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Referat und bibliographische Beschreibung

Das Mammakarzinom ist eines der hiufigsten Karzinome der Frauen. Allein in Deutschland
gibt es jahrlich mehr als 55.000 Neuerkrankungen. Beziiglich der Mortalitit ist das Mamma-
karzinom in Deutschland die hdufigste Krebstodesursache bei Frauen.

Bedeutend fiir die Verhinderung von Mammakarzinom-Rezidiven und -Todesfillen ist vor
allem die adjuvante systemische Therapie.

Die Festlegung der adjuvanten systemischen Therapie einer Mammakarzinompatientin erfolgt
im Rahmen einer individualisierten Risikoeinstufung. Mit Hilfe prognostischer Faktoren kann
eine Vorhersage des Krankheitsverlaufes und somit die Abschidtzung des individuellen Rezi-
div- und Sterberisikos einer Patientin erfolgen.

Neben den traditionellen Prognosefaktoren werden neue tumorbiologische Prognosefaktoren,
die Serinproteasen urokinase type plasminogen activator (uPA) und plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1), fiir die Entscheidung der adjuvanten systemischen Therapie hinzugezo-
gen.

Derzeitiger Standard ist die Messung der Serinproteasen uPA und PAI-1 mittels ELISA. Fak-
toren, die wihrend der Aufarbeitung und Lagerung das Tumorgewebe beeinflussen, verindern
unter Umstidnden das ELISA-Messergebnis.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, welchen Einfluss unterschiedliche Biop-
sie-, Aufarbeitungs- und Asservierungsbedingungen, im Vergleich zum Standardprotokoll,
auf den Nachweis der Proteine uPA und PAI-1 mittels ELISA haben.

Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse der jeweiligen Untersuchung und die Bedeutung

fiir den klinischen Alltag werden hier diskutiert.

Bauerfeind, Ursula:

Einfluss von Biopsie-, Aufarbeitungs- und Asservierungsbedingungen auf den Nachweis von
urokinase type plasminogen activator (uPA) und plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)
beim Mammakarzinom
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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist das bei weitem hdufigste Karzinom bei Frauen {iiberhaupt. Es tritt
besonders hiufig in der weilen Bevolkerung der USA, in England, Skandinavien und
Deutschland auf, selten dagegen in Japan, den romanischen Lindern und Siidamerika. Jedes
Jahr erkranken iiber 1 Million Frauen neu am Mammakarzinom, allein in Deutschland sind es
55.689 Neuerkrankungen im Jahr von denen etwa ein Drittel todlich verlduft. Beziiglich der
Mortalitdt ist das Mammakarzinom in Deutschland die héufigste Krebstodesursache bei
Frauen (vor Kolonkarzinom, Bronchialkarzinom, Magenkarzinom, Pankreaskarzinom und
Ovarialkarzinom). Etwa ein Viertel aller malignen Tumoren der Frau entstehen in der Brust.
Bei etwa 5 % der Betroffenen sind sogar beide Mammae beteiligt. Mit hoherem Lebensalter
steigt auch die Inzidenz des Mammakarzinoms. Das mittlere Erkrankungsalter liegt derzeit
zwischen dem 44. und dem 79. Lebensjahr (Median 63.9). (Arbeitsgemeinschaft Bevolke-
rungsbezogener Krebsregister, 2004; Robert-Koch-Institut 2005 )

Durch die Screeningmammographie wird die Erkennung invasiver Mammakarzinome in frii-
heren und prognostisch giinstigeren Stadien (d.h. vor der Generalisation) ermoglicht. Aufer-
dem ermoglicht wird die Erkennung von in-situ-Karzinomen, die zwar selbst (noch) nicht
Ausgangsort von Metastasierung sind und damit prognostisch einem Karzinom nicht gleich-
zusetzen sind, die aber mit einem deutlich erhohten Risiko fiir die spitere Entstehung eines
invasiven Karzinoms verbunden sind. Die Entdeckung der Krebsvorstufen, bzw. der Karzi-
nome in glinstigerem Stadium sind mit einer Mortalitdtsreduktion verbunden. (S3-Leitlinie
2002, Schulz et al. 2001; Heywang-Kd6brunner et al. 2003)

Bedeutend fiir die Verhinderung von Mammakarzinom-Rezidiven und -Todesfillen ist die
adjuvante Therapie des Mammakarzinoms. Seit ihrer Einfithrung haben sich die adjuvante
Hormon- und die adjuvante Chemotherapie iiber die ca. letzten 25 Jahre zu einem integralen
und unverzichtbaren Bestandteil in der Therapie des Mammakarzinoms entwickelt. Die Wirk-
samkeit beider Therapieformen wurde in einer grolen Anzahl von randomisierten Studien
untersucht und immer wieder bestétigt. (EBCTC, 2005)

Epidemiologische Unterschiede hiingen hochstwahrscheinlich mehr von den Erndhrungsge-
wohnheiten und der Fertilitdt als von rassischen Unterschieden ab. Fiir die Bedeutung endo-
kriner Faktoren in der Atiologie des Mammakarzinoms sprechen u. a. das geringere Risiko
bei Frauen mit einer Erstschwangerschaft vor dem 20. Lebensjahr, vielen Kindern und langer
Laktation. Demzufolge haben Frauen mit einer Erstschwangerschaft nach dem 35. Lebens-

jahr, einer Menarche vor dem 12. Lebensjahr und Menopause nach dem 55. Lebensjahr, ein
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erhohtes Risiko in ihrem Leben an einem Mammakarzinom zu erkranken. Weitere Risikofak-
toren sind vorangegangene Brustdriisenerkrankungen, wie z. B die duktale Hyperplasie, eine
sklerosierende Adenose, die atypische duktale Hyperplasie (ADH)/ atypische lobuldre Hy-
perplasie (ALH) oder ein duktales bzw. lobulédres Carcinoma in situ (DCIS/LCIS). DCIS und
LCIS werden auch Vorlduferldsionen des Mammakarzinoms genannt.

Bei einem Teil der Mammakarzinompatientinnen liegen Verdnderungen im p53-
Tumorsuppressorgen vor. Ebenfalls verantwortlich fiir die Entstehung des Mammakarzinoms
(3% der Fille) sind Mutationen im BRCA-1-Gen (Chromosom 17q) oder im BRCA-2-Gen
(Chromosom 13q12-13). Beide Gene kodieren Proteine, die bei der DNA-Reparatur mitwir-
ken. Das kumulative Risiko fiir Triagerinnen mit BRCA-1-Gen-Defekt, bis zum 70. Lebens-
jahr an einem Mammakarzinom zu erkranken, liegt bei 80%, fiir BRCA-2-Gen-Defekt-
Trigerinnen bei 70%. Bei diesen Gentrigerinnen ist das Risiko an einem Ovarialkarzinom zu

erkranken ebenfalls erhoht. (Bocker et al, 2004)

1.2. Histologie des invasiven Mammakarzinoms

Invasive Mammakarzinome sind infiltrativ wachsende, maligne, epitheliale Tumoren, die
thren Ausgang von in situ Karzinomen nehmen. Im Allgemeinen werden die invasiven

Mammakarzinome wie folgt eingeteilt:

e Invasiv lobuldres Mammakarzinom (10-20%)
Das invasive lobulire Mammakarzinom zeichnet sich durch dissoziiertes Wachstum aus. Ge-
netische und immunhistochemische Untersuchungen zeigen Mutationen in vielen verschiede-

nen Genen (z.B. im E-Cadherin-Gen mit Verlust der Expression des Adhésionsmolekiils).

¢ Invasiv duktales Mammakarzinom
Das invasive duktale Mammakarzinom zeichnet sich durch unregelméfige, unterschiedlich
breite, kohisiv wachsende Tumorzellkomplexe aus, welche durch unterschiedliche glandulére
Differenzierung gekennzeichnet sind. Diese Differenzierungen lassen auf ihren Namen

schlieBen. (Bocker et al, 2004)

nicht weiter spezifiziert (NOS) (~ 80 %)
medulldres Karzinom (< 1 %)
muzindses Karzinom (2 %)

tubulires Karzinom (1-2 %)



papilldres Karzinom (< 1 %)

Morbus Paget der Mamille mit invasivem duktalen Anteil

Medullidres Karzinom, muzindses Karzinom, tubulédres Karzinom und das papilldre Karzinom
(histologische Subtypen des invasiv duktalen Mammakarzinoms) sind mit einem geringeren
metastatischen Potenzial und mit einer eher guten Prognose verbunden. (Harbeck et al, 2002;

Ellis et al, 1992)

1.3. Prognoseparameter; Risikoeinschitzung, pradiktive Faktoren

“Prognostische Faktoren erlauben eine Vorhersage des Krankheitsverlaufes und somit die
Abschitzung des individuellen Rezidiv- und Sterberisikos einer Patientin. Bei Patientinnen
ohne adjuvante Systemtherapie spiegelt die Korrelation zwischen Prognosefaktor und Krank-
heitsverlauf (bis zum Rezidiv) den direkten Einfluss des Faktors auf die Tumoraggressivitit
wieder. Bei Patientinnen mit adjuvanter Systemtherapie wird die Korrelation zwischen Prog-
nosefaktor und aggressivem Krankheitsverlauf unter Umstinden durch den Einfluss des Fak-
tors auf das Therapieansprechen beeinflusst. So kann z. B. eine fehlende Korrelation zwi-
schen Prognosefaktor und aggressivem Krankheitsverlauf durch ein gutes Ansprechen der
“Hochrisikopatientinnen” auf die verabreichte adjuvante Therapie bedingt sein, der gleiche
Faktor aber bei unbehandelten Patientinnen sehr stark mit einer schlechten Prognose korrelie-
ren. Pridiktive Faktoren bezeichnen Merkmale der Tumorerkrankung, die helfen, die Wahr-
scheinlichkeit des Therapieerfolgs vorherzusagen und damit zu einer selektiven Therapiewahl
beitragen. Im Wesentlichen sind es drei Griinde, die die Verwendung von prognostischen und
pradiktiven Faktoren fiir die Therapieplanung beim Mammakarzinom klinisch sinnvoll er-

scheinen lassen. Diese Faktoren sollen helfen

e Patientinnen mit sehr guter Prognose zu identifizieren, die aufgrund ihres sehr gerin-
gen Rezidivrisikos nach der lokoregiondren Behandlung, in Anbetracht der damit ver-
bundenen Nebenwirkungen, nicht von einer adjuvanten systemischen Therapie (vor al-
lem Chemotherapie) profitieren;

e Patientinnen mit einer schlechteren Prognose zu erkennen, die unbedingt eine adju-
vante systemische (Chemo-) Therapie, ggf. auch eine aggressive Therapie, benotigen;
festzustellen, welche Patientin von welcher Therapie profitiert und eine Vorhersage
tiber Ansprechen oder Resistenz fiir bestimmte Therapeutika zu ermoglichen.” (Zitat:

Harbeck et al, 2002)



Die klinisch relevanten Prognosefaktoren beim Mammakarzinom sind:
e Alter
e Lymphknotenstatus
e Tumorgrofe

e Histologischer Typ

¢ Grading

¢ Steroidhormonrezeptor-Status
e uPA/PAI-1

e HER-2/neu

e Tumorzellnachweis im Knochenmark

e Proliferationsfaktoren

Die klinisch relevanten priadiktiven Faktoren beim Mammakarzinom sind:
¢ Steroidhormonrezeptorstatus
e Menopausenstatus

e HER-2/-Status

Bis dato erfolgt die Festlegung der adjuvanten Therapie fiir eine Patientin mit Mammakarzi-
nom nach einer individualisierten Risikoeinstufung nach den St. Gallen-Empfehlungen (Ex-
pertenkonsens). Beriicksichtigt werden neben der Tumorgroe und des Lymphknotenstatus
(Anzahl befallener Lymphknoten) auch Grading, Hormonrezeptorstatus, HER-2/-Status, Me-
nopausenstatus und Alter der Patientin. (Goldhirsch et al, 2005) Weiterhin wurde bereits im
Jahr 2005 auf der ,.Internationalen Mammakarzinom — Konferenz* in St. Gallen die Stellung
der Prognosefaktoren uPA und PAI-1 ausgiebig diskutiert und die zunehmende praktische
Bedeutung der Serinproteasen uPA und PAI-1 hervorgehoben. (Goldhirsch et al, 2005)

Die praktische Bedeutung von uPA und PAI-1, vor allem fiir die Beurteilung der Krankheits-
prognose der nodalnegativen Mammakarzinompatientinnen, wurde auBBerdem durch die AS-

CO-guidelines im Jahr 2007 betont. (www.asco.org/guidelines/breasttm.)

1.4. Risikoeinstufung nach St. Gallen Kriterien

a) Niedriges Risiko (low risk)
Tab. 1: Risikoeinstufung low risk nach St. Gallen Kriterien

Nodalnegatives Mammakarzinom UND alle der folgenden Merkmale

pT <2 cm UND




Malignitétsgrad 1 UND

Keine peritumorale GefiBinvasion UND

Keine HER-2/neu Genexpression UND

Lebensalter = 35 Jahre

b) Mittleres Risiko

Tab. 2: Risikoeinstufung intermediate risk nach St. Gallen Kriterien

Nodalnegatives Mammakarzinom UND mindestens eins der folgenden Merkmale

pT >2 cm ODER
Malignititsgrad 2-3 ODER

Vorhandensein von peritumoraler Gefi3invasion ODER

HER-2/neu Geniiberexpression

Lebensalter <35 Jahre

Nodalpositives Mammakarzinom (1-3 Lymphknoten) UND

keine HER-2/neu Genexpression

¢) Hohes Risiko (high risk)
Tab. 3: Risikoeinstufung high risk nach St. Gallen Kriterien

Nodalpositives Mammakarzinom (1-3 Lymphknoten) UND

HER-2/neu Geniiberexpression

Nodalpositives Mammakarzinom (4 oder mehr Lymphknoten)

1.5. Klinisch relevante Prognose- und pridiktive Faktoren

1.5.1. Regionire Lymphknoten (N)

Der axilldre Nodalstatus ist nach wie vor der stidrkste Prognosefaktor beim Mammakarzinom.

Hierbei korreliert das Rezidivrisiko signifikant mit der Anzahl der durch Tumorzellen befal-
lenen Lymphknoten. Dies spiegelt sich in dem Prozentsatz der geheilten Patienten mit (25%)

oder ohne (70%) Lymphoknotenbefall wider. (Harbeck et al, 2002; Carter et al, 1989)

1.5.2. Priméartumorgrofie (T)

Ebenfalls ein wichtiger Prognosefaktor ist die GroBe des Primértumors. Es gibt eine Korrela-

tion zwischen der Grofle des Primirtumors und der Rezidivwahrscheinlichkeit beim Mamma-

karzinom. Beim nodalnegativen Mammakarzinom haben die Tumoren welche unter einer
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TumorgroBe von 1 cm liegen in den meisten Fillen eine gute Prognose. Anders bei den no-
dalpositiven Mammakarzinomen: hier spielt die Groe des Primédrtumors nur eine unterge-

ordnete prognostische Bedeutung. (Harbeck et al, 2002; Carter et al, 1989; Clark et al, 2000)

1.5.3. Grading (G)

Alle Mammakarzinome werden hinsichtlich ihres Malignitédtsgrades eingestuft. Hierbei spie-

len histologische und zytologische Kriterien, wie Kernatypien, Mitosezahl und Differenzie-
rung eine Rolle.

e (1 gut differenziert — gute Prognose

® (3 schlecht differenziert — schlechtere Prognose

Nur bei etwa 20-30% der Patientinnen finden sich die Differenzierungen G1 und G3.

Ca. 70% der Patientinnen haben einen mittelgradig differenzierten Tumor G2. Hier gilt es

andere prognostische Kriterien heranzuziehen. (Harbeck et al, 2002)

1.5.4. Hormonrezeptorstatus

Der Ostrogenrezeptor (ER) ist ein wichtiger diagnostischer Marker beim Mammakarzinom.

Er wird durch Ostrogen aktiviert und kann iiber so genannte genomische und nicht-
genomische Wirkungsweise das Wachstum von Mammakarzinomzellen stimulieren. Es exis-
tieren zwei Unterformen des Ostrogenrezeptors: ERot und ERB. Der ERo wird routinemiBig

bestimmt und er wird fiir die Therapieentscheidung herangezogen.

Fuqua et al. zeigte 2003 an 242 Patientinnen, dass die Effekte der Ostrogenwirkung haupt-
sdchlich tiber den ERa vermittelt werden. Es konnte gezeigt werden, dass das Vorkommen

von ERa. mit dem Progesteronrezeptor (PR) assoziiert ist. In den Ostrogen induzierten Mam-

makarzinomen scheint ER ein pradominanter Regulator zu sein. Es konnte gezeigt werden,
dass ERat mit einem niedrigem Grading, Diploidie und einer niedrigen S-Phase assoziiert ist;

demzufolge ein gutes prognostisches Profil besitzt.

Die Bedeutung von ERp ist weniger geklirt. Die ERB-mRNA lisst sich sowohl in neoplasti-
schen, als auch in normalem Mammagewebe nachweisen. ERf} ist mit Aneuploidie assoziiert,
zeigt aber keine Assoziation mit dem Tumorgrading oder der S-Phase. Andere Studien zeigen,
dass beide, Ostrogen und Antiostrogen, iiber den ERB wirken konnen. (Fuqua et al, 1999 und
2003) Interessanterweise ist der Level von ERB-mRNA variabel unter den Brusttumoren, kor-

reliert aber nicht mit der ERa —Expression, obwohl die beiden Rezeptoren im gleichen Tumor



zusammen exprimiert werden konnen. Aufgrund dieser Beobachtung stellte sich die Frage, ob
die ERB-Expression mit anderen bekannten Prognosefaktoren korreliert und auf deren An-
sprechen auf eine endokrine Therapie. Dotzlaw et al zeigten, dass der Nachweis des ER[} ein
gutes Ansprechen auf eine endokrine Therapie bedeutet. Weiterhin war der Nachweis des
ERP niedriger in PR-positiven Tumoren als in PR-negativen Tumoren. Demzufolge erscheint
der ERP niedriger in ER+/PR+ -Tumoren, als in ER+/PR- -Tumoren. (Dotzlaw et al, 1999)
Zusammenfassend ist der Steroidrezeptorstatus (Estrogen-/Progesteronrezeptor) einer der evi-
denzbasierten priadiktiven Faktoren zur Erstellung von Therapiekonzepten beim Mammakar-
zinom. Gemidl AGO-Empfehlung (LOE I; GR A) ist die Bestimmung des Steroidrezeptorsta-
tus bei allen Mammakarzinomen Standard. (www.ago-online.de) Besonders gut zuginglich
fiir eine antihormonelle/endokrine Therapie sind hormonrezeptorpositive Mammakarzinome.
Hormonrezeptornegative Patientinnen profitieren nicht von einer endokrinen Therapie. Prog-
nostischen Wert hat ebenfalls der Menopausenstatus. Dieser ist eng mit dem Hormonrezeptor-
Status verbunden. So ist die Suppression der Ovarien insbesondere fiir Patientinnen, bei denen
ein Hormonrezeptor-positiver Tumor gefunden wurde und die dazu primenopausal sind, eine

wirksame Therapieoption. (Harbeck et al, 2002)

1.5.5. Alter

Sehr hédufig haben insbesondere die jungen Patientinnen aggressive Mammakarzinome. Vor
allem die Patientinnen, welche noch nicht das 35. Lebensjahr erreicht haben, sind davon be-
troffen. Demzufolge kommt auch dem Alter der Patientin eine prognostische Bedeutung zu.
Des Weiteren spielt bei jener Patientengruppe (<35. Lj.) auch der Menopausenstatus (pradik-
tiver Faktor) eine wichtige Rolle (insbesondere beim hormonrezeptorposivem Mammakarzi-

nom) hinsichtlich der Auswahl der endokrinen Therapiemdoglichkeiten. (Harbeck et al, 2002)

1.5.6. Fernmetastasen M

Die adjuvante systemische Therapie erfolgt unter Beriicksichtigung des individuellen Me-
tastasierungsrisikos. Je niedriger das Metastasierungsrisiko einer Patientin mit priméren
Mammakarzinom, desto notwendiger ist es, iiber Therapieneben- und Langzeitwirkungen
nachzudenken. Fiir die Therapieplanung ist die moglichst realistische Abschitzung des indi-
viduellen Risikos notwendig. Nachweisbare Fernmetastasen bei der Primirdiagnose sind vom
Tumorstadium abhéngig. Eine ,,aggressive Therapiestrategie wird vor allem bei Frauen mit
fortgeschrittener Tumorerkrankung ohne Nachweis von Fernmetastasen (M0) gewihlt. Wer-

den Fernmetastasen (M1) diagnostiziert, wiirden, wegen der im Regelfall gegebenen Unheil-



barkeit der Erkrankung, weniger belastende Therapien aus palliativer Indikation verwendet.

(Kahlert et al, 2005)

Erginzend zur pTNM-Klassifikation werden die Tumoren durch die Residualtumor-
Klassifikation (R) eingeteilt. Hierbei steht R2 fiir einen positiven Resektionsrand, welcher
makroskopisch sichtbar ist und R1 fiir einen positiven Resektionsrand welcher mikroskopisch
vorliegt. Ist mikroskopisch kein Nachweis von invasiven Tumorzellen am Resektionsrand
nachweisbar, liegt eine RO-Resektion vor. Eine RO-Resektion des Mammakarzinoms ist hin-
sichtlich der niedrigeren Rezidivwahrscheinlichkeit anzustreben. Ein erhohtes Risiko fiir lo-
kale Tumorrezidive stellt die so genannte peritumorale Lymphgefdinvasion dar. Das Vor-
handensein der LymhgefdBinvasion wird durch L1 das Fehlen durch LO gekennzeichnet. (U-
ICC, 2002)

1.5.7. HER-2

Zu den sowohl klinisch relevanten prognostischen, als auch pridiktiven Faktoren und mit ei-
ner ungiinstigeren Prognose bei Mammakarzinompatientinnen assoziiert, gehort das Protoon-
kogen ERB-B2 (HER-2/neu; Wachstumsfaktor-Rezeptor) (Slamon et al, 1987; O Reilly et al,
1991). Protoonkogene sind normale zellulidre Gene, die bei Deregulierung das Tumorwachs-
tum stimulieren. Deregulationen konnen z. B. Mutationen oder Genamplifikate zugrunde lie-
gen. Der Wachstumsfaktor-Rezeptor HER-2/neu besteht aus einer extrazelluldrer Liganden-
domine und einer intrazelluldren katalytischen Domine. Die katalytische Doméne weist eine
Protein-(Tyrosin-)Kinase-Aktivitit auf. Bei Uberexpression von HER-2/neu durch Genampli-
fikation oder Expression von mutierten, konstitutiv aktiven HER-2, kommt es zu einer dauer-
haften mitogenen Stimulation. (Bocker et al, 2004) HER-2/neu kann durch immunhistochemi-
sche Untersuchung (IHC) an fixierten Tumorbldcken diagnostiziert werden, ebenfalls ist eine
HER-2-Genamplifikation mittels Floureszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an fixierten Tu-
morblocken moglich. Geeignet fiir eine Therapie mit dem humanisierten Antikorper Trastu-
zumab (Herceptin®; Zielmolekiil: HER-2/neu- Onkoprotein) sind Mammakarzinompatientin-
nen mit HER-2-Uberexpression (IHC 3+ oder FISH-Test positiv: wenn das Verhiltnis von
der Anzahl der Kopien des HER-2-Gens zur Anzahl des Chromosom 17 grofler oder gleich

zwel ist, oder wenn mehr als vier Kopien des HER-2-Gens pro Tumorzelle vorliegen).

1.6. Metastasierung und ‘‘neue’ tumorbiologische Prognosefaktoren

In vielen Studien (z.B. NNBC-3 Europe Studie) wird derzeit die Relevanz der ,,neuen Prog-

nosefaktoren untersucht, um eine genauere Aussage iiber die Prognose und den Krankheits-
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verlauf des Mammakarzinoms vorher sagen zu konnen; vor allem die nodalnegativen Patien-
tinnen betreffend. Bis dato gelten in Deutschland die aktuellen internationalen Konsensus-
richtlinien nach der St. Gallen Risikoabschitzung. Anhand der klinisch etablierten Prognose-
faktoren wird in ca. 90% aller Mammakarzinomfille eine adjuvante systemische Therapie
empfohlen. Nur etwa 5-10 % der Patientinnen werden nach dieser Risikoabschitzung in die
so genannte low risk Gruppe eingestuft. Wichtig zu wissen ist, dass nur ca. 30% der nodalne-
gativen Patientinnen jemals ein Rezidiv ihrer Erkrankung erleiden werden, d. h. mehr als die
Hilfte aller nodalnegativen Patientinnen wird derzeit iibertherapiert. Deshalb erscheinen neue
und genauere Moglichkeiten zur optimalen Risikoabschidtzung notwendig, um eine gezielte
therapeutische Behandlung des Mammakarzinoms zu gewdhrleisen. Derzeit existieren unge-
fahr 100 biologische Faktoren, fiir die eine prognostische Bedeutung postuliert wird. Die Le-
vel-1-Evidence besteht lediglich fiir die Invasionsfaktoren uPA und PAI-1, viele der anderen
Faktoren sind fiir den routineméBigen Einsatz als Prognosefaktoren oft nicht geeignet. (Har-
beck et al, 2002; Janicke et al, 2001, Look et al, 2002) Im Jahr 2005 wurde die Stellung der
Prognosefaktoren uPA und PAI-1 auf der ,,Internationalen Mammakarzinom — Konferenz* in
St. Gallen ausgiebig diskutiert und die zunehmende praktische und klinische Bedeutung der
Serinproteasen hervorgehoben, insbesondere da der Nachweis von uPA und PAI-1 einfacher
wird (z.B. micro-ELISA nach Aufarbeitung von Mammakarzinomgewebe). (Goldhirsch et al,
2005) Die Bedeutung von uPA und PAI-1 wurde auBerdem durch die ASCO-guidelines im
Jahr 2007 unterstrichen.

1.6.1. Invasion und Metastasierung

Um Metastasen auszubilden, miissen die Tumorzellen Anschluss an das Blut- bzw. Lymph-
system finden (= Invasion / Intravasation). Das heif}t, die Tumorzelle muss sich aus dem Tu-
morzellverband herauslésen und in die extrazelluldre Matrix eindringen. Dazu ist die Auflo-
sung von Zell-Zell-Kontakten notwendig. Die interzelluldren Haftstrukturen werden vor allem
durch Cadherine gesteuert. Cadherine sind Proteine, die durch homologe Interaktionen Zell-
Zell-Kontakte ausbilden und fordern. Dabei unterscheidet man zwischen E-Cadherin (Epi-
thelzelladhision), N-Cadherin (Neuralzelladhidsion), P-Cadherin (Plazentazelladhision) und
Desmocollin (Desmosomenbestandteil). Kommt es z. B. bei Tumoren zur fehlenden Expres-
sion des E-Cadherin (durch Allelverlust oder E-Cadherin-Gen-Mutation), resultiert daraus
eine verminderte Zelladhédsion. Des Weiteren sind Tumorzellen in der Lage, die extrazellulidre
Matrix (EZM) durch degradierende Enzyme wie Matrix-Metalloproteinasen (MMP), Se-

rinproteasen (Plasmin, Plasminogenaktivatoren), Cysteinproteasen (Kathepsine), Hyaloroni-



dasen und Proteoglykanasen abzubauen und in diese einzudringen. Diese degradierenden En-
zyme konnen von den Tumorzellen sezerniert bzw. aktiviert werden. Auferdem ermdoglicht
das Aktinfilamentsystem die Fortbewegung der Tumorzelle in enzymatisch gedffnete Ge-
websrdume (= Migration / Lokomotion). Dieses wird unterstiitzt durch membranstindige,
extrazelluldre Rezeptoren der Tumorzellen (z. B. uPA-Rezeptor, Integrine), die sich an den
Komponenten der Basalmembran und des Stromas (Kollagen, Fibronektin, Vitronektin) an-
heften. Diese Rezeptor-Liganden-Bindung transduziert aulerdem Signale zum Zellkern, wel-
che zur Induktion der Synthese und Sekretion degradierender Enzyme fiihrt. Diese wiederum

tragen zur Motilitdt der Tumorzellen bei.

i AT O e e
TN <
i / b
o . I
’ _-\ %

L e
u'}";. i _:‘:.: |
'Q{'FK * 5 Fr ctialy i
- Blipration
y iy
Ly enipfs Kooy Fe'v e o i L Autkision
S B
. s LRS- e} e
' --| : r"’: } :'.?:-— Q. i
. '.-:'{f o Q‘I h
- O
= o
JALS

Bttt ¢
oy

+y, Fraliferabdn

ﬁ]ﬁi%lf;mumk

Wenang ogennm

Abb. 1: Grundprinzipien der lokalen Tumorprogression und Metastasierung (modifiziert nach Nekarda,
2001)

Nach Invasion in das Blut bzw. Lymphgefi3system konnen sich die Tumorzellen ausbreiten
und Anschluss an andere Organsysteme finden. Die Extravasation erfolgt durch Bildung sog.
Tumorzellemboli, welche sich an das Gefidlendothel anheften und einen lokalen Gerinnungs-
prozess einleiten. Ahnlich der Invasion in das Stroma wird durch Proteolyse und adhisive
Prozesse die GefiBwand durchwandert. Die Tumorzellen gelangen in das Zielorgan, um dort
wiederum neue Tumorzellkolonien (Metastasen) auszubilden. Die Neoangiogenese, fiir die
Erndhrung der Tumorzellen notwendig, wird durch Angiogenese-Stimulatoren und -

Inhibitoren induziert. (Bocker et al, 2004)

1.6.2. Plasminogenaktivatorsystem

Die Plasminogenaktivatoren sind hochspezifische Serinproteasen, welche die Umwandlung

von Plasminogen zu Plasmin katalysieren. Dabei konnten zwei verschiedene Plasminogenak-
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tivatoren identifiziert werden: uPA (urokinase-type) und tPA (tissue-type). Beide Plasmino-
genaktivatoren katalysieren die gleiche Reaktion. Am Gewebeumbau ist vorrangig uPA betei-
ligt. Bei der vaskularen Fibrinolyse (Thrombolyse) spielt tPA die groBere Rolle. Die inaktive
Vorstufe des menschlichen uPA bezeichnet man als pro-uPA; dieses wird als Glycoprotein
(52 kDa) von den Tumor- und Stromazellen sezerniert. Viele verschiedene Zelltypen sezer-
nieren pro-uPA in physiologischer Hohe, allerdings konnte ein erhohter Spiegel an pro-uPA
bei einer Vielzahl von malignen Tumorzellen aufgezeigt werden. Beide, pro-uPA und uPA,
binden mit hoher Affinitit an den uPA-Rezeptor (uPA-R). Sowohl uPA, als auch tPA sind in
der Lage das inaktive Enzym (Zymogen) Plasminogen in die aktive Protease Plasmin umzu-
wandeln. (Sidenius et al, 2003) Dabei fiihrt die Plasminaktivierung durch uPA zur Zerstorung
(Degradation) der extrazelluliren Gewebematrix. Mit der Zerstorung der extrazelluldren Ge-
webematrix beginnt die Invasion der Tumorzelle. Sowohl pro-uPA als auch uPA binden mit
hoher Affinitdt an den an der Tumorzelle befindlichen uPA-Rezeptor (uPA-R/CD87). Dieser
konnte erstmal 1985 in Fibroblasten aufgezeigt werden. (Sidenius et al, 2003) Durch die An-
bindung des uPA an den uPA-R ist die Tumorzelle in der Lage, die extrazelluldre Proteolyse
zu fordern. Dies geschieht u. a. durch Aktivierung von degradierenden Enzymen wie Kolla-
genasen (z.B. MMP) und Wachstumsfaktoren (Duffy et al, 1994). AuBlerdem reguliert u-
PA/uPA-R die Zell/ECM Interaktionen als ein Adhisionsrezeptor fiir Vitronektin und besitzt
die Fihigkeit, die Integrin-Funktion (alpha, beta Integrin) zu modulieren So wird u. a. von
uPA/uPA-R die Zell-Migration gesteuert. (Sidenius et al, 2003) Bindet uPA/PAI-1 an den
uPA-Rezeptor, ist die Zelle in der Lage, diesen Komplex durch Endozytose aufzunehmen und
abzubauen. Der wieder frei werdende uPA-R kann dann erneut in der Zellmembran als Re-
zeptor eingebaut werden. Die Funktionalitit des Rezeptors wird dabei nicht unbedingt beein-
flusst. uPA wird durch die Inhibitoren PAI-1 (Plasminogenaktivator-Inhibitor-1) und PAI-2
(Plasminogenaktivator-Inhibitor-2) reguliert. PAI-1 1ist ein Glycoprotein (52 kDa), welches
von zahlreichen Zellen sezerniert wird (Gefdendothel, Thrombozyten, Hepatozyten,
Fibroblasten und viele verschiedene Tumorzellen). PAI -1, ein Serin-Proteinase Hemmstoff
mit einer reaktiven Peptid-Seitenbindung (Arg345-Met346), ist der Haupt-Inhibitor von uPA.
(Lijnen et al, 1995) PAI-1 kann mit zahlreichen Proteasenliganden, einschlieBlich des Zell-
Adhisionsmolekiils Vitronektin interagieren. Wenn PAI-1 in der extrazelluliren Matrix an
Vitronektin anbindet, wird er als solches stabilisiert und aktiviert. Neben seiner Funktion als
uPA-Inhibitor ist PAI-1 ein wichtiger Regulator der Fibrinolyse, wobei er dann als Hemmer
von tPA fungiert. Bei Patienten mit einer vendsen Thrombose, kann eine gestorte Fibrinolyse
durch eine zu niedrige Konzentration von tPA oder eine gesteigerte Konzentration von PAI-1

hervorgerufen werden.
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Abb.2: Die Funktionen des Plasminogenaktivatorkomplexes: Perizellulire Degradation der Matrix-
strukturen durch Proteolyse und Steuerung der gerichteten Migration und Adhésion der Zelle
(modifiziert nach Nekarda, 2001)

Bei gut einem Drittel aller Patienten mit spontaner oder wiederkehrender tiefer Beinvenen-
thrombose liegt eine verminderte fibrinolytische Antwort auf die vendsen Verschliisse vor,
was durch unzulidngliche t-PA Konzentrationen (25%) und durch gesteigerte PAI-1 Konzent-
rationen (75%) verursacht wird. (Juhan-Vague et al, 1987) In einigen Studien konnte eine
beeintrichtigte fibrinolytische Kapazitit nach vendsen Verschliissen, bei Patienten mit throm-
botischen Episoden, gezeigt werden. (Prins et al, 1999; Levi et al, 1991; Ridker et al, 1992) In
der Physician’s Health Study wurde aufgezeigt, dass die PAI-1 Konzentrationen der Patien-
ten, welche eine tiefe Beinvenenthrombose wihrend eines 5-Jahres FU entwickelten, nicht
anders war als in der Kontrollgruppe. (Lijnen, 2005) Neue Untersuchungen zeigen, dass PAI-
1 auch eine Rolle bei der Zellmigration, Adhédsion und Angiogenese spielt, die unabhingig
von seiner Protease-inhibierenden Funktion zu sein scheint. (Sidenius et al, 2003) Neben der
aktiven, hemmenden Form von PAI -1, welche sich spontan in eine latente Form umwandeln
kann, existiert auch eine Substratform, die an der P1-P1” Seite von seinen Zielenzymen haftet,
aber keine stabilen Komplexe formt. Aufler seiner Funktion beim Regulieren der Himostase,
spielt PAI -1 eine Rolle in mehreren von Plasminogen-Aktivator oder Plasmin-Aktivitéit ab-
hingigen biologischen Prozessen. Studien mit transgenen Méusen haben eine funktionelle
Rolle fiir PAI-1 bei der Wundheilung, Atheriosklerose, Stoffwechselstorungen, wie Adiposi-
tas und Insulin- Resistenz, Tumorangiogenese, chronischem Stress, Knochenumbau, Asthma,
rheumatoider Arthritis, Fibrose, Glomerulonephritis und Sepsis aufgezeigt. Es ist nicht immer
klar, ob diese Funktionen von der antiproteolytischen Aktivitit von PAI -1 abhédngen, bzw.

der Anbindung in der extrazelluldren Matrix an Vitronektin. (Lijnen, 2005)

12



2. Zielsetzung und Fragestellungen

2.1. Zielsetzung

Die Festlegung der adjuvanten Therapie fiir eine Patientin mit Mammakarzinom erfolgt nach
einer individualisierten Risikoeinstufung. Beriicksichtigt werden neben der Tumorgré3e und
dem Lymphknotenstatus auch Grading, Hormonrezeptorstatus, HER-2-Status, Menopausen-
status und Alter der Patientin. Zu der Patientengruppe mit niedrigem Risiko gehoren bis dato

die Patientinnen, welche alle der folgenden Kriterien erfiillen:

Lebensalter grofler oder gleich 35 Jahre

Tumordurchmesser kleiner als 2 cm

Grading 1

positiver Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptorstatus

NO-Situation nach Axilladissektion, bzw. nach Sentinellymphnode Exzision

keine perivaskuldre Invasion

Nur Patientinnen, welche alle diese Kriterien erfiillen, kann nach den Konsensusrichtlinien
der Internationalen Mammakarzinom — Konferenz (St. Gallen) ein Verzicht auf die adjuvante
systemische Therapie empfohlen werden.

Die traditionellen Prognosefaktoren beschreiben den Charakter der Tumorbiologie nur unzu-
reichend. Deshalb wurden neue tumorbiologische Prognosefaktoren, die Serinproteasen uro-
kinase Plasminogen Aktivator (uPA) und Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ 1 (PAI-1), fiir
die Entscheidung zur adjuvanten systemischen Therapie hinzugezogen.

Im Jahr 2005 wurde die Stellung der Prognosefaktoren uPA und PAI-1 auf der ,,Internationa-
len Mammakarzinom — Konferenz* in St. Gallen ausgiebig diskutiert und die zunehmende
praktische und klinische Bedeutung der Serinproteasen uPA und PAI-1 hervorgehoben.
(Goldhirsch et al, 2005) Die praktische Bedeutung von uPA und PAI-1, vor allem fiir die
Beurteilung der Krankheitsprognose der nodalnegativen Mammakarzinompatientinnen, wur-
de auBerdem durch die ASCO-guidelines im Jahr 2007 betont.
(www.asco.org/guidelines/breasttm.)

Nodalnegative Mammakarzinompatientinnen, deren Tumor eine niedrige Expression der Pro-
teasen uPA (cut off 3,0 ng/mg Gesamtprotein) und PAI-1 (cut off 14,0 ng/mg Gesamtprotein)
aufweist, haben eine giinstigere Prognose gegeniiber denen mit erhohten uPA und PAI-1 Wer-
ten. Jenen nodalnegativen Patientinnen wird derzeit unter kontrollierten Studienbedingungen

(NNBC-3 Europe Studie) der Verzicht auf die adjuvante systemische Therapie angeboten.
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Die Messung von uPA/PAI-1 erfolgt mittels ELISA. Dazu ist es notig, dass uPA und PAI-1

als freie Molekiile in nativer Form vorliegen. Faktoren, die wihrend der Aufarbeitung und

Lagerung das Tumorgewebe beeinflussen, verdndern unter Umstdnden das Messergebnis.

2.2.  Fragestellungen

Es ergibt sich aus der Zielsetzung eine Reihe von Fragestellungen; die folgenden potentiellen

Einflussgroen wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Frage 1:

Frage 2:

Frage 3:

Frage 4:

Frage S:

Wie veridndert sich die Konzentration von uPA/PAI-1 bei unterschiedlicher
Lagerungstemperatur?

Es wurden 17 Tumorproben nach Entnahme bei —20°C, —80°C und in fliis-
sigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren.

Welchen Einfluss hat der zeitliche Abstand zwischen dem Tag der Gewebeas-
servierung und dem Tag der Gewebeaufarbeitung auf die uPA und PAI-1 Kon-
zentrationen?

17 Tumorproben wurden entsprechend am Tag 0, Tag 15 und am Tag 30

nach Entnahme aufgearbeitet.

Welchen FEinfluss hat die Zentrifugalbeschleunigung bei der Zentrifugation,
nach Gewebehomogenisierung, auf die Extrahierung von uPA/PAI-1 und wel-
chen Einfluss haben nicht herunter zentrifugierte Schwebeteilchen auf das Er-
gebnis des uPA/PAI-1 ELISAs?

33 Gewebeextrakte (nach Tris/Triton Zugabe) wurden jeweils bei 105g und
bei 15.000g zentrifugiert.

Ist es notwendig, das gefrorene Tumorgewebe zu pulverisieren oder ist eine
andere Art der Tumorzerkleinerung (z.B. Kryoschnitt) ausreichend?
7 Tumore wurden vergleichend in pulverisierter Form und in Form von

Kryoschnitten aufgearbeitet.

Ist eine Aussage zur Konzentration von uPA und PAI-1 aus kleinsten Mengen

Tumorgewebe moglich?
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Frage 6:

Frage 7:

von 7 Tumoren wurden die uPA und PAI-1 Konzentrationen aus in vivo
Tumorstanzen und aus in vivo OP-Exzidaten gemessen und miteinander vergli-
chen. Von weiteren 3 Tumoren wurden die uPA und PAI-1 Konzentrationen
aus ex vivo Tumorstanzen und aus ex vivo Exzidaten gemessen und miteinan-

der verglichen.

Veridndern sich die uPA bzw. PAI-1-Konzentrationen nach Stanzbiopsie?
Es konnten von 5 Tumorproben die uPA und PAI-1 Konzentrationen aus
OP-Exzidaten mit und ohne Stanzkanal gemessen und miteinander verglichen

werden.

Wie homogen/heterogen ist der Tumor hinsichtlich der uPA/PAI-1 Konzent-
ration?
Es konnten 13 Tumorproben hinsichtlich der Tumorhomogenitit bzw. Tu-

morheterogenitit tiberpriift werden.
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3. Patienten, Material und Methoden

3.1. Patienten

An der Universitatsklinik und Poliklinik fiir Gynikologie der Martin-Luther-Universitit Hal-
le-Wittenberg wurde im Zeitraum von 01.04.-30.09.2005 von Patientinnen mit histologisch
gesichertem primdren Mammakarzinom Tumorgewebe asserviert. Das mediane Alter der Pa-
tientinnen betrug 58 Jahre (Range 41-81). Die Asservierung erfolgte sofort nach operativer
Entnahme (gemaB der Fragestellungen in fliissigem Stickstoff (-196°C), oder aber auf Tro-

ckeneis (-80°C) bzw. bei -20°C) unter der fachlichen Beurteilung eines Pathologen.

Entsprechend der Fragestellung konnten 17 Tumoren fiir die Frage 1 und 2 aufgearbeitet wer-
den. Des Weiteren wurden 33 Tumoren fiir die Frage 3 und 7 Tumoren fiir die Frage 4 ver-
wendet. Dreizehn Tumoren waren gro3 genug, um Tumorreferenzstiicke fiir die Frage 7 zu

asservieren.

Ebenfalls konnten von 7 dieser Patientinnen sonographisch- bzw. mamographisch-gestiitzte
Stanzbiopsien (Frage 5 und 6) entnommen werden. Die Stanzzylinder wurden in fliissigem
Stickstoff (-196°C) schockgefroren. Nach Beurteilung der Stanzzylinder durch den Patholo-
gen und der Diagnosestellung “Mammakarzinom” konnten die Stanzzylinder der Aufarbei-

tung unterzogen werden.

Mit den Patientinnen wurde die Gewebeentnahme zur Bestimmung der Prognosefaktoren uPA
und PAI-1 besprochen und deren Einverstindnis eingeholt. Ebenso war ein Ethikvotum
(durch die Ethikkommission der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg) im Vorfeld

erteilt worden.

3.2. Material

Tumorgewebe

gefiltertes deionisiertes H,O

Einkanalpipette fiir den Volumenbereich 10-200 ul bzw. 100-1000 ul

Photometer fiir Mikrotiterplatten, MeBwellenlinge 450 nm (uPA/PAI-1 ELISA) und
Messwellenldnge von 562 nm (BCA Protein Assay)

KryogefiBle - 1ml (Nunc, Wiesbaden, Germany)

Fliissiger Stickstoff

Trockeneis

Tank fiir fliissigen Stickstoff, -80°C und —20°C Gefrierschrank mit Aufbewahrungssystem
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Ultrazentrifuge OptimaTM MAX und MAX-E mit Beckmann/Counter Rotor (MLA 130)
fiir max. Beschleunigung von 106g (Rotation von 130.000 rpm)

Tischzentrifuge Biofuge stratos Haraeus/Kendro max. 50.000g (Rotation 15.000 rpm)
Ultrazentrifugenrohrchen (Fa. Hitachi Koki; Part No. S300536A 2,2ml)

Test Rohrchen 2 ml

Mikro-Dismembrator U (Sartorius AG type 8531722) zur Pulverisierung von gefrorenem
Material

Dismembrator Gefifle aus PTFE (SA-8531935, 5 ml) und Wolframkugel (Wolframkarbid,
SA-8547203 @ 5 mm)

Taumel-Rollenmischer “roller mixer SRT 1”

0.5 N H,SOq4

Rinderserum Albumin (BSA, Sigma A-7030)

Kontrollproben (Tumorgewebeextrakte aus Nacktméusen die Transplantate der humanen
Brusttumorzellinie-MDA-MB 231 tragen, z.B. ADI REF 899C)

FEMTELLE™ (American Diagnostica inc.) uPA/PAI-1 Test (REF 899):

¢ Anti-human uPA IgG beschichtete Mikrotiterplatten

¢ Anti-human PAI-1 IgG beschichtete Mikrotiterplatten

e uPA Standard: 0, 0.1, 0.25, 0.5. 0.75, 1.0 ng/ml (lyophilisiert)

e PAI-1 Standard: 0, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 ng/ml (Iyophilisiert)

e uPA Detektionsantikorper, biotinyliertes anti-human uPA (lyophilisiert)

e PAI-1 Detektionsantikorper, biotinyliertes anti-human PAI-1 (lyophilisiert)

¢ uPA Enzym Konjugat, Streptavidin — HRP (60 ul)

e PAI-1 Enzym Konjugat, Streptavidin — HRP (60 ul)

¢ Enzymkonjugat Verdiinner (lyophilisiert)

o Peroxidase Substrat, TMB

e Detergenz, 25% Triton X-100

e PBS Puffer (PBS), pH 7.4

e Tris gepufferte Kochsalzlosung (TBS), pH 8.5 (Iyophilisiert)

(Lagerung und Stabilitit der Reagenzien: die unbenutzten Teststreifen, sowie die fliissigen
und lyophilisierten Reagenzien werden bei +2° bis +8°C gelagert. Sie sind bis zu dem auf
dem Etikett befindlichen Verfallsdatum zu verwenden. Rekonstituierte Reagenzien kon-
nen gelagert werden bei +2° bis +8°C, fiir 2 Wochen.) Vorbereitung der Reagenzien ge-

miB Femtelle ™ Protokoll.
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BCA™ Protein Assay Kit (Pierce Chemical Co. - #23225; Pierce, Rockford, IL):

e Reagenz A (1000 ml Zusammensetzung: Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, Bicin-
choninic-Sdure und Natriumtartrat in 0,1 M Natriumhydroxid)

e Reagenz B (25 ml, enthilt 4% Kupfersulfat)

¢ Albumin Standard 2mg/ml (1ml-Ampulle, enthilt Rinderserum-Albumin (bovine se-

rum albumin ~ BSA) entspricht 2,0 mg/ml in 0,9% NaCl and 0,05% Natriumazid

3.3. Methoden

3.3.1. Standardprotokoll: Probenasservierung, -vorbereitung, Proteinbestimmung und
uPA/PAI-1 ELISA Testdurchfiihrung

a) Probenasservierung
Unmittelbar nach Entnahme wird das entfernte Tumorgewebe histologisch beurteilt und in
fliissigem Stickstoff asserviert und noch am gleichen Tag fiir die uPA/PAI-1 Bestimmung

aufgearbeitet.

b) Probenvorbereitung

Pulverisierung des Gewebes:

100 mg des gefrorenen Gewebes werden in ein zuvor im fliissigen Stickstoff vorgekiihltes
Dismembratorgefdl tiberfiihrt. Zu dem gefrorenen Gewebsstiick wird auch die Wolframkugel
in das vorgekiihlte Dismembratorgefi3 gegeben. Das verschlossene Dismembratorgefil wird
in den Mikro-Dismembrator-U eingespannt, anschlieend wird das Gewebe zweimal a'45 sec
bei 2000 rpm im Mikro-Dismembrator-U pulverisiert. (Abb. 3a)

Gewebeextraktion:

Es werden 600 pl des kalten (4°C) TBS Puffers (pH 8.5) auf das pulverisierte Gewebe gege-
ben. Nach Entfernen der Wolfram-Kugel aus dem Dismembratorgefd3 werden 67 ul der

10%igen Triton-X - Losung (Losung TBS-Triton 1%ig) hinzu pipettiert. (Abb. 3a)

Abb. 3a: 1. Tumorentnahme und schockgefrieren (-196°C), 2. Pulverisieren, 3. Gewebeextraktion
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Die Gewebesuspension wird dann vorsichtig fiir 14 - 16 h bei 4°C geschiittelt (Taumel-
Rollenmischer “roller mixer SRT 17). Im Anschluss daran wird die Suspension bei 10°g fiir
1h bei 4°C zentrifugiert (Ultrazentrifuge Optima™ MAX und MAX-E; Rotor MLA 130), um
die Zelltrimmer abzutrennen. Mogliche Lipidreste, die sich am Uberstand befinden, werden
vorsichtig entfernt. Der klare Uberstand (Cytosol) und das Pellet kénnen dann in vorbereitete
kalte (4°C) Kryorohrchen iiberfiihrt werden. Die Aliquotierung der gut durchmischten Cyto-
sole wird in zwei ca. 250 ul Portionen vorgenommen, um wiederholtes Auftauen und Einfrie-

ren zu vermeiden. Die Lagerung des Gewebeextrakts erfolgt in fliissigem Stickstoff.

) Proteinbestimmung
Die Proteinbestimmung erfolgt mit dem BCA ™ Protein Assay Kit (Pierce Chemical Co. -
#23225; Pierce, Rockford, IL)

¢ Verdiinnung der Albumin-Standards gemif Anleitung

e Vorbereitung des Working-Reagenz (50 Teile des Reagenz A plus 1 Teil des Reagenz

B; pro well werden 190 ul WR benétigt, eine Mikrotiterplatte hat 96 wells)
¢ Verdiinnung der Proben: 50 pl Probe + 50 ul TBS/Triton
20ul Probe + 80 ul TBS/Triton

e Bestiickung der Mikrotiterplatte (Probe/Working-Reagenz = 1:20)
Zuerst werden 10 ul vom Standard oder von der Probe in je ein Mikrotiterplattenwell pipet-
tiert. Danach werden 190 ul der WR in jedes “well” hinzu pipettiert und fiir 30 sec auf dem
Schiittler gestellt. Es erfolgt eine Inkubation der Titerplatte bei 37°C fiir 30 min, anschlieBend
wird diese auf Raumtemperatur abgekiihlt. Hiernach konnen die Proben bei Ase nm (Ref. 540-

590 nm) im Reader durch gemessen werden.

d) uPA/PAI-1 ELISA Testdurchfiihrung

Die uPA/PAI-1 ELISA Testdurchfithrung erfolgt mittels FEMTELLE™ (American Di-
agnostica inc.) uPA/PAI-1 Test (REF 899)

Tag 1

Als erstes werden die Gewebeextrakt-Proben verdiinnt. Die Verdiinnung richtet sich nach

dem Ergebnis der Proteinbestimmung. (Tab. 4)

Tab. 4: Verdiinnungsreihe der Gewebeextrakte
Gesamtprotein in mg/ml Verdiinnung 1 Verdiinnung 2
<0,6 1:5 1:10
<1 1:10 1:20
1-2 1:20 1:20
2-3 1:20 1:60
>3 1:60 1:60
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Die benotigte Anzahl der beschichteten uPA Microtiterstreifen wird in die dafiir vorgesehene
Halterung eingelegt. Dann werden je 100 pl des mitgelieferten uPA Standards (s. Kitkompo-
nenten), der Kontrollproben und der verdiinnten Gewebeextrakte in die mit uPA-Antikorper

beschichteten Vertiefungen der Microtiterstreifen pipettiert.

Die benotigte Anzahl der beschichteten PAI-1 Microtiterstreifen wird in die dafiir vorgesehe-
ne Halterung eingelegt. Dann konnen je 100 pl des mitgelieferten PAI-1 Standards (s. Kit-
komponenten), der Kontrollproben und der verdiinnten Gewebeextrakte in die mit PAI-1-

Antikorper beschichteten Vertiefungen der Microtiterstreifen pipettiert werden.

Von jeder Probe erfolgt eine Doppelwertbestimmung. Die Teststreifen werden iiber Nacht

abgedeckt und bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Tag 2

Am folgenden Tag wird der Inhalt der Teststreifen verworfen und je 4-mal mit Waschpuffer
gewaschen. Danach werden je 100 ul uPA bzw. PAI-1 Detektionsantikorper in die uPA bzw.
PAI-1 beschichtete Vertiefung pipettiert. Die Teststreifen konnen nun abgedeckt und 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert (20° — 25°C) werden.

Wiederum erfolgt eine 4-malige Waschung mit Waschpuffer, dann werden je 100 ul des ver-
diinnten uPA- bzw. PAI-1 Enzymkonjugats in die entsprechenden uPA- bzw. PAI-1 Vertie-
fungen gegeben, danach erneutes Abdecken der Teststreifen und Inkubation fiir 1 h bei Raum-
temperatur.

Der Inhalt der Teststreifen wird neuerlich verworfen und die Teststreifen werden wieder 4-
mal mit Waschpuffer gewaschen. Nun werden je 100 ul TMB Substratlosung in die Vertie-
fungen pipettiert, die Teststreifen abgedeckt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei
positiver Reaktion ist eine blaue Farbentwicklung zu beobachten.

Um die Reaktion abzustoppen, werden je 50 ul 0,5 N H,SOy4 in die “wells” hinzugegeben.
Nach kurzem Mischen férbt sich die Losung gelb.

Die Messung muss innerhalb von 30 min bei einer Messwellenlinge von 450 nm erfolgen.
Der Mittelwert der Extinktion des Nullwerts (Standard 0 ng/ml) wird von den Standards und
den Proben abgezogen. Aus den Messwerten der Standards wird die so genannte Standard-
kurve erstellt (Auftragen der Extinktionswerte gegen die entsprechende uPA bzw. PAI-1
Konzentration). Des Weiteren wird zur Berechnung der uPA bzw. PAI-1 Werte die entspre-

chende Gleichung zur Standardkurve erstellt.

Unter Verwendung des jeweiligen Extinktionsmittelwerts der verdiinnten Probe konnen die

entsprechende uPA und PAI-1 Konzentration in ng/ml berechnet werden. Um die uPA und
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PAI-1 Konzentrationen des Gewebeextrakts zu erhalten, muss der Probenwert mit dem ent-
sprechenden Verdiinnungsfaktor multipliziert werden.

Um die uPA und PAI-1 Konzentrationen in ng/mg Gesamtprotein zu erhalten, werden die
uPA und PAI-1 Werte (ng/ml) durch die Gesamtproteinkonzentration (mg/ml) des Gewebeex-
trakts geteilt.

Auswertung: Fiir uPA wird der cut-off Wert in Extrakten aus Brustkrebsgewebe bei 3 ng/mg
Gesamtprotein gesetzt, fiir PAI-1 bei 14 ng/mg Gesamtprotein.

Zur Vermeidung systematischer Fehler muss streng darauf geachtet werden, dass fiir die
Auswertung zusammengehorige Proben immer im selben Proteinassay und im selben ELISA-

Test durch gemessen wurden.

3.3.2. Probenasservierung und -vorbereitung gemif Zielsetzung und Fragestellung

Noch wihrend des operativen Eingriffes wurde das entfernte Tumorgewebe im Schnell-
schnittlabor der Pathologie histologisch beurteilt. Das Mammakarzinomgewebe wurde vor
Ort asserviert und im Forschungslabor der Universitétsklinik und Poliklinik fiir Gynikologie
der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg sofort oder aber entsprechend der Zielset-
zung/Fragestellung (siehe im Folgenden) gelagert und zum definierten Zeitpunkt aufgearbei-

tet.

Zu Frage 1 und 2 in der Zielsetzung/Fragestellung:

Wie verindert sich die Konzentration von uPA/PAI-1 bei unterschiedlicher Lagerungstempe-
ratur? Es wurden 17 Tumorproben bei —20°C, —80°C und in fliissigem Stickstoff archiviert.
(Frage 1) Welchen Einfluss hat der zeitliche Abstand zwischen dem Tag der Gewebeasservie-
rung und dem Tag der Gewebeaufarbeitung? 17 Tumorproben wurden entsprechend am Tag

0, Tag 15 und am Tag 30 nach Entnahme aufgearbeitet. (Frage2)

Hintergrund dieser Fragestellung ist, dass die im Standardprotokoll geforderte Asservierung
der Mammatumoren von -196°C in vielen Kliniken nicht gewihrleistet werden kann. Das
wiirde bedeuten, dass Patientinnen aus diesen Kliniken, keine addquate Prognoseabschitzung
des Mammakarzinoms zuteil werden konnte. Um diesen Kliniken die Moglichkeit zu eroff-
nen, Tumorgewebe zur Bestimmung der Prognosefaktoren uPA und PAI-1 an Zentren (etab-
lierte Labors) zu versenden, stellt sich die Frage der Stabilitit der Proteine uPA und PAI-1 bei
anderen Lagerungstemperaturen und Aufarbeitung zu einem spiteren Zeitpunkt.

Das Tumorgewebestiick wurde im Schnellschnittlabor entsprechend aufgeteilt und jeweils 3

Tumor- Teilstiickchen bei -20°C, 3 Tumor- Teilstiickchen bei -80°C und 3 Tumor- Teilstiick-
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chen im fliissigen Stickstoff (-196°C) asserviert. (s. Abb. 3b) Es wurde zudem ein Referenz-
gewebsstiick asserviert, welches nach den oben beschrieben Standards aufgearbeitet wurde.
Die Tumor- Teilstiickchen hatten dabei ein Gewicht von ca. 30-150 mg.

Entsprechend der jeweiligen Temperaturlagerung (-20°C, -80°C, -196°C) wurde jeweils ein
Tumor- Teilstiickchen jeder Temperaturkategorie noch am Operationstag (Tag 0), am 15. Tag
post operationem (Tag 15) und am 30. Tag post operationem (Tag 30) aufgearbeitet. Bei der
Asservierung wurde streng darauf geachtet, dass die jeweils zu vergleichenden Tumor-
Teilstiickchen unmittelbar beieinander lagen. Die weitere Aufarbeitung der Tumorproben

erfolgte nach der oben beschriebenen Asservierung gemif3 Standardprotokoll.

cleared and
frozen in nitrogen

cut into 9 pieces
and snap- f1ozc11

lysed on measured

H day 0
day 15 y I3
P B T o
day 30

dav 30 same dav
day 0 ~ L

— uPA/PAI-1

day 0

Abb. 3b: 1. Zerteilen der Tumorscheibe in 9 Teile und schock gefrieren bei -20°C, bei -80°C
oder bei -196°C; Aufarbeitung am Entnahmetag (dO) oder am 15. (d15) bzw. 30. (d30)
Tag nach Entnahme; 2. Pulverisierung und Gewebeextraktion; 3. Ultrazentrifugation
der Suspension und Aliquotierung des Cytosols und Lagerung in fliissigen Stickstoff;
4. uPA/PAI-1 ELISA (Dittmer, 2006)

Zu Frage 3 in der Zielsetzung:

Welchen FEinfluss hat die gewihlte Zentrifugalbeschleunigung, nach Homogenisierung des
Tumorgewebes, auf die Extrahierung von uPA und PAI-1? Gibt es Unterschiede in der uPA
bzw. PAI-1-Konzentration? Welchen Einfluss haben nicht herunter zentrifugierte Schwebe-

teilchen auf den uPA/PAI-1 ELISA?
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Es wurden 33 Tumorproben fiir den Zentrifugenvergleich in fliissigen Stickstoff schockgefro-
ren und am Entnahmetag aufgearbeitet. Die jeweils gut gemischten Suspensionen wurden
nach dem Homogenisieren auf jeweils ein 1,5 ml Eppendorf-Rohrchen (Tischzentrifuge Bio-
fuge stratos Haraeus/Kendro) und ein Ultrazentrifugenrohrchen aufgeteilt. Die Gewebeextrak-
te (nach Tris/Triton Zugabe) wurden entsprechend jeweils (iiber 1h bei 4°C) bei 100.000 g;
Ultrazentrifuge; Standardprotokoll) und bei 15.000 g; Tischzentrifuge) zentrifugiert, um die
Zelltrimmer abzutrennen.

Der klare Uberstand (Cytosol) und das Pellet wurden dann in vorbereitete kalte (4°C) Kryo-
rohrchen {iiberfiihrt. Die Aliquotierung der gut durchmischten Cytosole erfolgte in zwei ca.
250-ul-Portionen, um wiederholtes Auftauen und Einfrieren zu vermeiden. Die Lagerung des

Gewebeextrakts wurde in fliissigem Stickstoff durchgefiihrt.

Zu Frage 4 in der Zielsetzung:

Ist es notwendig, das gefrorene Tumorgewebe zu pulverisieren? Oder ist eine andere Art der
Tumorzerkleinerung (z.B. Kryoschnitt) ausreichend? 7 Tumore wurden vergleichend in pul-
verisierter Form und aus den Kryoschnitten aufgearbeitet.

Hierzu wurden 7 Tumorproben halbiert und jeweils die eine Hilfte in Form von Kryoschnit-
ten a’10 um asserviert und die andere Hilfte als Tumorblockchen. Nach dem Asservieren
wurden diese Proben in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend verarbeitet.
Das Kryoschnitt-Tumorgewebe wurde unmittelbar nach dem Auftauen bei 4°C mit der
1%igen TBS-Triton Losung versetzt, das andere Tumorgewebe wurde entsprechend dem
standardisierten Protokoll pulverisiert. Die iibrige Verarbeitung des Tumors erfolgte gemil3

Standardprotokoll.

Zu Frage S in der Zielsetzung:

Ist eine Aussage zur Konzentration von uPA/PAI-1 aus kleinsten Mengen Tumorgewebe
moglich? Von 7 Tumoren wurden die uPA und PAI-1 Konzentrationen aus in vivo Tu-
morstanzen und aus in vivo OP-Exzidat gemessen und miteinander verglichen. Von 3 weite-
ren Tumoren konnten aus ex vivo Tumorstanzen und aus ex vivo Exzidaten die uPA und PAI-
1 Konzentrationen gemessen und miteinander verglichen werden. (Frage 5)

Hierzu wurden die in vivo Tumorstanzen ca. 1 Woche vor der geplanten Tumoroperation ent-
nommen und in fliissigem Stickstoff asserviert. Bevor die Tumorstanzen aufgetaut und ge-
mil Standardprotokoll aufgearbeitet wurden, wurden aus 4-5 verschiedenen Regionen der
Stanze ein ca. 10 um dicker Kryoschnitt entnommen und ein Objekttriger angefertigt (s. Abb.

4). Dieser Kryoschnitt wurde den Pathologen zur Begutachtung iibergeben, um sicherzustel-
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len, dass sich Mammakarzinomzellen in der Stanze befinden. Die in vivo OP-Exzidate wur-
den unmittelbar nach Entnahme in fliissigen Stickstoff asserviert, unter der fachlichen Beur-
teilung eines Pathologen. Die Aufarbeitung erfolgte am Entnahmetag, laut Standardprotokoll.

Die ex vivo Tumorstanzen und ex vivo Exzidate wurden aus dem Tumor zeitgleich im Patho-
logielabor entnommen, in fliissigen Stickstoff asserviert und am Entnahmetag gemill Stan-
dardprotokoll aufgearbeitet. Das Gesamtgewicht der Tumorstanzen betrug im Durchschnitt
30-50 mg. Es konnte die im Standardprotokoll geforderte Tumormenge von 100-300 mg Ge-

webe mit der kleineren Tumormenge von 30-50 mg (Stanzbiopsie) verglichen werden.

Kryoschnitt

pe

Abb. 4: schematische Darstellung: Zerteilen des Stanzzylinders zur Kryoschnitt-Anfertigung

Zu Frage 6 in der Zielsetzung:

Veridndern sich die uPA bzw. PAI-1-Konzentrationen nach Stanzbiopsie? Es konnten aus 5
Tumoren Proben mit und ohne Stanzkanaltumor gemessen verglichen werden.

Von 5 Tumorproben wurden OP-Exzidate mit und ohne Stanzkanal entnommen, in fliissigem
Stickstoff asserviert gemd dem Standardprotokoll aufgearbeitet. Die Cytosole wurden in

fliissigen Stickstoff gelagert.

Zu Frage 7 in der Zielsetzung:

Wie homogen bzw. heterogen ist das Tumorgewebe und wie dhnlich sind die uPA und PAI-1
Konzentrationen im gleichen Tumor? Es konnten 13 Tumorproben hinsichtlich der Tumor-
homogenitit bzw. -heterogenitiit tiberpriift werden.

Das heifit von 13 Tumoren konnten mindestens 2 Proben entnommen werden. Der Umfang
der Probenentnahme (2-5 Tumorstiicke) war abhédngig von der Tumorgesamtgrofe.

Die Aufarbeitung erfolgte gemil Standardprotokoll. Die uPA und PAI-1 Konzentrationen
wurden gemessen und miteinander verglichen. AnschlieBend erfolgte eine Aussage hinsicht-

lich Tumorheterogenitit und Tumorhomogenitét.

24



3.3.3. Methoden der Auswertung und der Statistik

Fiir die statistischen Auswertungen und graphischen Darstellungen wurde das SPSS-Software

Paket (fiir Windows, Fa. SPSS inc. Chicago, IL, USA, Vers. 11.5.1) verwendet.

Fiir die mathematische Bewertung aus Frage 1 und 2 (Lagerungstemperatur, Dauer der Ge-
webelagerung) erfolgte in allen Versuchsreihen vorab die Umrechnung der absoluten uPA
und PAI-1-Ergebnisse in relative uPA und PAI-1-Ergebnisse (bezogen auf die entsprechenden
Standardbedingungen, nitro =1,0; Tag 0 = 1,0). Von diesen relativen uPA und PAI-1 Ergeb-

nissen wurde der Median angegeben.

Die Berechnung des Signifikanzniveaus aus Frage 1 und 2 (Lagerungstemperatur, Dauer der
Gewebelagerung) erfolgte mittels ,,T-Test bei gepaarten Stichproben*. Des Weiteren wurden
zur graphischen Darstellung der einzelnen Tumore Boxplots (s. Anhang) verwendet. Ebenso

erfolgte eine graphische Darstellung mit Hilfe von Sdulendiagrammen.

Fiir die mathematische Bewertung aus Frage 3 (Zentrifugalbeschleunigung) erfolgte die Um-
rechnung der absoluten uPA und PAI-1-Ergebnisse in relative uPA und PAI-1-Ergebnisse
(bezogen auf die entsprechenden Standardbedingungen, Ultrazentrifuge = 1,0). Von diesen
relativen uPA und PAI-1 Ergebnissen wurden der Mittelwert, die Standardabweichung und
der Median angegeben. AuBBerdem wurde ein ,,T — Test bei gepaarten Stichproben‘ angewen-

det. Zugleich erfolgte eine graphische Darstellung mit Hilfe von Sidulendiagrammen.
In den iibrigen Fragen der Zielsetzung wurden die absoluten und relativen uPA und PAI-1

Ergebnissen graphisch gegeniibergestellt, bzw. der Mittelwert, die Standardabweichung und

der Median angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Asservierungsbedingungen (Frage 1 und 2)

Um mogliche Anderungen im Proteinlevel von uPA bzw. PAI-1 bei unterschiedlicher Lage-
rungstemperatur und modifizierter Lagerungszeit zu bestimmen, wurden wie im Methodeteil
beschrieben 17 Tumorproben in jeweils 9 Tumorteilstiickchen unterteilt und entsprechend
aufgearbeitet und untersucht.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein so genannter T-Test bei gepaarten Stichproben
durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgte die Umrechnung der absoluten uPA/PAI-1-Ergebnisse in
relative uPA/PAI-1-Ergebnisse (UPAjciativ bzZw. PAI-1 cpiiv). Das heilit: Standardbedingungen
wie Temperaturabhiingigkeit (Stickstofflagerung) und Aufarbeitungstag-Abhéngigkeit (Tag
0) erhielten den Referenzwert 1,0. Median und Signifikanzniveau dieser Ergebnisse werden in
den zusammenfassenden Tabellen (Tab. 8-9 PAI-1 und Tab. 13-14 uPA) aufgezeigt.

Die Tabellen 5 (PAI-1) und 10 (uPA) zeigen die absoluten Daten der einzelnen Tumoren,
getrennt nach PAI-1 in ng/mg Protein bzw. uPA in ng/mg Protein. Diese Daten wurden auch
in Sdulendiagrammen (Abb. 5-21) dargestellt. Alle relativen uPA und PAI-1 Ergebnisse zei-
gen die Tab. 5-7 (PAI-1) und Tab. 11-12 (uPA). Diese Ergebnisse wurden in Boxplots darge-
stellt (Abb. 22-23)

Von 3 Tumorproben (#23 d0/-20°C, #23 d30/-80°C und #24 d30/-80°C) konnten keine Daten

angegeben werden.
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Tab. 5: PAI-1 in ng/mg Protein, Asservierungsbedingungen, alle Daten

Lagerungstemperatur Tumor Tag 0 Tag 15 Tag 30
nitro #15 17,18 34,41 40,61
-80°C 55,74 12,25 35,50
-20°C 31,56 23,73 17,00
nitro #16 11,28 13,22 18,47
-80°C 13,15 13,68 15,93
-20°C 12,63 10,20 9,11
nitro #17 4,84 6,85 2,32
-80°C 8,56 21,43 21,08
-20°C 8,27 9,85 28,55
nitro #19 31,80 33,70 29,20
-80°C 27,30 28,40 23,10
-20°C 16,90 13,30 19,30
nitro #20 16,24 25,16 9,35
-80°C 14,42 8,46 12,54
-20°C 7,28 21,54 7,12
nitro #21 2,99 2,78 4,30
-80°C 1,48 3,93 3,40
-20°C 5,28 4,81 2,37
nitro #22 27,54 30,99 25,00
-80°C 13,27 22,16 18,01
-20°C 32,13 29,12 13,78
nitro #23 13,19 8,28 18,47
-80°C 9,68 14,66 lost
-20°C lost 10,77 9,43
nitro #24 7,85 10,21 2,37
-80°C 0,68 14,16 lost
-20°C 1,91 3,58 1,21
nitro #25 11,91 8,56 7,07
-80°C 37,03 21,03 25,23
-20°C 48,64 22,78 22,05
nitro #29 15,16 0,30 0,80
-80°C 9,08 27,19 2,85
-20°C 13,16 12,59 4,66
nitro #34 20,07 30,13 29,83
-80°C 16,39 20,86 32,98
-20°C 27,84 24,75 46,12
nitro #37 4,69 15,79 11,87
-80°C 8,59 13,25 9,53
-20°C 13,39 14,37 12,70
nitro #38 17,67 11,04 7,32
-80°C 17,14 17,58 6,97
-20°C 25,06 22,55 9,25
nitro #39 7,71 4,28 26,22
-80°C 7,32 18,58 15,15
-20°C 12,59 5,19 20,38
nitro #40 3,57 8,76 18,59
-80°C 5,48 0,60 17,05
-20°C 20,35 3,46 11,93
nitro #41 84,60 18,90 17,10
-80°C 116,90 25,00 19,70
-20°C 21,30 13,10 15,60
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Tab. 6: Temperatur-abhingige Anderungen von PAI-1 (Standard nitro = 1,0), alle
Daten

PAI-1 Tag-Temp Tag-Temp Tag-Temp

Tumor dO0 nitro d15 nitro d30 nitro
15 1 1 1
16 1 1 1
17 1 1 1
19 1 1 1
20 1 1 1
21 1 1 1
22 1 1 1
23 1 1 1
24 1 1 1
25 1 1 1
29 1 1 1
34 1 1 1
37 1 1 1
38 1 1 1
39 1 1 1
40 1 1 1
41 1 1 1

Median 1 1 1

do -80 di15 -80 d30 -80

15 3,24 0,36 0,87
16 1,17 1,03 0,86
17 1,77 3,13 9,09
19 0,86 0,84 0,79
20 0,89 0,34 1,34
21 0,49 1,41 0,79
22 0,48 0,72 0,72
23 0,73 1,77 lost
24 0,09 1,39 lost
25 3,11 2,46 3,57
29 0,60 90,63 3,56
34 0,82 0,69 1,11
37 1,83 0,84 0,80
38 0,97 1,59 0,95
39 0,95 434 0,58
40 1,54 0,07 0,92
41 1,38 1,33 1,15

Median 0,95 1,33 0,92

do -20 dis -20 d30 -20

15 1,84 0,69 0,42
16 1,12 0,77 0,49
17 1,71 1,44 12,31
19 0,53 0,39 0,66
20 0,45 0,86 0,76
21 1,77 1,73 0,55
22 1,17 0,94 0,55
23 lost 1,30 0,51
24 0,24 0,35 0,51
25 4,08 2,66 3,12
29 0,87 41,97 5,83
34 1,39 0,82 1,55
37 2,86 0,91 1,07
38 1,42 2,04 1,26
39 1,63 1,21 0,78
40 5,70 0,39 0,64
41 0,25 0,70 0,91

Median 1,40 0,91 0,76

Beachte: nd: nicht bestimmbar; lost: Probe ging im Rahmen der Aufarbeitung verloren
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Tab. 7: Lagerungszeit-abhingige Anderungen von PAI-1 (Standard dO = 1,0), alle
Daten

PAI-1 Tag-Temp Tag-Temp Tag-Temp

Tumor dO0 nitro do -80 do -20
15 1 1 1
16 1 1 1
17 1 1 1
19 1 1 1
20 1 1 1
21 1 1 1
22 1 1 1
23 1 1
24 1 1 1
25 1 1 1
29 1 1 1
34 1 1 1
37 1 1 1
38 1 1 1
39 1 1 1
40 1 1 1
41 1 1 1

Median 1 1 1

d15 nitro d15 -80 d15-20

15 2,00 0,22 0,75
16 1,17 1,04 0,81
17 1,42 2,50 1,19
19 1,06 1,05 0,79
20 1,55 0,59 2,96
21 0,93 2,66 0,91
22 1,13 1,67 0,91
23 0,63 1,51 nd
24 1,30 20,69 1,88
25 0,72 0,57 0,47
29 0,02 2,99 0,96
34 1,50 1,27 0,89
37 3,37 1,54 1,07
38 0,62 1,03 0,90
39 0,56 2,54 0,41
40 2,45 0,11 0,17
41 0,22 0,22 0,62

Median 1,13 1,27 0,89

d30 nitro d30 -80 d30 -20

15 2,36 0,64 0,54
16 1,64 1,21 0,72
17 0,48 2,46 3,45
19 0,92 0,85 1,14
20 0,58 0,87 0,98
21 1,44 2,30 0,45
22 0,91 1,36 0,43
23 1,40 lost nd
24 0,30 lost 0,63
25 0,59 0,68 0,45
29 0,05 0,31 0,35
34 1,49 2,01 1,66
37 2,53 1,11 0,95
38 0,41 0,41 0,37
39 3,40 2,07 1,62
40 5,21 3,11 0,59
41 0,20 0,17 0,73

Median 0,92 1,11 0,68

Beachte: nd: nicht bestimmbar; lost: Probe ging im Rahmen der Aufarbeitung verloren
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Tab.8: Zusammenfassung: PAI-1,¢jaiy — Anderungen Lagerungstemperatur- und Lage-
rungszeitabhidngigkeit; Median

a) Temperaturabhédngigkeit
Tumor Inkubationszeit (Tag) -20 °C -80 °C nitro
Alle 0 1,40 0,96 1,0
N=17 15 0,91 1,33 1,0
30 0,76 0,92 1,0
b) Lagerungszeitabhingigkeit
Tumor Inkubationszeit (Tag) -20°C -80°C nitro
alle 0 1,0 1,0 1,0
N=17 15 0,89 1,27 1,13
30 0,68 1,11 0,92
Tab. 9: Zusammenfassung: PAI-1 Lagerungstemperatur- und -zeitabhingigkeit; T-Test
bei gepaarten Stichproben
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Untere Obere Signifikanz (p)
Lagertemperatur abh. DO0-196 - D0-20 -11,8564 10,2077 0,876
Lagertemperatur abh. DO0-196 - D0-80 -11,1453 3,6253 0,296
Lagertemperatur abh. D15-196 - D15-20 -3,3762 5,4550 0,625
Lagertemperatur abh. D15-196 - D15-80 -7,5244 5,1879 0,702
Lagertemperatur abh. D30-196 - D30-20 -4,9764 7,1328 0,711
Lagertemperatur abh. D30-196 - D30-80 -5,3045 3,8418 0,737
Lagerzeit abh. D0-20 - D15-20 -0,6853 8,6065 0,089
Lagerzeit abh. DO0-20 - D30-20 -3,0414 10,1864 0,268
Lagerzeit abh. D0-80 - D15-80 -8,9814 18,2743 0,480
Lagerzeit abh. DO0-80 - D30-80 -8,7939 21,1712 0,391
Lagerzeit abh. D0-196 - D15-196 -7,2262 11,3356 0,645
Lagerzeit abh. DO0-196 - D30-196 -8,4604 11,9193 0,724
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Tab. 10: uPA in ng/mg Protein, Asservierungsbedingungen, alle Daten

Lagerungstemperatur Tumor Tag 0 Tag 15 Tag 30
nitro #15 9,01 16,98 16,03
-80°C 17,28 7,00 18,14
-20°C 16,59 11,64 11,28
nitro #16 0,49 2,63 3,59
-80°C 2,28 3,37 2,11
-20°C 1,83 2,71 2,94
nitro #17 0,22 0,22 0,14
-80°C 0,50 3,55 1,32
-20°C 0,39 0,72 3,46
nitro #19 5,80 3,10 5,50
-80°C 3,90 3,60 5,60
-20°C 4,90 2,30 5,60
nitro #20 0,33 0,37 0,10
-80°C 0,91 0,83 0,16
-20°C 0,61 0,97 0,35
nitro #21 0,53 0,51 0,58
-80°C 0,28 0,28 0,80
-20°C 0,54 0,65 0,61
nitro #22 0,85 4,64 0,81
-80°C 6,20 4,40 3,33
-20°C 1,91 0,55 0,45
nitro #23 2,87 2,71 2,94
-80°C 2,14 3,69 lost
-20°C lost 2,29 1,68
nitro #24 1,24 1,18 0,77
-80°C 0,68 1,19 lost
-20°C 0,93 0,52 0,42
nitro #25 0,50 0,92 0,55
-80°C 2,23 0,39 0,76
-20°C 2,39 0,36 0,45
nitro #29 5,45 0,35 0,10
-80°C 2,75 3,69 0,50
-20°C 3,34 3,31 1,05
nitro #34 14,38 10,83 10,50
-80°C 9,96 4,06 5,04
-20°C 15,93 6,73 15,21
nitro #37 1,10 3,23 2,31
-80°C 2,28 3,28 1,43
-20°C 2,74 3,10 1,96
nitro #38 0,52 0,68 0,43
-80°C 0,70 0,98 0,93
-20°C 0,77 1,44 0,89
nitro #39 2,52 2,43 3,61
-80°C 3,32 2,70 2,03
-20°C 4,52 1,27 3,30
nitro #40 2,21 2,91 3,70
-80°C 2,90 1,24 4,51
-20°C 3,61 1,13 4,06
nitro #41 6,20 6,50 4,90
-80°C 6,00 5,30 6,60
-20°C 5,10 3,50 6,70
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Tab. 11: Temperatur-abhéingige Anderungen von uPA (Standard nitro =1,0), alle Daten
uPA Tag-Temp Tag-Temp Tag-Temp
Tumor dO0 nitro d15 nitro d30 nitro
15 1 1 1
16 1 1 1
17 1 1 1
19 1 1 1
20 1 1 1
21 1 1 1
22 1 1 1
23 1 1 1
24 1 1 1
25 1 1 1
29 1 1 1
34 1 1 1
37 1 1 1
38 1 1 1
39 1 1 1
40 1 1 1
Median 1 1 1
do -80 d15 -80 d30 -80
15 1,92 0,41 1,13
16 4,64 1,28 0,59
17 2,27 16,14 9,43
19 0,66 1,16 1,03
20 2,77 2,23 1,62
21 0,53 0,55 1,38
22 7,26 0,95 4,11
23 0,75 1,36 lost
24 0,55 1,00 lost
25 4,43 0,43 1,40
29 0,50 10,54 5,00
34 0,69 0,37 0,48
37 2,07 1,02 0,62
38 1,34 1,45 2,16
39 1,32 1,11 0,56
40 1,31 0,43 1,22
41 0,96 0,82 1,36
Median 1,32 1,02 1,36
do -20 d15-20 d30 -20
15 1,84 0,69 0,70
16 3,73 1,03 0,82
17 1,77 3,27 24,71
19 0,84 0,72 1,03
20 1,86 2,59 3,44
21 1,02 1,27 1,05
22 2,24 0,12 0,55
23 lost 0,85 0,57
24 0,75 0,44 0,55
25 4,75 0,39 0,82
29 0,61 9,46 10,50
34 1,11 0,62 1,45
37 2,49 0,96 0,85
38 1,47 2,12 2,08
39 1,79 0,52 0,91
40 1,63 0,39 1,10
41 0,82 0,54 1,38
Median 1,70 0,72 1,03
Beachte: nd: nicht bestimmbar; lost: Probe ging im Rahmen der Aufarbeitung verloren

32




Tab.12: Lagerungszeit-abhingige Anderungen v. uPA (Standard dO = 1,0), alle Daten
uPA Tag-Temp Tag-Temp Tag-Temp
Tumor dO nitro do -80 do -20
15 1 1 1
16 1 1 1
17 1 1 1
19 1 1 1
20 1 1 1
21 1 1 1
22 1 1 1
23 1 1
24 1 1 1
25 1 1 1
29 1 1 1
34 1 1 1
37 1 1 1
38 1 1 1
39 1 1 1
40 1 1 1
Median 1 1 1
d15 nitro d15 -80 d15 -20
15 1,88 0,41 0,70
16 5,35 1,48 1,48
17 1,00 7,10 1,85
19 0,54 0,94 0,46
20 1,13 0,91 1,59
21 0,96 1,00 1,20
22 5,44 0,71 0,29
23 0,94 1,72 nd
24 0,95 1,74 0,56
25 1,83 0,18 0,15
29 0,06 1,34 0,99
34 0,75 0,41 0,42
37 2,93 1,44 1,13
38 1,29 1,40 1,87
39 0,97 0,82 0,28
40 1,32 0,43 0,31
41 1,05 0,89 0,68
Median 1,05 0,94 0,69
d30 nitro d30 -80 d30 -20
15 1,78 1,05 0,68
16 7,31 0,92 1,61
17 0,64 2,64 8,87
19 0,94 1,45 1,15
20 0,31 0,18 0,57
21 1,09 2,86 1,13
22 0,95 0,54 0,23
23 1,02 lost nd
24 0,62 lost 0,46
25 1,09 0,34 0,19
29 0,02 0,18 0,31
34 0,73 0,51 0,95
37 2,10 0,63 0,72
38 0,82 1,32 1,16
39 1,44 0,61 0,73
40 1,67 1,56 1,12
41 0,79 1,11 1,32
Median 0,95 0,92 0,84
Beachte: nd: nicht bestimmbar; lost: Probe ging im Rahmen der Aufarbeitung verloren
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Tab.13: Zusammenfassung: UPAjepiv — Anderungen Lagerungstemperatur- und
zeitabhingigkeit; Median

a) Temperaturabhédngigkeit
Tumor Inkubationszeit (Tag) -20°C -80 °C nitro
alle 0 1,7 1,32 1,0
N=17 15 0,72 1,02 1,0
30 1,03 1,36 1,0
b) Lagerungszeitabhingigkeit
Tumor Inkubationszeit (Tag) -20 °C -80 °C nitro
alle 0 1,0 1,0 1,0
N=17 15 0,69 0,94 1,05
30 0,84 0,92 0,95
Tab. 14: Zusammenfassung: uPA Lagerungstemperatur- und -zeitabhingigkeit, T-Test
bei gepaarten Stichproben
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Untere Obere Signifikanz (p)
Lagertemperatur abh. DO0-196 - D0-20 -2,0576 0,2138 0,104
Lagertemperatur abh. DO0-196 - D0-80 -2,0679 0,8808 0,406
Lagertemperatur abh. D15-196 - D15-20 -0,0764 2,0764 0,066
Lagertemperatur abh. D15-196 - D15-80 -1,0390 2,2908 0,437
Lagertemperatur abh. D30-196 - D30-20 -1,2381 0,7852 0,642
Lagertemperatur abh. D30-196 - D30-80 -1,0897 1,0350 0,957
Lagerzeit abh. DO0-20 - D15-20 0,1771 2,9729 0,030
Lagerzeit abh. DO0-20 - D30-20 -0,5392 1,4605 0,342
Lagerzeit abh. D0-80 - D15-80 -0,7224 2,4589 0,264
Lagerzeit abh. DO0-80 - D30-80 -0,4519 1,5493 0,259
Lagerzeit abh. D0-196 - D15-196 -1,8259 1,1235 0,621
Lagerzeit abh. DO0-196 - D30-196 -1,4808 1,2055 0,831
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Asservierungsbedingungen uPA/PAI-1 in ng/mg Protein — alle Sdulendiagramme
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Asservierungsbedingungen uPA ;¢jaiv und PAI-1,.4v , alle Boxplot - Darstellungen

10
+ +

Ox

8-
= +
o 71
=
= 6-
©
]
'g 5 * x
S
N 41 *
< *® +
o 3+
3 *
o 24
s
=
g 1
)
m 0 L] L] L] L] L] L]

N = 17 17 15 16 17 17

0-80 15-80 30-80 0-20 15-20 30-20

Lagerungstemp. uPA (*AusreiBer, + Extremwerte)

10
9' +
8-
+
74 +
S ;.
& 5
— 54
°
©
o 49
C
S
a3 %
<
o 2
-]
=
g 1
0]
I 0 w L] w w w w
= 17 17 17 15 16 16

N
15-196 30-196 15-80 30-80 15-20 30-20

Lagerungszeit uPA (* AusreiBer, + Extremwerte)

Abb. 22: oben uPA,., bei Anderung der Lagerungstemperatur (Standard ,,nitro* = 1,0)
unten uPA.., bei Anderung der Dauer der Gewebelagerung (Standard ,,dO* = 1,0)

44



10
9 +
8l
re)
= 79
Z
o 6] +
S +
c 5+
= *
@/ 4- *
- +
< 3 3 *
o *
o 21
=
=
= = —
(]
m 0 L] L] L] L] L] L]
N= 17 17 15 16 17 17

0-80 15-80 30-80 0-20 15-20 30-20

Lagerungstemp. PAI-1 (*AusreiBer, + Extremwerte)

10
O
8-
=)
o 71
©
|_
T 69
3 +
c 54
S
@/ 49
o * * +
<C 34
= +
o 21 %
2
=
s =ma
[}
o 0 . . : . ¥ .
= 17 17 17 15 16 16

N
15-196 30-196 15-80 30-80 15-20 30-20

Lagerungszeit PAI-1 (*AusreiBer, +Extremwerte)

Abb. 23: oben PAI-1 ., bei Anderung der Lagerungstemperatur (Standard ,,nitro“ = 1,0)
unten PAI-1,, bei Anderung der Dauer der Gewebelagerung (Standard ,,d0* = 1,0)

45



In den hier untersuchten Proben und unter den oben beschriebenen Lagerungs- und Aufarbei-
tungsbedingungen konnte ein signifikanter Unterschied im Vergleich Tag O versus Tag 15 bei
-20°C aufgezeigt werden (p=0,03). Diese Signifikanz sollte auf Tumorheterogenitét zuriickzu-
fiihren sein, da es keinen signifikanten Unterschied zwischen Tag 0 und Tag 30 bei -20°C gibt
(p=0,34). In den anderen Untersuchungen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen gefunden werden.

Das heif3t, weder die Lagerungstemperaturen von -196°C, -80°C oder -20°C, noch die Dauer
der Lagerung der Proben (zumindest innerhalb von 30 Tagen), haben einen Einfluss auf die
gemessenen uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen im Mammakarzinomgewebe.

Einen Einfluss auf die uPA bzw. PAI-1 Konzentration scheint hingegen die Tumorbiologie
und die damit verbundene Tumorhomogenitit bzw. Tumorheterogenitét zu haben.
Homogenitit bezeichnet die Gleichheit des Tumorgewebes, Heterogenitit (auch: Inhomogeni-
tidt) bezeichnet die Uneinheitlichkeit des Tumorgewebes hinsichtlich eines oder mehrerer
Merkmale.

Lagen die uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen, z. B. Tumor #34, in allen untersuchten Proben
oberhalb des cut-off, so differierten die uPA- Werte dennoch zwischen 4 und 15 ng/mg Pro-
tein und die PAI-1-Werte zwischen 16 und 46 ng/mg Protein. (s. auch Abb. 26 im Anhang)
Anders die Tumoren #20 und #38, die sehr homogene Werte innerhalb der uPA- Konzentrati-
onen (< 1,5 ng/mg Protein), aber deutliche Schwankungen in den PAI-1- Konzentrationen
aufwiesen. Eine eher homogene Tumorstruktur und damit dhnliche uPA- und PAI-1- Kon-
zentrationen in den einzelnen Tumorstiicken zeigten die Tumoren #19 und #37.

Um der Frage der Tumorhomogenitit bzw. Tumorheterogenitit genauer auf den Grund zu
gehen, wurden (gemdfl Frage 7 in der Zielsetzung) aus 13 Tumoren jeweils Tumorreferenz-

stiicke entnommen und jeweils zu gleichen Bedingungen aufgearbeitet.

4.2. Aufarbeitungsbedingungen (Frage 3 und 4)

4.2.1. Zentrifugation: Ultrazentrifuge versus Tischzentrifuge (Frage 3)

Um mégliche Anderungen im Proteinlevel von uPA/PAI-1 bei modifizierten Aufarbeitungs-
bedingungen zu bestimmen, wurden, wie im Methodeteil beschrieben, 33 Tumorproben laut
Standardprotokoll aufgearbeitet. AnschlieBend wurden die entstandenen homogenisierten
Gewebesuspensionen geteilt und zum einen standardgemifl per Ultrazentrifuge (UZ) 105g,

zum anderen per Tischzentrifuge (TZ) 15.000 g zentrifugiert. Die gewonnenen klaren Uber-
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stande (Zytosole) wurden dann fiir den Proteinnachweis und den uPA/PAI-1 ELISA-Test wie
im Methodeteil beschrieben verwendet.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein so genannter T-Test bei gepaarten Stichproben
durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgte die Umrechnung der absoluten uPA/PAI-1-Ergebnisse
in relative uPA/PAI-1-Ergebnisse (UPA ejaiv bzw. PAI-1,c10iv). Dabei erhielt der standardisierte
Ansatz (Ultrazentrifugation) den Wert 1,0. Mittelwerte, Standardabweichung, Median und
Signifikanzniveau dieser Ergebnisse werden in der Tabelle 16 aufgezeigt.

Die Tabelle 15 zeigt die absoluten (in ng/mg Protein) und relativen Daten der einzelnen Tu-
moren, getrennt nach uPA bzw. PAI-1. Eine graphische Darstellung erfolgte durch Siulendia-
gramme (Abb. 24 und Abb. 24), in welchen sowohl die absoluten, als auch relativen uPA

bzw. PAI-1 Daten aufgetragen wurden.

Tab. 15: uPA und PAI-1 in ng/mg Protein und uPAcaiv und PAI-1,¢aiy Daten (Standard:
Ultrazentrifuge = 1,0) Vergleich der Zentrifugalkraft Ultrazentrifuge (UZ) IOSg
vs. Tischzentrifuge (TZ) 15.000g), alle Daten

uPA in uPA in PAI-1 in PAI-1in uPA PAI-1
ng/mg Protein ng/mg Protein ng/mg Protein ng/mg Protein relativ relativ
#
Ultra- Tisch- Ultra- Tisch- Quotient aus  Quotient aus
zentrifuge zentrifuge zentrifuge zentrifuge TZ/UZ TZ/UZ
1 5,63 4,24 15,00 12,70 0,75 0,85
2 4,55 3,87 12,40 12,80 0,85 1,03
3 5,72 5,48 33,00 31,80 0,96 0,96
4 5,91 5,86 34,00 31,00 0,99 0,91
5 0,26 0,25 3,50 7,10 0,96 2,03
6 0,48 0,47 6,50 8,90 0,98 1,37
7 0,30 0,31 5,10 8,00 1,03 1,57
8 4,42 5,30 15,70 19,30 1,20 1,23
9 3,70 4,35 15,30 16,70 1,18 1,09
10 4,07 4,87 16,80 17,13 1,20 1,02
11 13,48 17,18 14,38 24,29 1,27 1,69
12 23,17 14,95 14,77 8,39 0,65 0,57
13 4,57 5,60 25,66 33,62 1,23 1,31
14 5,63 6,46 30,64 28,33 1,15 0,92
15 6,63 7,88 28,56 36,83 1,19 1,29
16 9,58 9,05 45,72 37,27 0,94 0,82
17 2,38 3,36 11,81 14,27 1,41 1,21
18 2,92 2,91 29,95 25,19 1,00 0,84
19 2,85 3,42 25,47 28,71 1,20 1,13
20 3,07 3,57 31,77 31,25 1,16 0,98
21 4,20 5,31 7,30 8,89 1,26 1,22
22 4,45 5,02 7,79 10,92 1,13 1,40
23 5,68 4,67 12,85 9,77 0,82 0,76
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24 4,43 3,72 11,67 10,66 0,84 0,91
25 4,57 5,05 9,64 7,12 1,11 0,74
26 4,53 5,21 23,09 24,68 1,15 1,07
27 5,43 448 27,00 24,45 0,83 0,91
28 4,87 5,10 25,98 25,64 1,05 0,99
29 5,39 4,83 26,03 24,51 0,90 0,94
30 3,79 3,64 26,44 26,40 0,96 1,00
31 4,21 5,54 29,72 37,78 1,32 1,27
32 3,90 3,37 27,24 25,37 0,86 0,93
33 3,09 3,72 20,15 25,51 1,20 1,27
MW =+ Stabw | 1,05 +0,18 1,10 £ 0,29
Median 1,05 1,02
Tab. 16: Zusammenfassung: UPA iy / PAI-1 ejaiy —Anderungen Ultrazentrifugation

(UZ) vs. Tischzentrifugation (TZ)

a) Mittelwert, Standardabweichung, Median
Ultrazentrifuge vs. Tischzentrifuge MW = Stabw Median

UPA 1y 1,05+0,18 1,05

PAI-1 elativ 1,10 £ 0,29 1,02
b) T-Test bei gepaarten Stichproben

95% Konfidenzintervall der Differenz
Untere Obere Signifikanz (p)

Ultrazentrifuge J;ATISChZCnmfu ge 10,6568 0.5852 0.907
Ultrazentrlfugf;) Xsi_"flschzentrlfuge 22275 07518 0321

Der Median aus den Daten der Tischzentrifugation betrug hierbei 1,05 (uPA,;) und 1,02
(PAI-1,¢). Die Mittelwerte und Standardabweichung kénnen mit 1,05 + 0,18 (uPA,) und 1,10
+ 0,29 (PAI-1,,) angegeben werden.

Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der vergleichenden Aufarbeitung durch
Ultrazentrifuge bzw. durch Tischzentrifuge (p,pa=0,90 und ppar1=0,32) in diesen 33 unter-
suchten Tumorproben.

Das heifit die homogenisierten Gewebesuspensionen kénnen sowohl per Ultrazentrifugation,
als auch per Tischzentrifugation abzentrifugiert werden. Demnach haben auch die nicht her-

unter zentrifugierten Schwebeteilchen (unter den beschriebenen Bedingungen) keinen Ein-

fluss auf den uPA/PAI-1- ELISA.
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Abb. 24: Ultrazentrifuge (UZ) vs. Tischzentrifuge (TZ) oben: uPA in ng/mg Protein paar-
weise vergleichend unten: relative TZ - uPA Daten (Standard = UZ = 1,0) auf-
steigend sortiert, 10%-Intervall markiert

PAI-1 in ng/mg
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Abb. 25: Ultrazentrifuge (UZ) vs. Tischzentrifuge (TZ) oben: PAI-1 in ng/mg Protein
paarweise vergleichend unten: relative TZ-PAI-1 Daten (Standard = UZ = 1,0)
aufsteigend sortiert, 10%-Intervall markiert
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4.2.2. Gewebezerkleinerung: Pulverisierung vs. Kryoschnittaufarbeitung (Frage 4)

Es wurde die Frage gestellt, ob es notwendig ist, dass gefrorene Tumorgewebe zu pulverisie-
ren, oder ob eine andere Art der Tumorzerkleinerung (z.B. Kryoschnitt) ausreichend ist. Es
wurden 7 Tumorproben geteilt und jeweils die eine Hilfte in Form von Kryoschnitten mit je
10 ym und die jeweils andere Hilfte als Tumorbldckchen asserviert. Das Kryoschnitt-
Tumorgewebe wurde unmittelbar nach dem Auftauen bei 4°C mit einer 1%igen TBS-Triton
Losung versetzt, das andere Tumorgewebe wurde Protokoll entsprechend pulverisiert. Die
ibrige Aufarbeitung des Tumors erfolgte gemél} Standardprotokoll.

Die uPA und PAI-1 Konzentrationen lassen sich der Tabelle 17 entnehmen. Es erfolgte auch
hier die Umrechnung der absoluten uPA und PAI-1-Ergebnisse in relative uPA und PAI-1-
Ergebnisse. Dabei erhielt der standardisierte Ansatz der uPA und PAI-1 Werte fiir Pulverisie-
rung den Wert 1,0.

Ebenso erfolgte eine graphische Darstellung mit Hilfe von Sidulendiagrammen (Abb. 26 und
Abb. 27), in welchen sowohl die absoluten, als auch relativen uPA bzw. PAI-1 Daten aufge-
tragen wurden. Der Median aus den Daten der Kryoschnittaufarbeitung betrug hierbei 0,81
(uPA;) und 1,00 (PAI-1,y). Die Mittelwerte und Standardabweichung kénnen mit 0,86 + 0,21
(uPA;e) und 1,25 £ 0,67 (PAI-1,,) angegeben werden. Die Abweichungen der uPA Ergebnis-
se durch Kryoschnittaufarbeitung betrug + 20%, die uPA Konzentrationen in ng/mg Protein
lagen in 6 von 7 Proben deutlich iiber oder unter dem cut off von 3 ng/mg Gesamtprotein. Die
PAI-1 Konzentrationen in ng/mg Protein lagen in 6 von 7 Proben deutlich iiber oder unter
dem cut off von 14 ng/mg Gesamtprotein.

Es lasst sich ein Trend erkennen, dass es keinen Unterschied in diesen 7 untersuchten Tumor-

proben gibt, beziiglich der Aufarbeitung per Pulverisierung bzw. per Kryoschnitt.
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Abb. 26: Pulverisierung vs. Kryoschnitt (Kryo) oben: uPA in ng/mg Protein paarweise verglei-
chend unten: Kryo-uPA, (Standard: Pulverisierung = 1,0) aufsteigend sortiert,
10%-Intervall markiert

PAI-1 ng/mg
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Abb. 27: Pulverisierung vs. Kryoschnitt (Kryo) oben: PAI-1 in ng/mg Protein paarweise ver-
gleichend unten: Kryo-PAI-1,, Daten (Standard: Pulverisierung = 1,0) aufsteigend
sortiert, 10%-Intervall markiert

Tab. 17: Zusammenfassung: uPA/PAI-1 in ng/mg Protein und uPA catiy / PAI-1 elativ
Anderungen Pulverisierung versus Kryoschnittaufarbeitung

uPA uPA UPA 1y PAI-1 PAI-1 PAI-1 iy
# in ng/mg in ng/mg Quotient aus in ng/mg in ng/mg Quotient aus
Pulver Kryo Kryo/Pulver Pulver Kryo Kryo/Pulver
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1 2,1 1,7 0,81 8,1 8,1 1,00
2 1,8 1,2 0,67 14,6 10,2 0,70
3 2,5 2,8 1,12 10,0 11,0 1,10
4 3,1 2,6 0,84 21,0 17,0 0,81
5 0,6 0,7 1,16 2,8 4,2 1,52
6 5.5 4,3 0,78 52,3 50,4 0,96
7 56,2 34,9 0,62 52,1 138,5 2,66

4.3. Biopsiebedingungen (Frage S und 6)

4.3.1. Vergleich von in vivo Stanzen mit in vivo OP-Exzidat und Vergleich von ex vivo

Stanzen mit ex vivo Exzidat (Frage 5)

Ist eine Aussage zur Konzentration von uPA und PAI-1 aus kleinsten Mengen Tumorgewebe
moglich? Wie dhnlich sind die uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen innerhalb der Tumorstan-
zen? Korrelieren die uPA und PAI-1 Konzentrationen aus Stanzbiopsien mit den Werten aus
OP-Exzidaten?

Vergleich von ex vivo Stanzen mit ex vivo Exzidat

Vorab erfolgte ein Stichprobenversuch: Es wurden ex vivo Stanzbiopsien (30-50 mg) und ex
vivo Exzidate (100-300 mg) aus einem Tumor entnommen. Hieraus war ersichtlich, dass so-
wohl kleinere Tumormengen zur Diagnostizierung der Prognosefaktoren uPA und PAI-1

nutzbar sind. (s. Abb. 28)
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uPA
Vergleich ex vivo Stanzbiopsie und Exzidat
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105,48
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Abb. 28: uPA und PAI-1 in ng/mg Protein aus ex vivo Stanzen und ex vivo Exzidaten (neben-
einander vergleichend aufgetragen)
(S = Stanzbiopsie, T = Tumorgewebe; 1, 2 und 3 = Probennummer, a, b = Referenz-
gewebe innerhalb eines Tumors)

Vergleich von in vivo Stanzen mit in vivo OP-Exzidat

Im weiteren Verlauf konnten von 7 Tumoren jeweils eine in vivo Stanzbiopsie und das dazu-
gehorige OP-Gewebe miteinander verglichen werden. Vorab wurde aus den Stanzzylindern an
verschiedenen Stellen ein Kryoschnitt angefertigt, um den Karzinomnachweis innerhalb der
Stanze nachzuweisen (s. Abb.4; Methoden).

Die uPA und PAI-1 Konzentrationen wurden gemessen und miteinander verglichen. Die Er-
gebnisse sind in Tab. 18 aufgefiihrt, graphische Darstellungen (Sidulendiagramme) lassen sich
aus Abb. 29 entnehmen.

In Stanze S2 war in allen 5 Kryoschnitten Mammakarzinom nachweisbar. In den Stanzen S3
zeigte sich lediglich in einem von 5 Kryoschnitten Anteile eines Mammakarzinoms, in 2 von
5 Kryoschnitten ein DCIS. Ebenso zeigten sich in Stanze S6 nur in einem von 3 Kryoschnit-
ten Mammakarzinomzellen. Stanze S7 fanden sich iiberraschenderweise in keinem von 5 an-
gefertigten Kryoschnitten Karzinomzellen. In 3 Fillen konnte man keine Aussage treffen, da

die Stanzen vorab bereits aufgearbeitet waren.
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Von den Tumoren #3, #4 und #6 konnten mindesten 2 Tumorstanzen aufgearbeitet werden,
welche allesamt dhnliche uPA/PAI-1 Proteinlevel aufwiesen- d. h. man darf davon ausgehen,
dass diese uPA bzw. PAI-1 Daten aus den Stanzen durchaus reprisentativ sind.

In allen 7 Proben gab es keinen Grund zur Annahme eines hoheren und/oder niedrigeren uPA
bzw. PAI-1 Wert aus einer in vivo Tumorstanzbiopsie, relativ zum in vivo OP-Exzidat. So-
wohl die Werte aus der Stanzbiopsie, als auch aus dem OP-Gewebe lagen entweder deutlich
iber, oder unter dem cut- off. Es ist dulerst wichtig, darauf zu achten, dass das Karzinom
innerhalb der Stanze nachgewiesen wurde, um reprisentative uPA/PAI-1 Werte aus einer
Stanzbiopsie zu erhalten. Ansonsten erhilt man unter Umsténden vollig unterschiedliche uPA
und PAI-1-Werte, wie z.B. aus Stanzbiopsie S7 (kein Karzinomzellennachweis) und der da-

zugehorigen Tumorreferenzprobe T7.

Tab. 18: uPA und PAI-1 in ng/mg Vergleich von in vivo Stanzbiopsien u. OP-Exzidaten
(S = Stanzbiopsie, T = Tumorreferenzprobe; Nummerierung 1-8 = Proben-
nummer, A, B, C = Referenzgewebe innerhalb einer Tumorprobe/Stanze, ***
keine Angabe zum Karzinomnachweis moglich)

Probennummer uPA ng/mg  PAI-1 ng/mg Tumornachweis

S1 5,67 34,50 e

T1 23,17 14,77 Karzinomnachweis

S2 3,77 13,72 alle Anschnitte (5) mit Karzinomnachweis
T2A 5,63 15,00 alle Anschnitte (5) mit Karzinomnachweis
T2B 4,55 12,40 Karzinomnachweis

S3A 1,62 14,24 1/5 Karzinomnachweis, 2/5 DCIS-Nachweis
S3B 1,17 14,55 1/5 Karzinomnachweis, 2/5 DCIS-Nachweis
T3 0,49 11,28 Karzinomnachweis

S4A 0,38 17,62 ek

S4B 0,27 14,78 ek

T4 1,73 5,10 Karzinomnachweis

S5 0,60 23,00 sk

T5 0,63 3,09 Karzinomnachweis

S6A 14,20 68,94 1/3 Karzinomnachweis, 2/3 Bindegewebe
S6B 11,30 42,70 1/3 Karzinomnachweis, 2/3 Bindegewebe
S6C 16,60 53,80 1/3 Karzinomnachweis, 2/3 Bindegewebe
T6 16,97 32,86 Karzinomnachweis

S7 0,66 1,44 5/5 kein Karzinomnachweis

T7 14,38 20,07 Karzinomnachweis

54



uPA
Vergleich von in vivo Stanzbiopsien und OP-Exzidaten

s1

T

j_’»-—: .

s2 T2A T2B S3A S3B T3 S4A S4B T4 S5 T5 S6A SeB SeC Te 87 T7

PAI-1
Vergleich von in vivo Stanzbiopsien und OP-Exzidaten

70

56

g a2
28

T

s2  T2A T2B S3A sS3B T3 S4A S4B T4 ss5 T5 S6A S6B S6C  T6
Probennummer

uPA und PAI-1 in ng/mg Protein aus in vivo Stanzbiopsien und in vivo OP-Exzidaten
(nebeneinander vergleichend aufgetragen)

(S = Stanzbiopsie, T = Tumorexzidat, 1-7 = Tumorprobennummer, A,B = Referenz-
gewebe innerhalb eines Tumors)

4.3.2. Vergleich von OP-Exzidaten mit und ohne Stanzkanal (Frage 6)

Von 5 Tumoren wurden jeweils mindestens eine Gewebeprobe aus dem Stanzkanal und eine

Gewebeprobe ohne Stanzkanal entnommen. Die uPA und PAI-1 Konzentrationen wurden

berechnet und miteinander verglichen. Diese uPA und PAI-1 Daten sind in Tab. 19 aufge-

fiihrt, eine graphische Darstellung (Sdulendiagramm) lésst sich der Abb. 30 entnehmen.

Histologisch handelte es sich bei allen 5 Tumoren um invasiv duktale Mammakarzinome. Im

Einzelnen lauten die Tumorformeln:

o #]
o #2
o #3
o #4
° #5

pT2 pNO MO G2 ER+ PR+ HER-2 neg.
pTlc pNO MO G1 ER+ PR+ HER-2 neg.
pT2 pNO MO G2 ER+ PR+ HER-2 pos.
pT1lc pNO MO G1 ER+ PR+ HER-2 neg.
pT2 pN2 MO G2 ER+ PR+ HER-2 neg.

Auffillig sind die erhohten PAI-1 Werte im Bereich des Stanzkanals, v. a. in Probe #1 (2-
3fach erhoht), #2 (7fach erhoht), #3 (3fach erhoht) und Probe #5 (3 bis Sfach erhoht). Es fan-

den sich weitestgehend stabile uPA Konzentrationen, ggf. geringfiigig erhohte uPA Werte.
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Tab. 19: uPA und PAI-1 Konzentrationen in ng/mg aus Tumorgewebe mit und ohne
Stanzkanal
SK = Stanzkanal, R = Tumorreferenzprobe; Nummerierung 1-5 = Probennum-
mer, A, B = Referenzgewebe innerhalb einer Tumorprobe/Stanzkanals
Probennummer uPA ng/mg PAI-1 ng/mg Referenz/Stanzkanal
R1 3,18 7,98 Referenz
SKI1A 2,51 19,18 Stanzkanal
SK1B 6,24 27,99 Stanzkanal
R2 1,65 20,28 Referenz
SK2 8,29 140,69 Stanzkanal
R3 14,38 20,07 Referenz
SK3 9,55 59,88 Stanzkanal
R4 0,52 17,67 Referenz
SK4 2,88 14,55 Stanzkanal
R5A 5,35 5,23 Referenz
R5B 2,5 5,73 Referenz
SK5A 2,59 51,33 Stanzkanal
SK5B 4,83 14,99 Stanzkanal
uPA
OP-Exzidat mit und ohne Stanzkanal
15
? 9
- ’—. .
3
R1 SK1A SKiB R2 SK2 R3 SK3 R4 SK4 R5A R5B SK5A SK5B

PAI-1

OP-Exzidat mit und ohne Stanzkanal

g 28 . I I
° R1 SK1A SKi1B R2 SK2 R3 SK3 ‘ R4 SKa E{SA I‘?SB SK5A SKs5B
Abb. 30: uPA und PAI-1 in ng/mg Protein; Vergleich Gewebe aus Stanzkanal (SK) und Refe-

renztumorgewebe (R)
1-5 = Probennummer A, B =
be/Stanzkanals

Referenzgewebe innerhalb einer Tumorpro-

4.3.3. Tumorhomogenitit und Tumorheterogenitiit (Frage 7)

Aus 13 Tumoren konnten mindestens 2 Proben entnommen werden. Der Umfang der Proben-

entnahme (2-5 Tumorstiicke) war abhingig von der Tumorgesamtgrof3e.
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Diese Tumorstiickchen wurden zu gleichen Bedingungen aufgearbeitet und hinsichtlich der
Tumorhomogenitit/-heterogenitit untersucht. Die nachfolgende Tabelle (Tab. 20) zeigt die
jeweiligen uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen in ng/mg Protein auf. Aus Tab. 21 und Abb. 31
lasst sich eine Aussage hinsichtlich Homogenitit bzw. Heterogenitit treffen. Des Weiteren
werden in Tab. 21 Tumorformel und histologischem Mammakarzinom - Typ aufgefiihrt.

In 4 von 13 Tumoren (#2, #4, #7, #9) zeigten sich dhnliche uPA und in 5 von 13 Tumoren
(#1, #4, #5, #7, #10) dhnliche PAI-1 Konzentrationen. In 9 von 13 Tumoren (#1, #3, #5, #6,
#8, #10, #11, #12, #13) zeigten sich abweichende uPA und in 8 von 13 Tumoren (#2, #3, #6,
#8, #9, #11, #12, #13) zeigten sich abweichende PAI-1 Proteinlevel (in unterschiedlichen Be-
reichen des Tumors). Lediglich in Tumor #4 und #7 fanden sich dhnliche uPA und PAI-1 Pro-

teinlevel. Auffillig in den Tumoren #5 und #12 waren 2 mal 2 dhnliche uPA Konzentrationen.

Tab. 20: Homogenitit und Heterogenitit: uPA und PAI-1 absolut Daten in ng/mg Prote-
in, Nummerierung 1-13 = Tumorprobennummer; a-e Tumorproben-
Teilstiick(Referenzgewebe zu gleichen Bedingungen aufgearbeitet)

Probe uPA in ng/mg Protein PAI-1 in ng/mg Protein

Referenzproben Referenzproben

# a b c d a b c d

1 3,59 1,80 18,47 14,60

2 5,69 6,16 6,27 83,91 61,90 33,02

3 0,42 0,14 0,34 0,23 16,30 21,21 18,16 6,95

4 0,53 0,51 0,58 2,99 2,78 4,30

5 0,85 4,64 0,81 6,24 27,54 30,99 25,00 27,99

6 0,50 0,92 0,55 11,91 8,56 7,07

7 1,22 1,16 14,73 10,24

8 5,45 0,35 0,10 15,16 0,30 0,80

9 14,38 10,83 10,50 9,55 20,07 30,13 29,83 59,88

10 1,10 3,23 2,31 15,16 15,79 11,87

11 0,52 0,68 0,43 2,88 17,67 11,04 7,32 34,85

12 2,52 2,43 3,61 4,87 7,71 4,28 26,22 13,55

13 2,21 291 3,70 2,59 3,57 8,76 18,59 7,67

Unter den Tumoren mit homogenen uPA Konzentrationen waren 4 duktale Mammakarzino-
me, unter den Tumoren mit homogenen PAI-1 Konzentrationen fanden sich 4 duktale und 1
medullires Mammakarzinom.

Einen Einfluss des Tumorstadiums, des Nodalstatus, Gradings oder Hormonrezeptorstatus auf
homogene bzw. heterogene uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen konnte in der doch kleinen
Probenzahl nicht gefunden werden. (Tab. 14) Eine graphische Darstellung (Sdulendiagram-
me) erfolgt gemill Abb. 13.
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Abb. 31: uPA und PAI-1 in ng/mg Protein Nummerierung 1-13 = Tumorprobennummer; a-d Tu-
morproben-Teilstiick (Referenzgewebe zu gleichen Bedingungen aufgearbeitet)
Proben #2, #4, #7, #9 mit dhnlichen uPA Konzentrationen
Proben #1, #4, #5, #7, #10) mit dhnlichen PAI-1 Konzentrationen
Tab. 21: Homogenitit und Heterogenitit, Histologie und Tumorformel der Tumoren 1-13
Probe | Histologie Tumorformel Homogenitéit/Heterogenitét
1 duktal pT2 pN2 MO G1 ER+ PR+ HER-2/neu + heterogen
2 [duktal-adenoid| pT2 pN3a MO G2 ER+ PR+ HER-2/neu - | uPA homogen PAI-1 heterogen
3 muzinds pT3 pN2a MO G1 ER+ PR+ HER-2/neu + heterogen
4 duktal pT3 pN1 MO G2 ER+ PR+ HER-2/neu - homogen
5 |duktal-adenoid| pT2 pNI1 MO G3 ER+ PR+ HER-2/neu - | uPA heterogen PAI-1 homogen
6 duktal pT1 pN1 MO G2 ER+ PR+ Her-2/neu - heterogen
7 duktal pTlc pN3a MO G3 ER- PR- HER-2/neu - homogen
8 duktal pT2 pN1 MO G3 ER+ PR+ HER-2/neu + heterogen
9 duktal pT1lc pNO MO G2 ER+ PR+ HER-2/neu - | uPA homogen PAI-1 heterogen
10 medullir pT1lc pNO MO G3 ER- PR- HER-2/neu - | uPA heterogen PAI-1 homogen
11 adenoid pT1lc pNO MO G1 ER+ PR+ HER-2/neu - heterogen
12 duktal pT2 pNO MO G3 ER+ PR+ HER-2/neu - heterogen
13 duktal pT1lc pNO MO G2 ER+ PR+ HER-2/neu - heterogen
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5. Diskussion

Prognosefaktoren spielen eine immer grolere Rolle zur Planung und Durchfiihrung einer in-
dividuellen Tumortherapie. Eines der best untersuchten Systeme beziiglich der prognosti-
schen Relevanz beim Mammakarzinom, ist das Plasminaktivatorsystem. Dieses System um-
fasst die Proteine uPA und den Inhibitor PAI-1. Ein moglicher Zusammenhang zwischen den
Prognosefaktoren uPA und PAI-1 und dem Ansprechen einer adjuvanten systemischen The-
rapie des primidren Mammakarzinoms, wurde in zahlreichen Studien (Thomssen et al, 2000;
Look et al 2002, Manders et al, 2004) untersucht.

Unabhingig vom Alter, Tumorgrofe, Lymphknotenstatus und des ER- bzw. PR-Status konnte
gezeigt werden, dass Patientinnen mit hohen uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen im Tumorge-
webe frithe Rezidive aufweisen. (multivariate Analyse, 1119 Tumorpatientinnen, FU 59 Mo-
nate). Hohe uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen werden vor allem bei jungen Patientinnen (jiin-
ger als 40 Jahre), in groBen Tumoren (> 2 cm im Durchmesser), mit hohem Grading (54-63 %
mit G3 vs. 33-45% mit G1) erwartet, hohe Konzentrationen sind oft assoziiert mit negativen
ER- bzw. PR-Status (54-71% mit ER- und PR- vs. 43-49% mit ER+ und PR+). (Manders et
al, 2004) Es konnte gezeigt werden, dass Tumorpatienten mit einer hohen uPA und PAI-1
Konzentration mehr von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren, als Patientinnen mit
niedrigen uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen.

Durch die verbesserte Diagnostik zur Erkennung des Mammakarzinoms nimmt die Anzahl
der kleinen Tumoren zu. In der Fritherkennung des Mammakarzinoms spielt die Mammogra-
phie eine wichtige Rolle. Derzeit empfohlen ist die Durchfithrung einer Mammographie bei
asymptomatischen Frauen ab dem 50. Lebensjahr, oder in Kombination mit einem é&rztlich-
klinischen Befund, oder in Untersuchungsintervallen von ldngstens 24 Monaten (nach Er-
krankung). Es konnte in zahlreichen Studien nachgewiesen werden, dass durch das Brust-
krebs-Screening (durch Mammographie) die Mortalitit des Mammakarzinoms gesenkt wer-
den kann. (De Wolf et al, 1996; Holzel et al, 1996; Schulz et al, 2003) Heutzutage werden,
gemil den Vorgaben aus den Européischen Leitlinien, den Empfehlungen der European So-
ciety for Mastology und der S3-Leitlinie, mehr als 70% aller suspekten, nicht tastbaren und
nur apparativ entdeckten Mammalésionen vor der offenen Biopsie bereits interventionell ab-
geklirt. (De Wolf et al, 1996; Holzel et al, 1996; Schulz et al, 2003) Nach Vorliegen des his-
tologischen Ergebnisses aus minimal-invasiver Diagnostik gewonnenen Materials (z.B.
Hochgeschwindigkeits-Stanzbiopsie, Vakuumbiopsie usw.), werden diese mit der Bildgebung

korreliert und ggf. wiederholt. Nicht selten werden dabei kleinste Mammakarzinome oder
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Vorlduferldsionen entdeckt. Umso wichtiger ist es, von diesen kleinen Tumoren eine Progno-
seabschitzung zu gewinnen und eine optimale Therapie zu veranlassen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beruhen auf einem Gesamt-Proteinnachweis und dem
spezifischen Nachweis der uPA bzw. PAI-1 Menge durch ELISA. Die, wie im Standardkit
des ELISA, geforderte Tumormenge von 100-300 mg ist oftmals nicht zu gewéhrleisten, da
wie angesprochen, die Tumorldsionen immer haufiger sehr klein sind. Deshalb miissen mehr
und mehr kleinste Tumormengen, bzw. die Tumor-Stanzbiopsien zur Aufarbeitung herange-
zogen werden, um aus diesen die Prognosefaktoren uPA und PAI-1 zu bestimmen. Ob sich
Unterschiede zwischen den uPA und PAI-1 Konzentrationen aus Stanzbiopsien bzw. operativ
entferntem Tumorgewebe erkennen lassen, wird vielfach untersucht. Erste signifikante Er-
gebnisse unserer und anderer Arbeitsgruppen, wie z. B Schmitt et al, Miinchen, zeigen, dass
die uPA und PAI-1 Daten aus den Tumorstanzbiopsien eine gute Ubereinstimmung mit den
uPA und PAI-1 Daten aus OP-Exzidaten zeigten.

Die uPA und PAI-1 Konzentrationen der vorliegenden Arbeit wurden durch ELISA (derzeiti-
ger Standard) bestimmt. Voraussetzung fiir diese Testmethode ist, dass die Proteine nicht de-
naturieren sind. Andere Nachweismethoden von uPA und PAI-1 im Tumorgewebe sind die
Immunhistochemie und die RT-PCR (auf mRNA - Ebene). Der immunhistochemische Nach-
weis von uPA und PAI-1 zeigt keinen Zusammenhang mit der Prognose (Grund: PAI-1 im
EZM, Vertfiigbarkeit der AK-Bindungsstellen). Eine Alternative wiére die so genannte Real-
time quantitative RT-PCR Analyse, bei welcher nur kleinste Tumormengen (100 ng Gewebe)
zur Diagnostik ausreichen. Vergleichende Ergebnisse zum Nachweis der uPA und PAI-1
Proteinlevel auf mRNA-Ebene versus auf Proteinebene liegen vor. (Leissner et al, 2006;
Sweep et al, 1998; Han et al, 2005)

An 54 Brustkrebspatientinnen konnte gezeigt werden, dass hohe uPA und PAI-1- RNA-Level
nachgewiesen durch RT-PCR, assoziiert sind mit ungiinstiger Prognose und dass diese
mRNA Daten mit den Proteindaten korrelieren. (Castello et al, 2002) Eine andere Arbeits-
gruppe zeigte ebenfalls, retrospektiv an 130 Patientinnen, dass hohe uPA und PAI-1 Konzent-
rationen mit kiirzerem DFS assoziiert sind, unabhéngig von Nodalstatus und HR-Status. Diese
Daten wurden zum einem durch RT-PCR zum anderen durch ELISA (Proteine) erhoben und
miteinander verglichen. Auch hier konnte eine Korrelation beider Nachweismethoden belegt
werden. (Spyratos et al, 2002)

In der vorliegenden Arbeit wurden methodische Aspekte untersucht, mit dem Ziel, die bisher

standardisierte Bestimmung von uPA und PAI-1 zu vereinfachen.
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S5.1.  Asservierungsbedingungen

5.1.1. Lagerungstemperatur und Aufarbeitungszeitpunkt

In der vorliegenden Arbeit wurden 17 Tumoren zu standardisierten Bedingungen aufgearbei-
tet. Neben den standardisierten Bedingungen wurden aus denselben Tumoren Proben auf un-
terschiedlichen Temperaturen schockgefroren und an unterschiedlichen Tagen aufgearbeitet.
Hinsichtlich der Lagerungs- und Aufarbeitungsbedingungen konnte ein signifikanter Unter-
schied im Vergleich Tag O versus Tag 15 bei -20°C aufgezeigt werden (p=0,03). Diese Signi-
fikanz sollte auf Tumorheterogenitit zuriickzufiihren sein, da es keinen signifikanten Unter-
schied zwischen Tag 0 und Tag 30 bei -20C° gibt (p=0,34). In den anderen Untersuchungen
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen
gefunden werden.

Das heifit weder die Lagerungstemperatur von -196°C, -80°C oder -20°C, noch der Tag der
Aufarbeitung der Proben (Tag 0, Tag 15 oder Tag 30) haben einen Einfluss auf die uPA bzw.
PAI-1 Konzentrationen im Mammakarzinomgewebe. Das heif3t, dass das Tumorgewebe eben-
so auf Trockeneis (-80°C) oder in einem herkommlichen Tiefkiihlschrank bei -20°C asserviert
werden kann. So bestiinde fiir Kliniken die Moglichkeit, Tumorproben zu lagern und bei -
80°C (Trockeneis) bzw. -20 °C an etablierte Zentren innerhalb von 30 Tagen zu versenden,
um die Prognosefaktoren uPA und PAI-1 bestimmen zu lassen.

Die Stabilitdt von Proteinen iiber eine definierte Lagerungszeit und eine definierte Lagerungs-
temperatur an anderen korpereigenen Proteinen wurde bereits mannigfaltig untersucht.

Die Effekte der Lagerungszeit und der exogenen Zufuhr von Proteaseninhibitoren auf die
Plasmaprotein-Konzentrationen wurde z. B. 2006 untersucht. Von 12 Probanden wurden Se-
ren mit und ohne Proteaseninhibitoren (MMP-Inhibitor, alphal-Protease-Inhibitor) préipariert.
Die Seren wurden zunichst sofort auf die Plasmaproteinkonzentration (MMP, Serin, PAI-1,
VEGF), zum anderen nach Lagerung von 2 Stunden bei Raumtemperatur untersucht. Die Un-
tersuchung erfolgte mittels ELISA. (Ayche et al, 2006) Man hatte erwartet, dass die Konzent-
ration der o. g. Faktoren durch die proteolytische Degradation wihrend der Lagerung fallen
wiirde. Es zeigte sich in den Plasmen ohne Proteasen-Inhibitoren-Zusatz aber, dass keiner der
Faktoren nach 2 Stunden abfiel, sondern die Level von mehr als einem Drittel der gemessenen
Faktoren anstieg. In den Plasmen mit Proteasen-Inhibitoren-Zusatz veridnderte sich die Prote-
inkonzentration nur geringfiigig. (Ayche et al, 2006)

In der Schlussfolgerung stellten die Autoren fest, dass sich die Proteinkonzentration wihrend

der Lagerung unabhiingig von Proteaseninhibitoren #ndern kann. Die Anderung der Plas-
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maproteinkonzentration kann laut Autoren auf die Zytokinproduktion zuriick zu fiihren sein.
Wie in Studien gezeigt, weisen Serum- und Plasmaproteine stabile Konzentrationen iiber ei-
nen langen Zeitraum auf, wenn im Vorfeld die festen Blutbestandteile entfernt wurden. (Ay-
che et al, 2006) Eine Lagerung von Plasma mit Proteasen-Inhibitoren ist dann fiir mindestens
48 Stunden (bei Raumtemperatur) moglich, bei stabiler Proteinkonzentration. (Ayche et al,
2006; Hulmes et al 2004)

Die Untersuchung der Prognosefaktoren uPA und PAI-1 auf ihre Stabilitdt bei Raumtempera-
tur, bzw. +4°C war nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit, sollte aber ggf. bei Folgeunter-
suchungen im Vergleich zur Lagerung des Gewebes in fliissigem Stickstoff mit angedacht
werden.

Des Weiteren wurde anhand von MMP-9 die Stabilitdt von Peptiden nach einer 2 jdhrigen
Lagerung bei —80°C untersucht. Die Proteindaten wurden durch Zymographie (Enzymnach-
weis), ELISA und Western blot erhoben. Nach 2 Jahren Lagerungszeit der Seren konnte ein
Abfall der MMP-9 Konzentration um 65% festgestellt werden. Die TIMP-1 Konzentration
(Inhibitor der MMP-9 und MMP-2) blieb vielmehr stabil iiber diesen Zeitraum. (Rouy et al
2005)

Das heift, die Stabilitidt der Proteinkonzentration ist nicht einheitlich, sondern fiir jedes Prote-

in individuell unterschiedlich.

5.2.  Aufarbeitungsbedingungen

5.2.1. Zentrifugation
Im Standardprotokoll des uPA/PAI-1 ELISA ist das Abzentrifugieren der Tumorzellsuspensi-

on per Ultrazentrifuge vorgesehen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, in
wie weit sich in den uPA/PAI-1 Proteinlevel Unterschiede ergeben, wenn eine geringere Zen-
trifugalbeschleunigung (per Tischzentrifuge, 15.000g) zur Aufarbeitung benutzt wird. Es fan-
den sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich der uPA (p=0,907) und PAI-1 (p=0,321)
Konzentrationen zwischen der Aufarbeitung mittels Ultrazentrifuge bzw. Tischzentrifuge in
den untersuchten Tumorproben in der vorliegenden Arbeit. Das heiflt, zur Bestimmung der
Prognosefaktoren uPA und PAI-1 muss die Tumorgewebesuspension nicht zwangslaufig per
Ultrazentrifugation abzentrifugiert werden. Mit einer geringeren Zentrifugalbeschleunigung
(z.B. 15.000g), wie sie durch eine Tischzentrifuge gewéhrleistet werden kann und welche in
fast allen Laboratorien zur Verfiigung steht, erhilt man genauso zuverldssige uPA und PAI-1

Konzentrationen wie mit der Standardmethodik.
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5.2.2. Gewebezerkleinerung

Weiterhin wurde, im Rahmen der Modifikation der Aufarbeitungsbedingungen, die Notwen-
digkeit der Pulverisierung des Tumorgewebes hinterfragt. In der vorliegenden Arbeit konnte
kein Unterschied in 7 untersuchten Tumorproben aufgezeigt werden, hinsichtlich der uPA und
PAI-1 Proteinlevel und der vorausgegangenen Aufarbeitung per Pulverisierung und/oder
Kryoschnittasservierung und -aufarbeitung. Das heilit, zur Bestimmung der Prognosefaktoren
uPA und PAI-1 muss die Zerkleinerung des Tumorgewebe nicht zwangsldufig durch Pulveri-
sierung mittels Mikro-Dismembrator durchgefiihrt werden, sondern mit jeder anderen addqua-
ten Zerkleinerung (z.B. Kryoschnitt) des Tumorgewebe erhélt man genauso zuverlédssige uPA
und PAI-1 Konzentrationen. Durch die eher kleine Anzahl an untersuchten Proben sollte hier

zur Diskussion stehen, diese Art der Gewebezerkleinerung weiterhin zu validieren.

5.3. Biopsiebedingungen

5.3.1. Vergleich ex vivo Stanzen mit ex vivo OP-Exzidat und in vivo Stanzen mit in vivo

OP-Exzidaten

Bei den zu untersuchenden Biopsiebedingungen sollte geklirt werden, in wie weit kleine
Mengen Tumorgewebe zur Beurteilung von uPA und PAI-1 herangezogen werden konnen.
Da die Tumorlidsionen hdufig nur klein sind, ist die geforderte Mindesttumormenge von 100-
300 mg zur Aufarbeitung gemél Standardprotokoll haufig schwierig zu gewihrleisten.

Aus den Stichproben der ex vivo Stanzbiopsie und dem ex vivo Exzidat war zu ersehen, dass
kleinere Tumormengen zur Diagnostizierung der Prognosefaktoren uPA und PAI-1 nutzbar
sind.

In 7 untersuchten in vivo Timorproben konnte kein Unterschied in der uPA bzw. PAI-1 Kon-
zentration zwischen einer Stanzbiopsie und dem OP-Exzidat gefunden werden. Sowohl die
Werte aus der Stanzbiopsie, als auch die aus dem OP-Exzidat lagen entweder deutlich iiber,
oder unter dem cut-off. Das heifit die Daten aus der in vivo Stanzbiopsie sind denen aus dem
in vivo OP-Exzidat dhnlich.

Eine Arbeit aus dem Jahre 2002 bestitigt die Vergleichbarkeit von Proteindaten aus Stanzge-
webe vs. Op-Gewebe (Kuner et al 2000). In dieser Arbeit wurden Mamma-Stanzbiopsien und
Op-Gewebe auf die uPA, PAI-1 und Kathepsin D Expression und den Ostrogen-, Progeste-
ron- und EGF- Rezeptorstatus untersucht. (63 Mammakarzinompatientinnen) Die Daten des

Op-Gewebes wurden mit denen der Stanze verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die
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Sensitivitit und Spezifitit der gemessenen Prognosefaktoren im Gewebe der Stanzbiopsien im
Vergleich zu dem Op-Gewebe zwar in den Parametern Anderungen zeigte, diese aber inner-
halb des statistischen Sicherheitsspielraums bei 86-100% lagen. Das heifit, die Analyse von
Prognosefaktoren aus Stanzbiopsien stellt eine verwertbare Alternative zur Analyse aus dem
Op-Gewebe dar. (Kuner et al 2000).

Die diagnostische Aussagekraft von Mammastanzbiopsien wurde 2002 untersucht. Die Daten
der Stanzbiopsien mit denen aus dem OP-Gewebe wurden verglichen. Hierzu wurden die Da-
ten von 1158 Stanzen mit den aus dem OP-Gewebe iiber einen Zeitraum von 18 Jahren (1982-
2000) verglichen. Die Patienten wurden in 2 Gruppen eingeteilt. Gruppe 1 (n = 231) waren
alle Patientinnen bis zum 40 Lj. Gruppe 2 (n = 927) alle Patientinnen ab 41.Lebensjahr. In
Gruppe 1 konnten durch Stanzbiopsie 51% maligne (n = 1 falsch pos.), 9% suspekte und 39%
benigne (n = 1 falsch neg.) gefunden werden. Das entsprach einer Sensitivitit von 99% und
einer Spezifitit ebenfalls von 99%. In der Gruppe 2 konnten durch Stanze 74% maligne (n = 3
falsch pos.), 10% suspekte und 14% benigne (n = 18 falsch neg.) gefunden werden. Das ent-
sprach einer Sensitivitdt von 98% und einer Spezifitit von 97%. In der Schlussfolgerung stel-
len die Autoren fest, dass sowohl die Sensitivitit, als auch die Spezifitit der Diagnostik durch
Stanzbiopsie bemerkenswert hoch ist, so dass die Stanzbiopsie eine hervorragende Methode
zur Diagnosekldrung von Mammakarzinomen ist, insbesondere der palpablen Lisionen. (Ari-
ga et al 2002)

Des Weiteren untersuchten Connor et al die diagnostische Aussagekraft von Mammastanzbi-
opsien, hinsichtlich Prognosefaktoren. Hierzu wurden die Daten von 44 Tumorstanzen mit
denen aus dem Op-Gewebe verglichen. Es fanden sich, wie im Folgenden aufgefiihrt, unter-
schiedliche Ergebnisse zwischen den Daten aus den Stanzen und denen aus dem Op-Gewebe:
Diskordanz des Progesteronrezeptors 87 %, des Gradings 36%, des Ostrogenrezeptors 2%,
MIB 18%, Her-2/neu 9%, EGFR 10%, p53 9% und bcl-2 0%. Ein positiver Progesteronrezep-
torstatus wurde in den Stanzbiopsien (als einziger) signifikant hdufiger als im OP-Gewebe
(p=0,03) gefunden, des Weiteren empfahlen die Autoren bevorzugt aus dem Op-Gewebe das
endgiiltige Grading des Tumors zu bestimmen. Im Fazit stellen die Autoren fest, das Stanzbi-
opsien iiber die meisten prognostischen Tumormarker eine adidquate Auskunft geben. (Connor
et al 2002)

Um uPA und PAI-1 Werte klinisch verwertbar zu machen, wird derzeit empfohlen aus ge-
stanzten Tumoren mindestens 2 Tumorstanzen zur uPA und PAI-1 Bestimmung heranzuzie-
hen. Man erhilt zusitzlich die Sicherheit, Bestimmungsfehler die sich durch Inhomogenitit

des Tumorgewebes ergeben konnen, zu erkennen.
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Es ist unbedingt darauf zu achten, dass das Karzinom innerhalb der Stanze nachgewiesen
wurde, um die Prognosefaktoren aus der Stanzbiopsie verwertbar zu machen. Ansonsten sind
unterschiedliche uPA und PAI-1 Konzentrationen in Stanzen und den zugehorigen Tumoren
zu erwarten. Diese Erkenntnis ldsst sich bereits aus der kleinen Probenzahl schliefen. Fiir

eine weitergehende Aussage ist die Untersuchung einer gro3eren Fallzahl notwendig.

5.3.2. Referenzgewebe und Gewebe mit Stanzkanal

Es konnten von 5 Tumoren jeweils mindestens eine Gewebeprobe aus dem Stanzkanal und
das dazugehorige Op-Gewebe miteinander verglichen werden. Histologisch handelte es sich
bei allen 5 Tumoren um invasiv duktale Mammakarzinome. Auffillig waren in den Proben
erhohte PAI-1 Werte im Bereich des Stanzkanals, teilweise 3-7fach erhoht. Es fanden sich
weitestgehend stabile uPA Konzentrationen, ggf. geringfiigig erhohte uPA Werte. Ursichlich
hierfiir kann die lokale Entziindungsreaktion sein, die aus dem ,,Gewebstrauma* der Stanze
resultiert, bzw. die beginnenden Gewebsreparaturmechanismen. Die Rolle des PAI-1 bei Ent-
ziindungen als Antwort auf ein lokales Gewebstrauma beschreiben die Autoren Renckens et
al, 2005. An wild-type Mdéusen, denen subkutan Terpentin injiziert wurde konnte PAI-1 auf
mRNA Ebene nachgewiesen werden. Durch die Terpentininjektion wurde eine lokale Ent-
ziindung provoziert. Bereits 8h nach der Injektion entwickelten die Méuse an der Einstichstel-
le Nekrosen und Odeme. Die PAI-1 Konzentration in diesem Gewebe stieg merklich an. In
ihrer Zusammenfassung stellen die Autoren fest, dass PAI-1 nicht nur ein Marker bei Ge-
websveridnderungen ist, sondern auch eine Rolle bei der lokalen und systemischen Reaktion
nach Traumata spielt. (Renckens et al, 2005) An Zellkulturen von Bronchialgewebe wurde
2003 nachgewiesen, dass PAI-1 nicht nur eine Rolle bei der lokalen Fibrinolyse spielt, son-

dern auch ansteigt bei Entziindungen und Neoplasien. (Shetty et al 2003)

Bereits an der kleinen Probenzahl ist erkennbar, dass eine Gewebsentnahme aus dem Bereich
des Stanzkanals zu veridnderten PAI-1 Konzentrationen fiihrt. Fiir eine weitergehende Aussa-

ge ist die Untersuchung einer groBeren Fallzahl notwendig.

5.4. Homogenitit/Heterogenitiit

Da die Untersuchungen zur Lagerung von Tumorproben nur an unterschiedlichen Gewebestii-
cken moglich waren, ist die Frage der Tumorheterogenitit von Bedeutung. Von den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten 17 Tumoren (im Rahmen des Temperaturansat-
zes/Lagerungszeitansatzes) zeigten 7 homogene uPA und PAI-1 Konzentrationen und 10 he-

terogene uPA und PAI-1 Konzentrationen.
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Um der Frage der Tumorhomogenitit bzw. Tumorheterogenitit genauer auf den Grund zu
gehen, wurden aus 13 Tumoren mindesten 2 Tumorstiicke entnommen und jeweils zu glei-
chen Bedingungen aufgearbeitet.

Dabei fanden sich in 4/13 Tumoren homogene uPA und 5/13 Tumoren homogene /PAI-1
Konzentrationen und 9/13 Tumoren bzw. 8/13 Tumoren heterogene uPA/PAI-1 Konzentrati-
onen.

Unter den homogenen Tumoren fanden sich 4 duktale Mammakarzinome und 1 medullédres
Mammakarzinom. Unter den heterogenen Mammakarzinomen befanden sich 2 adenoide und
ein muzindses Mammakarzinom, die iibrigen Karzinome waren duktalen Typs. Auffillig war
bei 5 von 8 heterogenen Tumoren ein hohes Tumorstadium (T2-T3). An dieser Stelle sollte
dariiber diskutiert werden, ob die Tumorbiologie selbst (z.B. muzindses Mammakarzi-
nom/adenoid-zystisches Mammakarzinom) und die zunehmende Tumornekrose innerhalb
eines groen Tumors (>1,5 cm) einen Einfluss auf die uPA und PAI-1 Konzentrationen hat
und somit Fehlbeurteilungen zustande kommen koénnen. Die Zahl der Publikationen hinsicht-
lich Tumorheterogenitét ist nicht gro. Dennoch gibt es Arbeiten, die die Inhomogenitit des
adenoid-zystischen und des muzindsen Mammakarzinoms dargelegt haben.

Zum Beispiel erhoben Arpino et al 2002 an 28 Patientinnen mit einem adenoid-zystischen
Mammakarzinom (ACC) klinische Follow-up Daten und sammelten biologische Informatio-
nen des adenoid-zystischen Karzinoms, insbesondere des ER- und PR-Status, iiber einen me-
dianen Zeitraum von 83 Monaten. Sie fanden keine signifikanten Korrelationen unter den
demographischen- und den Tumorcharakteristika und den Biomarkern (ER, PR, Ploidie,
SPF). Aufgefallen war eine erhthte Anzahl adenoid-zystischer Mammakarzinome mit positi-
ven Hormonrezeptorstatus (46% ER+, 36% PR+). Hingewiesen wurde auf die kleine Patien-
tenfallzahl dieser Studie. In der Diskussion fiihrten die Autoren an, dass schon in vielen ande-
ren Studien Gewebe des ACC histologisch untersucht wurde, aber keine Aussage iiber die
biologischen Charakteristika getroffen wurde und das zudem die Patientenzahl immer sehr
klein war. (Arpino et al, 2002)

Weiterhin wird diskutiert, dass die originidre Zelle des ACC umstritten bleibt. Man vermutet
zwel Ursprungszellen des ACC, zum einen die duktale Epithelzelle, zum anderen die Myoe-
pithelzelle. Eine alternative Hypothese ist, dass das ACC kein Tumor einer speziellen dukta-
len oder myoepithelialen Zelle ist, sondern ein Abkommling einer multipotenten Vorldufer-
zelle, welche die Moglichkeit besitzt, alle epithelialen Elemente einer Driise und der komplet-
ten duktalen bzw. azindren Einheit zu bilden. (Foschini et al, 1998; Zaloudek et al, 1979; Az-

zopardi, 1979; Dardick et al, 1983) An dieser multipotenten Vorlduferzelle konnten verschie-
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denen Wachstumsmuster bemerkt werden. (Ro et al, 1987; Orenstein et al, 1985) Diese Kon-
figurationen wurden beschrieben als cribiform, solide, glandulir (tubulir), reticuldr und basa-
loid. Obwohl heterogene Ziige im Wachstumsmuster der meisten ACC angetroffen werden,
kann die Lédsion gewohnlich nur dann als solche beschrieben werden, wenn im Vorfeld eine
addquate histologische Beurteilung getroffen wurde. (Jeannon et al, 1999; Dori et al, 2000;
Miller et al, 1994; Wick et al, 1998; Shick et al, 1995; Dimery et al, 1987) Des Weiteren un-
tersuchten Komenaka et al 2003 65 Patientinnen, die an einem muzindsen Mammakarzinom
erkrankt waren, hinsichtlich demographischer und tumorcharakteristischer Unterschiede. Sie
beschrieben das muzindse Mammakarzinom als ein Karzinom mit einer guten Prognose, ob-
wohl auffallend groe Tumoren bei den 65 untersuchten Patientinnen gefunden wurden. Die
TumorgroBe schien jedoch keinen FEinfluss auf das Gesamtiiberleben (mittlere Grofe von 2,0
cm und mediane TumorgroBe 1,8 cm, grofte Liasion 19,0 cm) zu haben- viel eher hatte die
Menge des vom Tumor produzierten Schleims einen Einfluss auf die Tumorgré8e. Der einzi-
ge signifikante Pridiktor fiir die Tumorprognose war die Anzahl der befallenen Lymphkno-
ten. Die Mehrzahl der Tumoren war Hormonrezeptor-positiv (91% ER+, 79% PR+). Alle
Tumoren waren aufgrund ihrer GroBe klinisch palpabel, aber nicht unbedingt mam-
mographisch auffillig (z. T. als benigne Lésion eingestuft). (Komenaka et al 2003) Diese Er-
gebnisse iiberraschten nicht, da der Schleimanteil der groBte Anteil des muzindsen Karzinoms
war und nur 18% der Karzinome Mikrokalzifikationen aufwies. Aufgrund des hohen
Schleimanteils konnten allerdings nicht alle Tumoren mammographisch entdeckt werden.
Warum ist nicht ganz klar, es wurde angefiihrt, dass moglicherweise die Mikrokalzifikationen
erst im spéteren Verlauf entstehen. Eine andere Moglichkeit ist, dass die Schleimbildung dazu
fiihrt, dass die Mikrokalke verstreuen und dass dadurch weniger Mikrokalkgruppen entstehen
als in soliden Tumoren. (Andre et al, 1995; Koenig et al, 1998; Wilson et al, 1995)

Eine andere Arbeit zur Histologie des muzindsen Mammakarzinoms erschien 2002. In einem
Zeitraum von 1994-2001 wurden 556 Patientinnen an einem Mammakarzinom operiert (WE
und MRM). Fiinf Patientinnen zeigten ein muzindses Mammakarzinom auf, von denen im
Vorfeld 3 Patientinnen durch Stanzbiopsie nicht aufgefallen waren. In der feingeweblichen
Untersuchung fand sich eine nur moderate Zellansammlung, die kohésive Cluster und mikro-
papilldre Strukturen mit zarten pleomorphen Tumorzellen entlang des schleimigen Unter-
grundes aufwiesen. Im Fazit stellt der Autor fest, dass der charakteristischen Zytologie und
Histologie die das muzindse Mammakarzinom aufweist, eine erhohte Aufmerksamkeit zu

schenken ist. (Ng, 2002)
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Die in der vorliegenden Arbeit als heterogen eingestuften Tumoren zeigen unterschiedliche
Konzentrationen von uPA und PAI-1 auf. Es scheint in der Biologie der Tumoren begriindet,
dass das Tumorgewebe einiger Karzinome z. T. sehr diffus wichst, sodass punktuell unter-
schiedliche Konzentrationen von Proteinen vorliegen. So kann auch die Konzentration der
Prognosefaktoren uPA und PAI-1 schwanken. Dies kann bei der Einschiitzung der Prognose

der Erkrankung mafBgebliche Konsequenzen haben.

5.5.  Schlussfolgerung

Aus der vorliegenden Arbeit lédsst sich folgendes schlussfolgern:

Die Serinproteasen uPA und PAI-1 sind robuste Prognosefaktoren, die in der klinischen Rou-
tine zur Abschitzung der Krankheitsprognose des Mammakarzinoms eingesetzt werden kon-

nen und sollen.

Das Tumorfrischgewebe kann sowohl bei -20°C, als auch bei -80°C oder in fliissigen Stick-
stoff schockgefroren werden. Die Aufarbeitung des schockgefrorenen Tumorgewebes sollte

innerhalb von 30 Tagen erfolgen.

Im Rahmen der Aufarbeitung kann die Ultrazentrifuge (10° g) durch eine Tischzentrifuge

(15.000g) ersetzt werden, man erhilt genauso zuverldssige uPA und PAI-1 Konzentrationen.

Die uPA und PAI-1 Konzentrationen, die in Stanzbiopsien gemessen werden sind reprisenta-
tiv und zuverlédssig. Wichtig im Vorfeld der uPA und PAI-1 Bestimmung ist der Karzinom-
nachweis innerhalb des Stanzzylinders. Werden uPA und PAI-1 aus bereits gestanzten Tumo-

ren bestimmit, sollte es vermieden werden Tumorgewebe mit Stanzkanal aufzuarbeiten.

Es gibt homogene und heterogene Tumoren. Um reprisentative uPA und PAI-1 Konzentrati-

onen des Tumorgewebes zu erhalten, sollten mindestens 2 Referenzproben gemessen werden.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, welchen Einfluss Asservierungs-, Auf-
arbeitungs- und Biopsiebedingungen auf den Nachweis von uPA und PAI-1 haben. Tumor-
proben wurden bei —20°C, —80°C und in fliissigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren und
jeweils am Tag der Operation (Tag 0), 15 Tage post operationem und 30 Tage post operatio-
nem aufgearbeitet. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Asservierungsbedingungen,
haben unter den beschriebenen Bedingungen keinen Einfluss auf die gemessenen uPA bzw.
PAI-1 Proteinlevel im Tumorgewebe. Des Weiteren wurde der Einfluss der Zentrifugalbe-
schleunigung an homogenisierten Tumorzellsuspensionen und die Art der Tumorzerkleine-
rung (hélftig in Form von Kryoschnitten mit je 10 um vs. hélftig pulverisiert 1t. Standardpro-
tokoll) tiberpriift. Auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Aufarbeitungsbedingun-
gen, (Zentrifugalbeschleunigung, Schwebeteilchen, Tumorzerkleinerung), haben unter den
beschriebenen Bedingungen keinen Einfluss auf die gemessenen uPA bzw. PAI-1 Proteinle-

vel im Tumorgewebe.

Weiterhin konnten kleine Mengen Tumorgewebe (Tumorstanzen 30-50 mg) mit OP-
Tumorgewebe (100-300 mg) verglichen werden. Es zeigte sich, dass bereits aus kleinen Tu-
mormengen die Prognosefaktoren uPA und PAI-1 diagnostiziert werden konnen. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde darauf geachtet, dass das Karzinom innerhalb der Stanze nach-
gewiesen wurde, um reprisentative uPA/PAI-1 Werte aus einer Stanzbiopsie zu erhalten. Fer-
ner wurden von Tumoren mindestens eine Gewebeprobe aus dem Stanzkanal und dem dazu-
gehorigen Op-Gewebe entnommen. Eine Anderung der uPA/PAI-1-Konzentrationen nach

Stanzbiopsie im Bereich des Stanzkanals konnte nachgewiesen werden.

Es zeigte sich im Verlauf der Arbeit, dass die Tumor(in)homogenitit einen Einfluss auf die
uPA bzw. PAI-1 Proteinlevel hat. Hierzu wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt. Von
Tumoren konnten Tumorreferenzstiicke entnommen und zu gleichen Bedingungen aufgear-
beitet werden. Es zeigten sich teilweise homogene, aber auch sehr unterschiedliche uPA und
PAI-1 Proteinlevel. In der Art und Weise des Tumorgewebes und Tumorzellanordnung in
einigen Tumoren kann die Tumor(in)homogenitit begriindet sein. Hierdurch werden, wie in
dieser Arbeit nachgewiesen, unter Umstdnden sehr unterschiedliche uPA und PAI-1 Konzent-
rationen in den verschiedenen Arealen des Tumors gemessen werden. Die hieraus eventuell
folgende falsche Interpretation der uPA und PAI-1 Konzentrationen kann dann gegebenen-
falls erhebliche Konsequenzen fiir die Festlegung der Therapie der Mammakarzinompatientin

haben.
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7. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit sollten vor allem die unterschiedlichen Asservierungs- und Aufar-
beitungsbedingungen und deren Einfluss auf die uPA und PAI-1 Konzentrationen beim
Mammakarzinom untersucht werden. Eine derartige Untersuchung ist in der Literatur bis dato
nicht beschrieben, wohl aber die Stabilitidt bzw. Instabilitidt anderer Proteine bei verinderten
Asservierungsbedingungen. Das macht es Zentren, an welchen die Bestimmung der Prognose-
faktoren uPA und PAI- 1 erfolgt, in Zukunft sicher leichter, die Aufarbeitung von Mamma-
karzinomgewebe fiir umliegende Kliniken anzubieten. Obwohl die Ergebnisse zeigen, dass
das Tumorgewebe gegeniiber dem Standardprotokoll modifiziert aufgearbeitet werden kann,
sollte die Aufarbeitung des Tumorgewebes derzeit dennoch etablierten Labors vorbehalten
sein. Grund ist, dass die etablierten Laboratorien nach wie vor strengen zertifizierten ELISA-
Qualitédtskontrollen (Ringversuche) unterliegen, bevor deren uPA/PAI-1 Daten zur Festlegung
der adjuvanten Therapie herangezogen werden diirfen.

Ebenfalls wurde der Einfluss der Biopsiebedingungen untersucht, hier stand eine kleine An-
zahl an Tumorproben zur Verfiigung. Um einen Einfluss der Biopsiebedingungen auf die
Konzentration von uPA und PAI-1 vollstindig nachweisen zu kénnen, bedarf es noch weite-

rer ausfithrlicherer Untersuchungen.

Durch die immer frither erkannten und somit auch immer kleiner werdenden Mammakarzi-
nome, stehen zur Abschidtzung der Prognose mittels uPA und PAI-1 und damit zur Festlegung
der Therapie, oftmals nur kleinste Mengen an Tumormaterial zur Verfiigung. Hier kann die
Bestimmung der Prognosefaktoren uPA und PAI-1 aus Stanzbiopsien eine Alternative sein,
eine histologische Sicherung des Mammakarzinoms in der Stanze erscheint sinnvoll. Eben-
falls als eine Alternative diskutiert, sollte der Nachweis von uPA und PAI-1 auf mRNA-Basis

sein (vgl. ELISA auf Proteinbasis). Hierzu bedarf es ebenfalls weiterer Untersuchungen.

In der Zukunft sollte der in der vorliegenden Arbeit heraus gearbeiteten Frage der Gewebe-
homogenitit mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden. Die histologische Beurteilung durch
die Pathologen zeigt moglicherweise vorab eine heterogene Tumorzellstruktur und -
anordnung auf. Diese Tumorheterogenitidt kann u. U. mit einer Fehlbestimmung der uPA und
PAI-1 Konzentrationen verbunden sein. Es bedarf diesbeziiglich unbedingt weiterer Untersu-
chungen, um die Grenzen, bzw. die Verwertbarkeit der Prognosefaktoren uPA und PAI-1 fiir

klinischen Alltag aufzeigen zu konnen.
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9. Thesen

Die Messung von uPA und PAI-1 erfolgt mittels ELISA. Dazu ist es notig, dass die Proteine
uPA und PAI-1 als freie Molekiile in nativer Form vorliegen. Faktoren, die wihrend der Auf-
arbeitung und Lagerung von Tumorgewebe darauf Einfluss nehmen, verdndern das Messer-

gebnis.

Gegenstand dieser Arbeit war, die Einfliisse von Biopsie-, Aufarbeitungs- und Asservierungs-
bedingungen auf den Nachweis von uPA und PAI-1 beim Mammakarzinom zu untersuchen.
Hierzu wurden die Tumorproben zum einem laut Standardprotokoll, zum anderen modifiziert

aufgearbeitet.

Insgesamt wurden aus 17 Tumorproben Teilstiicke auf -20°C, -80°C und in fliissigem Stick-
stoff (-196°C) schockgefroren und jeweils am Entnahmetag (Tag 0), 15 Tage post operatio-
nem und 30 Tage post operationem aufgearbeitet. Es wurde der Einfluss der Lagerungstempe-
ratur und der Einfluss der Dauer der Gewebelagerung bis hin zur Gewebeaufarbeitung auf die
uPA und PAI-1 Konzentration im Tumorgewebe untersucht.

These 1: Weder die Lagerungstemperaturen von -196°C, -80°C oder -20°C, noch die
Dauer der Lagerung der Proben (zumindest innerhalb von 30 Tagen), haben einen Einfluss
auf die gemessenen uPA bzw. PAI-1 Konzentrationen im Mammakarzinomgewebe (unter den

in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Bedingungen).

Tumorproben wurden nach Standardprotokoll aufgearbeitet, die Art der Zentrifugation wurde
modifiziert, um den Einfluss der Zentrifugalbeschleunigung zu untersuchen (105g Vs.

15.000g).

These 2: Es gibt keinen Unterschied der uPA- und PAI-1-Konzentrationen hinsichtlich
der Aufarbeitung mittels Ultrazentrifuge(lOSg) bzw. per Tischzentrifuge (15.000g). Vorhan-
dene Schwebeteilchen (nicht heraus zentrifugiert) haben keinen Einfluss auf die Ergebnisse

des uPA/PAI-1 ELISAs (unter den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Bedingungen).
Tumorproben wurde jeweils die eine Hilfte in Form von Kryoschnitten mit je 10 pm und die

jeweils andere Hilfte entsprechend Standardprotokoll pulverisiert aufgearbeitet, um die Not-

wendigkeit der Tumorpulverisierung zu hinterfragen.
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These 3: Es gibt keinen Unterschied der uPA- und PAI-1-Werte hinsichtlich der Aufar-
beitung per Pulverisierung und/oder Kryoschnittasservierung und -aufarbeitung (unter den in

der vorliegenden Arbeit beschriebenen Bedingungen).

Des Weiteren sollte eine Aussage getroffen werden, ob die Konzentration von uPA und PAI-1
aus kleinsten Mengen (< 100 mg) Tumorgewebe reprisentativ sind. Es wurden in vivo Tu-
morstanzen mit dem in vivo Exzidaten (100-300 mg) desselben Tumors verglichen, ebenso
erfolgte der Vergleich von ex vivo Tumorstanzen (weniger als 100 mg) und dem entspre-
chenden ex vivo Exzidaten (100-300 mg). Im Vorfeld erfolgte von den in vivo Stanzen eine
histologische Sicherung des Mammakarzinoms.

These 4: Kleinere Tumormengen zur Diagnostizierung der Prognosefaktoren uPA und
PAI-1 sind nutzbar; die Werte repridsentativ. Es ist wichtig, darauf zu achten, dass das Karzi-
nom innerhalb der Stanze nachgewiesen wurde, um reprédsentative uPA und PAI-1 Konzentra-
tionen aus einer Stanzbiopsie zu erhalten (unter den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen

Bedingungen).

Erwartete Anderungen der uPA bzw. PAI-1-Konzentrationen nach Stanzbiopsie im Bereich
des Stanzkanals sollten nachgewiesen oder widerlegt werden. Tumorgewebsproben wurden
mit einer zugehorigen Gewebeprobe aus dem Stanzkanal verglichen.

These 5: Die uPA Konzentrationen bleiben stabil, sind ggf. geringfiigig erhoht im Be-
reich des Stanzkanals. Die PAI-1 Konzentrationen im Bereich des Stanzkanals sind deutlich

erhoht (unter den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Bedingungen).

Im Rahmen der Aufarbeitung der 17 untersuchten Tumoren aus Frage 1 und 2 (Temperatur
und Lagerungszeit) fanden sich sowohl Tumoren mit homogenen, als auch heterogenen uPA
und PAI-1 Konzentrationen. Daher wurden von 13 weiteren Tumoren jeweils mindestens 2
Tumorstiicke entnommen und zu gleichen Kautelen aufgearbeitet.

These 6: Heterogene Tumoren zeigen unterschiedliche Konzentrationen von uPA und
PAI-1 auf. In der Biologie einiger Tumoren liegt begriindet, dass das Tumorgewebe einiger
Karzinome z. T. sehr diffus wichst, sodass unterschiedliche Konzentrationen der Prognose-
faktoren uPA und PAI-1 innerhalb eines Tumors gemessen werden konnen. Das hitte bei der
Einschitzung der Prognose der Erkrankung maf3gebliche Konsequenzen (unter den in der vor-

liegenden Arbeit beschriebenen Bedingungen).
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