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1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Expression der Tumorprotease Ca-
tehpsin D und des Lipocalins Glycodelin -einem Transportprotein und Mar-
ker der endothelialen Differenzierung- an Mammakarzinomen. Es wird ge-
prift, ob Assoziationen mit der Differenzierung und anderen bekannten
Prognosefaktoren bestehen und ob es Unterschiede in der Expression ab-
hangig von der Histologie gibt.

Dies ist unter anderem im Hinblick auf die potentielle Wertigkeit dieser
zwei Proteine als Tumormarker interessant.

Es handelt sich um eine retrospektive immunhistochemische Analyse von
121 Tumorpraparaten aus dem Zeitraum von 1991 bis 2001. Die Frauen
waren bei Erkrankung im Mittel 62 Jahre alt und zu 85% postmenopausal.
69% waren invasiv duktale, 31% invasiv lobulare Mammakarzinome,
19,8% G1, 56,3% G2, 30,6% G3 (4 Praparate wurden bezuglich der Dif-
ferenzierung nicht beurteilt). Es waren 49,6% der Tumore nodalpositiv,
56,2% hormonrezeptorpositiv. Die mit drei verschiedenen Antikérpern
(Glycodelin-A, monoklonal und polyklonal sowie Cathepsin-D) nach ABC-
Methode gefarbten Praparate wurden gemaB dem Immunreaktiven Score
nach Remmele und Stegner eingeteilt und auf Assoziationen mit bekann-
ten Prognosefaktoren untersucht. Zur statistischen Auswertung wurde das
Softwareprogramm SPSS, Version 13 verwendet.

Flr Cathepsin fand sich ein signifikant héherer Farbescore bei den invasiv
duktalen Typen und bei den nodalpositiven Karzinomen. Eine nichtsignifi-
kant starkere Farbung zeigte sich bei den hormonrezeptornegativen Tu-
moren.

Fur die Glycodelinfarbung mit dem monoklonalen Antikérper war einzig
der Unterschied des Farbescores bei den Hormonrezeptoren signifikant.
(invasiv duktal>invasiv lobular), (G3>G1<G2>G3), (NO<N1),
(ER/PRpos>ER/PRneg).

Mit dem polyklonalen Antikdrper fanden sich keine signifikanten Unter-
schiede beziglich der untersuchten Parameter (invasiv duktal> invasiv
lobular), (G1>G2>G3), (NO<N1), (ER/PR+ > ER/PR-).

Sowohl Cathepsin D als auch Glycodelin werden von Mammakarzinomen
exprimiert. Bezlglich Glycodelin gibt es dazu noch wenige Untersuchun-
gen. Bemerkenswert ist die hier gezeigte — und mit Teilen der Literatur
Ubereinstimmende- unterschiedliche Auspragung fir die zwei histologi-
schen Typen. Die Zunahme der Cathepsin D-Expression bei acindrem Be-
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fall wurde auch von anderen Autoren gefunden. Die vorliegenden Ergeb-
nisse sprechen flr eine Beteiligung des Cathepsin D am Abbau der extra-
zellularen Matrix im Zuge des malignen Geschehens.

Die Glycodelinexpression beim Mammakarzinom scheint unabhangig von
der (Ent)differenzierung zu sein. Die Tatsache, dass die Expression von
Glycodelin A bei rezeptorpositiven Tumoren starker ist, legt eine Abhan-
gigkeit der Glykosilierung von Estrogen und/oder Progesteron nahe.
Prinzipiell spricht die groBteils fehlende Assoziation der untersuchten Pro-
teine mit bekannten Prognosefaktoren nicht gegen eine Verwendung als
solcher.

Cathepsin findet in Gen arrays, zusammen mit anderen Markern bereits
Anwendung als Prognoseparameter. Zu Glycodelin stehen Untersuchungen
zu Zusammenhé&ngen mit dem Uberleben noch aus.
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2 Einleitung

2.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Brustkrebs ist die haufigste Krebserkrankung der Frau weltweit und in
Deutschland. In Deutschland erkranken jahrlich Gber 55.100 Frauen dar-
an. Nach den Angaben der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsre-
gister in Deutschland e.V. und dem Robert Koch Institut sind 26,8% aller
Krebsneuerkrankungsfalle bei Frauen insgesamt durch das Mammakarzi-
nom bedingt und sogar 40% bei Frauen unter 60 Jahre. Das mittlere Er-
krankungsalter liegt bei 62 Jahren — 7 Jahre weniger als das flir bdsartige
Erkrankungen insgesamt. (Bertz et al. 2006)

Wahrend die Inzidenz seit 1970 in Deutschland stetig ansteigt, sinkt die
Mortalitat seit Mitte der 1990er Jahre leicht. Seit EinfUihrung des Mam-
mographiescreenings konnte in Bayern eine signifikante Verschiebung zur
Diagnose kleinerer Tumoren registriert werden. Diese haben eine bessere
Prognose. (Engel 2006)

Im Jahr 2003 wurde in den USA ein deutlicher Abfall der Brustkrebsinzi-
denz um 7% registriert. Dies betrifft vor allem hormonrezeptorpositive
Tumore. Ein Zusammenhang mit der geringeren Verordnung von Ostro-
genpraparaten postmenopausal wird diskutiert. (Ravdin et al. 2006)

2.2 Prognosefaktoren und pradiktive Faktoren

Prognose bezeichnet die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs oder des durch
die Erkrankung bedingten Todes (Mortalitat).

Pradiktive Faktoren sagen die Wahrscheinlichkeit fir das Ansprechen bzw.
die Wirksamkeit einer Therapie voraus.

Tumorbiologische Eigenschaften, die dartiber unabhangige Aussagen tref-
fen, kdnnen zur Individualisierung der Therapie dienen.

Damit ein Prognose- oder pradiktiver Faktor in der klinischen Routine
natzlich sein kann muss er nach Mc Guire (McGuire et al. 1990) eine Reihe
von Voraussetzungen erfillen:
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* Es sollte eine biologische Hypothese zu dem Parameter vorliegen.

* Um eine weite Verbreitung zu erfahren, sollte eine einfache, robuste
und validierte Labormethode zur Anwendung kommen.

* Eine Zusatzinformation zu den bekannten, traditionellen Risikofak-
toren kann ein neuer Marker nur bringen, wenn seine Information
anders lautend ist. Er sollte also nicht mit diesen korrelieren.

* SchlieBlich muss er seine Wertigkeit bzgl. Prognose und Therapie-
planung bei Uberschreiten eines zu definierenden Schwellenwertes
in prospektiven Studien beweisen.

Etablierte und traditionelle Prognosefaktoren sind Alter (hohes Risiko bei
Erkrankungsalter unter 35 Jahren), TumorgréBe, Nodalstatus, Hormonre-
zeptorstatus, grading und histologischer Typ. Diese Faktoren werden rou-
tinemaBig bestimmt und flieBen in die Therapieplanung mit ein.

Als orientierende Ziffer kann die relative 5-]Jahresltberlebensrate insge-
samt, d.h. Uber alle Stadien betrachtet, angegeben werden. Sie betragt
fir das Mammakarzinom 79%. (Bertz, Giersiepen et al. 2006)

Beim metastasierten Mammakarzinom liegt die mittlere Uberlebenszeit
seit 20 Jahren unverandert bei circa 20 Monaten. (Schlesinger-Raab et al.
2005) Es qilt als chronisch verlaufende Erkrankung.

2.2.1 Steroidhormonrezeptorstatus

Der wichtigste pradiktive Faktor ist der Nachweis von Hormonrezeptoren
und damit die Vorhersage des Ansprechens auf die endokrine Therapie mit
Tamoxifen, Aromatasehemmern oder GnRH-Analoga.

Bei endokrin unempfindlichen Mammakarzinomen wird generell eine adju-
vante Chemotherapie empfohlen.

Estrogenrezeptor a (ERa) Expression ist mit besserer Differenzierung und
einer besseren Prognose assoziiert. Dies ist wahrscheinlich auch fir Estro-
genrezeptor § (ERpB) der Fall. (Herynk and Fuqua 2004) Auf dem ERa-Gen
(ESR1) sind einige ,single-nucleotide polymorphisms" identifiziert, die mit
erhdhtem -teils auch erniedrigtem- Brustkrebsrisiko einhergehen. Flr das
ERpB-Gen (ESR2), das auf einem anderen Chromosom liegt, ist dies weni-

ger klar.(Cai et al. 2003)
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GemaB der Arbeit von Harvey et al (Harvey et al. 1999) gilt beim immun-
histochemischen Nachweis von Hormonrezeptoren bereits ein schwacher
Nachweis bei 1% der Zellen fiir Ostrogenzrezeptor (ER) und/oder Pro-
gesteronrezeptor (PR) als positiv. In seiner Arbeit mit 1982 Mammakarzi-
nompraparaten waren 71% rezeptorpositiv.

Nach Kaufmann (Kaufmann et al. 2005) gibt es keine eindeutige Definiti-
on, wann bei positivem Rezeptornachweis der Tumor tatsachlich hormon-
empfindlich und wann er nur fraglich empfindlich ist. Entsprechend der
Konsensuskonferenz St. Gallen 2005 und 2007 wird ein Brustkrebstumor
dann als positiv flr Steroidormonrezeptoren bezeichnet, wenn mehr als
10% der Zellen im immunhistochemischen oder quantitativen Nachweis
Rezeptoren flir Estrogen oder Progesteron exprimieren. Darunter gilt er
als ,,unsicher" bezuglich der endokrinen Empfindlichkeit, aber auch dann,
wenn er flr Progesteronrezeptoren alleine negativ ist oder HER2neu oder
UPA/PAI1 Uberexprimiert oder eine groBe Anzahl von regionaren Lymph-
knoten befallen ist. (Goldhirsch et al. 2005)

Die Abwesenheit von Progesteronrezeptoren (aber auch die Uberexpressi-
on von Progesteronrezeptor A) ist assoziiert mit schlechterem Ansprechen
auf Tamoxifen, sowohl in der adjuvanten als auch in der metastasierten
Situation. Das Ansprechen auf Aromatasehemmer ist dagegen hiervon
nicht beeintrachtigt. Als Erklarung nimmt man derzeit an, dass dieses
Fehlen des Progesteronrezeptors ein Surrogatmarker fir eine Stérung in
der Signaltransduktion des Estrogenrezeptors ist und es einen ,cross talk"
mit Wachstumsrezeptor Thyrosinkinasepathways gibt. (Osborne et al.
2005)

Da Steroide lipophil und damit membrangangig sind, befinden sich diese
Rezeptoren meist intrazellular oder sogar im Zellkern, wo sie die
Transkription von bestimmten Proteinen induzieren. Sowohl a- als auch p-
Estrogenrezeptoren fungieren als Transkriptionsfaktoren mit wahrschein-
lich unterschiedlichen physiologischen Funktionen. Erstere werden eher
von Endometrium, Mammatumorzellen und Stroma der Ovarien expri-
miert. Der 1996 entdeckte p-Rezeptor (Kuiper et al. 1996) findet sich da-
gegen eher in Granulosazellen, Spermatiden, Nieren, Darmmucosa, Lun-
ge, Knochen und Knochenmark sowie Gehirn, Endothelzellen und Prostata.
Beide besitzen zum Teil groBe biochemische Homologien und bilden - auch
untereinander- Dimere. Estradiol bindet gleich gut an beide Rezeptorty-
pen. Selektive Estrogen-Rezeptor Modulatoren (SERM) tun dies unter-
schiedlich. Zusatzlich existieren noch diverse Koaktivatoren und Korepres-
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soren, die in den Gewebearten verschieden verteilt sind. Auch diese wer-
den von SERMs in unterschiedlichem AusmaB angesprochen. Je nach Li-
gand andert sich die Konformation des Rezeptors unterschiedlich und es
werden dadurch die koregulatorischen Proteine unterschiedlich aktiviert.

Das Vorhandensein von ERa ist unabdingbar fur die Entwicklung und Dif-
ferenzierung der Brustdrise.

Estrogen selbst verursacht bzw. beschleunigt die Entstehung von Brust-
krebs wahrscheinlich einerseits durch seine Mitogenitat (Erhéhung des Ri-
sikos fur Replikationsfehler und Mutationen) und andererseits durch die
Produktion genotoxischer Nebenprodukte im Rahmen seines Metabolis-
mus.(Deroo and Korach 2006)

2.2.2 Grading

Frauen Uber 35 Jahre mit kleinen (T1) G1 Tumoren, die gleichzeitig auch
nodalnegativ sind und deren Tumor keine vaskulare Invasion zeigt sowie
HER-2/ neu nicht Uberexprimiert, gelten nach der St. Gallen-
Konsensuskonferenz 2005 als Niedrigrisikogruppe.

Bei einer mittel- oder hochgradigen Entdifferenzierung (G2 oder G3) wird
das Risiko als mittelgradig oder bei Vorliegen zusatzlicher Kriterien
(Lymphknotenbefall) als hoch eingestuft

Allerdings sind 30 - 60% aller Tumoren G2-Tumoren, also von intermedi-
arer Differenzierung und entsprechendem Risiko. (Sotiriou et al. 2006) In
solchen Fallen kénnten zusatzliche Parameter zur Differenzierung und Pla-
nung der Aggressivitat der adjuvanten Therapie nutzlich sein.

2.2.3 Nodalstatus

Der Nodalstatus ist von den etablierten Prognosefaktoren derjenige mit
der groBten Bedeutung. Patientinnen mit Befall von mehr als drei Lymph-
noten sowie solche mit rezeptornegativen Tumoren gelten nach der St.
Gallen Konsensuskonferenz 2005 als Hochrisikogruppe. (Kaufmann, Jonat
et al. 2005) Insbesondere bei Lymphknotenbefall sollte eine Chemothera-
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pie Uber sechs Monate appliziert werden. In diesem Fall werden zuneh-
mend Taxanhaltige Schemata ausgewahlt. (Kaufmann, Jonat et al. 2005)

Inzwischen hat das Sentinel-node-Konzept einen festen Stellenwert im
Rahmen des axillaren stagings erlangt.

Die Invasion der regiondaren Lymphknoten ist ein Zeichen flr die Aggressi-
vitat des Tumors. Trotzdem erleiden auch 20-30% aller nodalnegativen
Mammakarzinompatientinnen ein Rezidiv oder eine Metastasierung.
(Spyratos et al. 1989), (www.adjuvantonline.com 2006)

2.2.4 Histologische Tumortypen

Beim invasiven Mammakarzinom handelt es sich zu 65-80% um den duk-
talen Typ, der dann als solcher diagnostiziert wird, wenn keine andere
Kategorie angewandt werden kann.

In 6-15% wird ein lobularer Typ diagnostiziert — charakterisiert durch
Kleinzelligkeit, diffus infiltrierendes Wachstum und begleitende Desmopla-
sie (Bindegewebsproliferation).

Prognostisch verhalten sich die beiden Typen gleich.

Des Weiteren kommen folgende seltenere und prognostisch gunstigere
Karzinome vor: das medullare Karzinom mit einem Anteil von 3%, das
hochdifferenzierte tubulare Karzinom (1-15%, je nach Interpretation der
WHO-Klassifikation), das muzinése (1-2%) und das papillare Karzinom (1-
7%). Die letzteren drei haben eine Fiinfjahres- Uberlebensrate von 95%.
(Bassler 1997), (Lebeau 2003)

Der Oxford Level of Evidence (LoE) ist flir den histologischen Typ als
Prognosefaktor aber nur 4. (Bassler 1997), (Thomssen et al. 2003)
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2.3 Tumorbiologie

Um Mammkarzinompatientinnen eine besser individualisierte Therapie an-
bieten zu kénnen, versucht man weitere Eigenschaften des Tumors und
seiner Fahigkeit der Invasion und Metastasierung zu analysieren. Aggres-
sivere Tumoren béten dann eine Indikation flr eine zytostatische Thera-
pie. Umgekehrt kdnnte Patientinnen mit weniger aggressiven Tumoren
diese nebenwirkungsreiche Behandlung erspart werden. Ideal ist es, wenn
sich aus dem Nachweis eines bestimmten Faktors eine gezielte Therapie-
maoglichkeit ableitet.

2.3.1 Neue Prognosefaktoren

Die sogenannten neuen Prognosefaktoren spielen noch keine Rolle in der
praktischen Therapieplanung. Dazu zahlen:

Der Wachstumsfaktorrezeptor HER2/neu, Wachstumsfaktoren wie Epider-
mal Growth Factor (EGF), Insulin Like Growth Factor (IGF)1, IGF2, die Be-
stimmung der Proliferationsrate durch den Mitose-Index, die S-Phase-
Fraktion, der immunhistochemische Nachweis von Ki-67 mit dem Antikdr-
per MIB-1 oder mit Hilfe des Thymidin Labeling Index (TLI).

Des weiteren das Zellzyklusprotein Cyclin E, PCNA, pS2, TSP, Invasions-
faktoren bzw. Proteolysesysteme wie Cathepsin D,B und L, uPA und sein
Inhibitor PAI-1, Adhasionsmolekiile, Chemokine, Ep-CAM, CD-44-codierte
Glykoproteine, E-Cadherin, Lamininrezeptor, Angiogenesefaktoren wie
VEGF (vascular endothelial growth factor), Apoptosefaktoren wie TNF,
FasL, TRAIL, bci-2,bax, Onkogene und Tumorsuppressorgene wie p53, c-
myc, BRCA 1 und BRCA 2 sowie der immunhistologische Tumorzellnach-
weis in Knochenmark und Lymphknoten. (Janni et al. 2005)

Mikrometastasen im Knochenmark zum Zeitpunkt der Diagnose erwiesen
sich in einer gepoolten Analyse an 4703 Patientinnen im Vergleich zu tra-
ditionellen Prognosefaktoren neben dem Nodalstatus als einziger signifi-
kanter Prognosefaktor bezliglich dem Gesamtliberleben. (Braun et al.
2005). Die Methodik zum Nachweis der disseminierten Zellen ist bis jetzt
jedoch nicht standardisiert und die Gewinnung mit Knochenmarksaspirati-
on relativ aufwandig. Derzeit wird in einer deutschen Multicenterstudie zur
adjuvanten Mammakarzinomtherapie (SUCCESS-Studie) der Nachweis
disseminierter Tumorzellen im Blut mit untersucht. Dabei geht es um den
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pradiktiven Wert bezliglich des Therapieansprechens und die Identifizie-
rung genetischer Polymorphismen und ihrer Assoziation mit Therapiean-
sprechen und Toxizitat. (Janni et al. 2006)

In den letzten Jahren wurden —als Beispiel translationaler Forschung-
mehrere prospektive Studien zum prognostischen und pradiktiven Wert
von Genexpressionsprofilen verdffentlicht. (van de Vijver et al. 2002),
(Thuerigen et al. 2006), (Paik et al. 2004). Mit den RNA-microarray Me-
thoden konnten gute pradiktive Werte bezliglich Zehnjahresliberleben bei
jungen Brustkrebspatientinnen im Stadium I oder II, bezlglich Lokalrezi-
divrate und Gesamtiberleben bei nodalnegativen, rezeptorpositiven Pati-
entinnen sowie fur die Rate an pathologischer Komplettremission bei neo-
adjuvanter Chemotherapie gezeigt werden.

AuBerdem wurden mehr Patientinnen der low risk- Gruppe zugeordnet als
nach St-Gallen oder National-Institute-of-Health-Kriterien. (40 vs 15 vs
7%). Die nach gene profile als Niedrig-Risiko-Gruppe eingestuften Frauen
bzw. Tumoren hatten zusatzlich eine bessere Prognose. (gerundet 20 ver-
sus 50% Fernmetastasierung + Mortalitat im 8-Jahres-follow up) Diese
Methode kdénnte also auch das Potential haben, Ubertherapie zu vermei-
den.

Das gene-profiling wird an schockgefrorenem Tumorgewebe durchgeflihrt
und kann zehntausende Gene mit quantitativer Auswertung umfassen. In
den erwahnten Untersuchungen wurden um 70 Gene fur die Bestimmung
der sogenannten Gensignatur ausgewahlt.

Solche microarrays sind inzwischen auch kommerziell erhaltlich (Mam-
maPrint™)

Auf der 9. internationalen Konsensuskonferenz in St. Gallen 2005 wurde
erstmals die HER2/neu-Uberexpression fiir das nodalnegative Karzinom
als prognostischer Faktor anerkannt — und nicht nur als pradiktiver Faktor
flir das Ansprechen einer Therapie mit Herceptin (Trastuzumab). AuBer-
dem wurde neu auch das Vorhandensein einer GefaBinvasion bei nodalne-
gativen Tumoren Risiko erhéhend wie Lymphknotenbefall gewertet.

Andere von den oben genannten Faktoren wurden vom Expertenpanel
nicht flir ausreichend etabliert gehalten um in die Risikoeinstufung einer
Patientin mit Mammakarzinom mit einbezogen zu werden.
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Dies gilt auch noch nicht flr den Biomarker Plasminogenaktivator vom U-
rokinasetyp uPA und seinen Inhibitor PAI-1. Obwohl flir diese Faktoren
Studien entsprechend Oxford LoE 1 vorliegen, stehen noch die Zehnjah-
res-Uberlebensdaten prospektiver Studien aus. Sie kénnten niitzlich sein,
um das individuelle Risiko von nodalnegativen Patientinnen und solchen
mit intermedidarem Grading zu spezifizieren und das Ansprechen auf Che-
motherapie vorauszusagen. Nodalnegative Patientinnen ohne Uberexpres-
sion dieser Tumorproteasen haben wenig oder keinen benefit von einer
zytostatischen Therapie. Dieser ist deutlich groBer bei Uberexpression.
Dafir profitieren diese Frauen wenig von einer Hormontherapie. (Look et
al. 2002). Genannte Marker kénnen mit Hilfe eines kommerziell erhaltli-
chen ELISAs bestimmt werden.

Cyclin E beschleunigt den Ubergang von der G1 zur S-Phase und fiihrt zu
chromosomaler Instabilitat. Zu diesem Zellzyklusprotein existiert eine
retrospektive Studie, die bei einer mit Western blot nachgewiesenen U-
berexpression eine 5-Jahresiuberlebensrate unter 30% versus lber 95%
bei niedriger Konzentration zeigte. Dieser Parameter ist aber aufgrund der
Methodik sowie fehlender prospektiver Daten ebenfalls noch nicht reif flr
den klinischen Einsatz auBerhalb von Studien. AuBerdem brachten im-
munhistochemische Untersuchungen andere Ergebnisse. (Keyomarsi et al.
2002).

Die Proliferationsrate — und damit die angenommene Aggressivitat des
Tumors - korreliert mit der Menge des von kultiviertem Tumorfrischgewe-
be aufgenommenen radioaktiven Thymidin. In prospektiven Studien wurde
der Wert des Thymidin-Labeling Index (TLI) als prognostischer Marker flr
das krankheitsfreie Finf- bzw. Achtjahresiberleben sowie als pradiktiver
Marker bezlglich des Ansprechens auf CMF und FEC gezeigt. (Paradiso et
al. 2001), (Silvestrini et al. 1995), (Volpi et al. 2000)

2.3.2 Tumorproteasen

Zur Gewebsinvasion und Metastasierung mussen Tumorzellen nach Abl6-
sung die Basalmembran Uberwinden, nach Invasion in Blut- und Lymph-
gefaBe an entferntem Gewebe adharent werden, dort in Parenchym pe-
netrieren und wieder proliferieren. Dies und die Bildung des Primartumors
Uber 2 mm GrdéBe ist entscheidend mit der Fahigkeit zur Neoangiogenese
verbunden. Die anderen Schritte beruhen zum Teil auf der Wirkung ver-
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schiedener Tumorproteasen (oder —proteinasen). Zunachst kommt es zu
einem durch Oberflachenrezeptoren vermittelten Kontakt zwischen Tu-
morzelle und Basalmembran. Dann lésen proteolytische Enzyme aus der
Tumor- oder der Wirtszelle extrazellulare Matrix, Basalmembranen - eine
Matrix aus Kollagen, Glykoproteinen und Proteoglykanen- und Bindegewe-
be auf. Dazu tragen extrazelluldr sezernierte Matrix-Metalloproteinasen
wie MMP-1 und MMP-9 oder Serinproteinasen wie t-Plasminogenaktivator
bei, aber auch die Cystein- und Aspartatproteasen Cathepsin B, L und D.
Die Proteasen haben jeweils Inhibitoren als Gegenspieler und kdnnen je
nach den entsprechenden Konzentrationsverhaltnissen wirken. Dieses
Gleichgewicht wird auch durch Zytokine beeinflusst. (Loeffler et al. 2006)

Ein interessanter indirekter therapeutischer Aspekt zur Minderung bzw.
Umgehung von Anthrazyklintoxizitat ist, dass versucht wird sogenannte
prodrugs einzusetzen, die durch ebendiese proteolytische Aktivitat in Tu-
mornahe aktiviert werden. (Kruger and Wojnowski 2006)

2.3.3 Cathepsine und Cathepsin D
2.3.3.1 Historisches und biochemische Grundlagen

Cathepsine (von griechisch: ,verdauen™) wurden 1936 von Max Bergmann
als einer der ersten in der Zeitschrift ,,science™ beschrieben. Dieser war als
judischer Wissenschaftler zunachst in Dresden und ab 1933 an der Ro-
ckefeller University in New York tatig.

Die ersten Beschreibungen von Cathepsinen beziehen sich auf Kalbsthy-
mus und Rindermilz.

Es handelt sich um lysosomale Proteasen, die im dort herrschenden sau-
ren pH-Milieu (pH 4,8, Cathepsin D bis pH 6,2 in vitro) aktiviert werden.
(Capony et al. 1987; Nomura and Katunuma 2005) Einige Cathepsine, die
auch sezerniert werden kdénnen, sind jedoch auch bei neutralem pH-Wert
aktiv. Lysosomen sind die im Golgiapparat produzierten Verdauungsorga-
nellen der Zellen. AuBer Proteasen finden sich dort u.a. auch Lipasen,
Nucleasen und Carbohydrasen. Die Enzyme selbst werden im Zytosol und
im endoplasmatischen Reticulum produziert und dann in den Lysosomen
akkumuliert. Lysosomen verdauen phagozytierte Makromolekdile oder
auch verbrauchte Reste der Zellstrukturen selbst wie z.B. Rezeptoren, sind
auch bei der Reparatur von Zellmembranen beteiligt und spielen eine Rolle
bei der Apoptose. Fehlfunktionen der digestiven Enzyme kdénnen den
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Zellmetabolismus stéren und verschiedene Speicherkrankheiten verursa-
chen.

Die lysosomale Ausstattung mit Proteasen und Cathepsinen variiert je
nach Gewebeart.

2.3.3.2 verschiedene Isoformen

Inzwischen sind 12 Cathepsinformen aus tierischen und menschlichen
Zellen identifiziert. In pflanzlichen Zellen scheinen sie eine geringere Be-
deutung zu haben.

Sie gehoren mit ihren jeweils eigenen Spezifitaten, Substraten und Inhi-
bitoren zu verschiedenen Gruppen und ,Klanen®.

Cathepsin B, C, H, F, K, L, O, S, Vund W sind Cystein-Proteinasen. Ca-
thepsin A und G gehdéren zur Gruppe der Serin-Proteinasen. Hingegen be-
zeichnet man Cathepsin D und E- wie unter anderen auch Pepsin, Renin
und eine HIV-1-Proteinase- als Aspartatproteinase, weil sie im aktiven
Zentrum 2 Asparaginsaurereste besitzen. (de Duve 1983)

2.3.3.3 Synthese

Cathepsin D wird im endoplasmatischen Retikulum als Proenzym syntheti-
siert. Dies ist dem Pepsinogen genetisch verwandt. Es wird Uber Mannose-
6-Phosphat-Rezeptoren und andere unbekannte Rezeptoren in Lysosomen
-aber auch in Krebszellen und Fibroblasten- endozytotisch aufgenommen.
Im sauren Milieu wird unter anderen der die Substratbindungsstelle blo-
ckierende Proteinrest abgespalten. Interessanterweise sind daran auch
Cathepsin B und L beteiligt. (Wille et al. 2004) AuBerdem folgt noch eine
Glykosilierung. (Loeffler, Petrides et al. 2006) (Liaudet-Coopman et al.
2006)

Sein Gen liegt auf dem auBeren Ende von Chromosom 11p. (Faust et al.
1985).

2.3.3.4 Funktionen und Wirkungen. Bezug zur Onkogenese
Die Funktionen und Wirkungen der Cathepsine sind multipel:

Cathepsin B scheint eine protektive Rolle bei Morbus Alzheimer zu spielen,
namlich bei der Spaltung der amyloiden Plaques AB. Auch Cathepsin D
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wird diesbezlglich diskutiert. (Hook et al. 2005; Mueller-Steiner et al.
2006; Riemenschneider et al. 2006).

Cathepsin L hat eine spezifische Funktion bei der Antigenprasentation in
Thymuszellen. (Nakagawa et al. 1998)

Cathepsin D wurde ktrzlich auch im menschlichen Schwei3 nachgewiesen
und scheint dort die Immunabwehr der Haut zu modulieren. (Baechle et
al. 2006)

Mdause, die durch Gen-knock-out kein Cathepsin D bilden, sterben nach 3-
4 Wochen untererndhrt und bewegungsarm mit Atrophie der Ileummuco-
sa, intestinaler Nekrose sowie apoptotischer Gewebszerstérung des Thy-
mus und der Milz bei T- und B-Zell-Mangel. Die Lysosomenfunktion war
unbeeintrachtigt. Auch die Retina wird atrophisch . Die Interpretation ist
eine Cathepsin-D-Defizienz-induzierte Apoptose. Bei Cathepsin B oder -L
knock out trat dies nicht auf. (Saftig et al. 1995; Koike et al. 2003)

Es ist sowohl die Verhinderung der Apoptose unter physiologischen Um-
stdanden als auch deren Induktion z.B. nach oxidativem StreB3 oder unter
EinfluB von Zytostatika, beschrieben. Dabei wird Cathepsin zusammen mit
seinem Transkriptionsfaktor p53 in das Zytosol abgegeben. (Kagedal et al.
2001; Roberg et al. 2002; Johansson et al. 2003; Liaudet-Coopman,
Beaujouin et al. 2006)

Ein Inhibitor fir Cathepsin D ist bei Sdugetieren nicht bekannt.

Insbesondere Cathepsin D, B und L sind in Zusammenhang mit Progres-
sion und Metastasierung von Karzinomen gebracht worden. (Koblinski et
al. 2000; Liaudet-Coopman, Beaujouin et al. 2006,Joyce, 2004)

Bei maligne transformierten Zellen sind diese normalerweise intrazellula-
ren Proteinasen auch membranstandig in aktivierter Form nachweisbar.
(Loeffler, Petrides et al. 2006) Um maligne Tumore herum herrscht nor-
malerweise ein etwas saurerer pH-Wert als physiologisch. (Griffiths 1991)
Dies ist allerdings nicht die einzige Erklarung flr ihre extrazellulare Wirk-
samkeit. (s.u.)

Cathepsine zeigen eine erhdhte Expression bei verschiedenen Krebsarten.
Magen-, Prostata- und Brustkrebs sind in diesem Zusammenhang erwah-
nenswert und zwar insbesondere die aggressiveren Tumore. (Nomura and
Katunuma 2005). Cystein-Proteasen sind auch bei HPV-16 induzierten
Zervixkarzinomen hochreguliert. (Joyce et al. 2004)
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Procathepsin D wurde in Bezug auf Brustkrebs zuerst als von MCF-7 Zel-
len sezerniertes 52 kDa grofBes, durch Estrogen stimulierbares Gly-
koprotein beschrieben. Es gibt zusatzlich eine intermediare Form (M, 48
kDa) und reife Formen (M, 34 und 14 kDa).

Man fand es in erhdhten Konzentrationen auch bei proliferativen und
zystischen Mastopathien (Capony, Morisset et al. 1987; Rochefort et al.
1987) . Auch nachfolgende Publikationen aus derselben Gruppe zeigen an
Brustkrebszellinien, dass die Cathepsin-D-Expression durch Estrogene und
Wachstumsfaktoren reguliert wird. (Capony et al. 1989; Cavailles et al.
1989; Rochefort et al. 1989)

Exogene Gabe von Procathepsin-D zu einer Brustkrebszelllinie bewirkt
mitogene Aktivitat. Diese kann durch spezifische Antikdrper gegen das
Propeptid gehemmt werden, aber nicht durch Hemmung der proteolyti-
schen Aktivitat. Die Expression des Propetides wird in manchen Brust-
krebszelllinien durch Estrogene stimuliert. (Fusek and Vetvicka 1994)

Durch Transfektion mit humaner Cathepsin-D cDNA lasst sich das meta-
statische Potential von Tumorzellen bei Nacktmausen erhéhen. (Garcia et
al. 1996)

Auch andere berichten, dass fir die mitogene Wirkung die proteolytische
Aktivitat nicht notwendig ist. Es scheint sich eher um einen extrazellula-
ren, evtl. rezeptorvermittelten Mechanismus zu handeln. Der Rezeptor
selbst ist noch nicht identifiziert. (Glondu et al. 2001; Beaujouin et al.
2006; Liaudet-Coopman, Beaujouin et al. 2006) Fur diese Interaktion
wurde der Mannose-6-Phosphat/IGF2-Rezeptor vorgeschlagen. (Vetvicka
et al. 1997; Vetvicka et al. 2000) Es wird vermutet, dass Cathepsin-D in-
trazellular die Sezernierung von wachstumshemmenden Proteinen hemmt.
In der Zellkultur verhindert es den dichteabhangigen Stopp des Zell-
wachstums. (Liaudet et al. 1995) Es kdnnte auch sein, dass Cathepsin-D
die Aufnahme von Wachstumsfaktoren aus dem Extrazellularraum er-
leichtert. (Briozzo et al. 1991)

In Brustkrebszelllinien verhindert Cathepsin-D die Tumorzellapoptose.
Unter zytotoxischem EinfluB scheint es die Apoptose aber - unabhangig
von seiner katalytischen Aktivitat- zu stimulieren. Evtl. sind hier mehrere
verschiedene Mechanismen involviert. (Berchem et al. 2002; Liaudet-
Coopman, Beaujouin et al. 2006)
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Allerdings scheint Cathepsin D auch ein entscheidender parakriner Faktor
fur endotheliale und fibroblastische Zellen zu sein. Die unmittelbare Stro-
maumgebung spielt bei der Tumorgenese eine aktive Rolle. Es gibt hier
einen regen Austausch von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Proteasen
wie uPA oder Matrixmetalloproteinasen. (Liaudet-Coopman, Beaujouin et
al. 2006)

In vitro stimuliert Cathepsin D auch die Angiogenese und hemmt die Tu-
morzellapoptose. (Berchem, Glondu et al. 2002) Ersteres lie3 sich auch
immunhistochemisch an 102 Mammakarzinompraparaten bestatigen.
(Gonzalez-Vela et al. 1999) Andererseits gibt es auch Berichte Uber die
Stimulierung von Angiostatin beim Prostatakarzinom (weit weniger stark
beim Mammakarzinom) und Uber eine bestimmte Spaltung von Prolactin,
also Hemmung der Angiogenese. (Morikawa et al. 2000; Tsukuba et al.
2000; Piwnica et al. 2004)

Cathepsin-D und Procathepsin-D lassen sich auch im Serum nachweisen.
Bei 18 von 30 Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs war dies der
Fall und in keinem Fall bei karzinomfreien Patientinnen. (Brouillet et al.
1997)

Seit den 1990er Jahren haben Studien immer wieder ein schlechteres U-
berleben bei hohen Cathepsin D-Spiegeln gezeigt. Nachfolgend sind einige
Beispiele aufgefluhrt:

* Bei 331 Brustkrebspatientinnen hatten diejenigen mit hohen Cath-
D-Spiegeln im Tumorzytosol ein signifikant klrzeres krankheitsfreies
und GesamtlUberleben. Dies war in der estrogenrezeptor-negativen
Gruppe nicht signifikant. (Duffy et al. 1992)

* Pujol, Maudelonde et al verfolgten prospektiv 123 Patientinnen mit
primarem Mammakarzinom uber 5 Jahre. Im Tumorzytosol immu-
noenzymatisch bestimmte Cathepsin D-Konzentrationen korrelierten
nur mit dem Lymphknotenstatus. Hohe Cath D-Spiegel, negativer
Progesteronrezeptorstatus und Lymphknotenbeteiligung waren die
wichtigsten signifikanten prognostischen Faktoren. (Pujol et al.
1993)

* Uber median 4 Jahre zeigte sich bei 2810 Brustkrebspatientinnen, in
deren Tumorzytosol erhéhte Cathepsin-D-Konzentrationen bestimmt
wurden, eine schlechtere Prognose. (Foekens et al. 1999)
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im Falle einer hohen Cathepsin-D-Konzentration im Tumorzytosol
(gréBer 60 pmol/mg Protein) ergab sich bei 138 Frauen mit 5 Jahren
Beobachtungszeit ein signifikant hdheres Risiko fir frihe Rezidive o-
der Metastasierung (friher als 3 Jahre). Bei nodalnegativen Patien-
tinnen gilt dies auch flr die gesamte und krankheitsfreie 5-Jahres-
Uberlebensrate. (Scorilas et al. 1999)

Harbeck et al untersuchten in einer multivariaten Analyse prospektiv
ein Kollektiv von 276 Patientinnen mit Brustkrebs und median 109
Monaten Nachbeobachtungszeit. Neben bekannten Faktoren suchten
sie nach dem prognostischen und pradiktiven Werten von uPA und
PAI-1 sowie der Cathepsine B,D und L . Dabei wurden die Konzent-
rationen immunhistochemisch am Primartumorgewebe bestimmt.
Cathepsin-L war bei nodalpositiven Patientinnen der einzige signifi-
kante Faktor fur krankheitsfreies und Gesamtlberleben. Bei nodal-
negativen Frauen waren die wichtigsten prognostischen und pradik-
tiven Faktoren PAI-1 und das grading. Flur das Gesamtkollektiv wa-
ren nur Lymphknotenstatus, grading, PAI-1 und Cathepsin-L statis-
tisch signifikant. (Harbeck et al. 2001)

In einer anderen Verdffentlichung beziehen sich dieselben Autoren
auf die Untersuchung der Cathepsine im Tumorzytosol und von uPA
und PAI-1 in Extrakten von Auswaschungen der Tumorpraparate.
Die Untersuchung bezieht sich auf die gleiche Patientinnenzahl und
Nachbeobachtungszeit wie die vorgenannte.

Hierbei ergeben sich dhnliche Ergebnisse. Aber in der Subgruppe der
nodalnegativen Patientinnen zeigt sich, dass solche mit sowohl
niedrigen PAI-1 als auch niedrigen Cathepsin D-Konzentrationen nur
3,2% Rezidiv-oder Metastasierungsrate (,relapse"™) hatten im Ver-
gleich zu 39% bei hohen Spiegeln. (Harbeck et al. 2000)

Bei 1033 Patientinnen mit primarem Mammakarzinom, die Uber me-
dian 52 Monate nachverfolgt wurden, waren hohe Cath D-Spiegel im
Tumorzytosol (>59 pmol/mg Protein) mit einer klirzeren Gesamt-
Uberlebenszeit assoziiert —sowohl in der gesamten Gruppe als auch
bei Lymphknotenbefall. (Rodriguez et al. 2005)

Die meisten Untersuchungen beschaftigen sich mit dem Nachweis von
Cathepsin D im Tumorzytosol. Dies ist aber eine relativ aufwandige Me-
thode, die bei kleinen Tumoren in der klinischen Praxis nicht immer gut
zur Anwendung kommen kann.
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Im NSABP B20 trial wurden rezeptor-positive, nodal-negative Mammakar-
zinompatientinnen zusatzlich zur Tamoxifen-Therapie zu einer Chemo-
therapie randomisiert. Es wurde ein ,recurrence score" (RS) aus 21 Ge-
nen, u.a. in der Untergruppe Invasion CTSL2, das flr Cathepsin L2 kodie-
rende Gen, und MMP11, das fur Stromolysin kodierende Gen, bestimmt.
Der score konnte statistisch signifikant die Wahrscheinlichkeit von Me-
tastasierung und benefit einer Chemotherapie vorhersagen. (Paik, Shak et
al. 2004; Paik et al. 2006)
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2.3.4 Glycodelin A

2.3.4.1 Historisches und Biochemische Grundlagen von Glycodelin

Das 28 kDalton groBe, homodimere Glykoprotein gehért zur Familie der
Lipocaline. Es hat einen Kohlenhydratgehalt von 17,5% und existiert ab-
hangig von der Art seiner Glykosilierung mit Oligosacchariden in unter-
schiedlichen Isoformen, namlich Glycodelin A (Gd A) und dem im Semi-
nalplasma gefundenen Glycodelin S.

Die Glykosilierung mit komplexen Glycanstrukturen (fucosylierten Lacdi-
NAc) ist fur Sdugetiere ungewodhnlich.

Glycodelin-A wurde vermeintlich zuerst in der Plazenta nachgewiesen. Da-
her rahrt auch ein friiherer Name, namlich placental protein 14 (PP14).
Allerdings stellte sich spater heraus, dass das Glykoprotein eigentlich von
kontaminierender Dezidua stammte. Andere Namen waren placentares
a2-Mikroglobulin, a-uterines Protein, Progesteron-abhangiges endometri-
ales Protein, schwangerschaftsassoziiertes endometriales a2-Globulin (a.2-
PEG) und humanes p-Lactoglobulin Homolog.

Die Aminosauresequenz wurde bereits 1988 aufgeklart. (Julkunen et al.
1988) Damit wurde die Gleichartigkeit der oben genannten Substanzen
nachgewiesen.

2.3.4.2 Lipocaline

Die Proteinfamilie der Lipocaline umfasst eine groBe Grupppe von extra-
zelluldren Proteinen, die Molekile binden und in die Zelle transportieren.
Sie kommen ubiquitar in Lebewesen vor und sind in eine Reihe wichtiger
physiologischer Prozesse eingebunden. Sie sind tassenférmig gebaut und
kdnnen in dieser Sekundarstruktur Uber eine Ligandenbindungsstelle
hydrophobe Substanzen aufnehmen, mit einer Art Deckel verschlieBen
und werden nach Andocken an spezifische Rezeptorproteine mit Hilfe von
Endozytose in die Zellen aufgenommen. Lipocaline sind mit rund 180
Aminosauren verhaltnismaBig klein. Die Aminosauresequenz ist ihnen bei
relativ groBer Variabilitat an zumindest einer, meist an 3 Arealen gemein-
sam. Sie bilden Komplexe zusammen mit l6slichen Makromolekdlen.

Es handelt sich bei den Lipocalinen aber nicht nur um bloBe Transport-
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proteine, sondern es ist eine breite Palette von Funktionen nachgewiesen.
Diese reicht vom Retinol- und Pheromontransport Uber eine Rolle in der
Prostaglandinsynthese und der Regulation der Zellhomdostase bis zur Mo-
dulation von Immunreaktionen, der Funktion des Geruchssinnes und bei
der Pigmentierung bei wirbellosen Tieren. (Flower 1996) Der Genlocus be-
findet sich auf Chromosom 9q34. (Van Cong et al. 1991)

2.3.4.3 Vorkommen, Stimulierbarkeit und Wirkungen

Glycodelin A wird vom Endometrium in der Sekretions- bzw. spaten Lu-
tealphase sezerniert (Mylonas et al. 2000), beginnend 4-5 Tage nach der
Ovulation und zunehmend bis zum 10. Tag postovulatorisch (Brown et al.
2000), und von Dezidua im ersten Schwangerschaftstrimester progestero-
nabhangig in hoher Konzentration. Die maximalen Konzentrationen wer-
den zwischen 10-18 Schwangerschaftswochen erreicht. (Bell et al. 1986)
Bei Patientinnen mit Abortus imminens fand man signifikant niedrigere
Serumspiegel als bei unbeeintrachtigter Schwangerschaft. (Tomczak et al.
1996)

Es gibt Hinweise, dass auch Estradiol einen stimulierenden Effekt auf die
Glycodelinsezernierung hat, evtl. aber im Sinne eines ,,priming" bzw. der
Differenzierung der Endometriumzellen und Hochregulierung der Pro-
gesteronrezeptoren. (Seppala et al. 2002) Unter Einnahme und nach Ab-
setzen des Antidstrogens Clomiphen fanden sich erniedrigte Serum-
Glycodelinspiegel. (Fazleabas et al. 1991) In einer anderen Arbeit waren
die Glycodelinspiegel allerdings unter Tamoxifengabe erhéht (und bei
gleichzeitiger Gabe von Mifepriston- einem selektiven Progesteronrezep-
tormodulator und zumindest in vivo hauptsachlichem Gestagenantagonis-
ten - erniedrigt. (Swahn et al. 1993))

Entsprechend seiner Sekretion aus Endometrium wurde Glycodelin A auch
bei Endometriosepatientinnen - abhangig von der Invasivitat der Herde-
in erhdhter Konzentration in Peritonealfllssigkeit und Plasma nachgewie-
sen. (Koninckx et al. 1992)

Auch kontrazeptive Eigenschaften werden diesem Protein zugesprochen:
Es hemmt dosisabhdngig die Bindung von Spermien an die Zona pellucida
der Eizellen. Dieser Effekt konnte auch einen Rolle bei der Infertilitat von
Endometriosepatientinnen spielen. (Oehninger et al. 1995) Mittzyklisch,

im ,fertilen Fenster", lasst sich Glycodelin A tatsachlich intrauterin nicht
nachweisen. Induzierung von verstarkter Glycodelinexpression durch lo-
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kale oder systemische Progesterongabe vermindert deutlich die Befruch-
tungsfahigkeit von Spermien

AuBerdem konnte Glycodelin in Brust- und Ovarialgewebe, im Eileiter, in
den Samenblaschen des Mannes sowie im Seminalplasma, im Knochen-
mark und in ekkrinen Drisen nachgewiesen werden. (Seppala, Taylor et
al. 2002).

B-Lactoglobulin (Blg), ein zu Gd nahe verwandtes Protein, wird in der
Milch von Saugetieren, speziell Rindern, sezerniert. (Flower 1996)

Glycodelin gehdrt auch zu den Akut-Phase Proteinen. Diese steigen in ei-
ner komplexen physiologischen Reaktion auf Stress und inflammatorische
Reize im Serum an.

Bereits 1994 wurden seine immunsuppressiven Eigenschaften an hamato-
poetischen Zellen demonstriert. (Morrow et al. 1994). Es unterdrickt auch
die Aktivitat natlrlicher Killerzellen und T-Zell-Aktivitat. (Okamoto et al.
1991). Glycodelin A - nicht GdS- induziert die Apoptose aktivierter T-
Zellen. (Mukhopadhyay et al. 2004) Dies kdnnte auch an der fetomater-
nalen Grenzzone einen naturlichen Sinn erflllen, indem es die AbstoBung
des Embryos als semipaternales Allograft behindert oder verhindert.
(Seppala, Taylor et al. 2002)

Analysen von Genexpressionsprofilen mit Nachweis interferoninduzierbarer
Gene bei 40% der Mammakarzinome lieferten Hinweise darauf, dass die
Immunantwort sowohl bei Brustkrebs als auch beim Ovarialkarzinom ei-
nen kontrollierenden Einfluss auf Progression und Metastasierung zeigt.
Die Autoren sehen darin einen Hinweis auf entweder eine immunologische
Rolle oder sogar auf eine virale Ursache bei der Tumorgenese. Der Nach-
weis infiltrierender T-Zellen korreliert mit besserem Gesamtlberleben und
progressionsfreiem Intervall bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen.
(Zhang et al. 2003; Einav et al. 2005)

In vitro wird Glycodelin als Marker der endothelialen Differenzierung von
Endometrium benutzt. (Arnold et al. 2001)

2.3.4.4 Bezug zur Onkogenese

Bei Versuchen an einer Brustkrebszelllinie induzierte die Transfektion von
Glycodelin-cDNA (complementary DNA ohne introns) eine Hochregulation
von Markern der epithelialen Differenzierung wie Zytokeratinen und E-
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Cadherin (ein Membranprotein, dass auf der Zelloberflache mit anderen
Proteinen in Wechselwirkung tritt und somit Zell-Zellkontakt herstellt) so-
wie einer veranderten intrazelluldren Verteilung von B-Catenin (lat. cate-
na, die Kette; Verbindungsprotein zwischen Zelladhdasionsmolekllen wie
Cadherin und dem Zellzytoskelett; gleichzeitig intrazellulares Signalmole-
kil und Komponente eines Transkriptionsfaktors; erhéht bei manchen
Tumoren (Loeffler, Petrides et al. 2006) ). AuBerdem sah man auch mor-
phologisch eine starkere Ausdifferenzierung, eine verringerte Proliferation
und vermehrte Apoptose. (Kamarainen et al. 1997)

2003 fanden Jeschke et al andererseits, dass Gd A aus Fruchtwasser und
aus mutterlichem Serum in vitro E-Selectin vermittelte Zelladhasion inhi-
biert. Dieser Mechanismus kénnte auch eine Rolle bei der Karzinogenese
und beziglich der Fahigkeit der Metastasierung von Tumorzellen spielen.
(Jeschke et al. 2003)

An Mammakarzinomen ohne Lymphknotenmetastasen lieB sich sowohl mit
in situ Hybridisierung als auch immunhistochemisch eine starkere Glyco-
delin-A-Expression zeigen als an solchen mit axilldrem Lymphknotenbefall.
Duktale carcinoma in situ-Tumoren der Mamma wiesen sogar in 100% ei-
ne Expression auf. (Jeschke et al. 2005), (Shabani et al. 2005)

Bischof et al beschreiben andererseits signifikant erhéhte Glycodelin-A-
Konzentrationen bei Ovarialkarzinomen bzw. deren Zystenfllissigkeit im
Vergleich mit benignen Zysten. Das gleiche ergab sich in dieser Untersu-
chung flr die Serumwerte derselben Patientinnen. (Bischof et al. 2005)
Riittinen hatte 1992 solche Unterschiede bei einer ahnlichen Arbeit an
Zystenflissigkeiten nicht gefunden. (Riittinen 1992)

In einer retrospektiven Untersuchung an 460 serésen Ovarialkarzinomen
gelang der immunhistochemische Nachweis im Zytosol der Tumorzellen in
79% der G1-Tumore und signifikant weniger haufig in nur 51% der G3-
Tumore. Das Oberflachenepithel normaler postmenopausaler Ovarien war
in 4 von 5 Fallen negativ fur Glycodelinfarbung. Glycodelin wurde also
haufiger bei gut differenzierten Karzinomen und auch haufiger in Tumoren
friher Stadien exprimiert. Zusatzlich korrelierte das Vorhandensein der
Glycodelinexpression —unabhangig vom Stadium- auch mit einem lange-
ren progressionsfreien Intervall und einer ldngeren 5-
Jahreslberlebensrate, bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen auch der
10-Jahresitberlebensrate. Allerdings war dies nicht konsistent in allen Tu-
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moren und keine unabhangige Variable. Unter Paclitaxel-Therapie fand
sich hier auch kein Unterschied mehr. (Mandelin et al. 2003)

Sowohl an normalem, als auch an dysplastischem und malignem platten-
epithelialem Gewebe der Cervix uteri lieB sich zum Teil eine starke Glyco-
delinexpression nachweisen. (Connor et al. 2000)

Es liegen also widersprlichliche Ergebnisse zur Frage vor, ob Glycodelin
eine Rolle bei der Karzinogenese und Metastasierung von Brustkrebs und
anderen Malignomen spielt.
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3 Fragestellung

In vorliegender Arbeit sollte die Expression von Glycodelin A und Ca-
thepsin D im Mammakarzinom immunhistochemisch an Paraffinschnitten
untersucht werden.

Es wird gepruft, ob Assoziationen mit bekannten Prognosefaktoren beste-
hen und ob es Unterschiede in der Expression abhangig von der Histologie
gibt.

Zur Expression von Glycodelin beim Mammakarzinom liegen erst wenige
Arbeiten vor. Erste in vitro Untersuchungen an Mammakarzinomzellinien
zeigten, dass Glycodelin die Differenzierung dieser Zellen beeinflusst. Ob-
wohl gezeigt wurde, dass fortgeschrittenere Brustkrebstumore niedrigere
Glycodelin messenger-RNA-Konzentrationen aufweisen, ist noch unbe-
kannt, ob die Expression von diesem Glykoprotein hier auch- wie beim O-
varialkarzinom gezeigt- mit der Differenzierung (grading) assoziiert ist.

Zusatzlich zu diesem immunsuppressiven und eher an der Tumorentste-
hung beteiligten Antigen wird mit Cathepsin D eine Protease untersucht,
die eine Rolle bei der Metastasierung und Angiogenese spielt. Hierbei wird
postuliert, dass Cathepsin D bei der Lyse der extrazelluldren Matrix und
der zellularen Umgebung und somit der Fahigkeit zur Invasion losgeldster
Zellen des Primartumors eine Rolle spielt. Hierzu gibt es zwar zahlreiche
Arbeiten mit Messungen der Cathepsin-D Konzentrationen im Tumorzyto-
sol, aber widersprichliche Ergebnisse in alteren immunhistochemischen
Untersuchungen.
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4 Material und Methoden

4.1 Tumorprdparate

In der Universitatsfrauenklinik Innenstadt der Ludwig-Maximilian-
Universitat Minchen existiert ein Tumorarchiv mit allen Paraffinblécken
der dort bis zum Jahr 2002 von Gynakopathologen oder Gynakologen mit
pathologischer Zusatzausbildung befundeten Karzinome.

Flr die vorliegende Untersuchung wurden im Jahr 2004 aus diesem Archiv
121 Praparate von Patientinnen herausgesucht, die in einem Zehnjahres-
zeitraum 1991 bis 2001 an einem Mammakarzinom operiert wurden. Erst
ab 1991 wurde gepuffertes Formalin zur Fixierung verwendet. Davor ware
eine immunhistochemische Bestimmung schwierig gewesen.

Um ein moéglichst homogenes Kollektiv zu erreichen, wurden nur duktale
und lobuldre Tumoren ohne Beschreibung von in situ - Anteilen einge-
schlossen.

4.1.1 Altersverteilung

Ursprunglich sollten aus demselben Grund wie oben mdglichst postmeno-
pausale Frauen aufgenommen werden. Es wurden Praparate von Frauen =
50 Jahren herangezogen, mangels Anzahl aber dann doch auch 16 Tu-
morbldcke von Patientinnen zwischen 45 und 49 Jahren ausgewertet.

Das Durchschnittsalter ist 62,2 Jahre (45-84 Jahre), der Median 61 Jahre
(25% Quartile 54,5 Jahre, 75% Quartile 69,5 Jahre), (Tabelle 1)

AItersverteiIung_j

N 121
Mittelwert 62,17
Minimum 45
Maximum 84

Standardabweichung

9,794

Tabelle 1: Altersverteilung der Patientinnen mit Mammakarzinom
insgesamt
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4.1.2 Menopausenstatus

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, ist also die Uberwiegende Anzahl (mindes-
tens 85%) der Patientinnen postmenopausal.

Ex post wurde teilweise anhand der Pathologiescheine, teilweise anhand
der Originalakten der Menopausenstatus der Patientinnen eruiert. Bei 4
Patientinnen, die alle unter 55 Jahre alt sind, waren die Akten nicht mehr
auffindbar, so dass der Menopausenstatus nicht geklart werden konnte.

Menopausenstatus Anzahl Prozent
postmenopausal 103 85,1
praemenopausal 14 11,6
fehlend 4 3,3
gesamt 121 100,0

Tabelle 2: Menopausenstatus

4.1.3 Histologie

Die vorliegende Untersuchung konzentriert sich auf die beiden haufigsten
Tumortypen, namlich das invasiv duktale und das invasiv lobuldre Mam-
makarzinom. 83 (69%) der untersuchten Praparate sind vom duktalen
Typ, die Ubrigen (38 Praparate = 31%) invasiv lobular.

4.1.4 Differenzierung

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei den in die Untersuchung einbezo-
genen Patientinnen war es in der I. Unifrauenklinik Minchen nicht tblich,
lobulare Mammakarzinome bezlglich ihrer Differenzierung zu beurteilen.
Da die Expression von Glycodelin A und Cathepsin D jedoch u.a. auch mit
dem grading aller Karzinome korreliert werden sollte, wurden die Prapa-
rate der lobularen Karzinome nachtraglich durch einen Gyndkopathologen
(N. Shabani) bezuglich dieses Kriteriums beurteilt. Dabei muBten 4 der
betroffenen 39 Praparate aus technischen Grinden unberlcksichtigt blei-
ben. (,GX").(Abbildung 1)
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Abbildung 1: Grading aller untersuchter Tumorpraparate

lobular (n/%) duktal (n/%) gesamt (n/%)
G1 15 39,5% 9 10,8% 24 19,8%
G2 16 42,1% 40 48,2% 56 46,3%
G3 3 3,6% 34 41,0% 37 30,6%
GX 4 10,5% 0 4 3,3%

Tabelle 3: Verteilung des gradings je nach Histologie

Bei den duktalen Karzinomen sind relativ gesehen mehr Tumore schlecht
differenziert (G3).

( lobular (n/%) duktal (n/%) gesamt (n/%)
G1 15 39,5% 9 10,8% 24 19,8%
G2 16 42,1% 40 48,2% 56 46,3%
G3 3 3,6% 34 41,0% 37 30,6%
GX 4 10,5% 0 4 3,3%

Tabelle 3). Dieser Unterschied ist im X-Quadrat-Test statistisch signifi-

kant.
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4.1.5 Nodalstatus

Tumoren mit und ohne regionalen Lymphknotenbefall sind im untersuch-
ten Kollektiv fast paritatisch verteilt und zwischen den zwei histologischen
Tumortypen nicht signifikant unterschiedlich haufig. (siehe Abbildung 2;
asympt. Signifikanz im x2-Test: 0,797)

45 + 42 1

40

35

30 -
% 25 - Onodalneg
P 19 19 iti
< 20 - H positiv

15

10 -

5
invasiv duktal invasiv lobular

Abbildung 2: Nodalstatus je nach Histologie, asymptotische Signi-
fikanz im x2-Test: 0,797

4.1.6 Rezeptorstatus

Die Bestimmung der Hormonrezeptoren erfolgte immunhistochemisch im
gynakopathologischen Labor der Universitatsfrauenklinik Innenstadt der
LMU - wie auch die gesamte histologische Beurteilung. ,Rezeptornegativ
oder —-positiv" bedeutet flr die vorliegenden Tumore immer entweder ne-
gativ oder positiv fiir sowohl Ostrogen- als auch Progesteronrezeptor. Die
Einstufung in ,positiv" und , negativ" erfolgte qualitativ ohne dokumen-
tiertes score-System.

43,8 % der Karzinome dieser Untersuchungsreihe sind hormonrezeptor-
negativ und 56,2% hormonrezeptorpositiv. (Abbildung 3).Zwischen den
histologischen Tumortypen findet sich hierflr kein signifikanter Unter-
schied.
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Abbildung 3: Rezeptorstatus je nach Histologie; asymptotische
Signifikanz im x2-Test: 0,452
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4.2 Immunhistochemie

4.2.1 Prinzipielle Durchfiithrung

Die hier beschriebenen immunhistochemischen Farbungen wurden von
medizinisch technischen Assistentinnen durchgefltihrt (Christina Kuhn und
Susanne Kunze). Es wurde mit der sogenannten ,ABC-Methode" gear-
beitet. ,ABC" steht flur Avidin-Biotin-Complex. Dieses Verfahren ist in der
Universitatsfrauenklinik Innenstadt der Ludwig-Maximilian-Universitat
Minchen etabliert und in der Literatur beschrieben. (Noll and Schaub-
Kuhnen 2000)

Vorbereitung der Schnitte:

Von den Paraffinblocken mit dem formalinfixierten, eingebetteten Tumor-
gewebe werden mit dem Schlittenmikrotom 2-3um dicke Gewebeschnitte
gewonnen und auf speziell fir die Immunhistochemie beschichtete (,sila-
nisierte™) Objekttrager (,Superfrost Plus" der Firma Langenbrinck, Tenin-
gen, Dtl.), aufgezogen.

Zur Anfarbung der in Tabelle 4 genannten Antikdrper wurde das Detekti-
onssystem ,Vectastain Elite mouselgG-Kit" der Firma Vector Laboratories,
Inc,30 Ingold Road,Burlingame, CA, USA verwendet.

Entparaffinieren:

Zunachst wird das Gewebe durch eine 15 mindtige Inkubation in Xylol und
anschlieBende zweimalige Inkubation in hundertprozentigem Alkohol ent-
paraffiniert.

Um die endogene Peroxidase des zu farbenden Gewebes zu inaktivieren,
werden die Schnitte 20 Minuten in dreiprozentigem Wasserstoffperoxyd
(H203) in Methanol aufbewahrt.

Dies ist notwendig, weil die immunhistochemische Farbung mit dem hier
verwendeten Avidin-Biotin-Komplex (,ABC"-kit) auf der Reaktion mit an
einen Brlickenantikérper gebundener Peroxidase und dem Chromogen
3,3Diaminobenzidin beruht. Endogene Peroxidase findet sich hauptsachlich
in Granulozyten, Histiozyten und Erythrozyten. Nach erfolgreicher Inakti-
vierung der gewebsstandigen Peroxidase sollen Erythrozyten also farblos
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erscheinen.

Hitzeinduzierte Antigendemaskierung:

Sodann folgt die Aufhebung der durch Formalin verursachten Aldehydver-
netzung der Proteine durch Erhitzen der Schnitte in Citrat (2%iger Na-
Citratpuffer aus Na-Citrat und Citronensaure, pH6).

Dies erfolgt fuir 5 Minuten bei kochender Pufferlésung in einem Dampf-
kochtopf. Die Abklhlung mit Leitungswasser muss vorsichtig geschehen,
damit das Gewebe gut auf den Objekttragern haften bleibt. Bei einem der
Praparate kam es zum sogenannten ,Abschwimmen" (vgl. Absatz 4.2.3)
Die Objekttrager werden dann mit Aqua destilata (Aqua dest.) gespllt und
2 mal far 2 Minuten in Phosphate Buffered Saline (PBS, isotonische Lésung
aus Natriumchlorid, Natriumphosphat und Kaliumphosphat, pH auf 7,4
eingestellt) gewaschen.

Inkubation mit Blockierungsserum:

Um hydrophobe Bindungen der spater verwendeten Markierungs-
Immunglobuline an Membranen oder Fettgewebe -und damit eine unspe-
zifische Anfarbung des zu untersuchenden Gewebes- zu verhindern, sollen
elektrostatische Ladungen mit —in diesem Fall muralem (lat. mus = die
Maus) oder rabbit- Serum abgesattigt werden.

Dazu werden die Objekttrager fir 20 Minuten mit einer Losung aus 3
Tropfen Blockierungsserum von der Maus auf 10ml steriles PBS betraufelt
und vollstandig damit abgedeckt.

Inkubation mit dem Primarantikérper:

Nachdem die o0.g. Losung abgeschuttet wurde, werden die Objekttrager
mit dem jeweiligen Primarantikérper entweder tiber Nacht bei 4°C (Anti-
Glycodelin monokonal) oder fir 60 Minuten (Anti-Glycodelin polyklonal
und Anti-Cathepsin-D) inkubiert. Siehe hierzu auch Tabelle 4. Die verwen-
dete Verdlinnung war 1:800 in DAKO-Verdinnungsmedium flr den po-
lyklonalen Glycodelin-Antikdérper und 1:2000 fir den monoklonalen Glyco-
delin-Antikorper. Dies entspricht in beiden Fallen einer Endkonzentration
von 2ug/ml. Der Cathepsin-D-Antikérper wurde 1:60 in PBS verdinnt.
Dies entspricht einer Endkonzentration von 1ug/ml - flir den Cathepsin-D-
Antikorper.

Inkubation mit dem Sekundarantikdrper:

Zur farbigen Detektierung des Primarantikdrpers wird ein sogenannter
Brickenantikdrper eingesetzt. Dieser ist biotinyliert, das heiBt mit Biotin
markiert. Letzteres ist ein wasserldsliches Vitamin (Vitamin By,
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C10H16N203S) und lasst sich gut an Immunglobuline koppeln. Die ABC-
Methode basiert auf dessen Affinitat zu Avidin. Dieses ist ein aus Huhner-
eiweiB gewonnenes tetrameres Glykoprotein mit einem Molekulargewicht
von 64 kiloDalton (kDa). Genauer gesagt, wird ein gentechnisch gewon-
nenes, reineres Produkt namens Streptavidin verwendet.

An diesen Komplex ist das Enzym Peroxidase (40kDa) gebunden. Peroxi-
dase wird aus der Wurzel des Meerrettichs gewonnen. Zusammen mit dem
Chromogen 3,3 Diaminobenzidin (DAB) und H202 als Katalysator bildet
sich ein farbiges (braunes) Endprodukt.

Vom Sekundarantikérper — Anti-mouse flr Glycodelin mono und Cathepsin
D (Vectastain Elite mouse-IgG-kit; Firma Vector laboratories, Peterbo-
rough, UK) bzw. Anti-rabbit fir Glycodelin poly (Vectastain Elite rabbit-
IgG-kit)- wird ein Tropfen mit 3 Tropfen Normalserum und 10ml| DAKO-
Verdinnungsmedium bzw. PBS vermischt. Die Praparate werden 30 Mi-
nuten damit inkubiert. und anschlieBend wieder 2 mal 2 Minuten mit PBS
gewaschen.

Inkubation mit dem ABC-Komplex:

4 Tropfen Avidin-Reagenz werden mit mit 4 Tropfen Biotin-Reagenz (beide
Firma DAKO) und 10ml sterilem PBS versetzt und 30 min ruhen gelassen.
Sodann werden die Objekttrager 30min damit inkubiert und wiederum 2X2
Minuten mit PBS gewaschen.

Substratfarbung mit dem Chromogen:

2 Tropfen Pufferkonzentrat + 2 Tropfen DAB Chromogen (,Dyna Chrome")
der Firma Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA werden mit 2ml Aqua dest
verdinnt. Diese Lésung wird flr 8-10 min auf den Objekttragern belassen.

Danach wird wieder 2X2 min mit Aqua dest gewaschen.

Gegenfarbung:

Mit saurem Hamalaun nach Mayer (pH 4,5), einem basischen Farbstofflack
in saurer Losung, werden die Zellkerne blau gefarbt. Positiv geladene ba-
sische Farbstoffe lagern sich an die negativ geladenen Phosphatgruppen
der DNS an. Dies erfolgt flr 2 min und wird anschlieBend mit Leitungs-
wasser ausgewaschen.
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Nachbehandlung/Entwasserung:

Um die Schnitte haltbar zu machen, werden sie in einer aufsteigenden Al-
koholreihe mit 70%igem, 96%igem und absolutem Ethanol entwassert
und danach mit Eukitt luftdicht eingeschlossen.

4.2.2 Antikorper

Als Primarantikérper zum Nachweis der Cathepsin-D-Expression wurde ein
kommerziell erhaltlicher Mausantikdrper verwendet.

Zum immunhistochemischen Nachweis fir Glycodelin-A wurden zwei ver-
schiedene Antikérper verwendet.

Ein polyklonaler Antikérper erkennt die Glycodelin-Aminosauresequenz.
Der monoklonale Antikérper erkennt die umgebende Glykanstruktur.

Die Herkunft und Konzentration ist aus Tabelle 4 ersichtlich. Jeschke et al
beschreiben die Herstellung des monoklonalen Antikérpers in (Jeschke et
al. 2006)

Antigen Klon Isotyp  |Konzentration] Herkunft
Cathepsin D C5 Maus IgG 1ug/ml Dianova
Glycodelin-A| ;o5 | Kaninchen IgG oug/ml |Bioscience AG

polvklonal
Glycodelin-A | pg7 Bipo | Maus IgG 2ugml Bioscience AG
monoklonal

Tabelle 4: Antikorper fiir Immunhistochemie
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4.2.3 Bewertung nach IRS

Sowohl fur die Bewertung der Cathepsin D- als auch der Glycodelin A-
Expression kam der semiquantitative immunreaktive score (IRS) zur An-
wendung. (Remmele and Stegner 1987)

Er bewertet getrennt die Intensitat und Verteilung der immunhistochemi-
schen Farbung:
Bei der Intensitat steht
e 0" flr ,keine erkennbare Farbung",
* 1= schwach,
* 2= maBig und
» 3= stark gefarbt.
Hier wird jeweils die maximale Intensitat herangezogen - auch wenn
sie nur auf einzelne Zellen zutrifft.
Die Verteilung der Farbung wird in Prozentsatzen angegeben:
* 0= keine Farbung,
e 1= <10% der Zellen angefarbt,
e 2=11-50%,
* 3= 51-80%,
e 4= >80%.

Die beiden Werte werden multipliziert und ergeben einen score von 0-12.

Flr die Cathepsin-D-Farbung konnte in einem Fall die Bewertung aus
technischen Grinden nicht erfolgen. (Das Gewebe war artifiziell verandert,
im Jargon ,abgeschwommen"). Es handelt sich um eines von 10 Prapa-
raten aus der Gruppe von invasiv duktalen, nodal negativen G3 Tumoren.

In die Beurteilung der immunhistochemisch gefarbten Praparate wurde die
Autorin unter anderem von einem Gynakopathologen eingewiesen. Die
Beurteilungsergebnisse wurden stichprobenartig (ca. ein Viertel der Pra-
parate) von dem ebenfalls darin erfahrenen biochemischen Laborleiter (PD
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Dr. Jeschke) Uberpruft. Es mussten nur geringfligig Korrekturen vorge-
nommen werden.

4.3 Photodokumentation

Die immunhistochemischen Schnitte wurden mit einem Mikroskop der
Firma Leitz (Wetzlar, Deutschland) bei 10- bzw. 25-facher VergréBerung
betrachtet.

Die Digitalisierung erfolgte Uiber das C-Mount-Gerat 3-CCD der Firma JVC
(Friedberg, Dtl.) und die ,Color Video Camera KY F 55 B" derselben Firma.

Das ,,Computer System Discus 4.25.3." diente zur Betrachtung und Aus-
wertung der Farbung nach IRS (s.0.) nach WeiBabgleich am Bildschirm.

4.4 Statistische Auswertung

Die Datensammlung und statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Pro-
grammes SPSS (,,Statistical Package for the Social Sciences™ oder auch
~Superior Performance Software System") flir PC, Version 13.0 (SPSS
Inc. Headquarters, 233 S. Wacker Drive, Chicago, Illinois 60606, USA)
durchgeflihrt.

Da es sich um ein nicht exakt normalverteiltes Kollektiv handelt, kam fir
Tests mit 2 unabhangigen Variablen der nicht-parametrische Mann-
Whitney-U-Test zur Anwendung. Bei 3 oder mehr Variablen (Auswertung
nach grading oder flr Vergleiche von Untergruppen mit kombinierten Va-
riablen) wurde der Kruskal-Wallis-H-test genutzt. p<0,05 wurde als sta-
tistisch signifikant gewertet.

Korrelationen wurden nach Spearman-Rho berechnet.

In Kreuztabelllen wurde die Signifikanz von Unterschieden qualitativer
GroéBen mit dem y2-Test gepriift. Es gilt das gleiche Signifikanzniveau wie
oben.

Flr nicht normalverteilte Variablen bzw. Ergebnisse wird auch jeweils ein
Boxplot mit Darstellung von Median, 25- und 75% Quartilen sowie Ex-
tremfallen abgebildet.
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5 Ergebnisse

5.1 Cathepsin D

5.1.1 Histologie

Bei den duktalen Karzinomen fand sich ein signfikant héherer Farbescore.

Standard-
Histologie N Minimum | Maximum | Mittelwert| abweichung
invasiv duktal Cathepsin IRS 82 1 12 7,12 2,598
invasiv lobular |Cathepsin IRS 38 1 12 5,74 2,892

Tabelle 5: Cathepsin D, IRS abhdngig von der Histologie
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Abbildung 4: Cathepsin-D; IRS abhangig von der Histologie;
Boxplot mit Median, 25- und 75%Quartilen
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5.1.2 Grading

Bezliglich des Gradings fanden sich im Kruskal-Wallis-Test keine signifi-
kanten Unterschiede in der immunhistochemisch nachweisbaren Ca-

thepsin-D-Expression.
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10 ~
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Ogesamt
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Abbildung 5: Cathepsin-D-Expression; IRS abhdngig vom grading;

keine signifikanten Unterschiede der Mittelwerte
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Abbildung 6: Cathepsin-D; IRS abhangig vom grading;
Boxplot mit Median, 25- und 75%Quartilen

5.1.3 Nodalstatus

Hier findet sich mit p=0,048 flir Cathepsin D ein gerade signifikant hdéhe-
rer durchschnittlicher Farbescore bei Befall der regiondren Lymphknoten.

Die Mittelwerte sind 6,15 (n=60, Standardabweichung (SD) 2,65) ohne
Lymphknotenbefall und 7,22 (n=60, SD 2,78) bei axillarer Metastasie-
rung.
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Abbildung 7: Cathepsin-D; IRS abhangig vom Nodalstatus;
Boxplot mit Median, 25- und 75%Quartilen

5.1.4 Steroidhormonrezeptorstatus

Ostrogen- und progesteronrezeptornegative Tumore zeigen im Mittel fir
Cathepsin D eine minimal und nichtsignifikant starkere Farbung als hor-
monempfindliche Tumore. Die Mittelwerte der immunreaktiven scores sind
flr steroidrezeptornegative Tumore 6,85 (n= 53; SD 2,71) und 6,55 fur
rezeptorpositive (n= 67; SD 2,81)
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Abbildung 8: Cathepsin-D; IRS abhdangig vom Rezeptorstatus;
Boxplot mit Median, 25- und 75%Quartilen
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5.1.5 Fotodokumentation
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5.2 Glycodelin A

5.2.1 Monoklonaler Antikorper gegen Glycodelin A
5.2.1.1 Histologie

Bei den duktalen Karzinomen fand sich ein nicht signifikant héherer Farbe-
score als bei den lobularen.

Bei den invasiv duktalen Mammakarzinomen war der Mittelwert des Far-
bescores 1,81 (n=83, SD 1,92), bei den invasiv lobularen 1,55 (n=38, SD
1,39).
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Abbildung 11: Glycodelin monoklonal: IRS abhangig von der His-
tologie;
Boxplot mit Median, 25- und 75%Quartilen
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5.2.1.2 Grading

Mit p=0,059 erreichen die Unterschiede im IRS beziglich grading beim
monoklonalen Glycodelin-Antikdrper nicht ganz statistische Signifikanz im
Kruskal-Wallis-Test. AuBerdem findet sich keine —theoretisch vorstellbare
und bei der Untersuchung mit dem polyklonalen Antikdrper tendentiell zu
sehende- kontinuierliche Abnahme des Farbescores mit zunehmender Ent-
differenzierung. Hingegen ware nach vorliegender Untersuchung bei den
G1-Tumoren eine niedrigere Expression anzunehmen als bei den G2- und
G3-Tumoren. Hier wiederum ist der Mittelwert der Farbescores bei G3-
Tumoren niedriger als bei G2-Differenzierung. Allerdings ist auch dieses
Ergebnis nicht statistisch signifikant.

Ogesamt
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w

G1 G3

Abbildung 12: Glycodelin monoklonal; IRS abhangig vom grading
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Abbildung 13: Glycodelin monoklonal; IRS abhdngig vom grading;
Boxplot mit Median, 25- und 75% Quartile

5.2.1.3 Nodalstatus

Beim monoklonalen Glycodelin-Antikérper zeigt sich — wie auch beim po-
lyklonalen Antikdrper- ein nichtsignifikanter Anstieg des durchschnittlichen
immunreaktiven scores mit axillarem Lymphknotenbefall.

Der Mittelwert des Farbescores (IRS) bei Tumoren ohne axillare Metasta-
sierung betragt 1,59 (n=61, SD 1,73). Mit axillarer Metastasierung ist der
Mittelwert 1,87 n=60, SD 1,81).
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Abbildung 14: Glycodelin monoklonal; IRS abhangig vom No-
dalstatus; Boxplot mit Median, 25- und 75%Quartilen
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5.2.1.4 Steroidhormonrezeptorstatus

Die immunhistochemische Anfarbung mit dem monoklonalen Glycodeli-
nantikdrper ist bei rezeptornegativen Tumoren signifikant schwacher aus-
gepragt als bei rezeptorpositiven. (p=0,033 im Mann-Whitney-U-Test)

Der Mittelwert des Farbescores bei Tumoren ohne Expression von Steroid-
hormonrezeptoren betragt 1,40 (n=53, SD 1,64). Bei den flir beide Ste-
roidrezeptoren positiven Tumoren ist er 1,99 /n=68, SD 1,82).

Hier besteht auch eine positive signifikante Korrelation nach Spearman-
Rho zwischen der Expression der Steroidhormonrezeptoren und der Anfar-
bung mit Hilfe monoklonaler Glycodelinantikérper.
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Abbildung 15: Glycodelin monoklonal; IRS abhdngig vom Rezep-
torstatus;
Boxplot mit Median, 25- und 75%Quartilen
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5.2.1.5 Fotodokumentation

B %

Abbildung invasiv lobuldres M
negativ; Glokodelin mono-Farbung; 10-fache VergréBerung, Lin-

senvergroBerung X8, IRS 0 (negativ)
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Abbildung 17: Glycodelin-mono-Farbung bei invasiv duktalem
Mammakarzinom N1 G2 rezeptorpositiv; 10-fache Vergrof3erung,
LinsenvergroBerung X8, IRS 4
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5.2.2 Polyklonaler Antikorper gegen Glycodelin A

5.2.2.1 Histologie

Bei den duktalen Karzinomen fand sich ein minimal, nicht signifikant ho-
herer Farbescore.

Standard
Histologie N Minimum| Maximum | Mittelwert| abweichung
invasiv Glykodelin
duktal poly IRS 83 0 12 8,92 3,63
invasiv Glykodelin
lobular poly IRS 38 3 12 8,63 3,09

Tabelle 6: Glycodelin polyklonal, IRS abhangig von der Histologie
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invasiv lobular

Abbildung 18: Glycodelin polyklonal; IRS abhangig von der Histo-
logie; Boxplot mit Median, 25- und 75% Quartile
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5.2.2.2 Grading

Man sieht hier durchschnittlich eine leichte, nichtsignifikante Abnahme des

Farbescores mit zunehmender Entdifferenzierung.

14

12

10 4

Ogesamt
B duktal
Olobular

G1 G2

G3

Abbildung 19: Glycodelin polyklonal; IRS abhangig vom Grading
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Abbildung 20: Glycodelin polyklonal; IRS abhangig vom Grading;
Boxplot mit Median, 25- und 75%Quartilen
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5.2.2.3 Nodalstatus

Beim polyklonalen Glycodelin-Antikérper findet sich —wie beim monoklo-
nalen Antikérper- eine nicht signifikant starkere Farbung bei Lymphkno-
tenbefall.

Mittelwert bei axillarer Metastasierung war 9,12 (n=60, SD 3,39) versus
8,54 (n=61, SD 3,53).

1

»~ Glykodelin poly IRS
1

0 o115

T T
neg positiv

Nodalstatus

Abbildung 21: Glycodelin polyklonal; IRS abhangig vom Nodalsta-
tus; Boxplot mit Median, 25- und 75%-Quartilen
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5.2.2.4 Steroidhormonrezeptorstatus

Mit dem polyklonalen Glycodelinantikdrper farben sich die rezeptornegati-
ven Tumoren ebenfalls durchschnittlich etwas schwacher an als die re-
zeptorpositiven. Dies bleibt aber statistisch nicht signifikant.

Die rezeptorpositiven Tumoren wurden im Mittel mit einem IRS von 8,93
(n=68, SD 3,39) bewertet, die rezeptornegativen mit 8,70 (n=53, SD
3,57).

1

»~ Glykodelin poly IRS
1

0 1

T T
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Steroidrezeptorstatus

Abbildung 22: Glycodelin polyklonal: IRS abhangig vom Rezeptor-
status; Boxplot mit Median, 25- und 75% Quartilen
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5.2.2.5 Fotodokumentation

Theoretisch ware nach oben genannten Ergebnissen der durchschnittlich
hoéchste score bei einem Praparat der Klassifikation duktal G1 N1 rezeptor
positiv zu erwarten. Ein solches stand aber in dieser Kombination (G1N1)
gar nicht zur Verfigung.

........
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Abbildung 23: Glycodelin poly Farbung bei invasiv lobuldarem
Mammakarzinom NO G3 rezeptor negativ, 10-fache Vergro3erung,

LinsenvergroBBerung X8, IRS 8

gy
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Abbildung 24: Glycodelin poly Farbung bei invasiv duktalem Mam-
makarzinom, NO G1 rezeptor positiv, 25-fache VergroBBerung, Lin-
senvergroBerung X8, IRS 9
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Abbildung 25: gleiches Praparat wie vorherige Abbildung, iO-fache
VergroBerung, LinsenvergroBBerung X8
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6 Diskussion

Bezliglich der Cathepsinexpression wurde innerhalb dieser Studie eine
Reihe von Ergebnissen beim Mammmakarzinom erarbeitet:

Bei den duktalen Karzinomen fand sich ein signfikant héherer Farbescore
verglichen mit den lobuldaren Karzinomen.

Bezuglich des Gradings fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der
Cathepsin-D-Expression.

Ostrogen- und progesteronrezeptornegative Tumore zeigen im Mittel fir
Cathepsin D eine minimal und nichtsignifikant starkere Farbung als hor-
monempfindliche Tumore.

Mammakarzinome mit regionalem Lymphknotenbefall haben einen héhe-
ren Gehalt an der Tumorprotease Cathepsin-D als lokal begrenzte.

Die immunhistochemische Anfarbung mit dem monoklonalen Glycodeli-
nantikorper ist bei rezeptornegativen Tumoren signifikant niedriger als bei
rezeptorpositiven.

Es besteht auch eine positive signifikante Korrelation zwischen der Ex-
pression der Steroidhormonrezeptoren und der Farbintensitat mit Hilfe
monoklonaler Glycodelinantikdrpern.

6.1 Cathepsin D

Beim hier vorliegenden immunhistochemischen Nachweis ergab sich ein
signifikant héherer Farbescore bei duktalen im Vergleich zu lobularen Kar-
zinomen, kein Unterschied flr den Grad der Differenzierung, ein signifi-
kant héherer score bei Lymphknotenbefall und kein signifikanter Unter-
schied in Bezug auf den Rezeptorstatus.
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Auch andere Autoren fanden bei Messung der Cathepsin D-Konzentration
im Tumorzytosol keine Korrelation mit bekannten Prognosefaktoren, teils
auBer dem Estrogenrezeptorstatus. (Maudelonde et al. 1988, Spyratos,
1989 ) (Spyratos, Maudelonde et al. 1989).

An estrogenrezeptorpositiven Brustkrebszelllinien wurde aber eine
Stimulierung der Cathepsin D-Transkription und Expression durch
Estrogene gezeigt. (Westley and May 1987; Cavailles et al. 1993)

In einer anderen Untersuchung korrelierten die Cathepsin D-Spiegel im
Tumorzytosol nur mit dem Lymphknotenstatus. Dies stimmt mit unseren
Ergebnissen Uberein. (Pujol et al. 1993)

Ebenso zeigte sich bei einer vorhergehenden immunhistochemischen Un-
tersuchung, dass die Cathepsin D Expression im Tumorgewebe mit dem
Lymphknotenstatus korreliert. (Gohring et al. 1996)

Andererseits wurde in einer groBeren Studie an 1003 Patientinnen sehr
wohl eine Korrelation mit den bekannten Prognosefaktoren gezeigt. Die
Cathepsin D-Spiegel waren hier —wie in der vorliegenden Untersuchung- in
duktalen histologischen Typen héher als in anderen. Eine prognostische
Stratifizierung schien hier nur in der Gruppe der nodalpositiven Frauen
moglich. Es wurde ebenfalls immunoradiometrisch im Tumorzytosol ge-
messen. (Rodriguez et al. 2005)

Auch Joensuu et al fanden in einer retrospektiven immunhistochemischen
Arbeit an 213 Praparaten bei duktalen Mammakarzinomen in 80% eine
Cathepsin D-Expression, bei lobuldren nur in 54%. Sie beschreiben, dass
keine Assoziation mit den untersuchten bekannten Prognosefaktoren vor-
lag, aber mit hoher Zellproliferationsrate. (Joensuu et al. 1995)

Umgekehrt war in einer alteren Untersuchung bei lobularer Differenzie-
rung Cathepsin D in 86% (48/56), bei duktaler Differenzierung nur in 63%
immunhistochemisch nachweisbar. (Domagala et al. 1993)

Es gibt drei Arbeiten, die die immunhistochemische Messung von Ca-
thepsin D mit der aufwandigeren -und nur an gréBeren Tumoren mogli-
chen- Bestimmung im Tumorzytosol von frisch gefrorenem Gewebe direkt
vergleicht:

Retrospektiv wurden von Gohring et al 270 primare Mammakarzinompra-
parate ausgewertet und die Immunhistochemie mit einem Immunoradio-
metrischen Assay (IMRA) im Zytosol verglichen. Die Nachbeobachtungs-
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zeit war median 68 Monate. Dabei findet sich eine um 70-prozentige Kon-
kordanz der beiden Methoden. Ein pradiktiver Wert beziiglich des Uberle-
bens fand sich aber nur flur die Immunhistochemie. (Gohringet al. 1996)

Maudelonde verdéffentlichte den Vergleich an 34 Brustkrebspraparaten
und fand eine gute Korrelation (r=0,80) der nachgewiesenen Cath D Ex-
pression. (Maudelonde et al. 1992)

Auch Roger et al verglichen prospektiv eine immunhistochemische Ca-
thepsin-D-Bestimmung mit Hilfe desselben Antikérpers (monoklonaler
M1G8-Antikdrper) mit der Messung im Tumorzytosol. Dabei fand sich,
dass Cathepsin D in 41 Brustkrebspraparaten gegenliber dem peritumo-
rosen Gewebe verstarkt nachweisbar war und dieser Nachweis vor allem
auf das Vorhandensein in Lysosomen und Phagosomen der malignen Zel-
len beruhte. Der immunhistochemische Nachweis korrelierte signifikant
mit dem im Zytosol (r=0.76). Auch hier farbten sich duktale starker als
lobuldre Tumore (n=35 versus 6). Nur in ersteren, namlich in 40%, fan-
den sich so genannte LAV’s (large acidic vesicles, d.h. Phagosomen), die
sich zum Teil positiv farbten.

Makrophagen wurden in dieser Arbeit zusatzlich mit Hilfe von antiCD68-
Antikdrpern detektiert und farbten sich regelmaBig deutlich positiv fur
Cathepsin D. Allerdings gab es keine Korrelation zwischen dem quantitati-
ven immunhistochemischen score und der Anzahl der Makrophagen.
(Roger et al. 1994)

Capony et al. wiesen immunhistochemisch flir Cathepsin D eine 20-50-
fach héhere Expression in Mammakarzinomzellen als in benignem Brust-
drisengewebe oder anderen Zellen wie Fibroblasten nach. Makrophagen
aus dem Tumorstroma reagierten bei dieser Farbung auch positiv.
(Capony et al. 1989; Roger et al. 1994)

Insofern wird mit unseren Ergebnissen die grundsatzliche Eignung des
Cathepsin D als Prognosefaktor beim Mammakarzinom bestatigt. Dabei
sollte die unterschiedliche Auspragung bei verschiedenen histologischen
Typen berlcksichtigt werden.

Daruberhinaus konnte gezeigt werden, dass die Cathepsin D Expression in
den Tumorzellen mit der Lymphknotenmetastasierung zunimmt. Dies
deutet auf eine Rolle von Cathepsin D beim Zusammenbruch der extra-
zelluldren Matrix hin. Andere Untersuchungen (Ioachim et al. 1997) deu-
teten auf einen Zusammenhang der Cathepsin D Expression mit Prolifera-
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tion und Hormonrezeptorstatus hin. Diese Zusammenhange konnten in
der vorliegenden Studie nicht bestatigt werden.

Der Cathepsin D-Gehalt der Tumorpraparate ist gemaB der vorliegenden
Arbeit unabhangig von traditionellen Prognosefaktoren auBer dem Lymph-
knotenbefall. In der Literatur sind mehrere Hinweise flr eine schlechtere
Prognose bei hohen Cathepsin-D-Spiegeln zu finden - insbesondere bei
nodalnegativen Patientinnen. (Harbeck et al. 2000) . (Siehe auch Einlei-
tung Punkt 2.3.3.4) Dies betrifft Frauen mit sogenanntem intermediarem
Risiko, bei denen die Entscheidung flir oder gegen eine Chemotherapie oft
schwierig zu treffen ist. Deswegen kdnnte die Cathepsin-D-Farbung einen
diagnostischen Mehrwert darstellen. Die Immunhistochemie hat den Vor-
teil, dass sie relativ einfach und auch nachtraglich durchfihrbar ist. Fur
diese Methode mussten sich aber noch prospektive Studien mit dem End-
punkt krankheitsfreies und Gesamtuberleben anschlieBen.

6.2 Glycodelin A

Die Glycodelin A Farbung mit dem polyklonalen Antikérper war in 99,2%
positiv (1 von 121 Praparaten war negativ). Mit dem monoklonalen Anti-
kdérper waren 75,2% positiv (30 von 121 Praparaten waren negativ).

Zur Untersuchung der Glycodelin Expression beim Mammakarzinom exis-
tieren bis jetzt in der Literatur relativ wenige Nachweise:

Kostadima beschreibt beim Nachweis von Glycodelin mRNA an 275 Pa-
raffinpraparaten von Mammakarzinomen nur in 25% Positivitat.
(Kostadima et al. 2006)

Shabani et al fanden in 9 von 10 Mammakarzinompraparaten ohne
Lymphknotenmetastasen und 5/10 Mammakarzinompraparaten mit
Lymphknotenmetastasen immunhistochemisch eine Glycodelinexpression.
(Shabani, Mylonas et al. 2005)

Kamarainen et al wiesen Glycodelin per Immunhistochemie, Northern blot
und Reverse Transkiptase-PCR nach und fanden es in 6/6 normalen Brust-
gewebspraparaten, in 25/27 Praparaten von morphologisch normalem
Brustdrisengewebe von Brustkrebspatientinnen, in 6/6 benignen Aden-
omen der Brust, in 21/35 duktalen Mammakarzinomen und in 7/11 lobu-
ldren Karzinomen. (Kamarainen et al. 1999)
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Mit dem monoklonalen Antikdrper fand sich eine statistisch signifikante
Korrelation bezlglich der Hormonrezeptoren: Der immunhistochemische
Glycodelin-A-Nachweis bei den rezeptornegativen, also entdifferenzierte-
ren Zellen ist verringert. Eine Tendenz ist bei der Farbung mit dem po-
lyklonalen Antikdrper im selben Sinn zu finden. Spezifisch flr Glycodelin A
ist nur der monoklonale Antikérper, der die Glykosilierung detektiert. Der
polyklonale Antikdrper ist gegen das Peptid gerichtet und erkennt somit
verschiedene Glykodeline. Dies passt zu der Erkenntnis, dass Estrogene
eine Rolle bei der Glykosilierung spielen. Es kénnte evtl. auch mit einem
EinfluB von Progesteron auf die Glycodelinsezernierung zu tun haben. Zu-
mindest ist beim Endometrium eine verstarkte Glycodelinkonzentration in
der Lutealphase beschrieben. (Brown et al. 2000). Auch in vitro ist eine
Stimulation der Expression durch Progesteron nachgewiesen. (Taylor et al.
1998)

In der Praxis handelt es sich lediglich um einen Unterschied von 0,6 Ein-
heiten auf der 12-teiligen Skala des Immunreaktiven scores. Dies durfte
nur schwer eine praktische Konsequenz, z.B. fir die Festlegung eines cut-
offs, haben.

Bei der Stratifizierung der Tumorpraparate in ,rezeptorpositiv" und re-
zeptornegativ" wurden Praparate verglichen, die sowohl Estrogen- als
auch Progesteronrezeptoren exprimierten. Diese Praparate wurden vergli-
chen mit Praparaten, die negativ fur beide Hormonrezeptoren waren. Bei
den Estrogenrezeptoren wurden die ERa positiven Praparate verwendet
und bei den Progesteronrezeptoren die PR-A positiven.

Die Ergebnisse bezlglich Nodalstatus und grading sind statistisch nicht
signifikant, aber in der Tendenz widersprlchlich bezlglich einer Assoziati-
on mit diesen Faktoren. Nach vorliegender Untersuchung kénnte man ten-
denziell eine Abnahme der Expression mit Entdifferenzierung in der Mor-
phologie annehmen. Das ist konsistent mit Untersuchungen bei anderen
Tumoren.

Es ist ein wichtiger Erkenntnisgewinn, dass die Glycodelinexpression un-
abhangig von der Differenzierung zu sein scheint, obwohl nachgewiesen
wurde, dass bei Mammakarzinomen mit regionalem Lymphknotenbefall
und Fernmetastasierung die Glycodelin messenger-RNA-Konzentrationen
gegenuber in situ Carcinomen und lokal begrenzten Erkrankungen ab-
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nehmen. (Jeschke et al. 2005) Dies spricht daflir, dass Glycodelin-A als
prognostischen Marker verwendbar sein kénnte.

Um die Frage der Wertigkeit von Glycodelin als unabhangiger Prognose-
faktor weiter zu verfolgen, musste die Korrelation seiner Expression mit
dem rezidivfreien Uberleben und dem Gesamtiiberleben prospektiv evalu-
iert werden. Die Immunohistochemie als Methode kdnnte dazu mit beiden
Antikérpern prinzipiell in Betracht gezogen werden, weil sich Glycodelin-A
damit beim Mammakarzinom nachweisen lasst und sie eine relativ gut
verfligbare Methode ist. Ein cut-off bleibt noch zu definieren. Auch besteht
keine signifikante Korrelation mit dem Grading oder Nodalstatus. Dies ist
flr eine Funktion als unabhangiger Marker eher positiv.

Die Immunhistochemie an sich unterliegt einer gewissen Subjektivitat und
erlaubt lediglich eine semiquantitative Beurteilung.

Eine mdgliche Limitierung der Arbeit besteht in der fehlenden Kontrolle an
benignem Brustgewebe.

In der Literatur findet sich zumindest ein qualitativer Glycodelin-Nachweis
in normalem Brustdriisengewebe. (Kamarainen, Halttunen et al. 1999)

Das Alter der Praparate spielte bezlglich der Intensitat der Farbung ge-
maB der Untersuchung von Mandelin (Mandelin et al. 2003) keine Rolle.
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