichen Ebenen passieren, sowohl auf
Gen-Ebene per PCR, auf RNA-Ebene per Northern Blot oder qRT-PCR, als auch posttranslatio-
nal per Western Blot. Auch die Bedeutung der verschiedenen regulatorischen Mechanismen
des Zyklus muss noch besser geklart werden. Nur so kénnen der Tumorstoffwechsel insge-
samt und auch Unterschiede im Stoffwechsel von Tumorsubtypen besser verstanden und
genutzt werden.

Neben dem Cholinstoffwechsel gibt es eine Vielzahl weiterer vielversprechender molekularer

und metabolischer Angriffspunkte. So haben beispielsweise 6strogenrezeptorpositive Tumore
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eine andere Metabolitenzusammensetzung als 6strogenrezeptornegative und sollten daher
auch entsprechend unterschiedlich behandelt werden (Budczies et al., 2013). Der Glutamin-
metabolismus ist aufgrund der Entdeckung von Glutaminaseinhibitoren ebenfalls Gegenstand
der neueren Forschung. Auch hier kann das Mammakarzinom auf molekularer Ebene be-
kampft werden. Hierzu ist ein genaues Verstandnis des Glutaminmetabolismus in Tumorzellen
notwendig (Budczies et al., 2015). Verschiedene Genexpressionstests sind ebenfalls im Einsatz
um das jeweilige Genexpressionsprofil eines Tumors als Vorstufe zum Metabolitenprofil zu
eruieren (Denkert et al., 2015). Schlussendlich bleibt jedoch zu bedenken, dass eine realisti-
sche klinische Einschatzung nur mittels randomisierter klinischer Studien erfolgen kann. Viele
der genannten Forschungsansatze sind noch in sehr friihen Phasen. Ob sie letztendlich im
klinischen Alltag Anwendung finden werden, ist zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht vorherzu-
sehen. Allerdings scheinen sie vielversprechend zu sein, so dass weitere Untersuchungen in

diesem Bereich notwendig sind und lohnenswert sein kénnen.
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9 Anhang

9.1.1 Arbeitsmittel
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Deckglaschen 24x40mm Rectangular No 1%

Corning Inc., Corning, NY

Einmalpipetten 5 ml Pyrex Disposable Serological

Pipets

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Eppendorf GefalRe Falcon Tubes (14, 45ml)

Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, NJ

Film HyBlot CL Autoradiographie

Denville Scientific, Metuchen, NJ

Filterpapier Whatman #1

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

Nitrozellulosemembran Trans-Blot Transfer Medium

0,45 um

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

Objekttrager Fisherbrand *Superfrost*

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Pipettenspitzen Aerosol Resistant Tips ART (0.1-
1000pl)

Molecular BioProducts, San Diego, CA

Pipettenspitzen BD Falcon Disposable Serological

Pipet Tips (5ml, 10ml

Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, NJ

Pipettenspitzen Costar Gel Loading Tips 1-200ul

Daigger, Vernon Hills, IL

,Well“-Platte Microtest96

Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, NJ

9.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid/Bis Losung 29:1 30%

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

Ammoniumperoxodisulfat

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Bluing Reagent Shandon

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

B-Mercaptoethanol

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Bovines Serum Albumin BSA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO

Chemilumineszenz SuperSignal West Pico Luminol

Enhancer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Chemilumineszenz SuperSignal West Pico Stable

Peroxid

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Chlorwasserstoffsaure ACS Reagenz 37%

Sigma Aldrich, St. Louis, MO

Dimethylsulfoxid Losung DMSO fiir Brustgewebe und

—extrakte

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Eosin Y, Shandon alkoholisch

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Ethanol HistoPrep 95% Reagent

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Ethanol HistoPrep 100% Denatured

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Fettfreies Trockenmilchpulver

Nestle, Vevey, Schweiz

Gewebeeinbettmedium Tissue-Tec OCT Compound

Sakura Finetek, Torrance, CA
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Glycin

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Hamatoxylin Harris

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

4x Laemmli SDS Ladepuffer

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

Methanol

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Natriumchlorid

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

OCT Cryostat Medium Tissue Tec

Sakura Finetek, Torrance, CA

Permount Lademedium, Toluene Losung

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Ponceau S Lésung 0,1% (W/v) in 5% Essigsdure

Sigma Aldrich, St. Louis, MO

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma Aldrich, St. Louis, MO

Tris Base

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Tris Buffered Saline TBS (10x)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Tween 20

Sigma Aldrich, St. Louis, MO

Ultra Pure TEMED Beschleuniger

Invitrogen, Carlsbad, CA

Xylene Histoprep

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

9.1.3 Kits

Laemmli SDS-Laufpuffer (4x) Boston Bioproducts Worcester, MA

Protein Assay Farbreagenz Konzentrat Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

Schnellstart Bradfort Farbreagenz Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

RIPA Lysepuffer mit EDTA Boston Bioproducts Worcester, MA

9.1.4 Puffer und Losungen

Elektrophorese Sammelgel (4% Polyacrylamid)

4,11 ml H20 bidest

1,75 ml Sammelgelpuffer (4x)
1,05 ml Polyacrylamid (30 %)
80 pl APS (10 %)

6 ul TEMED

Lagerung bei 4 °C

Elektrophorese Trenngel (10% Polyacrylamid)

13,18 ml H20 bidest

8 ml Trenngelpuffer (4x)
10,6 ml Polyacrylamid (30 %)
216 pl APS (10 %)

10,8 pl TEMED

Lagerung bei 4 °C

Elektrophorese Laufpuffer

3gTris

14.4 g Glyzin
1gSDS

H20 bidest. ad 1|
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Lagerung bei Raumtemperatur

4x Trenngel Puffer pH 8,8

80 ml H20 bidest

2 ml SDS (20 %)

10 ml HCI (2N)

18,1 g Tris

pH-Wert einstellen, dann H20 bidest. ad 100 ml

Lagerung bei Raumtemperatur

Transferpuffervorstufe (10x)

30,2 g Tris
142,5 g Glycin
H20 bidest. ad 1|

Lagerung bei Raumtemperatur

Transferpuffer

350 ml H20 bidest.
100 ml Methanol
50 ml Transferpuffervorstufe (10x)

Lagerung bei Raumtemperatur

TBS Tween

21 TBS
2 | Tween

Lagerung bei Raumtemperatur

9.1.5 Antikorper

ECL anti-mouse IgG HRP

GE Healthcare, Little Chalfont, UK

ECL anti- rabbit IgG HRP

GE Healthcare, Little Chalfont, UK

Monoclonal anti-GAPDH (mouse)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO

9.1.6 Gerdte
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Analysewaage APX-200

Denver Instruments, Bohemia, NY

Elektrophorese Einheit SE400-15-1.5 Sturdier Vertical

Hoefer Inc, San Fransisco, CA

Forschungskryostat Leica CM3050

Leica, Wetzlar

Geltransfer Elektrophoorese Einheit TE 42 Transfer
Gel

Hoefer Inc, San Fransisco, CA

Heizblock Isotemp

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Heizriihrplatte Cimarec Digital Hot Plate Stirrer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Inkubierer ProBlot Rocker 35

Labnet International, Woodbridge, NJ

Mikroskop Olympus BX40F4

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Pipettenspitzen (0.1-1000pl)

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe BD Falcon Express

Becto Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, NJ

Rontgenfilm Entwickler Kodak X-OMAT Processor
M20

Kodak, Rochester, NY
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Spannungsgeber EC570-90 Electrophoresis Power

Supply

Spektrometer OpsysMR Plate Reader

Dynex Technologies, Chantilly, VA

Ultraschall Homogenisator Sonic Dismembrator

Model 100

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Vortexer Refurbished Vortex Genie 2

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Zentrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge AccuSpin 3R

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

9.1.7 Mess- und Auswertungssoftware

Endnote X6

Thomson Reuters, USA

IBM SPSS Statistics

IBM SPSS Inc., USA

Image J Imaging Program

National Institute of Health, USA

MATLAB R2009b/R2009a

MathWorks Inc., USA

Microsoft Office 2011

Microsoft Corporation, USA

MicroSuite Histopathologische Bildanalyse

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

MRS - Spektrenanalyse NUTS Software

AcornNMR (Livermore, CA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
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10 Eidesstattliche Erklarung

ERKLARUNG AN EIDES STATT

»lch, Nathalie Christina Anne-Marie Strittmatter, versichere an Eides statt durch meine eigen-
handige Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: Untersuchung von
humanem Mammagewebe mittels High Resolution Magic Angle Spinning Protonen Magnetre-
sonanzspektroskopie (HRMAS 'HMRS) und Bestimmung der Cholinkinase zur Evaluation der
diagnostischen und prognostischen Aussagekraft einer metabolischen Bildgebung anhand der
cholinhaltigen Metaboliten beim Mammakarzinom

selbststdandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die
angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer
Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,,Uniform Requirements for
Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu Me-
thodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung)
und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) entsprechen den URM
(s.0) und werden von mir verantwortet.

Da eine aus dieser Dissertation hervorgehende Publikation noch nicht veréffentlich wurde,

entfallt die Anteilserklarung.
Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer

unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt

und bewusst.”

Berlin, den 7.12.2018 Nathalie Strittmatter
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Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen Version
meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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