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1. EINLEITUNG
1.1 Der Rezeptor c-met

C-met gehort zur Familie der Tyrosinkinasen und ist das Produkt des aktivierten
Onkogens tpr-met. Der Rezeptor ist fiir die Transformation normaler Fibroblastenzelllinien
verantwortlich (Cooper et al., 1984) und wird als glykosyliertes 170 kDa Vorlduferprotein
synthetisiert. Nach proteolytischer Spaltung resultiert ein tiber Disulfidbriicken verbundenes
Heterodimer aus einer alpha (50 kDa) und einer beta (145 kDa) Untereinheit. Die alpha-Kette
ist auf der Zelloberfliche exponiert, wihrend die beta-Kette transmembran von extra- nach

intrazellulér ins Zytoplasma reicht.

B-Kette aHette

extrazellulir

intrazellular Katalytisches Zentrum:
Tyrosinkinase

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des c-met-Rezeptors
Die alpha-Kette ist ein extrazelluldres Glykoprotein. Die transmembranire Untereinheit wird
von der beta-Kette gebildet. Zwei phosphorylierte Tyrosinreste sind fiir die positive Regulation
im katalytischen Zentrum verantwortlich. Adapterproteine und Signaltransduktoren werden
von verschiedenen Untereinheiten reguliert. Modifiziert nach Trusolino et al., 1998.
C-met wird vor allem auf epithelialen Zellen in unterschiedlichen Geweben exprimiert.
In Leber, Magen, Osophagus, Ovar und Endometrium konnte c-met nachgewiesen werden
(Prat et al., 1991). Aber auch andere Zellen wie Melanozyten, endotheliale Zellen, Neurone
und Gliazellen exprimieren diesen Rezeptor (Zarnegar et al., 1995). Wéhrend fiir zwei andere
Rezeptoren der Tyrosinkinase-Familie, c-sea und Ron, die entsprechenden Liganden noch

nicht identifiziert werden konnten, ist der Ligand fiir den c-met-Rezeptor der Hepatocyte

Growth Factor (HGF) oder Scatter Factor (SF) (Naldini et al., 1991a und b).
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Die Bindung des Liganden HGF/SF an die extrazellulire Domidne von c-met fiihrt zur
Dimerisierung zweier Rezeptormonomere. Die dadurch ausgeldste Konformationsdnderung
aktiviert die Tyrosinkinase c-met durch Autophosphorylierung. Das Signal wird dann iiber
eine Kaskade von Adapterproteinen, GTPasen und Enzymen in den Zellkern geleitet. Die
Signaltransduktion erfolgt iiber die Bindung von Phospholipasen an den aktivierten Rezeptor
durch zytoplasmatische Signalproteine. Letztere erkennen mit ihrer src-homologen Region 2
(SH2) spezifisch eine Sequenz am Carboxyende des Rezeptors (Koch et al., 1991). Diese
tyrosinphosphorylierten Regionen schlieen direkt an drei Aminosduren an und enthalten so
genannte YV(H/N)V Motive (Ponzetto et al., 1994). Die Bindung von Signalproteinen an
diese Untereinheit stellt moglicherweise eine Variable dar, die von der Bindungsaffinitit der
jeweiligen SH2-Doméne, der lokalen Konzentration der Signalmolekiile und dem Grad der c-

met-Phosphorylierung abhéngig ist (Rosen et al., 1994a).

1.2 Der Ligand: HGF/SF

SF wurde als ein von Mesenchymzellen gebildetes Zytokin identifiziert, das
zusammenhdngende Kolonien epithelialer Zellen in individuelle Zellen aufsprengt und trennt
(Stoker et al., 1985). Hepatocyte Growth Factor galt als Mitogen fiir adulte Hepatozyten
(Miyazawa et al., 1989; Nakamura et al., 1989). Erst spiter fand man heraus, dass SF und
HGF identisch sind (Weidner et al., 1991).

SF ist ein Heparin-bindendes Glykoprotein, bestehend aus einer alpha- (60kDa) und
einer beta-Kette (30kDa). Beide sind iiber zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden
(Gherardi et al., 1989; Ronsin et al., 1993). Die alpha-Kette besteht aus einer Haarnadel-
Schleife (ca. 27 Aminosduren) und aus vier Kringle-Doméinen. Diese vermitteln
Protein/Protein- und Protein/Zell-Wechselwirkungen. Obwohl SF zu 38% dieselbe Sequenz
wie das Proenzym Plasminogen aufweist, fehlt ihm die Proteaseaktivitit. Ursdchlich dafiir
sind zwei substituierte Aminosduren im katalytischen Zentrum der beta-Kette (Nakamura et
al., 1989).

Trotzdem sind die Aktivierungsstellen von proHGF/SF dieselben wie bei Plasminogen,
was erkldrt, warum uPA (urokinase-type plasminogen activator, Urokinase) beide spalten
kann (Naldini et al., 1991b). Ein anderer SF-Aktivator ist eine Serinprotease, dem
Gerinnungsfaktor XII verwandt (Miyazawa et al., 1993). Diese spielt vor allem nach
Gewebsverletzungen eine wichtige Rolle. SF wird &hnlich wie sein Rezeptor als

Vorlduferprotein synthetisiert. Dieses pridproSF besteht aus 728 Aminoséduren und wird
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intrazelluldr zur Einzelkettenform, proSF, gespalten. Die aktive Form, bestehend aus zwei

Ketten, geht daraus nach extrazellulirer Spaltung bei ***arg-**val hervor.

1.3 Funktionen von c-met und HGF/SF

HGF-mRNA findet man in Stromazellen wie Fibroblasten, glatten Muskelzellen,
Mastzellen, Makrophagen, Leukozyten und Megakaryozyten, aber nicht in epithelialen
Zellen. Der dazugehorige Rezeptor c-met dagegen wird vor allem auf Epithelzellen
exprimiert. Zusammen mit den mitogenen, morphogenen und motogenen Eigenschaften von
HGF/SF macht dieses Expressionsmuster deutlich, wie wichtig das Zusammenspiel beider fiir
die Wechselwirkungen zwischen epithelialen und stromalen Abschnitten eines Gewebes ist.
Auf parakrinem und autokrinem Wege wirken c-met und HGF/SF auf Entwicklung und
Homdostase dieser Gewebe ein, die bei verschiedenen physiologischen und pathologischen
Prozessen eine Rolle spielen:

Embryogenese. Vor allem in der friihen embryonalen Entwicklung kommt es zu
wechselseitiger Umwandlung von mesenchymalem in epitheliales Gewebe (Rosen et al.,
1994a). In der sich entwickelnden Niere werden HGF/SF und sein Rezeptor c-met vor allem
zu dem Zeitpunkt exprimiert, wenn Tubulogenese und sich verzweigende Strukturen ihren
Anfang nehmen (Santos et al., 1994). 3T3-Mausfibroblasten, die mit HGF/SF und c-met
cDNA transfiziert wurden, formen gangartige Strukturen, exprimieren Zytokeratin und
verfligen iiber interzelluldre Kontakte, die denen der Desmosomen &hnlich sind (Tsarfaty et
al., 1994). In vivo sind Ligand und Rezeptor fiir die Entwicklung des Nervensystems (Streit et
al., 1995), des Muskel- (Bladt et al., 1995), des Brustdriisen- (Yang et al., 1995) und des
Lebergewebes (Schmidt et al., 1995) unabdinglich.

Regeneration von Organen. HGF/SF gilt als wichtiger Baustein bei der Regeneration von
Leber- und Nierengewebes (Matsumoto et al., 1993). Nach einer ?/,-Resektion der Leber
findet man 15- bis 25-fache Erh6hungen des HGF-Spiegels im Plasma (Zarnegar et al., 1995).
Nicht nur die Hepatozyten alleine sind flir diesen Anstieg verantwortlich, sondern auch die
Freisetzung von HGF/SF aus der extrazelluldren Matrix, sowie die gesteigerte Produktion in
anderen Organen (Lunge, Niere, Milz). Neben einem direkt proliferativen Effekt auf das
verletzte Gewebe sind inflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNFalpha auflerdem in
der Lage, in Epithel- und Stromazellen mRNA fiir HGF/SF und c-met zu induzieren (Rosen et
al., 1994b; Seslar et al., 1993).

Angiogenese. Sowohl bei der Embryogenese als auch bei der Regeneration von Organen

ist HGF/SF als wichtiger Ausloser der Angiogenese entscheidend (Bussolino et al., 1992;
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Rosen et al., 1993). Auch in der Genese des Kaposi-Sarkoms (KS), einer Zytokin-abhdngigen
Neoplasie, die sich vor allem durch ein hohe Mall an Neovaskularisation auszeichnet, wird
eine Beteiligung dieses Faktors diskutiert (Naidu et al., 1994). HGF/SF wird von mit
HTLV-II infizierten T-Lymphozyten sezerniert und findet sich in Lisionen vom Kaposi-Typ.
AulBlerdem ldsst sich das Wachstum von KS-Zellen in Kultur mit einem Antikorper gegen
HGF/SF hemmen.

Neoplasie. Nicht nur bei diesen physiologischen zelluldren Prozessen, sondern auch in der
Entstehung von Tumoren spielt die HGF/SF-c-met Signalkaskade eine wichtige Rolle. C-met
wurde urspriinglich als Produkt des humanen Onkogens tpr-met gefunden (Bottaro et al.,
1991). Tpr-met kodiert fiir ein mutiertes c-met-Protein, das im Zytoplasma vorliegt,
konstitutive, ligandenunabhéngige Tyrosinkinaseaktivitit besitzt und Zellen transformieren
kann. HGF/SF bewirkt die Wachstumsstimulation und den Differenzierungsverlust
verschiedener Zelltypen und stimuliert die Motilitdt, Invasivitit und Angiogenese von
Tumorzellen (Stoker et al., 1987; Rosen et al., 1990; Rosen et al., 1991; Rosen et al., 1994c¢).
Mit Hilfe von transfizierten 3T3-Mausfibroblasten konnte gezeigt werden, dass auch das
Metastasierungspotential von Tumorzellen erhoht wird (Jeffers et al., 1998). Dieses wird
zudem auch von anderen Faktoren beeinflusst. In diesem Zusammenhang ist die Expression
von uPA und seinem Rezeptor (UPAR) interessant. Die Expression der Protease uPA wird von
HGF/SF-c-met induziert (Jeffers et al., 1996b). Uber uPA kommt es zur Aktivierung von
Plasminogen zu Plasmin, was fiir proteolytische Eigenschaften auf der Zelloberfliche sorgt.
Plasmin kann nicht nur direkt, sondern auch iiber die Aktivierung von Metalloproteasen die
extrazellulire Matrix vermindern. Der Abbau extrazellulirer Matrix mit anschlieBender
Migration der Zellen durch die Basalmembran stellt den entscheidenden Schritt zum
invasiven/metastasierenden Phinotyp dar. Eine weitere Wirkung von HGF/SF ist in der
Auflosung der interzelluliren Verbindungen zwischen epithelialen Zellen zu sehen. Dies
konnte in vitro nachgewiesen werden (Stoker et al., 1985) und konnte auch bei der
Disseminierung von Tumorzellen eine Rolle spielen.

Einzelne Bausteine der c-met-HGF/SF-Signalkaskade wie p85/PI-3-Kinase, Ras, Grb2,
Sosl, MAP-Kinase konnten bereits identifiziert werden und dienen mdglicherweise als

Modulatoren der unterschiedlichen Funktionen (Ried et al., 1999).
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1.4 Expression von c-met in Mammatumoren

1.4.1 C-met in invasiven Mammatumoren

Etwa 20% aller primér nodal-negativen Patienten mit Brustkrebs versterben dennoch an
einer finalen Metastasierung des Karzinoms (Fisher et al., 1993). Die Suche nach neuen
prognostischen Faktoren ist mit dem Wunsch verbunden, diejenigen Patienten identifizieren
zu konnen, die ein erhohtes Risiko fiir eine Progredienz der Erkrankung haben. Histologische
Kriterien wie Tumorgrofle, Nekrosen oder Ploiditdt in Ergénzung zu einem umfassenden
Staging des Tumors wurden auf ihre prognostische Relevanz iiberpriift. Hinzu kommen
Rezeptoren auf der Zelloberflache, die durch neue Methoden detektiert werden konnen. Auf
diese Weise wurde die endokrine Therapie zu einer effektiven Methode, die Behandlung von
Progesteron- und Ostrogenrezeptor-positiven Tumoren zu verbessern (Mason et al., 1983).
AuBlerdem entdeckte man Tumor-assoziierte Gene, die mit einem aggressiveren
Tumorwachstum verbunden sind.

In diese Gruppe von Rezeptoren gehort HER2/neu, der als Target die gezielte
Antikorpertherapie beim Mammakarzinom initiierte (Slamon et al., 2001). Die Detektion und
Charakterisierung solcher Gene erlaubt also eine spezifische Therapie, die sich an den
individuellen Eigenschaften des Tumors orientiert. Auf der Suche nach weiteren Rezeptoren
stiel man auf c-met, den verschiedene Neoplasien wie Tumoren der Prostata (Humphrey et
al., 1995), der Schilddriise (D1 Renzo et al., 1995) oder des Magens (Tsugawa et al., 1998)
iiberexprimieren. In der Brustdriise wird c-met vom normalen duktalen Epithel exprimiert und
spielt sowohl wihrend der embryonalen Entwicklung, als auch in der Differenzierung und im
funktionellen Umbau eine Rolle (Niranjan et al., 1995).

Neben diesen physiologischen Funktionen konnten c-met und sein Ligand HGF/SF auch
in aggressiven Mammakarzinomen nachgewiesen werden (Yao et al., 1996). In der Arbeit
von Yamashita et al. war die Expression von HGF/SF mit einer kiirzeren Uberlebenszeit
assoziiert (Yamashita et al., 1994), wobei eine hohe HGF/SF-Konzentration sogar eine hohere
prognostische Aussagekraft als der Lymphknotenstatus besall. Dies wurde sowohl fiir das
rezidivfreie Uberleben als auch fiir das Gesamtiiberleben gezeigt. Da Zellen auf HGF/SF als
Mitogen reagieren, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass c-met als Rezeptor in diesen
Prozessen ebenfalls eine wichtige Rolle spielt. HGF/SF und c-met sind in benignem und
malignem Brustgewebe ko-exprimiert (Jin et al., 1997; Tuck et al., 1996). Im Gegensatz zum
benignen Gewebe konnte diese Arbeitsgruppe im malignen Gewebe eine Uberexpression
feststellen. In einem Kollektiv von 91 invasiven Mammakarzinomen hatte c-met als

unabhingige prognostische Variable eine der Tumorgrofe und dem Lymphknotenstatus
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vergleichbare Aussagekraft. Diese war zugleich relevanter als das Alter, das Grading und die
histologische Differenzierung (Ghoussoub et al., 1998). Auch bei nodal-negativen
Mammakarzinomen spielt c-met eine wichtige prognostische Rolle. Eine hohe
c-met-Expression des Tumors korrelierte bei Camp et al. signifikant mit einer kiirzeren
Uberlebenszeit (Camp et al., 1999).

Trotzdem gibt es in Bezug auf die Bedeutung von c-met bei Progression und
Aggressivitit von Tumoren widerspriichliche Erkenntnisse. Tsarfaty et al. (Tsarfaty et al.,
1992) beobachteten die Expression von c-met an T47D-Zellen, die in Suspension gangartige
Strukturen bilden, die Milchgéngen dhneln. Die Intensitdt der c-met-Expression war an den
direkt die Giange begrenzenden Strukturen besonders hoch. Daraufhin untersuchte die Gruppe
50 Biopsien aus Mammakarzinomen. Das Gewebe des Tumors zeigte eine deutlich reduzierte
c-met Expression im Vergleich zum umgebenden normalen Gewebe. In einer anderen Arbeit
zeigten 40% der Mammatumore einen Verlust der Heterozygotie fiir c-met, was auf c-met als
Suppressorgen hinweist (Bieche et al., 1992). Nagy et al. (Nagy et al., 1995) konnten diese
Beobachtung nicht bestitigen, fanden aber auch keine Hinweise auf eine prognostisch
ungiinstige Relevanz von c-met. Auch eine Korrelation von c-met mit giinstigen
prognostischen Parametern wie niedrigem Grading und positivem Ostrogenrezeptor-Status
wurde berichtet (Nakaloupoulou et al., 2000).

Da c-met offensichtlich sowohl vom Normalgewebe, als auch vom Tumorgewebe
exprimiert wird und die Erkenntnisse beziliglich der klinischen Bedeutung der
c-met-Expression widerspriichlich sind, stellt sich die Frage, ob nicht das Verhéltnis von c-
met im Normalgewebe im Vergleich zu dessen Expression im Tumorgewebe entscheidend
dafiir ist, wie sich die Expression von c-met auswirkt. Tsarfaty et al. (Tsarfaty et al., 1999)
entwickelten vor diesem Hintergrund einen Algorithmus, der die relative Expression von c-
met im Vergleich zwischen Normal- und Tumorgewebe beschreibt. Anhand dieses
Algorithmus wurden 182 primire Mammatumore in Gruppen eingeteilt. Uberlebensanalysen
der 116 nodal-negativen Patientinnen zeigten, dass nicht nur die héhere c-met-Expression im
Tumor, sondern auch die niedrigere Expression im Vergleich zum umgebenden
Normalgewebe mit einer schlechteren Prognose korrelierte. In der Gruppe aller 182
Patientinnen konnte die prognostische Signifikanz nur fiir die Gruppe gezeigt werden, in der
der Tumor c-met stirker als das umgebende Normalgewebe exprimierte. Analysiert wurde
auch der Effekt der c-met-Regulation hinsichtlich verstirkter und verminderter Expression
(Firon et al., 2000). Hohe c-met-Expression war mit erhohter Invasivitit und einem

aggressiveren Metastasierungsverhalten von Tumoren ausgehend von der Zelllinie DA3
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assoziiert. Die Zelllinie stammte von einem wenig differenzierten Adenokarzinom der
Mamma. Dass aber auch niedrige c-met-Expression prognostisch unglinstig sein kann
(Tsarfaty et al., 1999), erkliarte die Gruppe damit, dass zu niedrige c-met-Level
moglicherweise eine vollstindige Differenzierung in tubuldre Strukturen verhindern. Eine
Studie unserer Arbeitsgruppe an 40 nodal-positiven Mammakarzinom-Patientinnen zeigte,
dass c-met-Uberexpression mit Aggressivitit und Metastasierungspotential des Tumors
korreliert (Lengyel et al., 2005). Im Vergleich mit dem Primédrtumor stellten wir eine stirkere
und hiufigere c-met-Expression in den Lymphknotenmetastasen fest. Auf das Uberleben
hingegen wirkte sich ein hohes Mall an HGF/SF-Expression und niedrigem c-met giinstig aus.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Steuerung der Zellfunktionen zwischen
Differenzierung und Tubulogenese einerseits und Invasivitit und Metastasierung andererseits

in Abhéingigkeit von der c-met- und HGF/SF-Expression reguliert zu sein scheint.

1.4.2 Das duktale Carcinoma in situ (DCIS)

Epidemiologische Studien der vergangenen Jahre bestdtigen eine ansteigende Inzidenz
des Mammakarzinoms. In westlichen Industrienationen ist das Mammakarzinom heutzutage
die hdufigste bosartige Tumorerkrankung der Frau (Manual Mammakarzinom, 2001). Jede
zehnte Frau muss im Laufe ihres Lebens mit der Entwicklung eines bosartigen Geschwulsts
der Mamma rechnen. Bedingt durch die steigende Inzidenz einerseits und den verstirkten
Einsatz von Mammographien als Fritherkennungsmaflnahme andererseits kommt es auch zu
einem Anstieg der frithen intraduktalen Neoplasien der Mamma im Untersuchungsgut des
Pathologen. Diese stellen damit bereits bis zu 20% der beim Mammographiescreening
entdeckten Tumore dar (Morrow et al., 1995).

Unter einem duktalen Carcinoma in situ (DCIS) der Mamma werden all jene Karzinome
zusammengefasst, die in ihrer Ausdehnung streng intraduktal, d.h. auf die Milchgéinge
begrenzt, wachsen und keine Invasion in das umliegende Stroma zeigen (The World Health
Organization, 1982). Entscheidendes Kriterium hierfiir ist das Vorhandensein einer intakten
Basalmembran des Milchganges. Im Hinblick auf mogliche Konzepte in der Karzinogenese
werden vor allem zwei Standpunkte vertreten: Einerseits sind multiple, genetisch und
morphologisch unterschiedliche Wege denkbar (Buerger et al., 1999a und b). Auf der anderen
Seite steht die schrittweise Tumorprogression zur Diskussion (Tabar et al., 1992), die als
Adenom-Karzinom-Sequenz beim Dickdarm-Karzinom etabliert ist. Im Falle des
Mammakarzinoms konnte ein  zytogenetisches Modell fiir diese schrittweise

Tumorentwicklung bislang nicht etabliert werden.
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Die Diagnose ,,intraduktales Carcinoma“ ist deshalb von entscheidender Relevanz fiir
das weitere therapeutische Vorgehen, da Tumorareale, die nicht sicher chirurgisch entfernt
werden, in ein invasives Karzinom iibergehen konnen, das seinerseits die Fahigkeit zur
Metastasierung besitzt. Aber auch eine chirurgische Resektion schlieBt das Auftreten eines
invasiven Karzinoms in der Folgezeit nicht aus (Dupont at al., 1994). Neben anderen
moglichen Vorldufern wie dem Fibroadenom oder der duktalen Hyperplasie steht somit das
duktale Carcinoma in situ dem invasiven Karzinom am néchsten.

Um die DCIS-Patientinnen, die moglicherweise ein hoheres Risiko haben, im Laufe der
Zeit ein invasives Karzinom zu entwickeln oder an einem intramamméiren Rezidiv zu
erkranken, besser zu charakterisieren, sind verschiedene Modelle entwickelt worden. Diese
Klassifikationssysteme basieren auf morphologischen, biologischen, zytogenetischen und
klinischen Faktoren und versuchen nicht nur der Heterogenitdt gerecht zu werden, sondern

auch die Reproduzierbarkeit zu steigern und Aspekte der Karzinogenese mit einzubeziehen.

Tabelle 1.1: Pathologische Einteilungen des duktalen Carcinoma in situ

Kriterien Einteilung Literatur
architektonisch/ Comedo, solide, cribriform, Rogers L., 1987
histopathologisch mikropapilldr, papilldr, clinging,

gemischt
Nucleus, Mitoserate, Apoptoserate  High grade, low grade, Holland et al., 1994

intermediate grade

Non-high grade ohne Nekrosen, VN Gruppe 1, 2, 3 Silverstein et al., 1996
Non-high grade mit Nekrosen,
High grade mit/ohne Nekrosen

Die DCIS in unserem Kollektiv wurden nach der Van Nuys-Klassifikation bewertet.
Diese bewertet vor allem das Kerngrading und das Vorhandensein von Nekrosen. Patienten
der Gruppe 1 und 2 haben signifikant seltenere intramammaire Rezidive als Patientinnen der
Gruppe 3 (Silverstein et al., 1996). Das Kerngrading und das Vorhandensein von Nekrosen
sind also entscheidende Faktoren in der Progression von in situ-Brusttumoren zur invasiven
Erkrankung. Ist die Diagnose DCIS mittels Stanzbiopsie gesichert, so stellt sich die Frage der
optimalen Therapie. Als Standardtherapie gilt heute die brusterhaltende Therapie, wobei das
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Risiko eines intramammaéren-invasiven und nicht-invasiven Rezidivs durch postoperative
Bestrahlung von 31% auf 13% gesenkt werden konnte (Fisher et al., 1999). Bei ungefahr
40 bis 50% aller Lokalrezidive handelt es sich um invasive Karzinome. Dieser hohe Anteil
wurde bislang als Argument fiir die Mastektomie verwendet, da nur so ein Hochstmal} an
Sicherheit gewadhrleistet war. Unter Beriicksichtigung der Histopathologie und des
Sicherheitsabstandes wird allerdings heute zumeist ein gezielteres Vorgehen angestrebt. Ein
besseres Verstindnis der Tumorprogression und —biologie konnte dazu beitragen, die
therapeutischen Strategien zu verbessern.

Um die Rolle von c-met und HGF/SF in der Evolution und Progression des
Mammakarzinoms besser verstehen zu konnen, bietet sich das duktale Carcinoma in situ als
frithe Lision an. Da sich die meisten Studien auf die Expression und prognostische Bedeutung
beim invasiven Karzinom konzentrieren, ist bislang nur sehr wenig iiber die Rolle von
c-met/HGF/SF beim DCIS bekannt. Lediglich Jin et al. (Jin et al., 1997) haben Ligand und
Rezeptor in verschiedenen Lidsionen von der benignen Hyperplasie bis zum invasiven
Karzinom untersucht. Im DCIS war die Férbung fiir sowohl c-met, als auch fiir HGF/SF
signifikant stirker als in benignen Lédsionen. Letztere wiesen im Vergleich zum
Normalgewebe keinen Unterschied in der Farbeintensitdt auf. Die Farbung im DCIS war
dagegen weniger ausgepragt als in invasiven Tumoren.

Da c-met also nicht nur bei den physiologischen, sondern vor allem auch bei den
pathologischen Prozessen der Brustdriise wie der Entstehung von Tumoren eine
entscheidende Rolle spielt, bieten alle Stufen der Karzinogenese, von priinvasiven Lésionen
wie dem duktalen Carcinoma in situ bis zum metastasierenden Karzinom, Einblicke in
Regulationsmdglichkeiten und Funktion von c-met und HGF/SF bei diesen Prozessen. Unsere
Arbeitsgruppe hat deren Expression bereits an 40 invasiven Mammakarzinomen untersucht
(Lengyel et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit liegt der Schwerpunkt auf den Ergebnissen

unserer Beobachtungen an 39 DCIS-Patientinnen.

1.4.3 C-met und HER2/neu als Beispiele fiir Tyrosinkinasen

Tyrosinkinasen spielen als Regulatorproteine bei Zellwachstum und in der
Differenzierung von normalen Zellen eine wichtige Rolle. Weiterhin sind sie als Proto-
Onkogene an der Progression und Metastasierung von Krebszellen beteiligt. Aus diesem
Grund ist das Interesse an ihnen als therapeutische Zielstruktur besonders grof3. Neben c-met
wurde ein weiterer Rezeptor der Tyrosinkinase-Familie bereits erwédhnt: HER2/neu.

HER2/neu wurde zuerst in chemisch induzierten Neuroglioblastomen bei Ratten identifiziert
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(Schechter et al., 1984). AuBerdem wurde die Uberexpression des Gens in Tumoren der Brust
(Slamon et al., 1987), der Ovarien (Slamon et al., 1989), des Magens (Park et al., 1989), des
Darms und der Speicheldriisen (Cohen et al., 1989) festgestellt. Mammatumore, die in 20%
der Fille eine Uberexpression des Rezeptors zeigen, sind mit einem kiirzeren rezidivfreien-
und Gesamt-Uberleben korreliert (Slamon et al., 1987) Ein erster monoklonaler Antikdrper
gegen Her2/neu, Trastuzumab, ist bereits in klinischer Anwendung (Slamon et al., 2001).

In Zusammenhang mit der Erkenntnis, dass c-met mit seinem Liganden HGF/SF eine
entscheidende Rolle bei Tumorprogression und Invasion spielt, und der Tatsache, dass nur
20 bis 30% der Mammatumore HER2/neu iiberexprimieren, stellt sich die Frage, ob die
Expression der verschiedenen Tyrosinkinasen eine Unterteilung der Tumoren moglich macht.
Weiterhin ist daran zu denken, dass eine solche Unterteilung ein individuelleres
Patientenmanagement ermoglichen wiirde. In unserer Studie an 40 nodal-positiven
Karzinomen der Brust untersuchten wir sowohl die Expression von c-met, als auch von
HER2/neu im Primdrtumor und im korrespondierenden Lymphknoten. Als erste Studie
stellten wir die Hypothese auf, dass HER2/neu und c-met zwei unterschiedliche
Patientengruppen charakterisieren. Tatsdchlich exprimierten nur die Haélfte aller
c-met-positiven Tumore gleichzeitig HER2/neu (Lengyel et al., 2005). Wir bestitigten damit
Erkenntnisse bei Patienten mit Magentumoren, wo abhéngig von der c-met-Expression und
unabhingig von der HER2/neu-Uberexpression diejenigen mit einer schlechten Prognose
identifiziert werden kdnnen (Nakajima et al., 1999).

Ziel dieser Arbeit ist es, diese Zusammenhinge in der Vorstufe des Mammakarzinoms,

dem duktalen Carcinoma in situ, zu untersuchen.

1.5 Minimale residuale Krebserkrankung

1.5.1 Pathologie disseminierter Tumorzellen im Knochenmark

Bei mehr als 45% der Frauen, die sich unter kurativen Gesichtspunkten einer
Primértherapie unterzogen haben, tritt in den ersten 5 Jahren nach Therapie ein Rezidiv auf
(Diel et al., 1992). Fernrezidive nach erfolgreicher Tumorresektion im Stadium RO sind nach
heutigem Kenntnisstand auf die bereits prd- oder perioperativ erfolgte systemische
Disseminierung von Tumorzellen zuriickzufiihren. Mehrere Studien konnten zeigen, dass bei
ca. 35% der Patientinnen, die zum Zeitpunkt der Primirtherapie mit den konventionellen
Untersuchungsmethoden als metastasenfrei gelten, da bereits vereinzelte zytokeratin-positive
Zellen im Knochenmark nachweisbar sind (Harbeck et al., 1994; Landys et al., 1998; Mansi et

al.,, 1999; Braun et al., 2000). Diese einzelnen, disseminierten Tumorzellen sind mittels
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immunzytochemischer und molekularer Methoden nachweisbar und werden beim
Mammakarzinom, aber auch bei zahlreichen anderen Karzinomen zunehmend als klinisch
relevanter Prognosefaktor angesehen (Tab. 1.2). Auch die Sentinel-Lymphknotendiagnostik
macht sich die Detektion einzelner Tumorzellen zu Nutze (Kowolik et al., 2000). Dem
direkten Nachweis einer minimalen residualen Krebserkrankung kommt vor allem deswegen
ein besonders hoher Stellenwert zu, weil sie die Entscheidung fiir eine systemische adjuvante
Therapie nach chirurgischer Resektion des Primdrtumors beeinflussen konnte. Da eine
generelle adjuvante Therapie v.a. beim frithen Mammakarzinom nicht zu rechtfertigen ist
(Funke et al., 1991; McGuire, 1989), gilt es abseits von statistisch gewonnenen
Prognoseindices diejenigen Risikopatientinnen zu identifizieren, die von einer adjuvanten

systemischen Therapie profitieren wiirden.
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Tabelle 1.2: Nachweis disseminierter Tumorzellen in soliden Tumoren und deren prognostische Bedeutung

Tumor Publikation Anzahl Detektions- Marker Methode  Prognostischer
Patienten  rate Wert
Ovar Braun et al., 108 30% CK 8/18/19 ICC DFS*
2001
Marth et al., 73 21% MOC-31 MACS -
2002
Zervix Janni et al., 130 29% CK ICC DDFS*
2003
Scheungraber et al., 24 25% HPV PCR DEFS, OS
2002
Colon Schlimok et al., 156 27% CK18 ICC DFS
1990
Lindemann et al., 88 32% CKI18 ICC DFS*
1992
Soeth et al., 57 35% CK20 RT-PCR -
1996
Gunn et al., 15 40% CK19/20 RT-PCR -
1996
Weitz et al., 14 21% CK20 RT-PCR -
1999
Leinung et al., 145 25% CK ICC DFS*, OS*
2000
Weihrauch et al., 51 65% CK MACX -
2002
Werther et al., 41 10% CK ICC -
2002
Magen Schlimok et al., 97 35% CK18 ICC DFS
1991
Jauch et al., 180 53% CK18 ICC OS, DFS*
1996
Funke et al., 102 44% CK18 ICC -
1996
Heiss et al., 156 62% CK18/ ICC OS*, DFS*
2002 uPA-R
De Manzoni et al., 114 29% CK ICC -
2002
Oki et al., 47 57% CK20 RT-PCR -
2002
Macadam et al., 74 37% Ber-EP4 ICC DFS*, OS*
2003
Jonas et al., 26 31% CEA ICC 0OS
2004
Osophagus Thorban et al., 75 39% CK ICC OS*
2000
Ryan et al., 106 42-67% CK18 ICC -
2004
Lunge Cote et al., 43 40% CK18 ICC DFS
1995
Pantel et al., 139 60% CK18 ICC DFS*
1996a
Passlick, 139 60% CK18 ICC DFS, OS*
2002
Sugio et al., 58 47% CK18 ICC 0S
2002

*: statistischer Wert als unabhingiger Parameter durch Multivarianzanalyse bestétigt

CEA: carcinoembryonic antigen; CK: cytokeratin; DFS: disease free survival; DDFS: distant disease free
survival; HPV: human papillomavirus; ICC: immunocytochemistry; MACS: magnetic-activated cell sorting; OS:
overall survival; PCR: polymerase chain reaction; RT-PCR: reverse transcription—polymerase chain reaction;
uPA-R: urokinase-type plasminogen activator receptor
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Nach der modifizierten ,,seed and soil“~-Hypothese von Paget (Paget, 1889) beeinflussen
folgende Faktoren das Metastasierungsverhalten von Tumoren:

1. Neoplasien sind heterogen und verfiigen iiber Subpopulationen von Zellen mit
verschiedenen angiogenen, invasiven und metastatischen Eigenschaften.

2. Nur Tumorzellen, die die Féhigkeit zur Invasion in die extrazelluldre Matrix, zur
Einwanderung in Blutgefdle mit anschlieBender Extravasion und Invasion in ein
anderes Gewebe besitzen, liberleben die Metastasierungskaskade.

3. Die Wechselwirkungen zwischen metastatischer Zelle und homdostatischen

Mechanismen des Wirtsorganismus sind fiir den Erfolg der Metastasierung

entscheidend.
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Abbildung 1.2: Invasives Wachstum unter physiologischen und pathologischen Bedingungen
Die biologischen Prozesse des invasiven Wachstums laufen gleichermaflen unter
physiologischen und pathologischen Konditionen ab. Lediglich die Endpunkte unterscheiden
sich. In der Morphogenese dient invasives Wachstum der Bildung neuer Territorien und der
Bildung dreidimensionaler Strukturen. Tumorzellen nutzen dieses Programm, um das
umgebende Gewebe zu infiltrieren und Metastasen zu bilden (modifiziert nach Comoglio et
al., 2002)

Der erste Schritt dieser Kaskade ist der Verlust der interzelluliren Kontakte, die vor
allem durch das Cadherin-System aufrechterhalten werden. Eine Stérung in dessen Funktion
begiinstigt einen aggressiven Phidnotyp und die Tumorprogression. HGF/SF ist ein Protein,
welches durch Phosphorylierung von B-Catenin zu einer Storung dieses Adhésionssystems
fithren kann (Hiscox et al., 1999b).

In diesem Zusammenhang ist auch ein weiteres Charakteristikum disseminierter

Tumorzellen im Knochenmark zu sehen. Sie konnen sogar nach Abschluss einer adjuvanten
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systemischen Therapie im Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen nachgewiesen
werden (Mansi et al., 1989; Molino et al., 1999; Janni et al., 2001). Sie verfiigen {iber eine
z.T. ausgepriagte Latenzzeit (,,tumor cell dormancy*), in der sie bis zum Auftreten klinisch
manifester Metastasen zu verharren scheinen (Pantel et al., 1993). Daher kommen fiir die
Behandlung der minimalen residualen Krebstherapie vor allem solche Therapieansétze in
Frage, die sich sowohl gegen ruhende, als auch gegen proliferierende Zellen richten. C-met
und HGF/SF sind Modulatoren der Zell-zu-Zell-Adhésion, in ihrer Expression unabhéngig

vom Zellzyklus und daher als therapeutische Zielstrukturen besonders interessant.

1.5.2 Diagnostik und prognostische Relevanz

Die eindeutige zytologische Identifizierung disseminierter Tumorzellen ist mit
konventioneller histopathologischer Methodik nicht moglich (Schlimok et al., 1987). Der
Nachweis in zytologischen Préparaten anhand von zytomorphologischen Kriterien ist du3erst
schwierig und kaum sensitiv. Deshalb wurden sensitivere immunhistochemische und
molekulare Nachweisverfahren entwickelt, die sich qualitative Eigenschaften dieser Zellen zu
Nutze machen (Osborne et al., 1994; Pantel et al., 1996b; von Knebel Doeberitz et al., 1996).

Ein Merkmal, auf das sich die meisten Studien konzentrierten, sind Zytokeratine (CK).
Diese sind nicht nur integrierter Bestandteil des Zytoskeletts epithelialer Zellen, sondern
stellen auch ein stabiles Merkmal in Tumorzellen dar (Sloane et al., 1980; Moll et al., 1982).
In den mesenchymalen Zellen des Knochenmarks lésst sich dieses Protein des Zytoskeletts
dagegen nicht nachweisen (Schlimok et al., 1987). AuBBerdem lassen sich unter normalen
Umstidnden nur sehr selten Zellen epithelialen Ursprungs im Knochenmark nachweisen, wie
Untersuchungen an Patienten ohne nachweisbare maligne Erkrankung zeigen (Pantel et al.,
1994; Pantel et al., 1996a und b).

Am Royal Marsden Hospital und dem Ludwigs-Institut konnte schon vor zwanzig
Jahren die Prdsenz und prognostische Bedeutung epithelialer Zellen im Knochenmark von
Mammakarzinompatientinnen gezeigt werden (Dearnaley et al., 1981; Redding et al., 1983).
Verschiedene  Arbeitsgruppen  konnten bisher die prognostische Relevanz des
immunzytochemischen Nachweises disseminierter Tumorzellen durch prospektive klinische

Studien bestétigen.
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Tabelle 1.3: Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen fiir die prognostische Relevanz CK-positiver Zellen im
Knochenmark von Patientinnen mit Mammakarzinom

Publikation Anzahl Patienten Detektionsrate = Marker Methode Prognostischer
Wert
Braun et al., 4199 30% A45-B/B3 ICC OS*
2003
Coombes et al., 269 23% E29 ICC DFS
1986
Cote et al., 49 37% T16, C26, ICC DFS, OS
1995 AE-1
Courtemanche et al., 50 8% LICR-LON- ICC -
1991 M8
Datta et al., 34 26% CK19 RT-PCR DFS
1994
Dearnaley et al., 37 33% EMA ICC DEFS, OS
1991
Diel et al., 727 43% 2E11 ICC DFS, OS*
1996
Fields et al., 83 71% CK19 RT-PCR DFS
1996
Funke et al., 234 38% CK18 ICC n.d.
1996
Gebauer et al., 393 42% CK/EMA ICC DFS*, OS
2001
Gerber et al., 554 31% CK8, 18,19 ICC DFS, OS*
2001
Harbeck et al., 100 38% E29, Moll, ICC DFS, OS*
1994 12H12
Kirk et al., 25 48% LICR-LON- ICC -
1990 M8
Landys et al., 128 19% AE-1, AE-3 ICC DFS, OS*
1998
Mansi et al., 350 25% E29 ICC DFS, OS
1999
Mathieu et al., 93 1% KL1 ICC -
1990
Molino et al., 109 38% Mbr1/8 ICC -
1997
Porro et al., 159 16% Mbrl ICC -
1988
Salvadori et al., 121 17% Mbrl ICC -
1990
Schlimok et al., 155 18% CK18 ICC DDFS
1987
Singletary et al., 71 38% AE-1, AE-3, ICC -
1991 MAK 6,
113F1,
260F9,
317G5
Slade et al., 23 61% CK19 RT-PCR -
1999
Untch et al., 581 28% CK18 ICC -
1999
Vannucchi et al., 33 48% CK19 RT-PCR  DFS
1998
Wiedswang et al., 817 13% AE-1, AE-3 ICC DDEFS, OS*
2003

* 1 statistischer Wert als unabhéngiger Parameter durch Multivarianzanalyse bestétigt

CK: cytokeratin; DFS: disease free survival, DDFS: distant disease free survival, EMA: epithel-membrane
antigen; ICC: immunocytochemistry; n.d.: not done; OS: overall survival; RT-PCR: reverse transcription—
polymerase chain reaction
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Trotzdem bleibt die Aussage umstritten, ob disseminierte Tumorzellen tatsédchlich von
prognostischer Relevanz beim Mammakarzinom sind. Teilweise konnten diese
Zusammenhdnge nur in Abhédngigkeit von der Anzahl der Zytokeratin-positiven Zellen
hergestellt werden (Cote et al., 1991). Andere Arbeitsgruppen konnten fiir nachgewiesene
epitheliale Zellen keine prognostische Relevanz beweisen (Kirk et al., 1990; Salvadori et al.,
1990; Singletary et al., 1991). Diese Studien sind allerdings nicht uneingeschrinkt
miteinander vergleichbar, da verwendete Antikorper, Protokolle und Patientenkollektive
erheblich divergieren. Immunzytochemische Methoden, morphologische und zytologische
Kriterien mussen daher erst standardisiert werden, bevor die Detektion disseminierter

Tumorzellen in der klinischen Routine angewendet werden kann (Janni et al., 2005).

1.5.3 Phéanotypisierung

Da diese Zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark potentiell aggressiv sind und
metastatisches Potential besitzen, ist eine ndhere Charakterisierung von erheblichem
Interesse. Dabei greift man vor allem auf Tumor-assoziierte Eigenschaften zuriick. Bisher hat
man sich dabei z.B. auf die Expression von Lewis-Y-Blutgruppenvorlduferantigenen, von
uPA-R oder cerbB2-Onkogen (Miller et al., 1996) konzentriert. Mit Hilfe dieser
Doppelfarbungstechniken konnten auch Hinweise darauf zu finden sein, wie sich diese
Tumorzellen verhalten und welche Eigenschaften sie besitzen. Der Zustand ,,dormancy*
konnte demnach darauf zuriickzufiihren sein, dass diese Zellen nur iiber sehr geringe Mengen
des Proliferationsmarkers Ki-67 verfiigen (Pantel et al., 1993). Auch in diesem
Zusammenhang ist die Suche nach proliferationsunabhidngigen Therapiestrategien zu sehen.
Die immunfluoreszenten Firbetechniken konnten dazu beitragen, nicht nur eine qualitative,
sondern sogar eine quantitative Aussage iiber die Expression bestimmter Proteine zu
gestatten. Die Phanotypisierung dient somit auch der Suche nach neuen Zielstrukturen in der
Krebstherapie.

Verschiedene therapeutische Strategien wurden bereits entwickelt, um die c-met-
HGF/SF-Signalkaskade zu unterbrechen. Die Bindung von HGF/SF an seinen Liganden
wurde durch HGF/SF-Antikorper verhindert (Cao et al., 2001; Martin et al., 2003), HGF/SF
selbst modifiziert (Lokker et al., 1993) und c-met durch dominant-negative Rezeptortypen
ersetzt und in seiner Funktion behindert (Furge et al., 2001). Die Wirkungen von c-met
hinsichtlich Zellproliferation und Tumorwachstum konnten bisher allerdings nur in der

Zellkultur und im Tierversuch an der Maus gezielt unterdriickt werden.
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2. ZIELSETZUNG

Die Fragestellung dieser Arbeit nach der Rolle von c-met beim Mammakarzinom
machte die Unterteilung in zwei thematische Schwerpunkte sinnvoll:

In einem Teil wurde an einem Kollektiv von 39 Patientinnen mit duktalem Carcinoma in
situ (DCIS) die Expression von c-met, HGF/SF und HER2/neu untersucht. Moglicherweise
lassen sich in diesem Friihstadium dieselben Expressionsmuster wie beim invasiven
Mammakarzinom erkennen. Eine weitere Uberlegung war, ob es mdglich sei, Patientinnen zu
charakterisieren, die ein hoheres Risiko haben, ein Rezidiv zu erleiden. Gibt es also Hinweise,
die einen Ubergang in eine invasive Erkrankung moglicher erscheinen lassen? In diesem Teil

stehen folgende Fragen im Mittelpunkt:

e  Wird c-met mit seinem Liganden HGF/SF im DCIS exprimiert?

e Wie unterscheidet sich die Expression von c-met und HGF/SF zwischen Normal- und
Tumorgewebe in ein und derselben Lésion?

e Korreliert die Expression mit anderen pathologischen oder histologischen
Eigenschaften?

e (ibt es einen Zusammenhang zwischen der Expression von c-met und anderen
Tyrosinkinase-Rezeptoren wie HER2/neu?

e Kommen zwei verschiedene immunzytochemische Verfahren, wie Immunhistochemie

und Immunfluoreszenz zu vergleichbaren Ergebnissen?

Wihrend das DCIS als Vorstufe der Mammakarzinomerkrankung gilt, sind
disseminierte Tumorzellen im Knochenmark bereits potentielle Vorldufer bzw.
Ausgangspunkte von Metastasen. Der zweite, stirker experimentell ausgerichtete Teil
konzentriert sich auf die Farbung und Phénotypisierung dieser disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark. Anhand von Mischungsexperimenten konnte eine immunfluoreszente
Doppelfarbung fiir Zytokeratin und c-met etabliert werden. Folgende Fragestellungen mussten

dafir bearbeitet werden:

e Lassen sich Zytokeratin-positive Zellen eindeutig im Knochenmark nachweisen?

e Welche Zelllinien eignen sich fiir die Mischungsexperimente? Mit welchen Zellen ist
eine eindeutige Farbung fiir Zytokeratin und c-met moglich?

e Welche methodischen Verbesserungen sind notwendig, um immunhistochemische

Ergebnisse auf die Immunfluoreszenztechnik {ibertragen zu konnen?



3 Material und Methoden 18

3. MATERIAL UND METHODEN
3.1 Patientinnenkollektiv

Die Patientinnen wurden in der Frauenklinik der Technischen Universitidt Miinchen behandelt.
Die Therapie bestand fiir alle Patientinnen gleichermallen in der chirurgischen Resektion des
DCIS-Gewebes, entweder durch brusterhaltende Chirurgie oder Mastektomie. Alle
Patientinnen unterzogen sich dieser Therapie zwischen 1992 und 1999. Das Alter lag
zwischen 37,8 und 85,7 Jahren mit einem Median von 53,8 Jahre. Die Patientinnen gaben
zum Zeitpunkt der Operation ihr schriftliches Einverstindnis zur Untersuchung von
Gewebeproben und Auswertung der Krankheitsdaten fiir wissenschaftliche Fragestellungen.
Zunichst wurden 40 Patientinnen in die Beobachtung aufgenommen. Da es sich aber in einem
Fall um ein DCIS mit teilweise invasiven Anteilen handelte, wurde dieser Fall von der
Auswertung ausgeschlossen. Bei den restlichen Lésionen handelt es sich um reine DCIS
Liasionen ohne invasive Anteile, was der UICC-Klassifikation pTis entspricht. Das Gewebe
wurde entsprechend der Van Nuys-Klassifikation eingeteilt (Silverstein et al., 1996). Nach
einer Nachbeobachtungszeit von 46,3 Monaten hatte keine der 39 DCIS-Patientinnen ein
Rezidiv erlitten. 18 Patienten wurden mastektomiert, 14 wurden brusterhaltend operiert. In 7
Féllen waren keine Daten zur Therapie verfiigbar. 9 der brusterhaltend operierten Patienten
wurden adjuvant nachbestrahlt. 25 Patienten erhielten keine andjuvante Therapie, wahrend in
5 Fiéllen keine Informationen zur adjuvanten Behandlung verfiigbar waren. Die Tumorgrofle
wurde anhand des grofiten Durchmessers im chirurgischen Resektat ermittelt. Der Median

betrug 1,75 cm (0,1-7,0 cm). HER2/neu und Ki67 wurden immunhistochemisch bestimmt.

3.2 Material

3.2.1 Firmen und Reagenzien

- Biomeda, Foster City, USA: Aqueous Mounting Medium with Anti-Fading Agents;
Mausantikorper gegen Pan-Zytokeratin II (Nr. V1148), Primary Antibody Diluting Buffer
(Nr. M35)

-  DAKO, Glostrup, Dianemark: ChemMate Detektionskit APAAP Maus (Nr. K 5000);
Peroxidase/DAB, Kaninchen/Maus (Nr. K 500); Hydrogen Peroxid (Nr. K0673), Fettstift
(Nr. S 2002); Incubation Container for Microwave Oven (Nr. S2030);
Kaninchenantikorper gegen c-erbB-2 (Nr. A 0485)

- Falcon/Becton Dickinson, Plymouth, England. Gewebekulturflaschen T75

- Gibco BRL Life Technology, Karlsruhe, Deutschland: Fotales Kélberserum (Nr. 10270-

106); HEPES; DMEM; L-Glutamin (Nr. 25030-024); PBS;
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1640 RPMI (+Phenolrot)

- Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland: Liquemin N25000

- Jackson = ImmunoResearch, @ West Grove, USA: Esel-anti-Kaninchen IgG,
Sekundirantikdrper, Rhodamin-gekoppelt; Esel-anti-Maus IgG, Sekundirantikorper,
Fluoreszin-gekoppelt; Esel Normalserum

- Marabuwerke GmbH&Co, Tamm, Deutschland: Fixogum

- Marienfeld, Deutschland; Neubauerzahlkammer
Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland: Eukitt (Nr. PER-30 000)

- Menzel-Glédser, Braunschweig, Deutschland; Objekttrager (Nr. 02-1102)

- Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland; Methanol, Ethanol, Isopropanol

- Micromet, Martinsried, Deutschland: A45-B/B3, monoklonaler Mausantikérper gegen
Zytokeratin 8, 18 und 19

- Molecular Probes, Eugene, USA: Alexa Fluor 488, Ziege-anti-Maus IgG,
Sekundérantikorper; Alexa Fluor 568, Ziege-anti-Kaninchen IgG, Sekundarantikdrper

- Oncogene, Cambridge, USA: c-neu, monoklonaler Mausantikdrper gegen c-neu

- PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich: Lymphozyten Separationsmedium

- Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA: C-28, polyklonaler Kaninchen Antikdrper
gegen c-met

- Seromed Biochrom KG: Ficoll separating solution (Nr. L6113), EDTA;
Penicillin/Streptomycin

- Serva, Heidelberg, Deutschland: Paraformaldehyd (Nr. 31628)

- Shandon, Pittsburgh, USA; Cytospin 2

- Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland: Citric Acid, Lot 77H0029;
Natriumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat, Trizma-Base (Nr. T-1530);Tween-20 (Nr.
P-2287); Zentrifuge 4K 15

- Zeiss, Thornwood, USA: ZEISS 310 konfokales Laser Scan Mikroskop

3.2.2 Auswertung

Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit Hilfe des Image Pro (Media Cybernetics,
Siver Spring, USA) ausgewertet. Die Quantifizierung der fluoreszenten Signale erfolgte mit
Hilfe der Optimas 4.0 Image Analysis Program Software (Optimas, Bothell, USA). Die
mikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Zeiss 310 konfokalen Mikroskop

angefertigt. Dieses verfligt iiber einen 25 mW Argon-Krypton Laser und wurde so
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konfiguriert, dass die Fluoreszin- und Rhodamin-Exzitation bei 488nm und 568nm gemessen

werden konnte.

3.2.3 Puffer und Losungen
Citratpuffer

EDTA-Lo6sung

PBS

PFA

Tris-Puffer (Stocklosung)

2,1g Citric Acid (Sigma, Deisenhofen)
ad 1000ml Aqua bidest.; pH 6,0

95 ml PBS
5 ml EDTA (20%)

7,3 mM Na,HPO,
1,47 mM KH2P04
137 mM NaCl

2,7 mM KCI; pH 7,2

2,0g Paraformaldehyd

60 ml PBS

2N NaOH

2N HCL; pH 7,4

Losung mit PBS auf 100 ml auffiillen

60,5 g Trizma Base (Sigma, Deisenhofen)
90g NaCl (Merck, Darmstadt)

pH 7,6 einstellen

ad 1000ml Aqua bidest.

Gebrauchslésung 1:10

3.2.4 Antikorper und Substanzen mit Fluorophoren

Anti-hHGF

A45-B/B3

c-ncu

h-met (C-28)

Pan CK-II

Alexa 488

polyklonaler Kaninchen-Antikdrper (mab, D1, Van
Andel Research Institute, Grand Rapids, Michigan,
USA)

monoklonaler Maus-Antikdrper gegen Zytokeratin 8, 18,
19 (Micromet, Miinchen)

monoklonaler Mausantikérper gegen c-neu (Oncogene,
Cambridge, USA)

polyklonaler  Kaninchen-Antikérper (Santa  Cruz
Biotechnology, USA)

monoklonaler Maus-Antikérper gegen Zytokeratin 4, 6,
8, 10, 13, 18 (Biomeda, Foster City, USA)

Ziege-anti-Maus IgG (Molecular Probes, Eugene, USA)
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Alexa 568

Esel-anti-Kaninchen IgG

Esel-anti-Maus IgG

3.2.5 Zelllinien

Ziege-anti-Kaninchen IgG (Molecular Probes, Eugene
USA)

Rhodamin gekoppelt (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA)

Fluoreszin (FITC) gekoppelt (Jackson ImmunoResearch,
West Grove, USA)

Folgende Zelllinien wurden verwendet: MCF-7, MDA-231, MDA-435S, T47D. Die
Zelllinie S114 wurde von James Resau, MD (Van Andel Research Institute, Grand Rapids,

USA) zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich dabei um die mit humanem c-met und humanem

HGF/SF stabil transfizierte Mausfibroblasten-Zelllinie NIH 3T3 (Rong et al., 1993).

3.2.6 Zellkultur
Medien und Losungen
Komplettmedium

MDA-231/435S

MCF-7

T47D

3.2.7 Zellkultivierung

500 ml DMEM

55 ml fotales Kalberserum

5,5 ml HEPES

5,5 ml Penicillin/Streptomycin
5,5 ml L-Glutamin

800 ml 1640 RPMI (+Phenolrot)
50 ml fotales Kélberserum

5 ml Penicillin/Streptomycin

5 ml L-Glutamin

500ml 1640 RPMI

50 ml fotales Kélberserum
Sml Penicillin/Streptomycin
5ml L-Glutamin

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO;, im Brutschrank. Jeden

zweiten bzw. dritten Tag wurden die Zellen passagiert. Zu diesem Zweck wurde das

Kulturmedium zunéchst abgesaugt, die Zellen daraufthin einmal mit sterilem PBS gewaschen.

Danach wurden die Zellen mit 2 bzw. 4 ml EDTA-Ldsung fiir 2-3 Minuten im Brutschrank

angedaut, um dann als abgeloste Zellen im Komplettmedium resuspensiert zu werden.

Am Versuchstag wurden die Zellen von der Zellkulturflasche gelost. Nach

anschlieBender Resuspension erfolgte die Uberfilhrung in ein Falconrdhrchen und die
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Zentrifugation bei 300 x g und 4°C fiir 5 min. Anschlieend wurden die Zellen zweimal in
sterilem PBS gewaschen. Der Uberstand wurde wieder abgesaugt, das Pellet in 1ml PBS
aufgenommen und mit 1ml 2% PFA fiir 30 min fixiert. Danach erfolgte eine erneute
fiinfmintitige Zentrifugation bei 300 x g und Raumtemperatur. Die Zellen wurden nun noch
ein letztes Mal in PBS gewaschen und standen dann fiir weitere Arbeitsschritte zur

Verfligung.

3.3 Methoden

3.3.1 Gewinnung und Priparation von Knochenmark

Als Mischungsexperiment diente das Vermischen von Tumorzellen und peripheren
Blutlymphozyten einer gesunden Versuchsperson. Die Doppelfirbung wurde auflerdem an
Spikes durchgefiihrt, die aus Knochenmark von gesunden Spendern hergestellt wurden. Als
Negativkontrolle diente Material von Patientinnen mit benignen Lasionen der Mamma. Zu
diesem Zweck wurde das Knochenmark von Patientinnen der Frauenklinik Rechts der Isar
gewonnen und die isolierten mononukledren Zellen als Zytospins auf Objekttrager
aufgebracht (Hocke, 2005). Dies erfolgte mit Hilfe spezieller Trichter, die die Zellen in Form
von 0,5 cm groBen Spots auf gereinigte Objekttrager aufbrachten. Auf diese Weise war eine
verlédssliche Aussage iiber die Anzahl der aufgebrachten Zellen moglich. AuBBerdem konnten
Zytospins von Tumor- und Knochenmarkszellen in einem vorher festgelegten

Mischungsverhiltnis angefertigt werden.

Durchfiihrung

Die Knochenmarksproben wurden Patientinnen entweder prioperativ in
Allgemeinnarkose entnommen oder ambulant in Lokalandsthesie (Hocke, 2005). Zu diesem
Zweck wurden alle Patientinnen iiber Verwendungszweck, Art, Durchfiihrung und Risiken
des Eingriffs informiert und ihre Einverstandniserkldrung schriftlich eingeholt. Als
Punktionsstelle diente zundchst die Spina iliaca posterior superior unilateral, wobei unter
streng aseptischen Bedingungen gearbeitet wurde. Spiter wurde das Aspirat aus beiden
Cristae iliacae entnommen. Fiir die Qualitdt des Untersuchungsmaterials ergab sich dadurch
kein Unterschied. Das entnommene Aspirat wurde in heparinisierte Spritzen aufgenommen
und anschlieend auf mit 2,5 ml Heparin gefiillte Falconr6hrchen verteilt. Die Proben wurden
bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gestellt (max. 1 h). Die weitere Verarbeitung des
Knochenmarks erfolgte nach der Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll. Auf diese Weise

war es moglich mit Hilfe der unterschiedlichen Dichten, selektiv mononukleédre Zellen zu
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isolieren. Zur Uberpriifung der Qualitit des Aspirats wurde ein Teil davon von Himatologen
der III. Medizinischen Klinik der TU Miinchen begutachtet und auf seinen Knochmarksgehalt
iberpriift.

Das Knochenmark wurde zundchst mit PBS im Verhéltnis 1:1 verdiinnt. Hiermit
wurden die mit 7 ml Ficoll gefiillten Rohrchen langsam iiberschichtet. Nach 20miniitiger
Zentrifugation bei 400 x g und 4°C konnte die Interphase der mononukledren Zellen mit einer
kurzen Pasteurpipette isoliert werden. Zweimaliges Waschen erfolgte in 3 ml PBS und 7 min
Zentrifugation bei 250 x g und 4°C. Das Pellet an gereinigten Zellen wurde danach in 1000 pl
PBS aufgenommen und mit 1000 pl PFA 30 min fixiert. Nach anschlieBender Zentrifugation
bei 300 x g und Raumtemperatur fiir 5 min konnte der Uberstand an iiberschiissigem PFA
abgenommen und der verbleibende Rest mit 3 ml PBS aufgefiillt werden. Danach wurden die
Zellen erneut in der Zentrifuge gewaschen. Die Zellen wurden in 1:100 in PBS aufgenommen
und in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt (Pantel et al., 1997). Danach wurden die Zellen in
Form von Zytospins mit 200.000 Zellen pro Spot auf Objekttrager aufgebracht und bei
450 U/min und Raumtemperatur 5 min zentrifugiert. Die fertigen Objekttrdger mussten liber
Nacht luftgetrocknet werden, bevor sie fiir die immunzytochemischen Féarbungen zur
Verfiigung standen.

Fiir die Mischungsexperimente mit Tumorzellen und peripheren Blutlymphozyten
betrug das Mischungsverhiltnis 1:100. 1.000 MCF-7-Zellen wurden mit 100.000 peripheren
Blutlymphozyten gemischt. Die Aufbereitung erfolgte identisch.

3.3.2 Immunhistochemie

Mittels Immunhistochemie ist es moglich, Proteine im histologischen Gewebeschnitt
spezifisch darzustellen. Dabei kann man unter anderem eine Aussage iiber die Lokalisation
dieses Proteins im Gewebsverbund treffen. Nicht nur an Gewebeschnitten, sondern besonders
bei der Farbung von Einzelzellen, ldsst die Verteilung der Farbung auf der einzelnen Zelle
Riickschliisse darauf zu, ob das Protein vermehrt im Zytoplasma oder auf der Membran
exprimiert wird.

Um die Demaskierung von Antigenen zu erreichen, konnen die Gewebeschnitte zuvor
in einem Dampfkochtopf bzw. Mikrowellengerit vor der Inkubation mit dem
Primérantikdrper erhitzt werden (Shi et al., 2001). Zur Detektion der resultierenden Antigen-
Antikorperkomplexe werden indirekte Methoden wie die Avidin-Biotin-Peroxidase- bzw. die
Alkalische Phosphatase anti-Alkalische Phosphatase (APAAP)-Methode (Cordell et al., 1984)
verwendet. Die hohe Sensitivitdit der Avitin-Biotin-Methode griindet sich auf die hohe

Affinitit der Reagenzien untereinander und sterischen Besonderheiten des Avidin-Molekiils.
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Aullerdem kann man mit dieser Technik unspezifische Hintergrundfarbung weitgehend
vermeiden. Sie ist einfacher und schneller durchzufiihren als die vierstufige
Peroxidasetechnik, die als einzige Farbemethode als noch sensitiver einzustufen ist (Naritoku

et al., 1982).

3.3.3 Firbungen an Gewebeschnitten
Durchfiihrung

Die Gewebeschnitte wurden jeweils fiir c-met und seinen Liganden HGF/SF gefarbt.
Zundchst wurden die Schnitte zwischen 37°C und 58°C im Brutschrank inkubiert. Danach
erfolgte das Entparaffinieren iliber eine absteigende Alkoholreihe.
Diese Schritte gliedern sich wie folgt:
4x5 min in frisches Xylol
2x5 min in Isopropylalkohol (100%)
2x5 min in Ethanol (96%)
2x5 min in Ethanol (70%)
2x5 min in Aqua bidest. spiilen
3x5 min in Tris-Puffer spiilen

Zur Demaskierung der Antigene wurden die entparaffinierten und in Tris-Puffer
gespiilten Schnitte in Citratpuffer gekocht. Dies geschah fiir die c-met-Farbung fiir 20 min in
der Mikrowelle (750W). Schnitte, die fiir die HGF-Farbung vorbereitet wurden, wurden 4 min
im Dampfkochtopf gekocht. AnschlieBend folgte das dreimalige Spiilen der Schnitte mit
frischem Tris-Puffer. Um keine falsch positiven Ergebnisse zu erhalten, wurde eine etwaige
endogen vorhandene Peroxidaseaktivitit des Gewebes durch eine Inkubation der Schnitte fiir
30 min in 3% Wasserstoffperoxid in Methanol geblockt. Die Schnitte wurden wiederum
dreimal mit Tris-Puffer abgespiilt und in die feuchte Kammer eingestellt. Um unspezifische
Proteinbindungen zu verhindern, wurden die Schnitte mit 4% Magermilchpulver sowie mit
Normalserum von der Ziege in der Verdiinnung 1:100 fiir weitere 30 min inkubiert. Danach
folgte das Auftragen des entsprechenden Primérantikorpers. Die Inkubationszeit betrug
jeweils 1h bei Raumtemperatur. Die Verdiinnung fiir h-met betrug 1:300, fiir Anti-hHGF
ebenfalls1:300. Nach Spiilen mit Tris-Puffer wurde der biotinylierte Sekundarantikorper
aufgetragen. Die Detektion des gebundenen Sekundérantikdrpers erfolgte mittels eines
Detektionskits (DAKO ChemMate Detection Kit). Mit Mayer’s Himatoxylin wurde in 30 s
die blaue Gegenfirbung der Zellkerne durchgefiihrt. Die abschlieBende Dehydratation der
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Schnitte erfolgte in aufsteigender Alkoholreihe. AnschlieBend wurden die gefarbten Schnitte
mit Eukitt eingedeckt.

Als Positivkontrolle diente in beiden Féllen die Zelllinie NIH 3T3 hHGF, hmet. Diese
Zelllinie verfiigt iber endogenes HGF/SF und ist stabil mit dem c-met-Rezeptor transfiziert
(Rong et al., 1994). Eine Kontrolle der Spezifitit erfolgte durch Weglassen des

Primérantikorpers.

3.3.4 Farbungen an Einzelzellen

Fiir die Farbungen an Einzelzellen wurden die entsprechenden Zellverbdande zunéchst
in Form von Zytospins mit 200.000 Zellen auf Objekttrager aufgebracht. Dabei wurden
einerseits die oben genannten Zelllinien verwendet, andererseits wurden auch
Mischungsexperimente mit MCF-7-Zellen und unauffélligen Knochenmark bzw. peripheren

Blutlymphozyten im Verhéltnis 1:100 durchgefiihrt.

c-met- und HGF/SF-Firbung

Die Zytospins wurden fiir beide Fiarbungen zundchst im Dampfkochtopf fiir 4 min in
Citratpuffer gekocht. Danach wurde der Zytospin-Spot mit einem Fettstift umkreist, um ein
besseres Auftragen der Reagenzien zu gewdhrleisten. Das Protokoll unterscheidet sich in
folgenden Arbeitsschritten von dem an Gewebeschnitten:

1. Zum Blocken der endogenen Peroxidase wurde Hydrogenperoxid fiir 5 min

aufgetragen.
2. Auf die Vorbehandlung mit Magermilchpulver wurde verzichtet.
3. Die Verdiinnung fiir h-met betrug 1:100. Diese Verdiinnung diente auch als Grundlage

fiir die im Folgenden beschriebene Immunfluoreszenzfiarbung.

Zytokeratin-Férbung

Fiir diese Farbung wurde die APAAP-Methode verwendet, die ebenfalls eine indirekte
Detektionsmethode ist. Dabei wird nach dem Sekundérantikdrper ein Immunkomplex
aufgetragen (APAAP Immunkomplex). Zur Detektion des gebundenen Antikérpers dient
dann als Chromogen Neu-Fuchsin in Verbindung mit einem AP-Substratpuffer. Alle
Reagenzien wurden in Form eines Detektionskits verwendet (DAKO ChemMate APAAP,
Maus).

Die Zytospins auf den Objekttrigern wurden mit einem Fettstift umkreist, bevor sie

zweimal mit Tris-Puffer gewaschen wurden. Danach wurden sie in die feuchte Kammer



3 Material und Methoden 26

eingestellt und der Primérantikorper A45-B/B3 in der Verdiinnung 1:1000 aufgetragen. Die
Inkubationszeit bei Raumtemperatur betrug 1h. Danach wurden die Objekttrager mit Tris-
Puffer gewaschen, bevor der Briickenantikorper fiir 30 min aufgetragen wurde. Die Detektion
des gebundenen Antikorpers erfolgte mit Hilfe des APAAP-Detektionskits. Mit Mayer’s
Hématoxylin wurde in 30 s die blaue Gegenfiarbung der Zellkerne durchgefiihrt. Die
abschlieBende Dehydratation der Schnitte erfolgte in aufsteigender Alkoholreihe.
Anschliefend wurden die gefarbten Schnitte mit Eukitt eingedeckt.

3.3.5 Immunfluoreszenz

Die Morphologie ist einer der wichtigsten Aspekte der pathologischen Diagnostik. Um aber
die Morphologie mikroskopisch untersuchen zu konnen, muss man zunichst spezifische intra-
und extrazellluldre Strukturen darstellen. Mit Hilfe der Imnmunfluoreszenz und der konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) ist es heutzutage nicht nur moglich, Aussagen iiber die
Morphologie zu treffen, sondern auflerdem Lokalisation und sogar Quantitét eines bestimmten
Proteins zu untersuchen. Auch in diesem Fall macht man sich die Eigenschaft von
Antikorpern zunutze, bestimmte Molekiile zu erkennen und sich gezielt an diese zu binden.
Zur Detektion dieses Primérantikorpers wird ein Sekundérantikdrper verwendet, der
wiederum an einen fluoreszierenden Farbstoff gebunden ist. Abhédngig von diesem Farbstoff
werden die gebundenen Komplexe durch einen Laserstrahl angeregt, ihrerseits Licht einer
bestimmten Wellenldnge auszusenden. Auf diese Weise entsteht im Fluoreszenzmikroskop

ein leuchtendes Bild.

Sekundérantikorper I

Sekundédrantikorper 1T

Primérantikdrper I . .
Primérantikorper 11

7\

Zellmembran { Antigen I Antigen II

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der immunfluoreszenten Doppelfarbung
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Im Gegensatz zu dieser indirekten Methode besteht auch die Mdglichkeit, direkt den
Primérantikdrper mit dem fluoreszierenden Farbstoff zu labeln. Da diese Art von direkt
markierten Antikorpern fiir unsere Fragestellungen nicht zur Verfiigung stand, wurde die

indirekte Methode verwendet.

3.3.6 Firbungen an Gewebeschnitten
Durchfiihrung

Die Gewebeschnitte wurden fiir c-met und HER2/neu gefirbt. Diese Firbungen
wurden am Van Andel Research Institute, Grand Rapids, Michigan (USA) durchgefiihrt und
ausgewertet (Kooperationspartner James Resau, MD).
Die Schnitte wurden zunéchst flir 30 min im Brutschrank bei 60°C inkubiert. Danach erfolgte
das Entparaffinieren iiber eine absteigende Alkoholreihe. Diese Schritte gliedern sich wie
folgt:
3x3 min. in Americlear
2x3 min in Isopropylalkohol (100%)
2x3 min in Ethanol (95%)
3 min in Ethanol (70%)
Waschen mit destilliertem Wasser

Danach wurden die entparaffinierten Schnitte zum Blocken unspezifischer Bindungen
fiir 30 min mit 1% bovinem Serumalbumin und 5% Eselnormalserum in PBS inkubiert. Beide
Primérantikdrper wurden gleichzeitig aufgetragen, die Schnitte in die feuchte Kammer
eingestellt und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Antikorper kamen zur Anwendung: h-met
(Santa Cruz Biotechnology) in der Verdiinnung 1:50 und c-neu (Oncogene) in der
Verdiinnung 1:20. Nach dreimaligem Spiilen mit PBS/Tween-20 (Sigma) fiir jeweils 5 min
wurden beide Sekundérantikdrper in der Verdiinnung 1:100 fiir 1 h bei Raumtemperatur
aufgetragen. Diese Sekundérantikdrper waren Esel-anti-Kaninchen IgG, Rhodamin gekoppelt
bzw. Esel-anti-Maus IgG, FITC-gekoppelt. Danach wurden die Schnitte erneut mit
PBS/Tween-20 gewaschen und mit destilliertem Wasser abgespiilt. Abschlieend erfolgte das
Eindecken mit Aqueous Mounting Medium (Biomeda, Foster City, USA) (Tsarfaty et al.,
1992).

3.3.7 Fiarbungen an Einzelzellen
Die Féarbungen an Einzelzellen wurden nur zum Teil im Forschungslabor an der Frauenklinik

der Technischen Universitdt Miinchen durchgefiihrt. Die Abbildungen sind zum Teil am
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Van Andel Research Institute, Grand Rapids, Michigan (USA) entstanden, so dass auch die
Farbungen nach dem dort modifizierten Protokoll durchgefiihrt wurden.
Durchfiihrung

Die Zytospins wurden zunichst fiir 4 min in Citratpuffer (pH 6,0) im Dampfkochtopf
gekocht und anschlieBend mit Tris-Puffer gewaschen. Dieses dreimalige Waschen musste
zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wiederholt werden. Danach wurden die Objekttrager
in die feuchte Kammer eingestellt und zunéchst der Primérantikorper A45-B/B3 in der
Verdiinnung 1:100 fiir 1h aufgetragen. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundirantikorper Alexa 488 fiir 30 min. Bevor nun der zweite Antikorper h-met
aufgetragen werden konnte, mussten zundchst unspezifische Bindungen mit Normalserum
von der Ziege in der Verdiinnung 1:100 fiir 10 min geblockt werden. Auch in diesem Fall
wurden die Zellen fiir 1h mit dem Primérantikdrper h-met in der Verdiinnung 1:100 und

danach mit dem Sekundirantikorper Alexa 568 fiir 30 min inkubiert.

Tabelle 3.1: Protokoll der Farbungen an der Frauenklinik der Technischen Universitit Miinchen

Erster Erster Zweiter Zweiter

Primir-AK Sekundir-AK Primir-AK Sekundir-AK

1h 30 min 1h 30 min

A45-B/B3 Alexa 488 hemet Alexa 56.8 .

1-100 Goat anti-mouse 1:100 Goat-anti-rabbit
1:100 1:100

Wihrend des gesamten Vorgangs wurde die Umgebung mdoglichst dunkel gehalten,
um ein vorzeitiges Ausbleichen der fotosensiblen Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern.
AuBerdem wurde durch die Durchfiihrung in der feuchten Kammer ein Austrocknen der
Praparate verhindert. Nach den drei letzten Waschschritten wurden die Zellspots in etwa 10 ul
PBS unter einem Deckglidschen eingeschlossen, die Abschlussriander mit Fixogum luftdicht
versiegelt und die Priparate bis zur Untersuchung unter dem CLSM im Kiihlschrank
aufbewahrt. Um die Standardisierung der Fluoreszenzintensitit zu gewihrleisten, wurde ein

Aufbewahrungszeitraum von fiinf Tagen nicht iiberschritten.
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Das Protokoll der Doppelfarbung fiir Zytokeratin und c-met, das in den USA
durchgefiihrt wurde, unterscheidet sich vor allem in den folgenden Punkten:

1. Aufeine Vorbehandlung im Dampfkochtopf wurde verzichtet.

2. Als Primérantikorper fiir Zytokeratin wurde nicht A45-B/B3, sondern Pan CK-II
(Biomeda, Foster City, USA) verwendet.

3. Die fluoreszenzmarkierten Sekundérantikdrper waren:
Esel-anti-Kaninchen IgG, Rhodamin gekoppelt und Esel-anti-Maus IgG, Fluoreszin
(FITC) gekoppelt (Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA).

Die Zytospins wurden zunichst fiir 5 min in destilliertem Wasser eingestellt. Danach
wurden unspezifische Bindungen mit 1%BSA/PBS und 5% Eselnormalserum geblockt. Das
Auftragen der beiden Primérantikorper erfolgte zeitgleich, bevor die Objekttrager liber Nacht
bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert wurden. Als Primdrantikorper wurden verwendet: Pan CK-
II (Biomeda, Foster City, USA) in der Verdiinnung 1:100 und h-met 1:50 in antibody diluent
(Biomeda, Doster City, USA) verdiinnt. Die Waschschritte wurden dreimal mit Tween-20 fiir
jeweils 5 min durchgefiihrt. AnschlieBend wurden beide Sekundérantikdrper in einer 1:100
Verdiinnung fiir 1h bei Raumtemperatur aufgetragen: Zur Detektion des an c-met gebundenen
Primérantikorpers wurde an Rhodamin gekoppeltes Esel-anti-Kaninchen IgG verwendet. Im
Falle von Zytokeratin, diente an Fluoreszin gebundenes Esel-anti-Maus IgG als
Sekundérantikdrper.

AnschlieBend wurden wieder drei Waschritte zu 5 min mit Tween-20 durchgefiihrt,
die Zellspots mit destilliertem Wasser gespiilt und mit aqueous mounting medium eingedeckt.

Dieses Medium besitzt zum Schutz der Fluoreszenz Anti-Fade-Substanzen.

Tabelle 3.2: Protokoll der Farbungen am Van Andel Research Institute, Grand Rapids, Michigan (USA)

Erster und zweiter Erster und zweiter
Primir-AK Sekundir-AK

iiber Nacht 1h

Pan CK-II FITC-gekoppeltes 1gG
1:100 1:100

h-met Rhodamin-gekoppeltes IgG

1:50 1:100
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3.4 Auswertung
3.4.1 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die Auswertung der immunhistochemischen Férbungen erfolgte im Fall der
c-met-Férbung semiquantitativ durch zwei Pathologen (T.R., J.R.). Beurteilt wurde die
Intensitét der Farbung, wobei eine Skala von 1-3 in halben Schritten verwendet wurde. Da die
c-met-Farbung im Normalgewebe mit der des Tumors verglichen werden sollte, wurde in
diesem Fall eine semiquantitaive Art der Auswertung verwendet. Bei der Auswertung der
HGF/SF-Farbung wurde nicht nur die relative Farbstirke, sondern auch der Prozentsatz an
positiven Zellen insgesamt erfasst (Remmele et al., 1987). Anhand des Prozentsatzes erfolgte
die Einteilung in vier Gruppen: < 10%= 1, < 40%= 2, <70% = 3, >70%= 4. Die Intensitit
wurde mit 0 (keine Farbung) bis 3 (intensive Farbung) bewertet. Mittels Multiplikation der
Intensitdt mit der Positivitidt der Zellen wurde der Remmele Score (0 bis 12) errechnet. Ein
cut-off von 3 wurde zur Unterscheidung von starker und schwacher Intensitdt verwendet.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen HER2/neu-Farbung wurden ebenfalls
semiquantitativ von 0 bis 3+, analog zum DAKO HercepTest' ™", bewertet. Konnte keine
Féarbung nachgewiesen werden oder war eine membranstindige Farbung in weniger als 10%
aller Tumorzellen nachweisbar, wurde der Tumor als 0 klassifiziert. 1+ wurde der Tumor
gewertet, wenn eine schwache oder nur teilweise ausgeprigte membranstindige Férbung in
mehr als 10% der Zellen nachweisbar war. Firbte sich bei liber 10% aller Tumorzellen die
gesamte Membran mittelstark an, so wurde der Fall mit 2+ bewertet. 3+ kennzeichnete die
Fille, in denen mehr als 10% der Zellen eine starke vollstindige membranstéindige Reaktion

zeigten. Nur diese als 3+ bewertetet Fille wurden als Uberexpression gewertet.

3.4.2 Auswertung der immunfluoreszenten Firbungen

Die Auswertung der immunfluoreszenten Fiarbungen der Gewebeschnitte erfolgte am
Van Andel Research Institute, Grand Rapids, Michigan (USA). Die Aufnahmen entstanden an
einem konfokalen Laser Scan Mikroskop (Zeiss). Um neben einer Aussage iiber die
Morphologie der Zellen auch eine strukturelle Orientierung auf der Fluoreszenzaufnahme zu
erreichen, wurde zunichst ein Transmissionsbild angefertigt. Dieses basiert auf dem
differentiellen Interferenzkontrast und wird auch DIK- bzw. Nomarski-Aufnahme genannt.
Auf diesem Transmissionsbild werden zunéchst solche Abschnitte aufgesucht, die eindeutig
zelluldre Strukturen enthalten. Mit Hilfe der Computermaus werden diese ROI’s (region of
interest) abgefahren und so von anderen Strukturen wie z.B. Lumina abgegrenzt und als

Maske gespeichert (Makro). Gleichzeitig kann auf diese Weise zwischen Tumor- und
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Normalgewebe unterschieden werden. Diese Maske wird dann mit Hilfe spezieller Software
(Image Pro, Media Cybernetics) iiber die Fluoreszenzautnahme gelegt. Nur in dem sich nun
tiberschneidenden Bereich wird die Fluoreszenz berechnet, d.h. sie enthélt nur informative

zelluldre Komponenten.

Abbildung 3.2: Definition der regions of interest im Transmissionsbild

Diese Daten werden von einer weiteren Software (Optimas 4.0 Image Analysis Program
Software, USA) in Form eines Histogramms exportiert. Die x-Achse des Histogramms besteht
aus den Grauschattierungen von 0-255, wobei 0 die dunkelste Schattierung darstellt. Die y-
Achse beschreibt, wie viele Pixel der jeweiligen Intensitit gemessen wurden. Um eine genaue
Quantifizierung zu erreichen, wurde die Anzahl der Pixel mit der Intensitdt im Quadrat
(Ratio= # Pixels x I) multipliziert. Fiir Normalgewebe und Tumorgewebe erhielt man also:
Normal= X [pixels x intensity?]

Tumor= X [pixels x intensity’]

3.4.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Patientendaten wurde mit der SPSS Version 10.0 (SPSS Inc.,
Chicago IL) durchgefiihrt. Kontinuierliche Variablen wurden mit dem Spearman rank-Test
korreliert. Fiir Assoziationen zwischen kontinuierlichen und kategorialen Variablen wurde der
Mann-Whitney-U-Test und fiir Korrelationen zwischen zwei kategorialen Variablen der
asymptotische Pearson Chi-Quadrat-Test angewendet. Das Konfidenzintervall wurde auf 95%
festgelegt, d.h. nur Wahrscheinlichkeitswerte von p<0,05 wurden als statistisch signifikant

gewertet.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Nachweis Zytokeratin-positiver Zellen im KM

4.1.1 Zytokeratin (CK)-Firbung im Mischungsexperiment

Die Mischungsexperimente an Spikes aus MCF-7-Zellen und peripheren
Blutlymphozyten zeigten, dass der Nachweis CK-positiver Zellen bis zu einem Verhiltnis von
1:10° moglich ist. Die Zytokeratin Firbung wurde auBerdem an Priparaten bestehend aus der
Zelllinie MCF-7- und Knochenmarkszellen durchgefiihrt. Die angefiarbten Tumorzellen
zeigten eine leuchtend rote Farbung. Dadurch waren sie eindeutig von blau gegengefarbten
Knochenmarkszellen zu unterscheiden. In Préparaten, die nur aus Knochenmarkszellen
bestanden, detektierten wir keine roten, fiir CK geféarbten Zellen.

Negativkontrollen =~ wurden  durchgefiihrt, indem die Objekttriger ohne
Primérantikdrper inkubiert wurden. In keiner dieser Kontrollen konnte eine Férbung
nachgewiesen werden.

In der Immunfluoreszenz wurden zwei verschiedene Antikorper verwendet, da diese
Féarbungen zusitzlich am Van Andel Research Institute durchgefiihrt wurden: A45-B/B3 und
Pan CK-II. Bei beiden handelt es sich um monoklonale Mausantikérper. Lediglich das
Spektrum der detektierten Zytoskelettkomponenten unterscheidet sich. A45-B/B3 farbt vor
allem CKS8, 18 und 19, wéihrend Pan CK-II die Zytokeratine 4, 5, 6, 8, 10, 13 und 18
detektiert. Auch die verwendeten Sekundérantikdrper waren nicht identisch, sondern wurden
entsprechend dem im jeweiligen Labor iiblichen Protokoll verwendet. Alexa 488 Ziege-anti-
Maus wurde als Sekundérantikorper zum A45-B/B3 verwendet. Die am Van Andel Research
Institute durchgefiihrten Farbungen verwendeten an FITC-gekoppeltes Esel-anti-Maus IgG.
Beide Fluoreszenzfarbstoffe werden durch Licht der Wellenlédnge zwischen 488 und 490 nm
angeregt. Das dadurch emittierte Licht hat die Wellenldnge 525nm. Die emittierte Fluoreszenz
ist immer von langerer Wellenlédnge, da die Emission iiber ein niedrigeres Energieniveau
verfiigt. Das Energieniveau verhélt sich also genau umgekehrt zur Wellenldnge. Mittels beider
Farbemethoden konnten wir die MCF-7-Zellen eindeutig von Knochenmarkszellen
unterscheiden. Nur die Tumorzellen zeigten sichtbare griine Fluoreszenz. An reinen
Knochenmarkspraparaten konnte keine Fluoreszenz nachgewiesen werden. Die
Negativkontrollen, jeweils ohne Primérantikorper, zeigten ebenfalls keine Fluoreszenz. Mit
zwei unabhingigen Methoden konnten also Tumorzellen in Spikeprdparaten von

Knochenmarkszellen unterschieden und eindeutig detektiert werden.
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Abbildung 4.1 Immunhistochemische Féarbung fiir Zytokeratin an MCF-7/KM-Zytospins
a, Immunhistochemische Farbung mit A45-B/B3. MCF-7-Zellen (Pfeile) sind rot gefirbt,
KM-Zellen blau gegengefarbt (gestrichelter Pfeil), x200
b, Immunfluoreszenz Farbung mit Pan CKII, FITC gekoppelt. MCF-7-Zellen zeigen griine
Fluoreszenz (Pfeil), KM-Zellen nicht, x1000
¢, Nomarski Aufnahme mit MCF-7- (Pfeile) und Knochenmarkszellen (gestrichelte Pfeile),
x1000

4.1.2 Immunhistochemische c-met Firbung an Einzelzellen

Um die Versuche zur Doppelfarbung vorzubereiten, mussten zwei Bedingungen erfiillt

sein:

1. Die Farbung musste an Praparaten bestehend aus der Zelllinie und
Knochenmarkszellen etabliert werden. Die immunhistochemischen Farbungen dienten
dabei als Vorbereitung fiir die Immunfluoreszenz.

2. Es musste mit einer Zelllinie gearbeitet werden, an der wir beide Eigenschaften, die
CK- und die c-met-Expression, optimal detektieren konnen.

Die immunhistochemische Farbung fiir c-met wurde zunédchst an der Fibroblastenzelllinie
S114 durchgefiihrt. Diese entstand aus den mit dem c-met-Rezeptor und HGF/SF
transfizierten NIH 3T3-Zellen (Rong et al., 1993). Diese Zelllinie wurde auch als
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Positivkontrolle fiir die c-met-Farbungen an Gewebeschnitten verwendet. Weiterhin standen
folgende Zelllinien zur Verfiigung, die c-met exprimieren: MCF-7 (Jiang et al., 2001), MDA
231 (Hiscox et al., 2000), MDA 435S (Beviglia et al., 1997), T47D (Keydar et al., 1979). Alle
Zelllinien zeigten eine positive Reaktion auf die c-met-Férbung, wobei sich die Ergebnisse

qualitativ unterschieden.

Tabelle 4.1: Ergebnisse der c-met Férbung an verschiedenen Zelllinien

Beschreibung (Ursprungsgewebe,

Immunhistochemische Firbung

Zelllinie Eigenschaften) c-met
. +++ i i
S-114 Mausfibroblasten, c-met transfiziert Zytopl?sm.atlsch, vereinzelt
membranstiandig
Mamma-Ca, miBig differenziert, ++, zytoplasmatisch, teils deutlich
MCEF-7 - o . 1
Ostrogenrezeptor positiv membranstiandig
MDA 231 Mamma—Ca, wenig d1ftierenzwrt, ++, zytoplasmatisch
Ostrogenrezeptor negativ
L . ++, zytoplasmatisch, Abgrenzung
MDA 435S Mamma-Ca, wenig d1ftierenzwrt, der einzelnen Zellen nur schlecht
Ostrogenrezeptor negativ v 1
moglich
. . . + i i
T47D Mamma-Ca, miBig differenziert » zytoplasmatisch, vereinzelt

membranstindig

Alle Zelllinien wurden zusétzlich in der Immunfluoreszenz gefarbt, um die Ergebnisse
mit denen der Immunhistochemie vergleichen zu konnen. Zufriedenstellende Farbungen
konnte nur an den Zelllinien MCF-7 und T47D erreicht werden. Die Zelllinie S114 war fiir
die Versuche der Doppelfarbung auf c-met und Zytokeratin nicht geeignet, weil sie kein
humanes Zytokeratin exprimiert. Aufgrund der ausfiihrlicheren Beschreibung in der Literatur
und den besseren Eigenschaften in der Zellkultur, entschieden wir uns fiir die Zelllinie

MCF-T7.
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Abbildung 4.2: C-met-Farbung der Zelllinie S 114

Die Zelllinie S 114 zeigt eine deutlich positive Reaktion auf den Antikorper h-met. Die
Férbung ist vor allem in der Immunfluoreszenztechnik membransténdig lokalisiert.
a, Immunhistochemische Féarbung mit blau gegengefirbten Kernen, x200. b,

Immunfluoreszenz mit Rhodamin gekoppeltem h-met, x1000. ¢, Nomarski-Aufnahme,
x1000.

Abbildung 4.3:

Immunhistochemische Farbung von c-met auf MCF-7/K- Zytospins

a, MCF-7-Zellen zeigen deutliche Reaktion auf c-met (Pfeile), geringe Mitreaktion der
KM-Zellen (gestrichelte Pfeile), x200. b, Immunfluoreszenz mit Rhodamin-gekoppeltem
h-met. Nur Farbung der MCF-7-Zellen (Pfeile), x1000. ¢, Nomarski Aufnahme,
MCF-7-Zellen (Pfeile) und KM-Zellen (gestrichelte Pfeile), x1000.
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4.1.3 Doppelfirbung auf CK und c-met an MCF-7-Zellen und Knochenmark

Nachdem die Einzelfiarbung auf CK und c-met optimiert werden konnte, fiihrten wir
die Doppelfarbung zunichst an der Zelllinie und anschlieBend an kiinstlich mit MCF-7-Zellen
kontaminierten Knochenmarksaspiraten durch. Die Zellen konnten schon auf der
Nomarski-Aufnahme deutlich aufgrund der Morphologie und Gréf3e der Knochenmarkszellen
unterschieden werden. Die Aufnahme zweier verschiedener Férbungen wird dadurch
ermoglicht, dass die Sekundérantikorper von Licht unterschiedlicher Wellenlédnge angeregt
werden und das emittierte Signal auf verschiedenen Kanélen verarbeitet und sichtbar gemacht
werden kann. Der an CK gebundene Antikorper war seinerseits an FITC gekoppelt, c-met
wurde mit dem Fluoreszin Rhodamin sichtbar gemacht. Die Fluoreszenzaufnahmen der
Doppelfarbung ergaben, dass die Antikorper gegen CK als auch gegen c-met ausschlielich
an MCF-7-Zellen gebunden waren. An vereinzelten Knochenmarkszellen konnte nur fiir
c-met eine positive Reaktion nachgewiesen werden. Diese Reaktion konnte nur in den
immunhistochemischen Fiarbungen nachgewiesen werden, sie fehlte in der Immunfluoreszenz.
CK konnte vor allem zytoplasmatisch nachgewiesen werden, c-met dagegen war
membranstindig lokalisiert. Ubersichtsaufnahmen, in denen beide Signale sichtbar waren,
und Scan Aufnahmen der gesamten Zelle zeigten diese unterschiedliche Lokalisation

besonders deutlich.

Abbildung 4.4: Doppelfarbung fiir c-met und
Zytokeratin an MCF-7/KM-Zytospins, x1000

a, Rhodamin gekoppeltes h-met.

b, FITC-gekoppeltes Pan CKII. ¢, Doppelfarbung, CK
vor allem zytoplasmatisch, c-met hauptsichlich
membransténdig lokalisiert.

Die Immunfluoreszenz zeigte aulerdem besonders dort starke Signale auf die c-met
Farbung, wo MCF-7-Zellen im Verbund vorlagen. An den Zell-zu-Zell-Kontakten war
wiederum eine stirkere Fluoreszenz zu beobachten als an Strukturen, die keinen Kontakt zu

anderen Zellen hatten.

Abbildung 4.5: Immunfluoreszente Farbung von c-
met an MCF-7/KM-Zytospins, x1000

Die immunfluoreszenten Signale sind in Bereichen der
/ V\ Zell-zu-Zell-Kontakte besonders ausgeprigt (Pfeile).
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Negativkontrollen unter Weglassen des Primérantikorpers zeigten keine messbare

Fluoreszenz.

4.1.4 Methodische Verinderungen

In den immunhistochemischen Fiarbungen haben wir Detektionssysteme verwendet,
die auf Peroxidase reagieren. Das Chromogen kann allerdings nicht unterscheiden, ob die
Peroxidase endogen enthalten ist oder nachtriglich zugegeben wurde. Vor allem
Erythrozyten, Leukozyten, Diinndarm- und Nervengewebe haben einen hohen Anteil an
endogener Peroxidase. Aus diesem Grund mussten wir diese zunichst effektiv blocken, um
methodische Fehler bei der Detektion von c-met zu vermeiden. Die Funktion von Peroxidase
besteht darin, Wasserstoffionen unter Bildung von freiem Wasser auf H,O, zu iibertragen.
Indem wir das Substrat H,O, schon vorher zufiigten, wurde die Reaktion der endogenen
Peroxidase vorweg genommen. Wir verwendeten H,O, entweder als gebrauchsfertige Losung
oder in Aqua dest. bzw. Methanol. Die Objekttrager wurden zwischen 5 und 30 min in diesen
Losungen inkubiert. Ein besseres Farbeergebnis konnte durch diese Moglichkeiten nicht
erreicht werden, so dass wir im Protokoll die endogene Peroxidase mit Hydrogenperoxid fiir
5 min geblockt haben.

Um die Mitreaktion des Knochenmarks zu vermeiden, wurden verschiedene
Antikorperverdiinnungen ausgetestet. Auch bei Verhéltnissen von 1:300, 1:250 oder 1:200
konnte diese nicht verhindert werden, ohne dass nicht auch die Farbung der Tumorzelllinie
verloren ging. In der Verdinnung 1:100 konnte dagegen mit beiden Methoden ein
zufriedenstellendes Ergebnis erzielt werden.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass auch auf Knochenmarkszellen c-met
exprimiert wird. Wir konnten es vor allem mit der immunhistochemischen Farbung dort
nachweisen. Auch die Immunfluoreszenz  bewies zumindest an  einzelnen
Knochenmarkszellen eine positive Reaktion. Vor allem Zellen der Granulopoese férbten sich
mit dem Antikorper gegen c-met positiv. Der Antikorper fiir die immunhistochemischen

Féarbung wurde allerdings auch in einer niedrigeren Verdiinnung (1:100 vs. 1:50) verwendet.



4 Ergebnisse 38

4.2 Expression von c-met und HER2/neu im duktalen Carcinoma in situ

4.2.1 Verteilung von c-met, HGF/SF und HER2/neu im DCIS

Tumorzellen und das benachbarte Brustdriisengewebe zeigten fiir c-met eine positive
Reaktion. Hierbei konnten wir deutliche Unterschiede zwischen der Expression im DCIS und
den benachbarten, normal erscheinenden Milchgéngen ausmachen. Es wurde nicht zwischen
membranstindiger und/oder zytoplasmatischer Farbung differenziert. Kein Tumor zeigte eine
eindeutig membranstindige Farbung. Das das Driisengewebe umgebende Stroma zeigte nur
wenig bis gar keine Reaktion auf den c-met-Antikdrper. Die Interpretation
immunhistochemischer Farbungen von Proteinen, die im Bindegewebe produziert werden, im
Serum zirkulieren und an Rezeptoren in sowohl epithelialen Zellen, als auch in Zellen im
Stroma binden, ist schwierig. Aufgrund der Intensitdt und qualitativen Aspekten der Farbung
konnten wir die positive Reaktion auf HGF/SF im normalen duktalen Epithel, in Tumorzellen
und Zellen des Stromas, wie Fibroblasten, glatten Muskelzellen und endothelialen Zellen
beobachten. Auffallend war, dass das direkt dem Tumor benachbarte Stroma nur sehr wenig
bis gar keine positive Reaktion zeigte. Allerdings handelt es sich nicht um konfokale
Aufnahmen, so dass eine genaue intrazelluldre Lokalisation nicht mdglich war. Kerne und
Zytoplasma konnten mit dem Antikorper gegen HGF/SF positiv gefdarbt werden. Expression
von HER2/neu konnte im Gegensatz zum normalen Brustdriisengewebe nur im Tumorgewebe

nachgewiesen werden. Dort war die Farbung membranbetont.
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Tabelle 4.2: Verteilung histomorphologischer, klinischer und tumorbiologischer Faktoren bei Patientinnen mit
duktalem Carcinoma in situ (N=39)*

Faktoren Anzahl Patientinnen %
VN 39
1 10 25,6
2 14 35,9
3 15 38,5
Menopausenstatus 39
Pra-/perimenopausal 15 40,5
Postmenopausal 24 59,5
Her2/neu 39
0 1 2,6
1+ 3 7,7
2+ 15 38,5
3+ 20 51,3
c-met Tumorgewebe 39
<1 23 59,0
<2 7 17,9
>2 9 23,1
c-met Normalgewebe 38
<1 29 76,3
<2 7 18,4
>2 2 5,3
HGF/SF 37
<3 20 54,1
>3 17 45,9
Steroidhormonrezeptor Status 24
(ER und PR)
positiv (ER und/oder PR positiv) 18 75
negativ (ER und PR positive) 6 25
Ki67 38
<10 33 86,8
>10 5 13,2

*Einige Faktoren konnten nicht in allen Tumoren ermittelt werden.
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4.2.2 Expression von c-met, HGF/SF und HER2/neu im DCIS:

Vergleich zweier unabhiingiger Methoden

Mit der immunhistochemischen Fiarbemethode fiir c-met zeigte das DCIS-Gewebe
eine intensive Reaktion. In Tumoren, die eine vergleichsweise hohe c-met-Expression zeigten,
konnte gleichzeitig eine verstirkte Reaktion des den Tumor umgebenden Normalgewebes
nachgewiesen werden (p<0,001). Diese Korrelation konnte auch mit der Immunfluoreszenz
als signifikant (p<0.001) bestitigt werden. Mit zwei unterschiedlichen Methoden konnte
gezeigt werden, dass der Tumor wund angrenzendes Normalgewebe dasselbe
Expressionsmuster fiir c-met besitzen. D.h. je hoher die Expression von c-met im
Normalgewebe, desto hoher ist sie auch im Tumor. Beim Vergleich der c-met-Intensititen im
Tumor konnte zwischen den beiden Methoden keine signifikante Korrelation nachgewiesen
werden. Dasselbe galt fiir die Expression im Normalgewebe.

Wir untersuchten auflerdem die c-met-Expression im Zusammenhang mit der
HER2/neu-Uberexpression des Tumors. Der Mann-Whitney-Test ergaben keine Korrelation
zwischen diesen beiden Tyrosinkinase Rezeptoren. Von 20 DCIS Lisionen, die HER2/neu 3+
gewertet wurden, konnte nur bei 5 Fillen eine hohe c-met-Expression (>1,5) festgestellt
werden.

Neben der c-met-Expression im Tumor alleine wurde die Farbung im DCIS-Gewebe
der Farbung des umgebenden normal erscheinenden Gewebes gegeniiber gestellt. In einem
Fall konnte das Normalgewebe nicht ausgewertet werden. Folgende drei Gruppen wurden
gebildet: In Gruppe 1 (N>T) exprimierte das Normalgewebe deutlich mehr c-met als der
Tumor. In Gruppe 2 (N=T) zeigten Normalgewebe und DCIS eine gleich intensive Reaktion,
wiéhrend in Gruppe 3 (N<T) die Reaktion im Normalgewebe deutlich geringer als im Tumor
ausfiel. Von unserem Kollektiv konnten mit der immunhistochemischen Methode 29 Fille
(76,3%) der Gruppe 3 zugeordnet werden. In einem GroBteil der Falle zeigte also der Tumor
eine erhohte c-met-Expression als das ihn umgebende Normalgewebe. Nur in einem Fall
(2.6%) fanden wir dagegen eine geringere Reaktion der normal erscheinenden Milchginge
und Lobuli im Vergleich zum DCIS-Gewebe. In 8 Féllen (21.1%) konnte eine stirker positive
Reaktion des Normalgewebes nachgewiesen werden. Die Daten der Immunfluoreszenz
ergaben eine andere Verteilung. Mit dieser Technik konnten 24 Fille (61,5%) der Gruppe 2
zugeordnet werden. Die Mehrzahl der Fille exprimierten also c-met in gleichem Ausmal} im
benigne erscheinenden Gewebe wie im DCIS. 14 Fille (35,9%) im Tumor eine intensivere
Reaktion, wihrend in nur einem Fall (2,6%) das Normalgewebe sich stirker auf c-met

anfiarbte. Mit beiden Methoden konnte also nur ein Fall der Gruppe 1 zugeordnet werden.
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Tabelle 4.3: C-met-Expression im Tumorgewebe im Verhéltnis zur Expression im Normalgewebe. Ergebnisse

der immunhistochemischen und immunfluoreszenten Methode im Vergleich.

Immunhistochemie (N=38) Immunfluoreszenz (N=39)
Gruppe 1 N>T 1(2,6%) 1(2,6%)
Gruppe 2 N=T 8 (21,1%) 24 (61,5%)
Gruppe 3 N<T 29 (76,3%) 14 (35,9%)

Eine HER2/neu-Uberexpression konnte fiir 20 Fille (51,3%) festgestellt werden. 19
der 39 Fille (48,7%) dagegen wurden als 0, 1+ oder 2+ gewertet. Das den Tumor umgebende
normal erscheinende Gewebe zeigte in keinem der Fille eine positive Reaktion. Mit der
Immunfluoreszenz wurden positive Signale des DCIS und des umgebenden Normalgewebes
gemessen. Als Uberexpression konnte nur gelten, wenn der Tumor eine deutlichere Intensitit

zeigte. Dies beobachteten wir in 17 von 39 Fillen (43,6%).

Abbildung 4.6: HER2/neu Expression im DCIS
a, Immunhistochemische Farbung mit anti-c-erbB-2. Die Membranstiandigkeit der
Firbung bedeutet Uberexpression von HER2/neu, x200.
b, Immunfluoreszenzfarbung mit FITS-gekoppeltem c-neu, x1000.

Als cut-off zwischen starker und schwacher Expression von HGF/SF wurde ein Score
von 3 festgelegt. Dieser entspricht dem Wert, den wir auch fiir die Auswertung der 40
invasiven nodal-positiven Mammakarzinome verwendet haben (Lengyel et al., 2005). Fiir
HGF/SF zeigten 17 der 39 Fille (43,5%) eine hohe Expression, wihrend bei 20 Fillen
(51,3%) niedrigere Expressionswerte gefunden wurden. Gleichzeitig wurde deutlich, dass das

den Tumor umgebende Stroma nur sehr schwach auf die Farbung gegen HGF/SF reagierte.
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Abbildung 4.7: Fiarbung mit anti-HGF im
DCIS (cribriform), x200.

Das Stroma (Pfeil) zeigt eine geringere
Reaktion als das DCIS-Gewebe (gestrichelter
Pfeil). Dies weist auf nur wenig parakrine
Sekretion von HGF/SF hin.

4.2.3 Uberexpression von c-met, HGF/SF, HER2/neu und andere histopathologische
Befunde
Die Korrelation zwischen c-met- bzw. HER2/neu-Immunreaktivitit und anderen

klinisch-pathologischen Charakteristika wurde {berpriift. Als klinische Daten standen
TumorgroBle, Alter der Patientinnen, Menopausenstatus, Hormonrezeptorstatus, Van Nuys
Grading und Ki 67 zur Verfiigung. Auch fiir diese Daten wurde die Korrelation mit den
Ergebnissen der Farbungen mittels Immunfluoreszenz und Immunhistochemie analysiert.

Die Expression von c-met wurde mittels einem Fluoreszenz markierten Antikorper
bestimmt. Die Intensitdt im DCIS-Gewebe korrelierte signifikant mit dem Van-Nuys-Grading
des Tumors (p<0.012). Je hoher die Férbeintensitit des DCIS-Gewebes, desto hoher das
VN-Grading. Mit der immunhistochemischen Farbung konnten wir diese Beobachtung nicht
bestitigen, sondern stellten lediglich eine anndhernd signifikante Korrelation zwischen der
c-met-Expression im Tumor und dem Van Nuys-Grading fest (p=0.081). Da wir mit der
immunhistochemischen Farbung keinen direkten Zusammenhang zwischen der absoluten
c-met-Intensitdt und dem Van Nuys-Grading des Tumors fest stellen konnten, untersuchten
wir die Fille, die Unterschiede in der c-met-Expression zwischen Normal- und Tumorgewebe
aufwiesen. Dabei fassten wir Gruppe 1 und 3 als eine Gruppe zusammen, die durch die
unterschiedliche Expression von c-met im DCIS und Normalgewebe charakterisiert war. 14
der 15 Fille, die als VN3 klassifiziert waren, wiesen Differenzen in der c-met-Expression
zwischen DCIS und umgebendem Normalgewebe auf. Dies bedeutete wiederum in 13 der 14
Félle eine hohere Intensitdt der neoplastischen im Vergleich zu normalen Zellen. Nur in
einem Fall, der als VN3 beschrieben werden konnte, exprimierten Normal- und Tumorgewebe
c-met in gleichem Mafle. Die Analyse der Immunfluoreszenz bestdtigte diese Beobachtungen.
13 der als VN3 eingestuften Fille exprimierten c-met im DCIS hoher oder niedriger als im
Normalgewebe. Um diese Verhiltnisse aus einem anderen Blickwinkel zu betrachten, wurden
die Gruppe 1 wund 3 auf ihr VN-Grading iiberpriift. Die Auswertung der

immunhistochemischen Férbung ergab in der Gruppe 1 und 3 fiir 46,7% der Fille die



4 Ergebnisse 43

VN-Klassifizierung 3, wihrend es in der Gruppe 2 (N=T) nur 12,5% waren. Diese Tendenz
war in der Immunfluoreszenz noch ausgeprégter. Dort waren 86,7% der Fille in Gruppe 1 und

3 VN3, wihrend nur 8.3% der Félle in Gruppe 2 das hochste VN-Grading zeigten.
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Abbildung 4.8: C-met-Expression im Tumor- und Normalgewebe
Der Grofiteil der Tumoren, die als VN3 klassifiziert wurden, weist gleichzeitig Differenzen in
der c-met-Expression zwischen DCIS und umgebendem Normalgewebe auf. Die gepaarten
Aufnahmen zeigen jeweils Normal- (a, ¢) und DCIS-Gewebe (b, d). Beide Methoden zeigen
dasselbe Expressionsmuster.
a, b, Immunhistochemische Farbung mit h-met. Das DCIS-Gewebe zeigt eine deutlich stérkere
Expression als das umgebende Normalgewebe, x100.
¢, d Konfokale Immunfluoreszenz Technik mit Rhodamin-gekoppeltem h-met. Dieselben
Expressionsunterschiede zeigen sich auch mit dieser Technik. x1000.

Die unterschiedliche c-met-Expression im DCIS und umgebenden Normalgewebe
hatte keinen Zusammenhang mit Alter der Patientinnen, TumorgréB3e, Hormonrezeptorstatus,
HGF- oder Ki 67-Expression. In Bezug auf diese klinischen Variablen konnte weder fiir die
HER2/neu Expression, noch die c-met-Expression eine Korrelation beobachtet werden.

Ki 67 korrelierte signifikant zum HGF-Score (p=0,032) und der Tumorgrdfle
(p=0,008).
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5. DISKUSSION
5.1 Etablierung einer Doppelfirbetechnik von c-met und Zytokeratin (CK)

5.1.1 Etablierung neuer Techniken zum Nachweis disseminierter Tumorzellen

Die Mischungsexperimente konnen als Imitation der Situation im Knochenmark des
Patienten gesehen werden. Daher sind sie die in vitro-Bedingungen fiir die
immunzytochemische Analyse disseminierter Tumorzellen. Wir konnten Zytokeratin-positive
MCF-7-Zellen mit zwei voneinander unabhingigen Methoden eindeutig von normalen
Knochenmarkszellen unterscheiden und dadurch detektieren. Selbst in einem
Mischungsverhiltnis von 1:10°, welches annihernd die Dimensionen im Patientenmaterial
widerspiegelt, war dies moglich. Der Nachteil dieser Methode ist vor allem ihr groBer
zeitlicher Aufwand. Daher ist es z.Zt. nicht moglich, sie als Screeningmethode routineméafig
einzusetzen. Gerade die mikroskopische Analyse einer grolen Anzahl zytologischer Préparate
kostet viel Zeit. FEin automatisches Analysesystem, welches gefdrbte Objekttrager
durchscannt, konnte diese Arbeit erheblich erleichtern. Auch der geringen Anzahl der
Tumorzellen, teilweise nur 1 Zytokeratin-positive Zelle pro 2 x 10° mononukleire
Knochenmarkszellen (Braun et al., 2000), konnte auf diese Weise begegnet werden. Es
konnte gezeigt werden, dass automatisierte Techniken dieselbe Sensitivitidt aufweisen wie
manuelle Verfahren (Borgen et al., 2001). AuBlerdem ist die Reliabilitit erheblich héher und
die Ergebnisse sind nicht nur von Tag zu Tag reproduzierbar, sondern auch gerdteunabhéngig
(Kraeft et al., 2000). Es bleibt die Tatsache, dass pro Patient mindestens 2 x 10° Zellen
untersucht werden miissten, um eine zufriedenstellende Sensitivitit zu erreichen. Die
Sensitivitit ist auch in unserem Ansatz zu diskutieren, da solche Mischungsexperimente die
Wirklichkeit nur unzureichend abbilden. Wéhrend die verwendete Tumorzelllinie aus
einander sehr dhnlichen, homologen Zellen besteht, konnen die in Patientenmaterial zu
detektierenden Zellen sehr heterogen sein. Diese Heterogenitit kann die Sensitivitdt einer
Methode erheblich beeinflussen.

Problematisch sind auch die kleinen Probevolumina. Um diese zu umgehen, kdnnten
die Tumorzellen angereichert werden. Neben der Zellkultur kommen physikalische
Trennmethoden in Betracht. Es ist moglich, Tumorzellen iiber magnetbeladene Beads
(antikorperbeladene magnetische Partikel) zu detektieren und sie dann in einem Magnetfeld
anzureichern. Hierbei kann man eine Anreicherung iiber mehrere Logarithmuseinheiten
erreichen (Naume et al., 1998). Eine hohe Sensitivitdt und Spezifitit in der Detektion von
Tumorzellen konnte fiir mit dem monoklonalen Antikorper Ber-EP4 beladene Magnetbeads

bewiesen werden (Nekarda et al., 1999). Die klinische Bedeutung dieser
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Anreicherungsmethoden ist noch unzureichend belegt (Martin et al., 1998; Naume et al.,
1997; Racila et al., 1998; Otte et al., 2000).

AuBlerdem sind als Alternative zu immunzytochemischen Nachweisverfahren
biochemische Methoden denkbar. Ein Enzymimmunoessay (ELISA), der monoklonale
Antikorper gegen verschiedene Epitope des CK-19 verwendet, konnte bereits etabliert werden
(Hoechtlen-Vollmer et al., 1997). Dieser detektiert 10 Zellen der Kolonkarzinom-Zelllinie
HAT-29 in 5 x 10° peripheren Blutlymphozyten. Die Tatsache, dass die nachzuweisende
Zellzahl wahrscheinlich unter diesem Wert liegt, konnte allerdings ein Hindernis darstellen.

Auch molekulare Nachweisverfahren sind immer bedeutender geworden. Mit Hilfe der
PCR-Technik lassen sich auch kleinste Mengen cDNA disseminierter Tumorzellen
nachweisen (von Knebel-Doeberitz et al., 1996). Entscheidend dafiir ist selbstverstiandlich ein
abweichendes mRNA-Muster von dem, der sie umgebenden hématopoetischen Zellen.
AuBerdem muss der entsprechende Primirtumortyp genotypisiert werden, um geeignete
Primer herstellen zu konnen. Auch dieses Verfahren sprengt z.Zt. noch den Rahmen
klinischer Routine. In Kenntnis tumorspezifischer DANN-Abschnitte, z.B. von
Tumormarkern, liee sich die mRNA der Zellen mittels der reversen Transkriptase in cDNA
umschreiben und diese in der anschlieBenden PCR-Reaktion vervielfachen (Gribben et al.,
1991; Harris et al., 1993; Hayashi et al., 1994; Riethmiiller et al., 1994). Hier ist bislang noch
die Spezifitit problematisch, da mit der PCR auch die mRNA der im Uberschuss vorhandenen
hidmatopoetischen Zellen vorliegt. Diese kann leicht zu falsch positiven Resultaten fiihren.
Quantitative RT-PCR-Methoden, die die Anzahl der vorliegenden Genkopien bestimmen,
konnten hier Abhilfe schaffen. Auf diese Weise wird ein Grenzwert ermittelt, der die
Unterscheidung zwischen malignen und nicht-malignen Zellen zulésst (Slade et al., 1999).
Mit Hinblick auf die prognostische Bedeutung ist es dann auch von Bedeutung, diejenigen
mRNA-Marker auszuwéhlen, die z.B. mit der Aggressivitit des Tumors zusammen héngen
und nicht nur solche, die lediglich das Vorliegen einzelner Tumorzellen beweisen (Varangot
et al., 2005).

Durchflusszytometrische =~ Methoden wurden zum Nachweis disseminierter
Tumorzellen bei Lymphom- und Leuk&miepatienten verwendet (Jennings et al., 1997; Ciudad
et al., 1998). Auch hier ist die niedrige nachzuweisende Zellzahl ein methodisches Problem,
so dass eventuell zusdtzliche Anreicherungsmethoden benotigt werden. Die Untersuchung der

klinischen Bedeutung dieses Verfahrens fiir epitheliale Tumoren steht bislang noch aus.
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5.1.2 C-met und Zelladhésion

Die Untersuchungen an Knochenmark von Brustkrebspatientinnen ergaben, dass sich
Mikrometastasen auch dann schon nachweisen lassen, wenn die Krankheit noch in einem
niedrigen Stadium ist (Braun et al., 1998). Weiterhin befindet sich ein Grofteil der
disseminierten Zellen in der GO-Phase des Zellzyklus, so dass die Wirksamkeit einer
systemischen Chemotherapie hinsichtlich dieser nicht proliferierenden Zellen reduziert ist.
Das macht sie als Ziel fiir eine Antikodrpertherapie interessant, da diese gezielt auf bestimmte
Eigenschaften der Zelle ausgerichtet ist und unabhingig vom Proliferationsstadium wirkt.

C-met konnte als Tyrosinkinase-Rezeptor ein mogliches Ziel in der Antikorpertherapie
sein. Die Phéanotypisierung von disseminierten CK-positiven Zellen dient dem Ziel,
festzustellen, ob sie liber weitere Eigenschaften verfiigen, die sie von den mesenchymalen
Zellen des Knochenmarks unterscheiden, und ob diese Eigenschaften einen Riickschluss auf
ihr Verhalten zu lassen. AuBBerdem macht sie potentielle therapeutische Zielstrukturen auf
diesen disseminierten Zellen sichtbar. Unsere Ergebnisse zeigen, dass MCF-7-Zellen nicht
nur aufgrund ihres epithelialen Ursprungs identifiziert werden konnen, sondern dass auch die
Expression von c-met mit zwei verschiedenen Methoden nachgewiesen werden kann. Zwar
legen die immunhistochemischen Verfahren nahe, dass auch Knochenmarkszellen geringe
Mengen c-met exprimieren, dennoch zeigen die MCF-7-Zellen eine stirkere Intensitdt und
deutlichere Membranstindigkeit. Gerade vor diesem Hintergrund kommt der Etablierung
einer Doppelfiarbung besondere Bedeutung zu, um mit Hilfe der Zytokeratin-Férbung den
epithelialen Ursprung der Zellen zu bestitigen. Zieht man jedoch eine therapeutische
Anwendung in Betracht, gilt es, auch die physiologischen Funktionen von c-met/HGF/SF zu
bedenken, die dadurch moglicherweise ebenfalls inhibiert werden. In der immunfluoreszenten
Farbung lieBen sich MCF-7-Zellen eindeutig als CK- und c-met-positiv  von
Knochenmarkszellen unterscheiden. Weiterhin machten wir die Beobachtung, dass das Signal
auf die c-met-Farbung vor allem an Zell-zu-Zell-Kontakten besonders ausgeprégt ist. Dies
wurde vor allem mit der immunfluoreszenten Technik deutlich. Da es sich in der konfokalen
Analyse um Aufnahmen in einer definierten Ebene handelt, die weniger als 0,5 um betrégt,
kann weitestgehend ausgeschlossen werden, dass es sich um Uberlagerungsphinomene von
Zellmembranen handelt. Ebenso kann die Expression von c-met nicht durch endogen im
Knochenmark gebildetes HGF/SF verstirkt worden sein, weil die Zellen vor dem
Mischungsexperiment fixiert wurden. Mit der Immunhistochemie konnten wir die
Membranstindigkeit des Rezeptors zeigen. Damit bestdtigen wir die Beobachtungen, dass

c-met vor allem in Regionen der interzelluldren Adhésion exprimiert wird (Tsukita et al.,
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1991). Da MCF-7-Zellen nicht nur c-met exprimieren, sondern auch E-Cadherin-positiv sind,
wurden mogliche Wechselwirkungen von beiden untersucht (Hiscox et al., 1999a).
Immunfluoreszente Férbungen zeigten, dass beide sich in der Zellperipherie befanden und
dort ko-lokalisert ~waren. AuBerdem konnten E-Cadherin und p-Catenin in
c-met-Immunprizipitaten nachgewiesen werden, was ebenfalls die physikalische
Verbundenheit der drei Molekiile bestitigte. In MCF-7-Zellen ist also die c-met mit der
Expression von E-Cadherin und B-Catenin assoziiert.

Um die Zellmorphologie und die Integritit des Gewebes aufrecht zu erhalten, ist eine
intakte Adhésion des Zellverbandes erforderlich. Diese macht die Verbindung von
E-Cadherin mit dem Aktin-Zytoskelett unabdingbar, was durch Proteine der Familie der
Catenine (o, B, y und pl120) gewdhrleistet wird (Aberle et al., 1997). C-met scheint die
Phosphorylierung von (-Catenin nicht {iber eine separate Kaskade, sondern allein {iber
intrinsische Kinase Aktivitit zu beeinflussen. Die Stimulation von c-met durch seinen
Liganden HGF/SF hat die Phosphorylierung von B-Catenin und damit den Verlust der
Zell-zu-Zell-Adhéasion zur Folge (Hiscox et al., 1999b). B-Catenin interagiert seinerseits mit
der membransténdigen Protein-Tyrosin-Phosphatase PTPp (Brady-Kalnay et al., 1998). Diese
wiederum reguliert die Phosphorylierung verschiedener Zellproteine. Sie konnte iiber diesen
Weg die Phosphorylierung und damit die Aktivitit von c-met selbst steuern.

Nicht nur in vitro, sondern auch an Patientenmaterial wurde der Zusammenhang
zwischen c-met-Expression und Zelladhdsionsmolekiilen untersucht. In invasiven Tumoren
der Brust konnte die Korrelation von c-met- und [B-Catenin-Expression gezeigt werden
(Nakapoulou et al., 2000). Genauso wie Jones et al. (Jones et al., 1996) beobachteten sie
auBBerdem die Korrelation vom vollstindigen oder teilweisen Verlust der E-Cadherin und
B-Catenin-Expression mit dem Vorkommen von Lymphknotenmetastasen.

Die Tatsache, dass der Verlust des intakten Zell-zu-Zell-Kontaktes den ersten Schritt
zur Invasion und Metastasierung darstellt und c-met entscheidend an der Regulation dieses
Geschehens beteiligt ist, macht die Untersuchung von c-met an disseminierten Tumorzellen
im Knochenmark besonders interessant. Unsere Methode, c-met auf MCF-7-Zellen in
Mischungsprédparaten zu detektieren und seine Lokalisation an Stellen der Zelladhdsion zu
bestdtigen kann als Anfang zu weiteren Untersuchungen gesehen werden.

Wir haben Dbereits den c-met-Status von  Primdrtumoren und ihren
Lymphknotenmetastasen analysiert (Lengyel et al., 2005). Die Ergebnisse bestitigten
ebenfalls die Beobachtung, dass sich die Uberexpression von c-met im Primértumor auch in

der korrespondierenden Lymphknotenmetastase wieder findet. Denkbar wére die
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Untersuchung von Primartumoren im noch nicht metastasierten Stadium und die gleichzeitige
Analyse moglicherweise schon zu diesem Zeitpunkt verstreuter Tumorzellen im
Knochenmark. Die Immunfluoreszenz erlaubt uns nicht nur eine qualitative Aussage iiber die
Expression bestimmter Proteine, sondern konnte auch dazu beitragen, die Expression von
c-met und anderen Antigenen zu quantifizieren (Tsarfaty et al.,, 1999). Unsere
Untersuchungen am duktalen Carcinoma in situ implizieren ebenfalls, dass es moglicherweise
vom Expressionsmuster abhédngt, wie sich das Vorhandensein von c-met auf Progression und
Invasion eines Tumors auswirkt. Weiterhin miissten die Interaktionen von c-met, seinem
Liganden HGF/SF und Adhisionsmolekiilen der Cadherin/Catenin-Familie ndher untersucht
werden. Neben immunzytochemischen Methoden, wie sie in dieser Arbeit vorgestellt wurden,
ist sicherlich die Anwendung molekularbiologischer Methoden sinnvoll. Neben der
Standardisierung der Nachweisverfahren sollte die Reproduzierbarkeit und Objektivierbarkeit
der Ergebnisse im Vordergrund stehen. Mit der mdglichen Quantifizierung der Signale in der
Immunfluoreszenz wire zumindest die Forderung nach objektivierbaren Ergebnissen erfiillt.
Die unterschiedlichen Funktionen, die c-met und HGF/SF wihrend Tumorentstehung,
Progression, Invasion und Metastasierung iibernehmen konnen, sind noch lange nicht
vollstindig gekldrt. Mammatumore in den verschiedenen Stadien, von der in situ-Ldsion bis
zur metastasierten Brustkrebserkrankung, stellen eine Entitdt dar, die Riickschliisse auf die
Rolle von c-met und seinem Liganden in dieser Entwicklung zulédsst. Vergleichende
Untersuchungen in den unterschiedlichen Stadien stehen noch aus. Die Methode, die in dieser

Doktorarbeit entwickelt und angewendet wurde, macht diese Untersuchungen moglich.
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5.2 Untersuchung von c-met, HGF/SF und HER2/neu im duktalen Carcinoma in situ der

Brust

5.2.1 Vergleichbarkeit zweier Methoden: Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Wir haben die Expression von c-met und HER2/neu mittels zweier unterschiedlicher
Methoden iiberpriift. Die meisten unserer Ergebnisse mit der immunhistochemischen Technik
wurden von der konfokalen Immunfluoreszenzanalyse bestdtigt. Mit beiden Methoden
konnten wir zeigen, dass die DCIS-Komponente und das umgebende Normalgewebe bei der
Expression von c-met korrespondieren. Je stirker sich die neoplastischen Zellen farbten, desto
grofBer war auch die Reaktion des umgebenden Gewebes. Auflerdem bewiesen beide
Techniken, dass die DCIS, die als besonders aggressiv - nimlich als VN3 - eingestuft worden
sind, Differenzen in der c-met-Expression zwischen Normal- und Tumorgewebe aufweisen.
Dabei zeigte sich in der Mehrzahl der Félle eine stiarkere Reaktion des Tumors im Vergleich
zum Normalgewebe. Mit beiden Methoden beobachteten wir, dass c-met unabhingig von
HER2/neu exprimiert wird und beide Rezeptoren keine nachweisbare Korrelation zeigen.

Neben diesen korrespondierenden Ergebnissen kamen wir abhiingig von der Methode
aber auch zu unterschiedlichen Ergebnissen. Betrachteten wir nur die c-met-Expression im
Tumor mit den beiden Methoden, konnte keine Korrelation festgestellt werden. Dasselbe galt
fiir die Intensitdten des normalen Gewebes. Auch die Verteilung auf die Gruppen, abhingig
von Differenzen in der Expression zwischen DCIS und normal erscheinenden Zellen, war
nicht identisch. Mit der immunhistochemischen Farbung beobachteten wir in den meisten
Féllen eine stdrkere Expression des Tumors, wihrend die Immunfluoreszenz zu dem Ergebnis
kam, dass ein Grofiteil der DCIS c-met in gleicher Intensitit wie das Normalgewebe
exprimiert.

Zunichst ist festzustellen, dass beide Techniken mit AntikGrpern arbeiten, um ein
bestimmtes Protein, den Rezeptor, zu detektieren. Dabei sind diese Antikorper an Substrate
gekoppelt, die sichtbar gemacht werden konnen. In der Immunhistochemie haben wir die
DAB-Firbung verwendet, die Immunfluoreszenz arbeitet mit Antikorpern, die an FITC und
Rhodamin gekoppelt sind. Hinsichtlich der Entstehung des optischen Bildes und bei der
anschlieenden Interpretation der Ergebnisse ist den systemimmanenten Besonderheiten
Rechnung zu tragen.

Ein wichtiger Unterschied zwischen den beiden Methoden liegt in dem Ausschnitt, der
fiir die Auswertung der Farbung betrachtet wird. Die immunhistochemische Farbung ist dabei
die Summe der Féarbung auf dem gesamten Schnitt. Die Intensitdt nimmt also mit dem

Volumen an Gewebe zu. Einzelne Komponenten der Zelle konnen bis auf die Zellmembranen
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und den Hintergrund nicht unterschieden werden. Mit der CLSM-Technik ist die Ebene
exakter definiert. Mit der definierten Ebene ,,Z* ist ein sehr viel geringeres Volumen von ca.
0,5 um beschrieben. Die gemessenen Emissionen sind auf diesen Ausschnitt beschrinkt.
AuBerdem ist die CLSM-Aufnahmetechnik mit einer hoheren Vergrof3erung verbunden. Diese
ist meist 40fach, wéhrend die immunhistochemische Farbung bei einer zehnfachen
Vergroflerung begutachtet wird. Die gemessenen Intensititen hidngen weiterhin von der
Wellenlidnge des verwendeten Lasers, der Ausleuchtung, der gewéhlten Ebene und anderen
technischen Parametern ab. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Immunfluoreszenz
zu erzielen, miissen diese Bedingungen standardisiert werden. In der vorliegenden Arbeit
konnte dies fiir sdmtliche Aufnahmen gewihrleistet werden. Unsere unterschiedlichen
Ergebnisse, die c-met-Expression im Tumor und im Normalgewebe betreffend, konnten auf
diese Unterschiede in der optischen Ebene zuriickzufiihren sein. Trotzdem kommen beide
Methoden zu dem Ergebnis, dass Tumor und das umgebende Normalgewebe dasselbe
Expressionsmuster zeigen. Diese Ergebnisse konnen auf verschiedene Weise interpretiert
werden. Moglicherweise ist die Auspragung von c-met im DCIS abhédngig von dessen
Expression im Normalgewebe bzw. vice versa. Dies wiirde die Untersuchungen von Jin et al.
(Jin et al., 1997) bestitigen, der dies bereits fiir infiltrative Brusttumore zeigen konnte. Auch
dort exprimieren normal erscheinende Milchginge und Lobuli neben infiltrativen
Tumoranteilen deutlich mehr c-met als dieselben Gewebeabschnitte innerhalb benigner
Lésionen. Diese Beobachtungen legen die Annahme nahe, dass es eine Form der Interaktion
zwischen dem Tumor und dem ihn umgebenden Gewebe gibt. Tatsdchlich werden von
Tumorzellen Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-alpha gebildet, die die c-met-Expression
regulieren (Moghul et al., 1994). Diese vom Tumorgewebe freigesetzten Faktoren kénnen zu
einer hoheren Expression von c-met im umgebenden Gewebe fiihren. Die Tatsache, dass die
einzelnen Expressionswerte des Normal- bzw. Tumorgewebes nicht korrelieren, das
Verhiltnis der Expression zwischen Tumor und Normalgewebe auf demselben Schnitt
dagegen schon, kénnte aber auch in der Methode begriindet liegen. Die Beobachtung, dass die
c-met-Expression im Normalgewebe mit der Expression im Tumor korreliert, bezieht sich
schlieBlich auf Schnitte, die nach dem gleichen Prinzip behandelt wurden. Da aber ein Tumor,
der immunhistochemisch eine hohe c-met-Expression zeigt, und dies nicht unbedingt auch in
der immunfluoreszenten Fiarbung zutrifft, macht einen systematischen Fehler wahrscheinlich.
Das Anwenden manueller Férbetechniken mit manuell ausgefiihrten Waschschritten

unterstiitzt das Auftreten systematischer Fehler.
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Ein weiterer Unterschied zwischen den Methoden, der zu eingeschrinkter
Vergleichbarkeit der Ergebnisse fiihrt, liegt in der Vorbehandlung des Gewebes. Um die
Intensitdt und Reproduktion der Fiarbung zu steigern, wurden verschiedene Methoden zur
Vorbehandlung etabliert. Diese wurden vor dem Hintergrund entwickelt, dass jede Form der
Fixierung die Detektion von Antigenen beeinflusst. Diese Maskierung riickgéngig zu machen,
war das Ziel des ,,Antigen Retrieval®. Die zu Grunde liegenden Mechanismen sind noch nicht
vollstindig geklart, so dass der praktische Nutzen sich allein daraus ableitet, die Fixierung
umzukehren. Neben dem Andauen durch Enzyme, stellt das Erhitzen der Schnitte die
einfachste Methode dar. Da das Vorgehen leicht zu standardisieren ist und die Ergebnisse sich
als reproduzierbar erwiesen, griffen wir bei den histochemischen Farbungen darauf zuriick.
Dies gilt sowohl fiir die Farbungen an Gewebeschnitten wie auch an Einzelzellen. Bei den
immunfluoreszierenden  Firbungen verzichteten wir auf diese Methoden des
Antigen-Retrievals. Unterschiede in der Bewertung der Farbung konnten also darauf
zuriickzufiihren sein, dass c-met und HER2/neu in beiden Methoden nicht gleichermaBen frei
liegen. Dennoch wurden alle Schnitte einer Farbung gleich behandelt, so dass die Ergebnisse
innerhalb der beiden Methoden vergleichbar bleiben.

Eine ebenso wichtige Rolle kommt den verwendeten Antikdrpern zu. Im Fall von
c-met handelt es sich in beiden Techniken um den polyklonalen Antikorper h-met, C-28. Zur
Detektion der HER2/neu-Expression wurden dagegen verschiedene Primirantikorper
verwendet. Fiir die immunhistochemischen Farbungen diente der polyklonale Antikorper anti-
c-erbB-2, wihrend die immunfluoreszierenden Firbungen mit dem an FITC gekoppelten
monoklonalen c-neu-Antikorper durchgefiihrt wurden. Monoklonale Antikdrper erkennen per
definitionem nur einen Bruchteil der Antigene, die ein polyklonaler detektiert. Fiir die
immunfluoreszierenden Farbungen war auflerdem kein positiver und negativer Standard fiir
HER2/neu definiert. In der Immunhistochemie verwendeten wir als Positivkontrolle Gewebe
eines invasiven Mammakarzinoms, dessen Her2/neu-Uberexpression bekannt war. Um die
Vergleichbarkeit der Methoden zu optimieren, miisste dasselbe Vorgehen wie fiir c-met
gewidhlt werden. Die Zelllinie NIH 3T3 wurde mit dem Gen transfiziert, das fiir c-met kodiert.
Es entstand die in der vorliegenden Arbeit als Positivkontrolle verwendete Zelllinie S114
(Rong et al., 1993). Diese wurde auf dieselbe Weise prépariert und fixiert, so dass ein
Vergleich mit den Gewebeschnitten mdglich war. In der vorliegenden Arbeit wurde als
Negativkontrolle Gewebe verwendet, das unter Weglassen des Primérantikorpers gefarbt

worden war. Um diese Negativkontrolle zu optimieren, miisste mit einem Peptid gearbeitet
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werden, das c-met nachweisbar blockiert (Tsarfaty et al., 1992). Nur so wire eine
unspezifische Bindung des Primérantikorpers sicher auszuschlielen.

Um zu einer Einteilung in die Gruppen 1 (N>T), 2 (N=T) und 3 (N<T) zu gelangen,
musste zundchst festgelegt werden, welche Unterschiede als solche gewertet werden sollten.
In der Immunhistochemie galt dies als gegeben, wenn der Quotient aus T/N # 1 war. Diese
Ergebnisse sind also untersucherabhdngig, entsprechend empfindlich fiir Fehler. Die
Immunfluoreszenz berechnete die Differenz nach einem von Tsarfaty et al. (Tsarfaty et al.,
1999) etablierten Algorithmus. Dieser Index (Dv) basiert zwar auch auf dem Quotienten von
Tumor- und Normalgewebe (Ratio), setzt aber Differenzen von mindestens zwei
Standardabweichungen vom Mittelwert dieser Ratios voraus. Die Auswertung der
immunhistochemischen Farbungen ergab nur wenige Fille, in denen Tumor- und
Normalgewebe in gleichem Malle c-met exprimieren. Die Immunfluoreszenz sah dagegen den
GroBteil der Fille in dieser Gruppe. Ubereinstimmend fanden beide Methoden nur einen
Tumor, der c-met schwiécher als das umgebende Normalgewebe exprimiert. Eigentlich liegt
die Vermutung nahe, dass ein rechnergestiitztes Programm geringere Unterschiede in der
Expression wahrnimmt als das menschliche Auge. Die Definition des beschriebenen Index
hilft, zu kleine Unterschiede nicht als solche zu erkennen. Fiir die Auswertung der
immunhistochemischen Féarbungen liegt ein entsprechender Index bislang nicht vor. Beide
Methoden kamen zu dem Ergebnis, dass vor allem die als VN3 klassifizierten DCIS
Differenzen in der c-met-Expression aufwiesen. Fiir die Immunfluoreszenz traf dies in 86,7%
der Fille zu. Dagegen waren nur 46,7% der Félle mit unterschiedlicher
immunhistochemischer Expression von c-met VN 3 zuzuordnen. Die mit Hilfe des Index
festgestellten Ratios haben also eine hohere Aussagekraft beziiglich des VN-Gradings als die
mit dem menschlichen Auge festgestellten Unterschiede in der Expression. Dieses Ergebnis
macht deutlich, wie wichtig die Definition einer Standardabweichung ist, wenn es um die
Untersuchung der Expression zwischen Tumor- und Normalgewebe geht. Die Verwendung
molekularbiologischer Methoden bei der Beurteilung der Expression ist dem

immunhistochemischen Nachweis sicherlich zusitzlich tiberlegen.

5.2.2 C-met, HGF/SF und HER2/neu im duktalen Carcinoma in situ

Die c-met-Firbung im DCIS war zu jeweils gleichen Teilen im Zytoplasma und
membranstindig lokalisiert. Eine charakteristische Verteilung der Farbung, wie wir sie bei
invasiven Mammatumoren beobachteten, konnten wir nicht nachweisen. Dort beobachteten

wir in den Tumorzellen eine zum Teil deutliche Membranstindigkeit der Farbung. Dies traf
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auf 28% der invasiven Tumore zu. Diese Verteilung hatte auch prognostische Bedeutung, da
diese Tumoren aggressiver waren und das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen deutlich
kiirzer war. Signifikant wurde der Unterschied allerdings erst, wenn wir die Gesamtintensitét,
also Membran und Zytoplasma, beurteilten. Die Tumore, die sowohl in der Membran also
auch im Zytoplasma c-met iiberexprimierten, hatten eine signifikant schlechtere Prognose
(Lengyel et al., 2005). Die Tatsache, dass das duktale Carcinoma in situ eine andere
Verteilung der Fiarbung und insgesamt eine niedrigere Intensitét der Farbung zeigt, kann an
sich schon als wichtiger Unterscheid zu den invasiven Tumoren gerechnet werden.
Moglicherweise ist das Expressionsmuster entscheidend dafiir, welche Rolle c-met fiir
Progression und Invasivitdt des Tumors spielt. Unsere Beobachtung an den Einzelzellen, dass
die c-met-Farbung besonders an Zell-zu-Zell-Kontakten ausgeprigt ist, und die Tatsache, dass
c-met dort mit Adhdsionsmolekiilen der Cadherin/Catenin-Familie interagiert (Hiscox et al.,
1999b), konnte auf eine besondere Funktion von membranstindigem c-met bei der Invasion
und Progression eines Tumors spielen. Die von HGF/SF vermittelte Autophosphorylierung
fiihrt ausserdem zu der gestorten Funktion von Cadherinen, die das invasive Wachstum
supprimieren (Shibamoto et al., 1994). Die fehlende Invasivitit des duktalen Carcinoma in
situ ist moglicherweise zum Teil im Fehlen der c-met-Membransténdigkeit begriindet.

Die Untersuchung der c-met-Expression im Tumorgewebe ergab mit der konfokalen
Immunfluoreszenztechnik eine signifikante Korrelation mit ungiinstigen pathologischen
Eigenschaften des Tumors, wie die Einstufung als VN3 verdeutlicht. Diese wenig
differenzierten Tumoren haben ein hdheres Risiko zu rezidivieren. Mit konventioneller
Immunhistochemie konnten wir diese Korrelation nicht bestitigen. In unserer Studie an 40
nodal-positiven Mammatumoren hatten die Patientinnen die schlechteste Prognose, deren
Tumor hohe Level an c-met exprimierten (Lengyel et al., 2005). Tsarfaty et al. (Tsarfaty et al.,
1999) beobachteten an 182 Mammakarzinompatientinnen ebenfalls, dass diejenigen
hinsichtlich Gesamt- und Rezidivfreien-Uberleben die schlechteste Prognose hatten, deren
Tumor c-met stirker als das ihn umgebende Gewebe exprimierte. Aber es gibt auch
Anbhaltspunkte dafiir, dass sich niedrige c-met-Expression negativ auswirkt. So erhoht z.B.
beim papillaren Schilddriisenkarzinom die niedrige bis fehlende c-met-Expression das Risiko
fiir Fernmetastasen (Belfiore et al., 1997). In der Untersuchung von nodal-negativen
Brusttumoren hatte die Gruppe, in der der Tumor weniger c-met als das ithn umgebende
Gewebe exprimiert, eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit. Um herauszufinden, ob die hohe
und/oder niedrige c-met-Expression mit anderen pathobiologischen Eigenschaften des

Tumors korrelierten und welche Rolle das Verhiltnis der Expression zwischen DCIS und
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Normalgewebe spielte, bildeten wir Untergruppen, die diese Differenzen reprisentieren. Da
wir in unserem Kollektiv keine Rezidive hatten, konnten wir die Aggressivitidt der
DCIS-Tumore nur anhand der histopathologischen Kriterien beschreiben. Mehrheitlich unter
denen, die eine unterschiedliche Expression von c-met zwischen Tumor und Normalgewebe
aufwiesen, fanden sich Tumore, die gleichzeitig als Van Nuys 3 klassifiziert waren. Beide
immunzytochemischen Untersuchungen kamen zu diesem Ergebnis, wobei diese Tendenz bei
Auswertung der immunfluoreszenten Fiarbungen noch eindeutiger war. Diese Beobachtung
bestitigt die Hypothese, dass jede Imbalance in der c-met-Expression zu einer geringeren
Differenzierung und hoheren proliferativen Aktivitit des Tumors fiihrt (Firon et al., 2000).

An Tumorzellen mit hoher c-met-Expression konnte nicht nur fehlreguliertes
Wachstum und geringere Differenzierung (Firon et al., 2000), sondern auch groferes
Invasivitits- und Metastasierungspotential (Rong et al., 1992; Jeffers et al., 1996a; Beviglia et
al., 1997) nachgewiesen werden. Vor allem die ersten beiden Eigenschaften sind in der
Gruppe T>N {berreprasentiert und charakterisieren somit einen besonders aggressiven
Phanotypen des DCIS. Weiterhin gibt es Hinweise, dass c-met sich auch in niedriger
Expression nachteilig auswirken kann, gerade weil es fiir die weitere Differenzierung
essentiell ist. Ist c-met also nicht in ausreichender Quantitit exprimiert, ist eine vollstdndige
Differenzierung der Zellen nicht moglich (Tsafarty et al., 1997). Moglicherweise wirken sich
niedrige c-met-Level nur solange negativ auf die Differenzierung der Zellen aus, wie die
interzellularen Kontakte noch intakt sind. Nur dann wird die Kaskade hin zu vollstindiger
Differenzierung unterbrochen. Sind diese Zell-zu-Zell-Kontakte bereits gestért und
unterbrochen, fithren hohe c-met-Level zu gesteigerter Invasivitit und Metastasierung (Vande
Woude et al., 1997).

Neben der Balance in der c-met-Expression zwischen dem Tumor und seiner
Umgebung gibt es Hinweise, dass sich c-met auch mit seinem Liganden HGF/SF in einer
dynamischen Beziehung befindet und beide einen entscheidenden Einfluss auf die
Tumorzellprogression ausiiben (Beviglia et al., 1997). Solange beide in einem Gleichgewicht
sind, kann die Differenzierung der Zellen ungestort ablaufen. Auf diese Weise wird eine
intakte Histologie und Architektur des Gewebes aufrechterhalten. Auch die Morphogenese
des Mammagewebes, die mit Epithelproliferation, Bildung der Milchgénge und Invasion des
umgebenden Bindegewebes verbunden ist, verlduft auf diese Weise kontrolliert und reguliert.
Wird dieses Gleichgewicht gestort, gewinnen andere von c-met und seinem Liganden
ebenfalls gesteuerte Vorginge die Uberhand: Mitose und Motilitit. Diese Eigenschaften sind

Vorraussetzungen fiir Tumorwachstum, -verbreitung und -invasion. Auch in unserer Studie an
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invasiven Mammakarzinomen war die gleichzeitige Uberexpression von c-met und HGF/SF
prognostisch ungiinstig (Lengyel et al., 2005). HGF/SF wird von Tumorzellen exprimiert und
es gibt Hinweise, dass HGF/SF als Ligand die c-met-Expression steuert (Rahimi et al., 1996).
Die gleichzeitige Expression von Ligand und Rezeptor ist also ein selektiver Vorteil in der
Progression zu noch aggressiveren Zellen, da diese Zellen dann unabhingig von der
HGF/SF-Sekretion des umgebenden Gewebes sind.

Die Beobachtung, dass sich in diesem Kollektiv die Uberexpression von HGF/SF bei
gleichzeitig niedriger c-met-Expression prognostisch gilinstig auswirkt, konnte mit den
unterschiedlichen Signaltransduktionswegen zusammenhéngen, die der Phosphorylierung von
c-met folgen. Die Uberexpression von c-met fiihrt iiber die Aktivierung der MAPK-Kaskade
zu mitogenen Effekten. Bei niedriger c-met-Expression dagegen aktiviert HGF/SF die
Signaltransduktion {iber STAT, was wiederum zu Differenzierung und Tubulogenese fiihrt.
Diese Charakteristika wirken sich eher prognostisch giinstig aus.

Neben der autokrinen Regulation, wird HGF/SF auch vom umgebenden Stroma
sezerniert. Diese parakrine Sekretion konnte ein entscheidender Faktor fiir das Entstehen von
Metastasen sein. Interessanterweise sind besonders zwei Organe Ort hoher Inzidenz an
Fernmetastasen solider Tumoren: Die Lunge und die Leber. Beide weisen hohe Level an
HGF/SF auf (Zarnegar et al., 1993). Die Spezifitdt von humanem c-met fiir humanes HGF/SF
reduziert bzw. unterdriickt die Fahigkeit von c-met-transfizierten Tumorzellen, tatsdchlich
Tumoren im Tierversuch zu induzieren (Rong et al, 1992). Dies kann als weiterer
Anbhaltspunkt fiir eine notwendige parakrine Sekretion des umgebenden Gewebes gelten
(Jeffers et al., 1996). Die epithelialen Driisenzellen der Brust weisen eine besonders hohe
Empfindlichkeit gegeniiber den mitogenen Effekten von HGF/SF auf (Rubin et al., 1991), was
auf dessen Rolle bei der Entstehung von Mammatumoren deuten konnte.

Ein weiterer Faktor, entscheidend fiir die Invasivitit von Tumoren, ist uPA. Diese
Protease ist fiir die proteolytisch aktive Oberfldche verantwortlich, indem sie Zell-assoziiertes
Plasminogen zu Plasmin aktiviert. Plasmin und aktivierte Metalloproteasen bauen
Komponenten des Tumorstromas (Fibrin, Fibronectin usw.) ab und fiihren {iber weitere
Zwischenschritte zum Abbau von Kollagen Typ IV, einem wesentlichen Bestandteil der
Basalmembran. Dies ist das entscheidende Merkmal von Invasivitit und
Metastasierungspotential. HGF/SF induziert die Expression von uPA (Jeffers et al., 1996b)
und dessen zelluldirem Rezeptor uPAR. uPA kann seinerseits HGF/SF mittels enzymatischer
Spaltung aktivieren (Naldini et al., 1991b). Das Charakteristikum des duktalen Carcinoma in

situ ist aber, dass es keine Zeichen der Invasivitit zeigt. Ganz im Gegensatz ist eine intakte
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Basalmembran ein entscheidendes diagnostisches Kriterium. Wir konnten in unseren Féllen
eine HGF/SF-Fiarbung des Tumors nachweisen, wobei der Grofteil nur niedrige Level
aufwies. Im Gegensatz zu den von uns untersuchten invasiven Brusttumoren, die in 66% der
Fille hohe HGF/SF-Expression zeigten (Lengyel et al., 2005), fanden wir dies in nur 43,5%
der DCIS-Fille. AuBBerdem konnten wir nur eine geringe Reaktion des umgebenden Stromas
beobachten. Fine intensive Stroma-Tumor-Reaktion lie sich im Hinblick auf die
HGF/SF-Expression nicht nachweisen. Damit scheint nicht nur die autokrine Sekretion von
HGF/SF im DCIS niedrig zu sein, sondern auch die parakrine. Die Tatsache, dass HGF/SF
das Metastasierungsverhalten von Tumoren beeinflusst und dessen parakrine Sekretion
ausgehend vom umgebenden Stroma mdglicherweise entscheidend zur Invasivitit beitragt,
macht es wahrscheinlich, dass genau diese Eigenschaften im DCIS fehlen, und die fehlende
Invasivitdt und Metastasierung dieser Entitdt mitbegriinden.

Unsere Daten bestdtigen, dass HER2/neu in duktalen Carcinoma in situ hdufiger
tiberexprimiert ist als in invasiven Tumoren. Einige Tumoren zeigen dieselbe
Her2/neu-Uberexpression sowohl in den in situ, wie auch den invasiven Anteilen. Es scheint,
als ob bei einigen Tumore diese Eigenschaft wihrend der Progression vom in situ zum
invasiven Stadium erhalten bleibt, wihrend andere sie verlieren. Wiederum andere Karzinome
entstechen moglicherweise de novo, unabhingig von der Her2/neu Expression. Her2/neu
negative Tumoren konnten dann z.B. aus atypischen duktalen Epithelhyperplasien
hervorgehen (Allred et al., 1992). Interessanterweise zeigt diese, zur Mastopathie Grad III
gehorende, Entitit keine Uberexpression von Her2/neu, jedoch positive Reakton auf c-met
(Jin et al., 1997). Sowohl HER2/neu, als auch c-met, spielt folglich in der Tumorentwicklung
und -progression eine wichtige Rolle. Das Konzept, diese Tyrosinkinasen zu blockieren,
wurde bereits erfolgreich umgesetzt. Ein Antikorper gegen HER2/neu, Trastuzumab, ist
bereits beim metastasierten und seit kurzem auch beim friihen Mammakarzinom in klinischer
Anwendung (Slamon et al., 2001; Piccart-Gebhart et al., 2005). Die Analyse anderer
Rezeptoren derselben Familie auch vor dem Hintergrund, neue Targets zu charakterisieren,
war Mittelpunkt unserer Studien. Die Untersuchungen an invasiven Karzinomen zeigten die
signifikante Bedeutung von c-met fiir die Aggressivitit des Tumors unabhingig von
HER2/neu. Das duktale Carcinoma in situ war als Vorlduferlision Gegenstand der
vorliegenden Arbeit. Auch in diesem Tumor konnten wir keine signifikante Korrelation von
c-met und Her2/neu-Uberexpression nachweisen, was darauf hinweist, dass die beiden
Tyrosinkinase-Rezeptoren unabhdngig voneinander exprimiert werden. HER2/neu gehort

sicherlich zu den Faktoren, die Mutationen und Tumorentstehung beeinflussen. Diese



5 Diskussion 57

unterscheiden sich aber moglicherweise von denen, die das invasive Potenzial von Tumoren
kontrollieren. Es spielt in der Progression vom duktalen Carcinoma in situ zum invasiven
Tumor vielleicht gar nicht die entscheidende Rolle (Latta et al., 2003). Unsere Ergebnisse
legen nahe, dass die Balance zwischen der c-met-Expression im Tumor und dem umgebenden
normal erscheinenden Gewebe, sowie die parakrine HGF/SF-Sekretion Faktoren sein
konnten, die dieses invasive Potenzial prigen. Die Identifikation von besonders aggressiven
DCIS, die zu lokalen Rezidiven oder zum Ubergang in ein invasives Stadium neigen, konnte
zur Modifikation therapeutischer Strategien beitragen. Obwohl kurativ, wiirde die
Mastektomie aller Frauen mit diagnostizierten DCIS eine Ubertherapie bedeuten. Durch die
adjuvante Bestrahlung kann das Risiko eines intramammaéren invasiven und nicht-invasiven
Rezidivs von 31% auf 13% gesenkt werden (Fisher et al., 1999). Eine andere Studie
beobachtete eine Risikoreduktion von 40% (invasiver) bzw. 35% (nicht-invasiver) fiir
Rezidive (Julien et al., 2000). Insgesamt bleibt jedoch das Risiko gegeniiber der Mastektomie
erhoht. Die Entwicklung von Risikoprofilen anhand biologischer Eigenschaften des Tumors,
wie z.B. der c-met-Expression, konnte Tumoren identifizieren, die trotz allem von der
Mastektmoie, von groBBeren Resektionsrdndern oder einer adjuvanten Therapie profitieren. In
fernerer Zukunft wird sich zeigen, ob die Entwicklung von Inhibitoren von c-met/HGF/SF

eine therapeutische Bedeutung flir diese Patientinnen hat.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Dissertation war die Untersuchung der Expression von c-met beim
duktalen Carcinoma in situ und die Etablierung einer Doppelfarbungsmethode zur

Phénotypisierung disseminierter Tumorzellen im Knochenmark.

Das duktale Carcinoma in situ der Mamma ist eine friithe intraduktale Neoplasie, die
bis zu 20% der beim Screening entdeckten Tumore darstellt. Die Mechanismen, die zum
Ubergang in eine invasive Erkrankung fiihren, sind bislang noch ungeklirt. In dieser Arbeit
haben wir die Expression der Tyrosinkinase c-met und des Liganden HGF/SF in einem
Kollektiv von 39 Patientinnen mit duktalem Carcinoma in situ untersucht. Die Korrelation mit
der HER2/neu-Expression und anderen histopathologischen Eigenschaften stand dabei im
Mittelpunkt. Es wurden zur Farbung immunzytochemische Methoden wie Immunhistochemie
und Immunfluoreszenz verwendet. In 76,3% der untersuchten Fille exprimierte der Tumor
deutlich mehr c-met als das umgebende Normalgewebe. Sowohl die Expression von c-met im
Tumor als auch die ungleiche Verteilung von c-met zwischen Tumor und Normalgewebe
korrelierte zum Teil signifikant mit ungiinstigen prognostischen Eigenschaften wie dem
Van Nuys-Grading. Die Imbalance in der c-met-Expression fiihrt also mdglicherweise zu
einer geringeren Differenzierung und hoheren proliferativen Aktivitdt des Tumors. Ingesamt
konnten wir eine niedrigere c-met-Expression im DCIS als in frither untersuchten invasiven
Tumoren feststellen. Auch die Membranstiandigkeit von c-met war weniger ausgepragt. Nur
43,5% der DCIS Félle wiesen hohe HGF/SF-Level auf im Gegensatz zu 66% bei den
invasiven Tumoren. Das Expressionsmuster von c-met scheint also von entscheidender
Bedeutung fiir die Invasivitit des Tumors zu sein. Gleichzeitig spielt moglicherweise die
parakrine Sekretion von HGF/SF eine Schliisselrolle in der Invasion der Basalmembran. Die
Beobachtung, dass HER2/neu und c-met nicht dasselbe Patientinnenkollektiv
charakterisieren, bestétigt frilhere Erkenntnisse unserer Arbeitsgruppe an invasiven
Karzinomen. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Steuerung der c-met- und
HGF/SF-Expression mitentscheidend fiir das invasive Potenzial eines Tumors sind. Die
Erkenntnis, dass c-met unabhingig von HER2/neu exprimiert wird, macht weitere

Grundlagen orientierte Untersuchungen und klinische Studien unabdinglich.

Disseminierte Tumorzellen im Knochenmark sind moglicherweise fiir Rezidive nach
einer kurativen Primértherapie eines Mammakarzinoms verantwortlich. Diese sind mittels

immunzytochemischer Methoden nachweisbar, wobei Zytokeratine das Nachweiskriterium
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sind. Um diese Tumorzellen besser zu charakterisieren und sie proliferationsunabhéngigen
Therapiestrategien zugédnglich zu machen, hat man versucht, diese zu phénotypisieren. Wir
konnten mit Mischungsexperimenten von MCF-7- und Knochenmarkszellen eine
immunfluoreszente Doppelfarbungsmethode etablieren, mit der wir nicht nur disseminierte
Zytokeratin-positive Zellen eindeutig im Knochenmark detektieren, sondern diese auch
phinotypisieren konnen. Der Nachweis Zytokeratin-positiver Zellen war bis zu einem
Verhiltnis von 1:10° moglich, was den Dimensionen im Patientenmaterial entspricht. In der
immunhistochemischen Féarbung wiesen zwar auch einzelne Knochenmarkszellen eine
positive Reaktion fiir c-met auf, sie waren aber durch die Verwendung der Doppelfdarbung
aufgrund der fehlenden Zytokeratin-Farbung zu unterscheiden. In der Immunfluoreszenz
fehlte nicht nur die c-met-Reaktion der Knochenmarkszellen, sondern diese Technik erlaubt
tiber Scan Aufnahmen auch eine Quantifizierung des Antigens. Wir konnten zeigen, dass
MCF-7-Zellen c-met auf ihrer Oberfliche exprimieren und diese Expression vor allem in
Bereichen der Zell-zu-Zell-Adhésion besonders ausgepragt ist. Wir wissen, dass der Verlust
interzelluldrer Kontakte der erste Schritt der Metastasierungskaskade ist und dass sich die
Expression von c-met auch in korrespondierenden Lympknotenmetastasen beim priméren
Mammakarzinom wiederfindet. Vor diesem Hintergrund ist c-met und seine Funktion in
diesen Prozessen besonders interessant. Moglicherweise kennzeichnet die Expression von
c-met eine Untergruppe von Tumoren, die besonders deshalb zur Invasivitit und
Metastasierung neigen, weil c-met und sein Ligand HGF/SF das Adhésionssystem der
Cadherine/Catenine in seiner Funktion beeintridchtigen. Diese Erkenntnis bestitigt, dass c-met

als therapeutisches Target sinnvoll und vielversprechend ist.
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