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1. Abkulrzungsverzeichnis

BET Brust-erhaltende Therapie

BIRADS Breast Imaging Reporting and Data System of the American College
of Radiology

BL1 TNBC Basal-like 1

BL2 TNBC Basal-like 2 (BL2)

BLBC Basal like breast cancer

Cl Konfidenzintervall

CISH Chromogen-in-situ-Hybridisierung

DCIS Ductal carcinoma in situ

DFS60 Disease free survival after 60 months

DGCRS8 Di George Gene Critical Region 8

ECM Extracellular matrix

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor

EMT Epithelial mesenchymal transition

ESAM Endothelial cell-selective adhesion molecule

FAK Focal adhesion kinase

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

HGF Hepatocyte growth factor

HoxB3 Homebox B 3

HR Hazard ratio

IMTNBC Immunomodulatorisches TNBC

LAR TNBC Luminal androgen receptor TNBC

LN Lobular neoplasia

M TNBC Mesenchymales TNBC

MSL TNBC Mesenchymal stem-like TNBC

0S60

Overall survival after 60 months




PAK1 P21 activated kinase 1

PARP Poly- (ADP-Ribose) Polymerasen

PARP Poly(ADP-ribose)-Polymerasen

PFS Persistent free survival

RaflA Ras association domain family

RISC RNA-induced Silencing Complex

SET8 SET domain-containing (lysine methyltransferase) 8
TRBP HIV-1 TAR RNA binding protein

uicc Union for International Cancer Control

VEGF Vascular endothelial growth factor




2. Einleitung

2.1 Brustkrebs
2.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Mammakarzinom ist die hdaufigste diagnostizierte Krebsart (11,7% aller registrierten
Krebsfalle) und zugleich ursachlich fur die meisten krebsbedingten Todesfélle bei Frauen
weltweit. Im Laufe ihres Lebens erkrankt nahezu jede achte Frau an Brustkrebs. Im Jahr 2020
wurden 2,3 Millionen Brustkrebsfdlle weltweit diagnostiziert, wobei 685.000 Menschen
verstarben (Sung et al., 2021). Interessanterweise werden circa 50 % der Erkrankungsfalle in den
hoherentwickelten Landern registriert. Griinde fiir die hohe Diskrepanz zwischen Entwicklungs-
und Industrienationen liegen einerseits an einem erhéhten Erkrankungsrisiko fiir Menschen, die
in Industrienationen leben und andererseits an signifikant besseren diagnostischen
Moglichkeiten wie beispielsweise flachendeckenden Friiherkennungsmallnahmen in den
hoherentwickelten Landern (Torre et al., 2015). Die Verbesserung von Screening-Methoden,
friihzeitiger Diagnosestellung und Therapie Uber die Jahre resultiert in steigenden
Uberlebensraten, wenn auch mit geographischen Unterschieden (Breen et al., 2011). Obwohl das
Mammakarzinom die am haufigsten beforschte Malignitat ist, gibt es Tumorentitaten, bei denen
die aktuell tblichen Therapien nicht nachhaltig genug sind. Somit besteht auch weiterhin eine
groBe Wichtigkeit in der wissenschaftlichen Erforschung moglicher Risikofaktoren,
pathophysiologischer Prozesse, Therapieoptionen und prognostischer Parameter (Woolston,

2015).

Bis zum heutigen Tag ist die Mehrzahl der pathophysiologischen Zusammenhange, die zur
Entwicklung von Brustkrebs flihren unbekannt. Die Forschung konnte jedoch einige
Risikofaktoren, die zur Entstehung beitragen, identifizieren. Der wohl wichtigste Faktor ist das
Alter. In der Zeit bis zur Menopause verdoppelt sich die Brustkrebsinzidenzrate alle 10 Jahre und
verringert sich im Anschluss daran wieder (Howlader et al., 2019; Siegel et al., 2021). Daher ist
die Vermutung naheliegend, dass Reproduktionshormone, wie beispielsweise Ostrogen, einen
Einfluss auf die Tumorgenese haben. Weiterhin konnte in den letzten Jahren eine deutliche

Verlangerung des Reproduktionszyklus, verursacht durch endokrine Faktoren wie friihe



Menstruation, spate Menopause, Nulliparitat, spate Erstgeburt und Hormonersatztherapie in der
weiblichen Bevélkerung beobachtet werden. Diese protrahierte Ostrogenstimulation gepaart mit
hohen Ostrogenspiegeln korreliert mit einem erhéhten Brustkrebsrisiko in spateren Jahren (Sun
et al., 2022; Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2019; Ritte et al., 2013).
Patientinnen haben nach chirurgisch herbeigefiihrter Menopause vor dem 35. Lebensjahr (durch
Ovariektomie und Hysterektomie) ein um 60 % vermindertes Erkrankungsrisiko im Vergleich zu
Frauen, die die natirliche Menopause in hoherem Alter durchlaufen (McPherson et al., 2000).
Dariber hinaus konnten einige prospektive Studien belegen, dass eine prophylaktische, selektive
Ostrogen-Rezeptor-Modulation (wie beispielweise mittels Tamoxifen oder Raloxifen) das Risiko
an Brustkrebs zu erkranken um 31 % senkt (Nazarali et al., 2014). Erndhrungsweise,
Alkoholkonsum, Fettleibigkeit und Sport sind weitere wichtige Einflussfaktoren. Ein hoher BMI
postmenopausal (= Body Mass Index) oder eine starke Gewichtszunahme perimenopausal
konnte mit einem erhohten Risiko an Brustkrebs zu erkranken assoziiert werden (Eliassen et al.,
2006). Dieser Zusammenhang wird dadurch erklirt, dass Fettzellen Ostrogen produzieren und
der daraus resultierende erhdhte Ostrogenspiegel wiederum mit einem erhéhten
Brustkrebsrisiko einhergeht (Neuhouser et al., 2015). Ein weiterer Risikofaktor stellt eine hohe
Brustdichte dar (Wong et al., 2011). Obwohl die Brustdichte eine zum groRen Teil vererbte
Eigenschaft ist, so kann sie dennoch durch sportliche Aktivitdt sowie fettreduzierte und
Kohlenhydrat-reiche Kost verringert und damit das Brustkrebsrisiko gesenkt werden (Vachon et
al., 2007). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass bei Personen, die moderater sportlicher
Aktivitat nachgehen, das Brustkrebsrisiko geringer ist als bei Personen, die keiner sportlichen

Aktivitat nachgehen (Pizot et al, 2016).

Das genetische Setting hat ebenso einen Einfluss auf die Entstehung von Brustkrebs. Circa 10%
der Brustkrebsfille sind auf eine genetische Mutation zurilickzufiihren (The Cancer Genome Atlas
Network, 2012). Das durchschnittliche Erkrankungsalter dieser sogenannten Hochrisiko-
Patienten ist 45 Jahre. Dahingegen liegt das mediane Erkrankungsalter bei Nicht-Hochrisiko-

Patienten in Deutschland bei 65 Jahren (Kreienberg et al., 2010).

BRCA1 und BRCA2 sind die wohl bekanntesten Tumorsuppressorgene in der Tumorgenese des

Mammakarzinoms. Sie spielen eine wichtige Rolle in DNA-Reparaturmechanismen. Mutationen



in diesen Genen treten in 50 % aller hereditaren Brustkrebsfdlle auf und werden neben dem
Mammakarzinom auch bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom und weiteren Krebsarten
beobachtet. Das Vererbungsmuster ist autosomal-dominant (Castera et al, 2014; Meindl et al.,
2011; Kreienberg et al., 2010). Als BRCA1-Mutationstrager liegt die Wahrscheinlichkeit bis zu
einem Alter von 80 Jahren am Mammakarzinom zu erkranken bei 72 %, bei BRCA2-
Mutationstragern 69 %. Die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung eines Ovarialkarzinoms liegt bei
BRCA1-Mutationstragern bei 44 %, bei BRCA2-Mutationstragern 17 % (Kuchenbaecker et al.,
2017).

Nichtsdestotrotz sind nicht alle hereditiren Mammakarzinome auf BRCA1 und BRCA2
zurlickzufiihren. Brustkrebs kann auch im Rahmen des seltenen Li-Fraumeni-Syndroms (Mutation
im Tumorsuppressorgen TP53), Cowden-Syndrom (Mutation in PTEN) und Peutz-Jeghers-
Syndrom (Mutation im STK11-Gen) auftreten (Kreienberg et al., 2010). Des Weiteren konnten in
einer Studie von De Jong et al. (2002) andere Polymorphismen in 13 verschiedenen Genen
entdeckt werden, welche die Entstehung des Mammakarzinoms signifikant beglinstigen. Hierzu
zdhlen Polymorphismen in HRAS1, GSTM1, GSTP1, CAP1B1 (Codon 119), CYP2D6, CYP19 und VDR
(de Jong et al., 2002). Meindl et al. (2010) konnten erstmals Mutationen des Gens RAD51C mit

einem erhohten Brustkrebsrisiko in Verbindung bringen.

2.1.2 Klassifikation und Subtypen

Die standardisierten Klassifikationen des Mammakarzinoms beziehen sich auf das Grading,
Staging, den Rezeptor-Status und die Genexpression. Die WHO klassifiziert Brusttumoren anhand
des morphologischen Phanotyps der Histopathologie. Grob kdnnen die Neoplasien in duktale
oder lobuldre Karzinome und invasive und nicht-invasive/in situ Karzinome unterteilt werden.
Nicht-invasive Karzinome wachsen vom Epithelium der duktal-lobuldaren Driisen. Invasive

Karzinome brechen zusatzlich durch die Basalmembran (Kreienberg et al., 2010).

Nicht-invasive Tumoren kénnen in DCIS (ductal carcinoma in situ) und LN (lobuldre Neoplasie)

unterteilt werden. DCIS ist eine prakanzertse Lasion und wird in Mammographie-Screenings



haufig anhand dessen Mikrokalzifikation erkannt. Die Therapie beinhaltet eine BET
(brusterhaltende Therapie) gefolgt von einer Strahlentherapie oder in seltenen Fallen einer
Mastektomie. Die LN stellt eine Subsummierung von atypischer lobuldrer Hyperplasie (ALH) und
lobuldrem Carcinoma in situ (LCIS) dar und kann nach prognostischer und therapeutischer
Relevanz in 3 Subtypen (LN I, 11, Ill) unterteilt werden. Sie wird operativ therapiert. Im Falle eines
LN | oder Il und einem betroffenen Resektionsrand ist ein Follow-up mit oder ohne Gabe von
Tamoxifen indiziert. Bei einem LN Il sollte eine Re-Exzision bei betroffenem Resektionsrand
erfolgen. Invasiv-lobuldre Karzinome machen 10 % aller Mammakarzinome aus, invasiv-duktale
Karzinome 70 - 80 %. Andere seltenere Subtypen sind das medulldare, muzindse, tubulare,

papillare und inflammatorische Mammakarzinom (Kiechle, 2011).

Daruber hinaus kann das Mammakarzinom in finf molekulare Untergruppen eingeteilt werden:
Luminal A, Luminal B/HER2-positiv, Luminal B/HER2-negativ, HER2-positiv/nicht-luminal sowie
das TNBC (KrebsligaSchweiz, 2014) (Tab. 1).

Tab. 1 Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms nach dem St. Gallen Konsensus

Das Mammakarzinom kann anhand des molekularen Status in 5 Subtypen unterschieden werden (Luminal A, Luminal

B/HER2-positiv, Luminal B/HER2-niedrig, HER2-positiv/nicht-luminal, TNBC) (Falck et al., 2016).

Luminal A Luminal B und Luminal B und HER2¢-positiv und TNBC
HER2¢-positiv HER2¢-niedrig nicht-luminal
ER? positiv Positiv und/oder positiv negativ negativ
PR® PR°>20%  PR® positiv PR°<20 % PR® negativ PRP negativ
HER2¢ negativ positiv negativ positiv negativ
Ki-67¢ niedrig Ki-679, unabhidngig  + hohes Ki-67¢ Ki-679, unabhingig Ki-679, unabhingig
der Konzentration der Konzentration der Konzentration
2ER = estrogen receptor ‘HER2 = human epidermal growth factor receptor 2
bPR = progesteron receptor 9Ki-67 = ein Proliferationsmarker



2.1.3 Diagnose und prognostische Faktoren

Ein relevanter Faktor fiir die Prognose von Brustkrebs ist die friihe Detektion. In Deutschland
ubernehmen die Krankenkassen bei Frauen im Alter von 30 bis 49 Jahren und ab 70 Jahren den
manuellen Brust-Scan beim Gynakologen einmal im Jahr. Dieser umfasst eine Inspektion und
Palpation der Brust sowie der assoziierten Lymphknoten. Circa 70 % aller Falle werden durch

manuelle Selbstpalpation der Patienten bemerkt (Kiechle, 2011).

Frauen im Alter zwischen 50 und 69 Jahren werden zusatzlich alle zwei Jahre zum
Mammographie-Screening eingeladen. Die Mammographie ist heutzutage die wichtigste
Screening Methode in der Detektion von Brustkrebs, da diese Untersuchung die Mortalitat der
50 bis 69-jahrigen Brustkrebspatientinnen um 41 % senken konnte (Duffy et al., 2020 ; Kiechle,
2011). Liegt bei einer Patientin eine hereditare Erkrankung in der Familie vor, so sind jahrliche
Mammographie-Screenings indiziert. Das Rontgenbild wird durch die sogenannte BIRADS-
Klassifikation (Breast Imaging Reporting and Data System of the American College of Radiology)
evaluiert. Sollte bei Patienten unter 40 Jahren ein suspekter Befund im manuellen Scan auftreten,
kann dieser mittels Sonographie zunachst weiter beurteilt werden. Die Sonographie hilft dabei,
palpable Knoten in zystisch oder solide einzuteilen und ist aufgrund der absenten
Strahlenbelastung Screening-Methode Nummer eins bei schwangeren Frauen. Sollte nach der

Sonographie weiterhin ein unklarer Befund vorliegen, so ist ein MRT indiziert (Kiechle, 2011).

Mithilfe einer sonographisch oder mammographisch assistierten Biopsie sollte im Vorfeld jeder
Operation eine histopathologische Sicherung des Tumorverdachts erfolgen. Die derzeit
angewendeten Standard-Verfahren sind hierfiir die Vakuum-assistierte Brustbiopsie und die

Stanzbiopsie (Breckwoldt, 2008; Stauber, 2007).

In der Histopathologie werden Tumor-Subtyp, Grading, Lymphknoten- und Rezeptorstatus
bestimmt. Dies sind entscheidende Faktoren, welche die Prognose beeinflussen. Das Staging wird
durch die TNM-Klassifikation der UICC beschrieben. In dieser Klassifikation werden die
Tumorgrofle (=T), die regionalen Lymphknoten (=N) und Fernmetastasen (=M) evaluiert. Der
wichtigste Faktor ist die Zahl der von Tumor befallenen Lymphknoten. Das Grading spiegelt die

Differenzierung der Zelle und ihre Abweichung von einer normalen Zelle wieder (Bdcker, 2012).

10



Der Rezeptorstatus des Mamakarzinoms ist vor allem in Hinblick auf die therapeutische
Vorgehensweise klinisch relevant. Ostrogen-, Progesteron- und HER2-Rezeptoren kénnen
mithilfe einer Hormon- bzw. Antikorpertherapie gezielt beeinflusst werden. Somit sollte der
Rezeptorstatus, wenn maoglich, bereits aus der Stanzbiopsie ermittelt werden. Die Bestimmung
erfolgt immunhistochemisch und soll sowohl den Prozentsatz positiver Tumorzellkerne als auch

die durchschnittliche Farbintensitat angeben (Hammond et al., 2010).

Die Konzentrationen der Biomarker Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator (uPA) und
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) kdnnen mithilfe von ELISAs bestimmt werden. Im
nodal-negativen Brustkrebs sind diese proteolytischen Faktoren prognostische Marker und
haben Einfluss auf das zu favorisierende therapeutische Verfahren (Harbeck et al., 2013).
Zusatzlich kann der Expressionsstatus des Proteins Ki-67 in jedem molekularen Subtyp bestimmt
werden. Da Ki-67 in inaktiven Zellen nicht exprimiert wird, ist er ein etablierter
Proliferationsmarker. Die Relevanz dieses Markers bezogen auf Prognose und Therapie ist jedoch
umstritten und somit in einer leitliniengerechten Therapie nicht zwingend zu bestimmen. Eine
positive Korrelation zwischen hohem Ki-67 und gutem Ansprechen auf Chemotherapie konnte

jedoch belegt werden (Acs et al., 2017; Melcher et al., 2012; Scholzen et al. 2000).

2.2 Triple-negativer Brustkrebs (TNBC)

Der TNBC ist laut der American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists
definiert als Mammakarzinom, welches weder Ostrogen- noch Progesteronrezeptoren (< 1 %
positive invasive Tumor-Nuclei) exprimiert und eine fehlende Uberexpression von HER2 aufweist.
Die Sicherung des negativen HER2-Status kann entweder immunhistochemisch Uber eine
Proteinliberexpression von einem Score 0 und 1+ nachgewiesen werden oder aber bei Score 2+
durch eine Genamplifikation mithilfe einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung oder einer
Chromogenen-in-situ-Hybridisierung (CISH) (Hammond et al., 2010; King et al., 2001).
Histopathologisch kennzeichnend sind bei diesem Tumor eine hohe Mitoserate, ein nukledrer

Polymorphismus und unterschiedliche tubuldre Formationen. Mikroskopisch konnen eine

11



zentrale Nekrose, lymphatische Infiltrate und verschwimmende Grenzen beobachtet werden

(Borri et al., 2020; Colleoni et al., 2002).

Als Risikofaktoren gelten ein junges Alter bei Beginn der Menarche, eine hohe Zahl an Paritaten,
ein junges Alter bei der ersten Schwangerschaft sowie abdominelle Adipositas. Im Gegensatz
dazu werden eine lange Stillzeit und eine hohe Anzahl an gestillten Kindern sowie ein niedriger

BMI mit einem verringerten Risiko in Verbindung gebracht (Millikan et al., 2008).

Obwohl TNBCs nur 15-20 % aller Brustkrebsfalle ausmachen, ist die Erforschung dieses Karzinoms
von besonderem Interesse. Das TNBC ist eine Tumorentitdat mit hoher Aggressivitat und derzeit
nur limitierten Therapieoptionen. Im Vergleich zu Rezeptor-positiven Brustkrebstypen ist die
Ausdehnung des Tumors meist groBer, der histopathologische Status von héherem Grading und
die meisten TNCB-Patienten zeigen bei Diagnose bereits Lymphknotenmetastasen (Haffty et al.,
2006). Insgesamt handelt es sich bei ca. 38 % bereits um ein Karzinom im Spatstadium.
Fernmetastasen liegen bereits in ca. 6,6 % der Falle vor (Scott et al., 2019). Dies verdeutlicht die

Notwendigkeit neuer therapeutischer Verfahren, welche zielgerichtet auf den Tumor wirken.

Besonders die Gruppe von Frauen < 40 Jahre ist haufiger von TNBC (7,7 %) als von anderen
Brustkrebsentitdten (3,8 %) betroffen (Scott et al., 2019). Das mittlere Alter bei Diagnosestellung
eines TNBC liegt bei 54 Jahren und ist demnach signifikant niedriger als bei anderen
Mammakarzinomtypen (Median 65 Jahre) (Bauer et al., 2007). Nur 37 % der TNBC-Patientinnen
sind Uber 50 Jahre alt (versus 55% bei rezeptorpositiven Mammakarzinomen) (Haffty et al.,
2006). Dariber hinaus ist die Prognose schlechter als bei anderen Brustkrebstypen. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate einer TNBC-Patientin liegt bei 77 %, bei Nicht-TNBC-Typen bei 82,7 — 92,5 %.
Familienanamnesen mit zumindest einem Verwandten ersten Grades, der an TNBC erkrankt ist,

sind ebenfalls sehr haufig (Wu et al., 2021).

Die Inzidenz des TNBC ist abhadngig von der ethnischen Zugehorigkeit. In US-amerikanischen
Studien konnte eine hohere Inzidenz von TNBC bei Afro-Amerikanerinnen verglichen zu
Kaukasierinnen, hispanischen Frauen oder Asiatinnen gezeigt werden (Prakash et al., 2020; Tao
et al., 2015). Zudem zeigte sich, dass Afro-Amerikanerinnen mit TNBC bei Diagnosestellung

junger sind, ein hoheres Tumorstadium und eine grofRere Wahrscheinlichkeit fir eine
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Fernmetastasierung aufweisen als Kaukasierinnen (Tao et al., 2015). Diese Faktoren spiegeln sich
auch in der Prognose wider. In einer Studie von Cho et al. (2021) hatten afro-amerikanische
Frauen eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 76,9%. Dahingegen hatten kaukasische Frauen ein
Gesamtiiberleben von 82,9 %. Eine Studie von Sugita et al. (2016) untersuchte die miRNA-
Expression bei TNBC Patientinnen afro-amerikanischer und kaukasischer Herkunft. Hier konnten
signifikante Unterschiede im miRNA-Expressionsmuster zwischen den Ethnizitdten festgestellt

werden.

2.2.1 Molekulare Grundlagen und Subtypen des TNBC

Der triple-negative Brustkrebs bezeichnet keine homogene Gruppe, vielmehr kénnen diverse
Subgruppen mithilfe von Genexpressionsmustern unterschieden werden. In mehreren Studien
zeigten sich in Genexpressionsanalysen mithilfe von Microarrays eine Uberlappung vom TNBC
mit dem basal-like Karzinom (BLBC) und Karzinomen, welche eine Mutation im BRCA1/2
aufweisen (Gonzalez-Angulo et al., 2011; van 't Veer et al., 2002). Obwohl beide in der Literatur
haufig synonym verwendet werden, handelt es sich beim triple-negativen Brustkrebs und dem
basal-like Brustkrebs um zwei verschiedene Entitaten. Zwar zeigen beide einerseits eine hohe
Konkordanz von circa 71 % in mindestens einem basalen Marker (Rakha et al., 2009), andererseits
exprimieren 15 — 45 % der basal-like Tumoren Ostrogen-, Progesteron- oder {iberexprimieren
HER2-Rezeptoren, womit sie nicht als triple-negativ klassifiziert werden konnen (Abb. 1) (Carey

et al., 2010; Rouzier et al., 2005; Sorlie et al., 2001).
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Abb. 1 Uberlappung von BRCA, TNBC und BLBC

Die 3 Entitdten BRCA, TNBC und BLBC zeigen auf molekularer Ebene Uberlappungen (aus Liedtke and Kiesel 2011).
BRCA = Patienten mit BRCA 1 oder 2 Mutationen. TNBC = Triple negative breast cancer. BLBC = Basal like breast

cancer.

Lehmann et al. (2011) identifizierten 6 stabile Subtypen des TNBC durch einen K-Means-
Algorithmus und Konsensus-Clustering in Genexpressionsprofilen: basal-like 1 (BL1), basal-like 2
(BL2), immunomodulatory (IM), mesenchymal (M), mesenchymal stem-like (MSL) und luminal
androgen receptor (LAR) TNBC. Diese Klassifizierung ermdglicht eine standardisierte Anwendung

einer dem Subtyp entsprechenden Therapie (Lehmann et al., 2011).

Die BRCA-Proteine sind normalerweise an der Reparatur doppelstrangiger DNA beteiligt.
Spezifische Mutationen in einem BRCA-Gen fiihren zu einem Funktionsverlust der BRCA-Proteine
und damit wiederum zur Promotion der Tumorgenese. Daher entwickeln Patienten mit BRCA1
oder BRCA2-Mutationen auch disproportional hdufig TNBC. Bei BRCA1-Mutationstragern tritt das
TNBC in 57 % der Falle auf. Bei BRCA2-Tragern ist die Haufigkeit mit 23 % niedriger (Atchley et
al,, 2008). Zudem zeigte eine Studie von Gonzalez-Angulo et al. (2011), dass in einer
unselektierten Kohorte von TNBC-Patientinnen bei 19,5 % eine BRCA-Mutation gefunden werden
konnte (Abb. 1). Interessanterweise zeigten BRCA1/2-Mutationstrager ein ldangeres

krankheitsfreies Uberleben verglichen zu BRCA-freien TNBC-Patienten nach chirurgischer und
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chemotherapeutischer Therapie. Ein signifikanter Unterschied beziiglich des Gesamtiiberlebens

konnte nicht festgestellt werden (Gonzalez-Angulo et al., 2011).

Moderne Studien des ,The Cancer Genome Atlas Research Network” halfen dabei unser
Verstandnis Uber das TNBC Zu verbessern (https://www.cancer.gov/about-
nci/organization/ccg/research/structural-genomics/tcga) ("The Cancer Genome Atlas Program").
Diverse loss-of-function Mutationen wie TP53, RB1 und BRCA1 spielen eine wichtige Rolle in der
Entstehung des TNBC. Auch gain-of-function Mutationen wie beispielsweise die Aktivierung des
PI3K-Weges haben eine pathophysiologische Relevanz in der Tumorgenese des TNBC (Beelen et

al., 2014; Lalloo et al., 2006).

Verschiedene Biomarker werden derzeit erforscht, um die Diagnostik und zielgerichtete Therapie
flr TNBC Patientinnen und Patienten zu verbessern. Hierzu zahlen beispielsweise EGFR (spielt
entscheidende Rolle in Zellproliferation, Angiogenese, Metastasierung und Inhibition der
Apoptose), VEGF (wichtiger Faktor flir Neovaskularisation und Angiogenese), C-KIT (reguliert
Induktion der Apoptose), P53 (reguliert Zellwachstum, Apoptose und Proliferation) und TOP-2A
(Uberexpression verringert Ansprechen auf Anthrazyklin-haltige Chemotherapie). Auch PARP-
Inhibitoren, welche eine wichtige Rolle in der DNA-Reparatur durch Basenexzision, Promotion
der Transkription von proinflammatorischen Genen sowie Zelldysfunktion und Nekrose spielen
sind Gegenstand aktueller Forschung (Song et al., 2020; Bose et al, 2020; Lépez-Mejia et al.,2022;
Li e al., 2019; Eltohamy et al., 2018; Han et al., 2020).

2.2.2 Therapie

Therapie des Rezeptor-positiven Brustkrebses.

Der primare Brustkrebs ist eine systemische Krankheit, welche multimodal therapiert werden
muss. Lokal beinhaltet die Therapie eine Operation und Strahlentherapie, wohingegen die

systemische Therapie Chemotherapeutika, endokrine Therapie und Antikérper beinhaltet.

Die neoadjuvante Chemotherapie ist definiert als Chemotherapie, die vor einer operativen

Intervention stattfindet. Sie ist typischerweise Taxan- sowie Anthrazyklin- basiert und dauert 18-
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24 Wochen. Bei HER2-positiven Tumoren werden zusatzlich Trastuzumab +/- Pertuzumab
eingesetzt. Zwingend erforderlich ist die Durchfiihrung einer neoadjuvanten Chemotherapie bei
inflammatorischen Mammakarzinomen, inoperablen oder sehr fortgeschrittenen Tumoren.
Optional kann sie bei allen Patienten, fiir die eine adjuvante Chemotherapie vorgesehen ist, zur
Tumorverkleinerung angewendet werden, um somit eine Brust-erhaltende Therapie moglich zu
machen. Sollte die gleiche adjuvante Chemotherapie indiziert sein, ware eine neoadjuvante
Therapie zu bevorzugen. Beziiglich Gesamtiberleben sind jedoch die neoadjuvante und

adjuvante Chemotherapie gleichwertig (AGO, 2020; Kaufmann et al., 2007).

Die Operation kann entweder als eine Brust-erhaltende Therapie oder eine modifiziert radikale
Mastektomie durchgefiihrt werden. So lange keine Kontraindikationen vorliegen ist die Brust-
erhaltende Therapie (70 % der Falle) als state of the art anzusehen. Zu den Kontraindikationen
zahlen: Multizentrizitat, inflammatorisches Mammakarzinom, keine Strahlentherapie nach BET
moglich, inkomplette Entfernung des Tumors, kosmetisches Ergebnis nach BET nicht
zufriedenstellend sowie Wunsch der Patientin (Voogd et al., 2001). Bei beiden Operationen
entnimmt der Operateur zusatzlich die axillaren Lymphknoten Level | und Il in einem Paket von
mindestens 10 zusammenhdngenden Knoten. Ein modernerer Ansatz ist die Sentinel-
Lymphonodektomie, wobei der Sentinel-Lymphknoten markiert wird. Falls dieser von
Tumorzellen befallen ist, folgt eine Axilla-Dissektion von Level | und Il. Bei pathologisch
nachgewiesener Tumorfreiheit kdnnen die Lymphknoten in situ belassen werden. Nach einer BET
ist immer eine postoperative Radiotherapie notwendig, um das Risiko eines Lokalrezidivs zu

vermindern (Kiechle, 2011).

Bei den meisten Subtypen des Mammakarzinoms ist eine postoperative, adjuvante
Chemotherapie zwingend erforderlich. Jedoch wird generell bei Indikation einer Chemotherapie
die neoadjuvante Gabe bevorzugt. Ausgenommen werden kénnen hiervon nur Patienten, die an
einem Luminal A-Typ erkrankt sind, keine Lymphknotenmetastasen aufweisen, unter 35 Jahre alt
sind, der Tumor unter 2 cm grol} und als Grade 1 zu klassifizieren ist. Zusatzlich sollte der
Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor positiv sein sowie HER2-negativ (Melcher et al., 2012).

Wenn keine Kontraindikationen vorliegen, sollte ein Anthrazyklin-Taxan-haltiges Schema
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angewendet werden. Ubliche und einander gleichwertige Schemata sind der Tabelle 2 zu

entnehmen (Denduluri et al., 2020).

Tab. 2 Chemotherapie Behandlungsschemata des Mammakarzinoms

Aktuelle Chemotherapie-Behandlungsschemata gemass ASCO Guidelines (Denduluri et al., 2020).

Fluoruracil-Epirubicin-Cyclophosphamid x 3 === Docetaxel x3

Doxorubicin-Cyclophosphamid x 4 = Docetaxel x4

Docetaxel-Doxorubicin-Cyclophosphamid x 6

Doxorubicin-Cyclophosphamid x 4 == Paclitaxel 1x/Woche

Doxorubicin-Cyclophosphamid hochdosiert === Paclitaxel 1x/alle 2 Wochen

Hochdosiert Epirubicin-Cyclophosphamid alle 2 Wochen 4 Zyklen === Paclitaxel alle 2 Wochen 4 Zyklen

Der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2, ErbB) ist eine Rezeptor-
Tyrosinkinase, die zu den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren gehort (EGF-Rezeptoren). 20
- 25 % aller invasiven Mammakarzinome weisen eine Uberexpression dieses Rezeptors auf, der
Uber den RAS-MAP-Kinase-Weg einerseits die Zellproliferation reguliert und andererseits tber
MTOR die Apoptose hemmt (Olayioye, 2001; Slamon et al., 1989). Trastuzumab ist ein humaner
monoklonaler Antikorper, der sich gegen HER2 richtet und damit eine zielgerichtete Therapie des
HER2-positiven Mammakarzinoms darstellt. Er kann zusatzlich zur Chemotherapie oder
nachfolgend eingesetzt werden. Beim fortgeschrittenen, metastasiertem HER2-positiven
Mammakarzinom kann zudem T-DM1 (Trastuzumab-Emtansin) eingesetzt werden (Verma et al.,
2012). Ein positiver HER2-Status liegt bei einem Score 3+ (starke Uberexpression) oder aber bei
einem Score 2+ und positiver FISH/CISH vor (Carlson et al., 2006). Neue Studien zeigen auch eine
Wirksamkeit von antibody drug conjugates bei HER2-low Mammakarzinomen. Eine Therapie mit
Trastuzumab-Deruxtecan geht mit einer Verlangerung des progressionsfreien und

Gesamtliiberlebens im Vergleich zur Chemotherapie einher (Modi et al., 2022).

Sind Ostrogen- (ER) und/oder Progesteronrezeptor (PR) positiv (> 10 % PR-positive Zellkerne),

sollte eine endokrine Therapie eingesetzt werden. Bei einer schwachen ER-Expression von 1-9 %
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sollte zusatzlich eine adjuvante oder neoadjuvante Therapie evaluiert werden (AWMF, 2020). Die
Art des eingesetzten Medikaments richtet sich nach dem pra- oder postmenopausalen Status
sowie dem Rezidivrisiko und der Aggressivitdit des Tumors. Tamoxifen ist ein selektiver
Ostrogenrezeptor-Modulator (SERM). Es dockt an den Ostrogenrezeptor des Tumors an und
besetzt diesen. Damit kann kérpereigenes Ostrogen nicht mehr proliferativ auf die Zellen wirken.
Tamoxifen kann sowohl pra- als auch postmenopausal eingesetzt werden. Durch das Enzym
Aromatase wird Ostrogen vielerorts im Kérper gebildet. Mithilfe eines Aromatasehemmers wie
Anastrozol, Letrozol oder Exemestan kann die Produktion von Ostrogen verhindert werden. Diese
Medikation wird normalerweise postmenopausal angewandt. Ein weiteres Zielmolekil ist das
Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH), welches die Eierstécke zur Produktion von Ostrogen
und Progesteron stimuliert. Das Einsetzen von Analoga signalisiert der Hypophyse einen
negativen Feedback, sodass eine weitere Stimulation der Eierstocke ausbleibt und die Hormone

nicht mehr gebildet werden (AWMF, 2020; KrebsligaSchweiz, 2014).

Therapie des Triple-negativen Brustkrebses. Die Therapie des Rezeptor-positiven Brustkrebses
und der des TNBC unterscheiden sich signifikant. Eine zielgerichtete Therapie, wie die endokrine
Therapie beim Rezeptor-positiven Mammakarzinom, ist fiir den TNBC bislang nur eingeschrankt
vorhanden. In Deutschland richtet sich die Therapie nach den Empfehlungen der S3-Leitlinie und
der AGO-Kommission ,Mamma“. Bei frihem, nicht-metastasierten TNBC sollte eine
vorzugsweise neoadjuvante Anthrazyklin-/ Taxan-haltige Chemotherapie Uber die Dauer von 18-
24 Wochen verabreicht werden. Bei Lymphknotenbefall sollte eine dosisdichte Gabe (alle 14

Tage) etabliert werden (EBCTCG, 2019; AGO, 2020).

Platin-Komplex-haltige Praparate sind Chemotherapeutika, die Briiche in doppelstrangiger DNA
induzieren und vornehmlich fir Tumoren mit BRCA1 und BRCA2 loss of function Phanotyp
eingesetzt werden. Aufgrund der signifikanten Uberschneidungen der Eigenschaften von TNBC
und hereditdrem Brustkrebs wird hdufig von BRCAness gesprochen. Damit ist gemeint, dass
sporadische TNBCs Eigenschaften von BRCA-Tumoren besitzen (Turner et al., 2004). Daher liegt
die Annahme nahe, dass auch das TNBC auf eine platinhaltige Chemotherapie sensibel ist. In
Studien konnte durch eine Erganzung der Antrazyklin-/Taxan-haltigen Chemotherapie mit

Carboplatin eine signifikante Verbesserung der pathologischen Komplettremissionsrate erreicht
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werden. Zudem konnte eine Verbesserung des krankheitsfreien Uberlebens nach 3 Jahren
verzeichnet werden. Auf das Gesamtilberleben hat die Hinzunahme von Carboplatin jedoch

keinen signifikanten Einfluss (Stover et al., 2015; von Minckwitz et al., 2014).

Wenn moglich, sollte nach neoadjuvanter Chemotherapie eine brusterhaltende operative
Therapie mit Sentinel-Lymphknoten-Dissektion angestrebt werden. Die Indikation zur
Mastektomie ist dieselbe wie jene bei Rezeptor-positiven Mammakarzinomen (siehe oben). Liegt
ein erhohtes Rezidivrisiko vor, wie beispielweise bei Persistenz von invasivem Tumorrest in
Mamma oder Axilla nach neoadjuvanter Chemotherapie, kann eine adjuvante Chemotherapie
mit einem nicht kreuzresistenten Chemotherapeutikum (z.B. Capecitabin) evaluiert werden.
Wurde keine neoadjuvante Chemotherapie gegeben, sollte als Adjuvans eine Anthrazyklin-/

Taxan-haltige dosisdichte Chemotherapie erfolgen (AGO, 2020).

Bei Vorliegen eines isoliert lokoregiondren Rezidivs, initial gutem Ansprechen auf eine
Anthrazyklin-/Taxan-haltige Chemotherapie und eines krankheitsfreien Intervalls von > 1 Jahr
kann erneut in kurativer Intention eine Taxan-haltige Chemotherapie und Operation
durchgefiihrt werden. Aufgrund der Kardiotoxizitdt sollte auf die Anthrazyklin-Komponente
verzichtet werden. Sind diese Voraussetzungen nicht erfiillt, sollte eine nicht kreuzresistente

Chemotherapie gewahlt werden (AGO, 2020).

Bei metastasiertem TNBC kann derzeit nicht in kurativer Absicht therapiert werden. Wurde der
Patient im Vorfeld nicht mit einer Anthrazyklin-/Taxan-haltigen Chemotherapie therapiert oder
zeigte sich bei letzter Anwendung ein gutes Therapieansprechen, so ist eine erneute Taxan-
haltige Chemotherapie, vorzugsweise nab-Paclitaxel, indiziert. Bei hohem Remissionsdruck
(=drohendem Organausfall) ist eine Kombination von nab-Paclitaxel mit Bevacizumab (= Anti-
VEGF-Antikorper) und/oder Carboplatin in Erwdgung zu ziehen. Bei Progression nach neo-
/adjuvanter Therapie vor < 12 Monaten sollte eine Kombinationstherapie von nab-Paclitaxel und
einem Platinsalz (Carboplatin, Cisplatin) erfolgen. Gibt es Kontraindikationen einer
Kombinationstherapie, sollte eine Monotherapie mit Carboplatin, Vinorelbin, Capecitabin oder

Eribulin evaluiert werden (AGO, 2020; Petrelli et al., 2014; Untch et al., 2016).

19



Bei metastasiertem TNBC konnten eine signifikante Verbesserung des progressionsfreien und des
Gesamtliberlebens nach Therapie mit einer Kombination von nab-Paclitaxel mit dem PDL-1-
Inhibitor Atezolizumab zeigen. Die Wirkung von Atezolizumab ist allerdings abhangig vom PDL-1-
Status der Immunzellen, sodass dieser vorhergehend bestimmt werden muss. Bislang stellt diese
Therapie zwar eine vielversprechende Option dar, ist aber derzeit noch nicht in Deutschland

zugelassen (Schmid et al., 2020).

PARP-Inhibitoren sind eine vielversprechende Therapieoption bei TNBC mit hereditarem
Hintergrund. Olaparib ist seit April 2019 in der Therapie von HER2-negativen Tumoren mit
BRCA1/2-Mutation zugelassen. Die AGO 2020 empfiehlt als second-line Therapie bei HER2-
negativen Tumoren mit BRCA1/2-Mutation und erfolgter Anthrazyklin-/ Taxan-haltigen
Chemotherapie die Monotherapie mit Olaparib (AGO, 2020).

2.3 miRNAs

In den 90er Jahren wurde eine neue Klasse von RNAs entdeckt, welche die Genregulation
beeinflussen. Die sogenannten micro-RNAs, miRNAs sind kleine, nicht-kodierende,
einzelstrangige RNAs, die aus 18 bis 24 Nukleotiden bestehen. Sie entstehen aus langeren
Vorlaufer-RNAs und ihre Funktion beinhaltet die post-transkriptionelle Regulation der

Genexpression sowie das Gen-Silencing (Weinberg, 2014).

Die erste miRNA, lin-4, wurde in Caenorhabditis elegans, einem Fadenwurm, im Jahr 1993
gefunden. Lee et al. (1993) konnten auf molekularer Ebene die Funktion von miRNAs in der
Regulation der Genexpression beweisen, indem lin-4 an der 3’UTR der Ziel-mRNA andockt und
damit eine Reduktion der LIN-14 Proteinproduktion bewirkt. Seitdem sind miRNAs in den Fokus
der Forschung getreten, sodass inzwischen iber 2600 mature miRNAs im Menschen entdeckt
werden konnten (Plotnikova et al., 2019). Diese Vielfalt an miRNAs wird inklusive deren
genetischer Sequenz in einer Datenbank, miRBase (www.mirbase.org), gesammelt und steht der
allgemeinen Forschung zur Verfligung. Bei den meisten dieser 2600 miRNAs ist die Funktion

jedoch noch nicht bekannt und somit Teil einer Vielzahl an Forschungsprojekten (Griffiths-Jones
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et al., 2006). Das enorme wissenschaftliche Potential der miRNAs spiegelt sich darin wider, dass
eine miRNA im Stande ist mehrere hundert mRNAs zu regulieren und ein Gen von multiplen
miRNAs kontrolliert werden kann. In 60 % aller humanen Protein-kodierenden Genen kdnnen

miRNA-Bindungsstellen gefunden werden (Di Leva et al., 2014; Friedman et al., 2009).

Im Vergleich mit mRNAs weisen miRNAs einige Vorteile auf. miRNAs haben eine grofRere Stabilitat
gegeniiber dem Abbau durch RNAsen. Zudem koénnen sie auf einfache Weise aus FFPE,
gefrorenem Gewebe oder Blut mit niedriger Degradationsrate extrahiert werden. Damit sind

ideale Bedingungen fiir experimentelle oder diagnostische Analysen gegeben.

2.3.1 Biogenese der miRNAs

Vorlaufer-miRNAs sind an unterschiedlichen Orten des Genoms vorzufinden, am haufigsten
jedoch in den intergenic regions sowie den Introns Protein-kodierender Gene. Die Biogenese der
miRNAs ist ein multimodaler Prozess. Ist die Vorlaufer-miRNA in einer intergenic region
lokalisiert, beginnt die Biogenese mit der Transkription der sogenannten pri-miRNAs durch die
RNA-Polymerase Il im Nukleus. Die RNAse Il Endonuklease Drosha sowie DGCRS, ein doppel-
strangiges RNA-bindendes Protein, spalten das Produkt auf. Dieser, auch als Mikroprozessor
bezeichnete Komplex, zerschneidet die Stem-Loop-Struktur der pri-miRNA und setzt eine aus 60-
70 Nukleotiden bestehende precursor (pre-) miRNA in einer Haarnadelstruktur frei. Befindet sich
die Lokalisation der miRNA in einem Intron, wird diese als Teil der pre-mRNA durch die
Polymerase Il transkribiert. Die miRNA-Sequenz wird von der pre-mRNA mithilfe von Spleilfomen
oder dem Mikroprozessor als pre-miRNA freigesetzt. Die pre-miRNA wird durch Exportin-5 ins
Zytoplasma exportiert. Eine weitere Endonuklease, Dicer, schneidet die pre-miRNA in Nukleotid-
Duplexe mit der Hilfe von TRBP, ein RNA-Bindeprotein (Beezhold et al., 2010; Calin et al., 2006;
O'Day et al., 2010; Ying et al., 2008). Im nachsten Schritt wird der miRNA-Duplex in einen
Silencing-Komplex namens RISC aufgeladen, welcher aus TRBP, Dicer und Argonaute 2 besteht.
Mithilfe von HSP90, HSC70 und einer Helikase wird der miRNA-Duplex entwunden. Der pre-RISC
wird in einen maturen RISC umgewandelt und die mature miRNA freigesetzt. Durch die Bindung

des maturen RISC-Komplexes an der 3’"UTR (= untranslated region) des Zielgens der mRNA kommt
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es zu einer Inhibition des Ribosoms, was wiederum zu einem Silencing und einer verminderten
Expression des Proteins fihrt (Abb. 2) (Winter et al., 2011; Ying et al., 2008). Findet bei der
Bindung einer miRNA an ihre mRNA ein incomplete pairing (=partielle Komplementaritat) der
Basenpaare statt, flhrt dies zu einer Translationshemmung. Bei einem perfect match (= perfekte
Basenpaarung) wird eine Degradation der Ziel-mRNA initiiert. Eine Translokation der Ziel-mRNA
durch den miRNA-RISC-Komplex in sogenannte P-Bodies flihrt zum Abbau der mRNA. Dadurch

regulieren miRNAs die Genexpression negativ (McDaneld, 2009).
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Abb. 2 miRNA Biogenese

Die Biogenese der miRNAs beginnt im Nukleus mit der Transkription der pri-miRNAS durch die Polymerase Il im
Nukleus. Durch die RNAse Il Endonuklease Drosha und DGCR8 wird die pre-miRNA aus der pri-miRNA freigesetzt. Es

folgt ein Export in das Zytoplasma. DICER schneidet die pre-miRNA in 22 Nukleotid-Duplexe. Das Duplex wird in den
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Silencing-Komplex pre-RISC aufgenommen, wo die Doppelhelix entwunden wird. Die pre-RISC wird in die mature

RISC umgewandelt und die reife miRNA freigesetzt (Abbildung aus Ameres & Zamore, 2013).

2.3.2 miRNAs in Karzinomen

Ein Grund fir das groRe wissenschaftliche Interesse an miRNAs ist, dass sie durch Ihre Vielzahl an
Funktionen auch an pathophysiologischen Prozessen, wie der Karzinogenese, beteiligt sind.
miRNAs kdnnen in OncomiRs sowie Tumorsuppressor-miRs unterteilt werden. OncomiRs sind bei
der Karzinogenese meist hochreguliert. Sie entfalten ihr onkogenes Potential, indem sie
Tumorsuppressorgene ansteuern. Durch Degradation der mRNA des Tumorsuppressors findet
eine Induktion der Tumorgenese statt. Auf der anderen Seite ist die Expression von Onkogenen
durch eine Herunterregulation von Tumorsuppressor-miRs weniger gehemmt, was zu einer
Promotion der Karzinomentwicklung fiilhren kann (Voorhoeve, 2010). In Brustkrebszellen wurde
beispielsweise eine verminderte Expression der miRNA let-7 beobachtet. Diese miRNA
unterdriickt normalerweise durch tumorsuppressive Eigenschaften den onkogenen Effekt von
KRAS, CCND1, CK6 und MYC. Durch diese Minderexpression hat let-7 Einfluss auf die
Entdifferenzierung der Zellen (Takahashi et al., 2015).

Bezlglich der Lokalisation der miRNA-Sequenzen auf der DNA berichteten Calin et al. (2004)
erstmalig, dass 50 % der miRNAs auf krebssuspekten Loci oder fragile sites vorzufinden sind.

Weiteres miRNA-Mapping bestatigte diese Annahme (Lagana et al., 2010).

miRNAs haben einen Einfluss in jedem Schritt der Tumorgenese, Progression und
Metastasierung. Dementsprechend kann eine Dysregulation von miRNAs sowohl im Zellzyklus,
der Apoptose, Angiogenese sowie Invasion beobachtet werden (lzumiya et al., 2011). Zu jedem
Tumor gehort eine spezifische miRNA-Signatur, das miRNome. Es macht eine Qualifizierung der
Tumorentitdt bezliglich der Malignitat und klinikpathologischen Faktoren wie Progression,
Prognose und Therapieansprechen moglich (Calin et al., 2006). Anhand der unterschiedlichen
Expressionsmuster im miRNA-Profil kann der Ursprung der malignen Zellen detektiert werden

(Lu et al., 2005; Rosenfeld et al., 2008; Volinia et al., 2006).
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Lu et al. (2005) bewiesen einen globalen Verlust der miRNA-Expression in Krebszellen im
Vergleich zu normalem Gewebe. Schlecht differenzierte Tumoren wiesen hierbei signifikant
niedrigere miRNA-Niveaus auf als gut differenzierte Tumoren. Diese niedrigen miRNA-Niveaus
resultieren aus einem genetischen Verlust, epigenetischem Silencing, Defekte im Biogenese-
Pathway oder aus transkriptionaler Repression (Chang et al.,, 2008). Neben miRNA-
Expressionsveranderungen wurden zudem Verdanderungen eines weiteren Proteins der miRNA-
Achse beobachtet. Sowohl DICER zeigte in verschiedenen Tumoren reduzierte
Expressionsniveaus, als auch TARBP2, ein DICER stabilisierendes Protein, welches beim
kolorektalen sowie Magenkarzinom frame-shift Mutationen aufweist (Smolarz et al., 2022;

Karube et al., 2005; Melo et al., 2009).

2.4 Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA), uPA-Rezeptor (uPAR) und Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1)

Seit den spaten 1980er Jahren ist eine Korrelation zwischen hohen uPA- (Urokinase-Plasminogen-
Aktivator) und PAI-1-Konzentrationen (Plasminogen Aktivator-Inhibitor) und einer schlechteren
Uberlebensrate in nodal-negativen Brustkrebspatienten bekannt (Duffy et al., 1988; Janicke et
al., 1985). Beide Marker sind dabei Teil einer proteolytischen Kaskade, die wesentlich Einfluss auf
die Entstehung und den Progress eines Tumors hat. uPA ist eine Serin-Protease, welche speziell
auf das Proenzym Plasminogen wirkt und dieses in die aktive Serin-Protease Plasmin umwandelt
(Dano et al., 2005; Duffy et al., 2004; Schmitt et al., 2010). Durch Degradation von Proteinen der
Extrazelluldarmatrix setzt Plasmin Wachstumsfaktoren wie den fibroblast growth factor 2,
tranforming growth factor-beta und hepatocyte growth factor frei. Diese Wachstumsfaktoren
binden an ihre jeweiligen Rezeptoren und flihren schlieRlich zu Zellproliferation, Migration,
Invasion und Metastasierung. Zudem werden spezifische Metalloproteasen durch Plasmin
freigesetzt, die ebenfalls eine Degradation der ECM bedingen kénnen. Damit spielt uPA eine
entscheidende Rolle in der Tumorgenese und im Tumorprogress des Brustkrebses (Duffy et al.,

2014; Yadav, 2015; Deryugina et al., 2012; Duffy et al., 2014).
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Daneben gibt es einen weiteren, direkten Weg, durch den uPA Einfluss auf die Tumorgenese des
Mammakarzinoms haben kann. uPA bindet an seinen Rezeptor uPAR, der auf der Zellmembran
sitzt und zur Weitergabe des Signals an die Zelle unterschiedliche Faktoren wie EGFR und weitere
Signalwege nutzt. Das ausgeldste Signal wiederum setzt potenziell onkogene Kaskaden wie MAPK
und Jak-Stat in Bewegung (D'Alessio et al., 2009; Schmitt et al., 2010). In verschiedenen Studien
konnte in Mausmodellen gezeigt werden, dass eine Reduzierung von uPA eine Verminderung der
Metastasierungsrate beim Mammakarzinom bewirkt. Hohe uPA-Konzentrationen gingen
hingegen mit einem hoheren Risiko einer Metastasierung sowie einem kirzeren

progressionsfreien Uberleben einher (Banys-Paluchowski et al., 2019).

uPAR hingegen interagiert einerseits mit einer Reihe von Integrinen und dem ECM-Protein
Vitronektin und vermittelt dadurch Zelladhasion und Migration (Lv et al., 2021; Reuning et al.,
2003). Andererseits stimuliert er die Zellproliferation durch Bildung eines Komplexes mit dem
avB3-Integrin und dem epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR, ErbB1 oder HER1) (Eden
etal., 2018). In einer Studie von Harel et al. (2019) konnte zudem mithilfe von Anti-uPAR antibody
drug conjugates eine Tumorregression im TNBC-Mausmodell erreicht werden, wodurch deutlich

wird, dass uPAR ein interessantes Ziel einer zielgerichteten Therapie darstellt.

Eine natirliche Limitation der Aktivitat von uPA ist durch die beiden Protease-Inhibitoren PAI-1
und PAI-2 gegeben. Diese binden an den uPA-uPAR-Komplex und es wird die Endozytose
eingeleitet (Dupont et al., 2009). Betrachtet man die natiirliche Funktion von PAI-1, so wiirde
man erwarten, dass PAI-1 im Tumor einen Gegenspieler zu uPA darstellt. Studien zeigten jedoch,
dass eine hohe Expression von PAI-1 mit einer Progression des Tumors korreliert. Dies hangt u.a.
mit der Angiogenese fordernden Wirkung von PAI-1 zusammen. So zeigten PAI-1-Inhibitoren eine
Blockierung der Angiogenese und des Tumorwachstums (Masuda et al., 2013). Ein weiterer, die
Tumorgenese fordernder Faktor von PAI-1, ist die anti-apoptotische Wirkung. Fang et al. (2012)
konnten zeigen, dass PAI-1 die Apoptose von endothelialen Zellen im Tumor verhindert und
damit das Wachstum beglinstigt. Somit sind sowohl uPA als auch PAI-1 prognostische Marker,
bei denen die Uberexpression mit einer signifikant schlechteren Uberlebensrate der Patienten
einhergeht (Singer et al, 2019; Harbeck et al., 2000; Janicke et al., 1990). AulRerdem sind uPA und

PAI-1 nicht nur prognostisch, sondern auch pradiktiv von Bedeutung und damit klinisch von
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groRer Relevanz. Harbeck et al. (2002) konnten darlegen, dass Patientinnen mit hohem uPA/PAI-
1-Expressionsniveau eine Hochrisikogruppe darstellten und ein besseres Ansprechen auf
adjuvante endokrine Therapie, vor allem aber auf adjuvante Chemotherapie hatten und von
dieser wesentlich beziiglich Gesamt- und krankheitsfreies Uberleben profitierten. Beim
metastasierten primaren Mammakarzinom korrelieren hohe uPA/PAI-1-Spiegel mit einem
schlechten Ansprechen auf eine palliative Chemotherapie (Foekens et al., 1995). Im friihen
Stadium ist aufgrund der hohen Proliferationsrate ein gutes Ansprechen auf die adjuvante
Chemotherapie zu erwarten. Im spdten, metastasierten Stadium ist die Erkrankung jedoch schon
so weit fortgeschritten, dass von einem schlechten Therapieansprechen der palliativen
Chemotherapie auszugehen ist (Harbeck et al., 2004). Daher wird sowohl von der American
Society of Clinical Oncology (Harris et al., 2016) als auch von der deutschen Arbeitsgemeinschaft
gyndkologische Onkologie (AGO) (Liedtke et al., 2017) die Empfehlung herausgegeben, uPA und

PAI-1 beim frihen invasiven Mammakarzinom zu testen.

Beim TNBC sind uPA und PAI-1 derzeit nicht als prognostische oder pradiktive Marker etabliert.
Diverse Studien zeigten, dass ER- und PR-negative Mammakarzinome ungeachtet des HER2-
Status mit einer erh6hten Expression von uPA, PAI-1 und uPAR einhergehen (Bouchet et al., 1999;
de Witte et al., 2001; Grgndahl-Hansen et al., 1995; Janicke et al., 1991; Janicke et al., 1990).
Auch im TNBC konnte eine Uberexpression von uPA und uPAR festgestellt werden (Duffy et al.,
2012; Foekens et al., 2000). Eine Studie von Huber et al. (2016) zeigte, dass Interaktionen von
UuPAR mit uPA und IGF1R (Insulin-like growth factor 1 receptor) die Tumorgenese im TNBC fordern
und damit einhergehend deren Knockdown zu einer Verminderung der Zelllebensfahigkeit,

-migration und -invasion fiihrt.

2.5 miR-7, miR-16, miR-27a

Neueste Erkenntnisse lassen vermuten, dass die uPA-, PAI-1- und uPAR-Expression bereits auf
der Genebene durch Interaktion von auf deren mRNAs ausgerichteten miRNAs moduliert werden
kann. Somit stellen nicht nur uPA, PAI-1 und uPAR mRNA- bzw. Proteinexpression, sondern auch

die sie regulierenden miRNAs potentiell neue prognostische sowie pradiktive Faktoren beim
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TNBC dar. Ziel dieses Forschungsprojekts war das miRNA-uPA-Rezeptor System auf neue
Krebsbiomarker fiir die Beschreibung des klinischen Verlaufs der TNBC-Erkrankung sowie das

Ansprechen auf Krebstherapeutika zu untersuchen.

Zunachst wurde durch data mining festgestellt, welche miRNAs mit mRNA von uPA, uPAR bzw.
PAI-1 interagieren. AnschlieRend wurde in der wissenschaftlichen Literatur (MedLine) der
pathophysiologische Zustand recherchiert (www.microRNA.org), bei welchem diese miRNAs von
klinischer Relevanz sind. Die klinische Relevanz der selektierten miRNAs wurde durch Nutzung
der BreastMark-Datenbank evaluiert (http://glados.ucd.ie/BreastMark/) und es wurden jene
miRNAs identifiziert, die beim TNBC bzw. Ovarialkarzinom (Gegenstand der Forschung einer

zweiten Arbeitsgruppe) hoch- bzw. herunterreguliert sind.

Eine Reihe dieser ausgewahlten miRNAs wurde in umfangreichen in silico-Analysen (M. Schmitt,
M. Aubele und R. Napieralski, unveroffentlicht) weiter untersucht. Unter diesen so identifizierten
miRNAs befinden sich einige miRNAs, darunter miR-7, miR-16 und miR-27a, die zusatzlich
moglicherweise die mRNAs von Plasmin(ogen) sowie von pro-uPA-Aktivatoren (miR-7: Hepsin;
miR-16: TMPRSS4; miR-27a: Matriptase, TMPRSS4) als Zielstrukturen erkennen. Basierend auf
den beschriebenen Vorarbeiten und publizierten Hinweisen zur Relevanz beim Brustkrebs (siehe

folgende Abschnitte) wurden diese drei miRNAs flir weitere Analysen ausgewahlt.

miR-7, eine aus 23 Nukleotiden bestehende miRNA, wurde erstmals 2001 identifiziert. Drei
verschiedene Gen-Loci kodieren fir miR-7: 921, 15926, 19g13. Die daraus resultierenden drei
Vorlaufer-miRs pri-miR-7-1, pri-miR-7-2, und pri-miR-7-3 kdnnen in dieselbe mature miRNA-
Sequenz umgewandelt werden (Kalinowski et al., 2014; Lagos-Quintana et al., 2001). Die mature
miR-7 wird in einen RISC-Komplex aufgenommen, welcher die Ziel-mRNA durch inkomplette
Basenpaarung mit der miRNA erkennt und anschlieBend eine Inhibition oder Destabilisierung der
mRNA induziert (Li et al., 2014; Pichler et al., 2015). miR-7 hat im menschlichen Koérper
verschiedene Funktionen. Sie reguliert mehrere grundlegende Prozesse, darunter Proliferation,
Differenzierung, Apoptose und Migration (Yan et al., 2014). Neuere Erkenntnisse zeigen zudem,
dass miR-7 tumorsuppressiv wirkt. Es zeigt sich einen Zusammenhang zwischen miR-7 und dem
Wachstum, der Migration und Invasion bei einer Vielzahl von Karzinomen, unter anderem auch

im Brustkrebs (Liu et al., 2014; Ma et al., 2014; Marzioni et al., 2014; Meza-Sosa et al., 2014).
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Zwei entscheidende Proteine der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) und damit auch der
Entstehung und Metastasierung von Krebs, sind E-Cadherin und Vimentin. Die Funktion von E-
Cadherin liegt unter anderem in der Stabilisierung der Zelladhdsion von Epithelzellen,
wohingegen Vimentin bei der Zellmigration eine koordinierende Rolle spielt und eine
Uberexpression in verschiedenen Krebszellen beobachtet werden kann (Battaglia et al., 2018;
Satelli et al., 2011). In von Li et al. (2020) konnte gezeigt werden, dass miR-7 im Brustkrebs das
endothelial cell-selective adhesion molecule (ESAM) inhibiert, damit die E-Cadherin-Expression
fordert, die Vimentin-Expression reduziert und hierdurch wiederum Tumorwachstum und

Metastasierung im Brustkrebs inhibiert.

Des Weiteren konnte eine Herunterregulation von miR-7 im metastasierenden
Brustkrebsgewebe im Gegensatz zu normalem Brustgewebe festgestellt werden. Eine erhdhte
Expression von miR-7 ging mit einer Inhibition des Wachstums und der Invasivitdt von
Brustkrebszellen einher. Somit ist miR-7 ein vielversprechendes Ziel flir eine zielgerichtete
onkologische Therapie (Kong et al., 2012). PAK1 (P21 aktivierte Kinase 1) wird in verschiedenen
humanen Krebsgeweben exprimiert und beeinflusst die Mitose von Tumorzellen, Regeneration
des Zytoskeletts sowie Zellmigration und Apoptose (Radu et al., 2014). Indem miR-7 an die 3'-
UTR von PAK1 bindet, inhibiert sie die Expression von PAK1, was wiederum in einer verminderten
Aktivitat und damit einhergehend in einer Inhibition des Brustkrebszellwachstums resultiert
(Reddy et al., 2008). Ebenfalls das Brustkrebszellwachstum vermindernd ist der negative Einfluss
von miR-7 auf die EGFR-Expression und den Proteinkinase-B-Signaltransduktionsweg (Webster
et al.,, 2009). miR-7 inhibiert die Invasion und Metastasierung von Brustkrebszellen unter
anderem, indem es FAK (focal adhesion kinase), einen die Zellproliferation beeinflussenden
Faktor, negativ reguliert. Erhohte FAK-Expressions-Niveaus sind dementsprechend in
metastasierenden Mammakarzinomen mit schlechter Prognose vorzufinden (Jia et al., 2014;
Kong et al., 2012; Webster et al., 2009). Die miR-7-Expression korreliert somit negativ zu
Brustkrebszellwachstum, -invasion und -metastasierung. Zudem wurde miR-7 in einer Studie von
Foekens et al. (2008) als eine von vier miRNAs identifiziert, die mit dem metastasenfreien

Uberleben von Nodal-negativen, Ostrogenrezeptor-positiven Patientinnen assoziiert ist.
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miR-16 ist eine der ersten miRNAs, bei der eine Rolle in der Karzinogenese, Proliferation und
Metastasierung nachgewiesen werden konnte. Sie liegt auf dem Chromosom 13p14 und inhibiert
die Expression der Onkogene BCL2 (B Cell Lymphoma 2) und MCL1 (Myeloid Cel Leukaemia 1).
Damit ist miR-16 eine Tumorsuppressor-miR (Xue et al., 2014). Zusatzlich hemmt miR-16 in
normalem Gewebe die Aktivitat von CCND1 und WNT3A mRNA und nimmt so durch indirekten
Zellzyklusarrest in der G1-Phase Einfluss auf Zellproliferation, -invasion und —liberleben. Durch
die Herunterregulation von miR-16 im kranken Gewebe kommt es zu einer verringerten
Hemmung von CCND1 und WNT3A mRNA, was wiederum die Karzinogenese fordert (Bonci et al.,
2008). Liang et al. (2015) bewiesen in ihrer Studie zudem eine Assoziation von miR-16 zum FEAT
Onkogen (faint expression in normal tissues, aberrant overexpression in tumors), welches einen
wesentlichen Einfluss in der Tumorgenese durch Suppression der Apoptose hat. Es zeigte sich,
dass miR-16 FEAT supprimieren und damit die Apoptose von Krebszellen fordern konnte (Liang
et al., 2015). AuBerdem hat mir-16 durch Cyclin E1 (CCNE1) Einfluss auf den Zellzyklus. CCNE1
reguliert die Uberleitung einer Zelle von der G1 in die S-Phase. Durch post-transkriptionelle
Herunterregulation von CCNE1 fihrt miR-16 einen Zellzyklusarrest in der GO/G1-Phase herbei

und bewirkt somit eine Suppression der Zellproliferation (Wang et al., 2009).

miR-27a ist eine 22 Nukleotid-lange miRNA, die auf dem Gen-Locus 19p13.13 kodiert ist. Neuere
Studien zeigten, dass miR-27a eine Rolle in der Tumorgenese von Malignomen der Nieren, Brust,
Magen und Cervix spielt (Gottardo et al., 2007; Z. Liu et al., 2014; Mertens-Talcott et al., 2007;
Wang et al., 2009). Bekannt ist, dass der Wnt/R-Catenin Signalweg mit der Proliferation und
Migration von Brustkrebs assoziiert ist. miR-27a begiinstigt die Proliferation wiederum durch
Steuerung von SFPR1 via dem Wnt/R-Catenin Signalweg (Kong et al., 2017). AuRerdem zeigten
Chen et al. (2020), dass miR-27a GSK-3R herunterreguliert, was wiederum Wnt/B-Catenin-
assoziierte, proliferative Faktoren aktiviert und damit Zellproliferation und -invasion fordert. Die
Proteine Sp1, Sp3 und Sp4 werden in Karzinomen, ebenfalls in Brustkrebszellen, Gberexprimiert
und fordern die Angiogenese und Proliferation der Tumorzellen. ZBTB10 ist ein Suppressor der
Sp-Proteine und wird wiederum von miR-27a gesteuert. Mertens-Talcott et al. (2007) fiihrten
eine Transfektion von antisense miR-27a (as-miR-27a) in MDA-MB-231 Brustkrebszellen durch.

Hieraus resultierte eine Uberexpression von ZBTB10 mRNA und eine verminderte Expression von
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Sp1, Sp3 und Sp4 auf mRNA und Protein-Niveaus. Eine Uberexpression von miR-27a und ZBTB10
flhren zu einer kleineren Zahl an Krebszellen in der S-Phase des Zellzyklus und zu einer erhéhten
Zahl an Zellen in der GO-G1- Phase (durch ZBTB10) und G2-M-Phase (durch miR-27a). Damit ist
das onkogene Verhalten von miR-27a unter anderem auf einer Suppression von ZBTB10
zuriickzufiihren (Tang et al., 2012; Mertens-Talcott et al., 2007). In einer Studie von Ren et al.
(2015) konnte eine Uberexpression von miR-27a in TNBC Krebszelllinien MDA-MB-435 und MD-
MB-231im Vergleich zu der epithelialen Brustzelllinie MCF10A festgestellt werden. Des Weiteren
wurde beobachtet, dass eine Uberexpression von miR-27a eine Herunterregulation von CDC27
hervorruft, was wiederum eine Reduktion der Radiosensitivitdt der Zellen herbeifiihrt (Ren et al.,
2015). Eine Meta-Analyse verschiedener Studien beziiglich der prognostischen Relevanz von
verschiedenen miRNAs beim TNBC ergab, dass eine erhohte miR-27a/b Expression mit einem
kiirzeren Gesamtliberleben assoziiert ist (Lii et al., 2017). Zudem scheinen miR-27a wie auch miR-
16 die Sensitivitat gegentiber Chemotherapeutika wie Cisplatin oder Paclitaxel zu modulieren

(Teoh et al., 2017).
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3. Ziel der Studie

Die personalisierte Brustkrebsmedizin verfolgt die Idee, eine auf den Patienten
maligeschneiderte und auf die molekularen Eigenschaften des Tumors zielgerichtete Therapie
anbieten zu kénnen. Der triple-negative Brustkrebs (TNBC) stellt eine aggressive Krankheit dar,
die haufig jlingere Patientinnen betrifft und sich durch Invasivitat und schnelle Metastasierung
auszeichnet. Bislang besteht flir diese Entitat, im Gegensatz zu weiteren Mammakarzinom-
Subtypen, keine individualisierte und zielgerichtete Therapie und geht fiir betroffene
Patientinnen mit einer ungiinstigen Prognose einher. Daher ist es notwendig, neue prognostische
und pradiktive Biomarker zu finden, um die Aggressivitat des Tumors und den Nutzen des
Einsatzes einer gewissen Therapie abschatzen zu kénnen. Verschiedene Faktoren des uPA-
Systems werden als Krebsbiomarker mit prognostischer Relevanz bereits seit einigen Jahren in

der therapeutischen Evaluation des nodal-negativen Mammakarzinoms verwendet.

miRNAs spielen durch Herunterregulation von Tumorsuppressoren und Uberexprimierung von
Onkogenen eine entscheidende Rolle in der Entstehung, Progression und Metastasierung von
Tumoren. Die Arbeitshypothese unserer Forschungsgruppe bestand darin, dass die uPA-, PAI-1-
und uPAR-Expression bereits auf der Genebene durch Interaktion von auf deren mRNAs
ausgerichteten miRNAs moduliert werden kann. Dadurch eignen sich nicht nur uPA, PAI-1 und
uPAR mRNA- bzw. Proteinexpression, sondern auch die sie regulierenden miRNAs potentiell als
neue prognostische sowie pradiktive Faktoren beim TNBC. Somit war es Ziel dieses Projekts, das
mMiRNA-uPA-Rezeptor-System auf neue Krebsbiomarker flir die Beschreibung des klinischen

Verlaufs der TNBC-Erkrankung sowie das Ansprechen auf Krebstherapeutika zu untersuchen.
Die spezifischen Forschungsziele umfassten:

1. Die Etablierung von gPCR-Assays flir miR-7, miR-16 und miR-27a und Durchfihrung von
guantitativen Analysen

2. Korrelation der miRNA-Expressionsdaten mit klinikopathologischen Faktoren

3. Evaluation der prognostischen Relevanz und Korrelation der miRNA-Expressionsdaten mit

dem Ansprechen auf Chemotherapie
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4. Korrelation der miRNA-Expression (Immunhistochemie an Tissue-Microarrays durch

Vorarbeiten) mit uPA und PAI-1 Protein-Expressionswerten

Sollte sich eine miRNA als signifikant prognostischer oder pradiktiver Biomarker darstellen, so
kann - nach Validierung in groBeren, unabhangigen Kollektiven - einerseits die Aggressivitat des
Tumors besser eingeschdtzt werden und andererseits kann so durch Einteilung in Hoch- und
Niedrigrisiko-TNBC-Patienten eine Evaluation stattfinden, ob eine adjuvante Chemotherapie
empfehlenswert und aussichtsreich ist. In einem weiteren Schritt kénnte eine solche miRNA
zielgerichtet abgeschaltet oder hochreguliert werden und bei Erfolg das Ziel einer zielgerichteten

Therapie darstellen.
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4. Material und Methoden
4.1 Patientenkollektiv

Das verwendete Patientenkollektiv umfasst 97 Frauen mit diagnostiziertem, triple-negativem
Brustkrebs. Einschlusskriterien waren neben der histopathologisch gesicherten Diagnose TNBC,
die Erhebung von Follow-up Daten, die Verfligbarkeit des Tumorgewebes sowie eine
Einverstandniserklarung der Patientinnen. Keine der eingeschlossenen Patientinnen erhielt eine
neoadjuvante Chemotherapie, 67 eine adjuvante Therapie. Sie wiesen ein durchschnittliches
Alter von 59,53 Jahren auf, wobei die jiingste Patientin bei Exzision des Tumors 30 Jahre alt war,

die dlteste hingegen 96 Jahre alt.

Das Tumorgewebe stammt aus der Brustkrebsgewebebank der Frauenklinik des Klinikums rechts
der Isar und wurde zwischen 1988 und 2010 unter Bewilligung der Ethikkommission des
Klinikums rechts der Isar gesammelt. Die mittlere Follow-up Zeit betragt 98,06 Monate (Minimum
0 Monate, Maximum 286 Monate) fiir das Gesamtlberleben sowie 87,14 Monate (Minimum 0
Monate, Maximum 269 Monate) fiir das krankheitsfreie Uberleben. Wahrend der Follow-up-Zeit
erlitten 75 Patientinnen ein Lokalrezidiv und 54 Patientinnen verstarben. Die Studie wurde unter

Einhaltung der Declaration of Helsinki durchgefiihrt.

4.2 Reagenzien und Materialien

Folgende Reagenzien und Materialien wurden verwendet:

Tab. 3 Zellkultur

Zellkultur Flaschen Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
(25 cm?, 75 cm?, 175 cm?) Deutschland
HERACELL 150 i CO; Inkubator Heraeus/Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Zentrifuge Rotina 48R, Andreas Hettich, Tuttlingen,

Deutschland
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Mikroskop

CK 30, Olympus, Tokio, Japan

DMEM (dulbecco’s modiefied eagle’s medium) +

Glutamax

#61965-026, Gibco, Invitroge, Paisley, United

Kingdom

DMSO (dimethyl sulfoxide)

#317275, Merck Chemicals, Darmstadt,

Deutschland

EDTA (ehtylenediaminetetraacetic acid), 1%

#L2113, Biochrom, GmbH, Berlin, Deutschland

FBS (Fetal bovine serum)

#10270-106, invitrogen, Carlsbad, USA

Hemocytometer 0.1mm, Neubauer Zahlkammer, Laboroptik Ltd,
United Kingdom
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine- #15630-080, Gibco, Invitrogen, Darmstadt,

ethansulfonic acid)

Deutschland

Sicherheitswerkbank (Laminar flow cabinet, Hera

M1199, Heraeus, Hanau, Deutschland

Safe)
L-Arginin #A8094, Sigma, Miinchen, Deutschland
L-Asparagin #A7094, Sigma, Minchen, Deutschland

Mikroskop Abdeckung

#005540 Menzel-Glaeser, Braunschweig,

Deutschland

PBS (Phosphate-buffered saline)

#10010-015, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Pipette

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Tris-gepufferte Saline

60.5 g Trizma Base, 1 L distilliertes HO0, 2 N

Chlorwasserstoff, 90 g Natriumchlorid. pH 7.6

Ethanol Department  flr Pathologie, = Technische
Universitat Minchen, Deutschland
Trizma Base T1503, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,

Deutschland
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Tab. 4 gPCR

All Prep DNAN/RNA/miRNA Universal Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

miScript Il RT-Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

miScript PCR-Starter Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

miScript SYBR Greem PCR-Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

miScript Primer Assays

Quiagen, Hilden, Deutschland

Stratagene Mx3005P quantitative PCR

Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland

Nanodrop

Thermo Scientific, Peqlab, Erlangen, Deutschland

PCR 96-well TW-MT-plate

#52450, Qiagen, Hilden, Deutschland

Quiacube

Thermo Scientific, Peqlab, Erlangen, Deutschland

RNase-free DNase set (50)

SensoQuest, Goettingen, Deutschland

RNeasy Mini Kit

Biozym Diagnostik, Oldendorf, Deutschland

Sterile Pipettenspitzen

Biozym Diagnostik, Oldendorf, Deutschland

Thermocycler

Quiagen, Hilden, Deutschland

TRIzol LS Reagenz

#10296-010, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Zentrifuge 5424R

Eppendorf, Wesseling, Deutschland

Luftdichte Waage

Sartorius Basic, Ismaning, Deutschland

Vortex Genie 2

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz

Hera Freeze Basic

Thermo Scientific, Peqlab, Erlangen, Deutschland

Pipetten

Eppendorf Research Plus, Wesseling, Deutschland

Filter Tips fiir Qiacube

Quiagen, Hilden, Deutschland
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Tab. 5 ELISA

Tris-gepufferte Saline 0.1 M Trizma Base und 0.125 M NaCl, justiert
zu pH 8.5 mit HCI

Gewebeextraktionspuffer 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in Tris-

gepufferter Saline

ELISA Kit Nr. 894, American Diagnostica, Darmstadt,

Deutschland

Destilliertes H20 Department  flr Pathologie, = Technische

Universitat Minchen, Deutschland

Zentrifuge 5424R Eppendorf, Wesseling, Deutschland

Vortex Genie 2 Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz

96-Well Microtiter Platten Thermofisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Pipette Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Sterile Pipettenspitzen Biozym Diagnostik, Oldendorf, Deutschland

4.3 Vorversuche mit Zelllinien
4.3.1 Auswahl der Zelllinien

Die Zelllinien MDA-MB-231 und OVMZ-6 wurden fiir die Vorversuche und Etablierung eines
Analysen-Workflows verwendet. MDA-MB-231 (CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim,
Germany) ist eine Brustkrebs-Zelllinie, die aufgrund der fehlenden Expression von HER2, ER und
PR dem Genotyp des Triple-negativen Brustkrebses entspricht. OVMZ-6 ist eine Ovarialkarzinom-
Zelllinie, die von Prof. Dr. med. Volker Mdbus (Frankfurt, Deutschland) aus einem serdsen
Adenokarzinom, FIGO IV, extrahiert und kultiviert worden ist. Die Biomarker uPA, uPAR und PAI-

1 werden in beiden Zellreihen exprimiert.
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4.3.2 Kultivierung von Mamma- und Ovarialkarzinomzellen

Die Zelllinien wurden in T75-Zellkulturflaschen kultiviert und in einem HERACELL-CO, Inkubator
bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Das Kulturmedium bestand aus DMEM supplementiert mit 10 %
FBS, 1 % HEPES und 0.2 % Arginin/Asparagin. Es wurde in regelmaRigen Abstdnden gewechselt.

Alle drei bis vier Tage erreichten die Zellen eine Konfluenz von 80 % und wurden dann gesplittet.

Zum Ablosen der adhadrenten Zellen wurde das Nahrmedium abgesaugt, 2 ml einer EDTA-L6sung
(10 ml EDTA 1%, 190 ml PBS) in die Kulturflasche gegeben, diese geschwenkt und fir 3-4 min im

Inkubator bei 37 °C inkubiert, um die Ablosung zu induzieren.

Nachdem die Losung der Zellen unter dem Mikroskop verifiziert wurde, konnten die Zellen mit 5
ml PBS gewaschen, resuspendiert und in ein Rohrchen abgenommen werden. Im Anschluss daran
wurden die Rohrchen fiir 5 min bei 320 x g zentrifugiert. Das Waschen wurde zweimal wiederholt.
Der Uberstand wurde entfernt, 2 ml des DMEM zum Zellpellet hinzugefiigt und resuspendiert. In
die neue Kulturflasche wurden 10 ml Medium hineingegeben. Die Suspension wurde mit einer

Volumen-Verdiinnung 1:20 in die neuen Flaschen bertragen.

4.3.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Durch Kryokonservierung konnten die Zellen tber einen langeren Zeitraum bei -196°C gelagert
werden. Hierflr wurden die Zellen wie beim Passagieren mit der EDTA-LOsung abgel6ést und mit
PBS gewaschen. Nach 2-3 min Zentrifugation bei 320 x g wurde der Uberstand verworfen. Je nach
GroRe des Pellets erfolgte die Resuspension in 400-800 pl Einfriermedium, welches sich aus 10 %
DMSO und 90 % FBS zusammensetzte). Die Suspension wurde in ein Kryoréhrchen tberfihrt, um
einen Temperaturabfall von 1 °C pro Stunde zu gewahrleisten und einen Tag bei -80°C in einem
Styroporbehidlter eingefroren. AnschliefBend erfolgte die Lagerung der Zellen in einem

Stickstofftank bei -196°C.

Fiir die Reaktivierung der eingefrorenen Zellen wurde das Kryoréhrchen aus dem fllssigen

Stickstoff entnommen und vorgewarmtes Nahrmedium (DMEM, 10 % FBS, 1 % HEPES und 0.2 %
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Arginin/Asparagin) zu den gefrorenen Zellen hinzugegeben. Die Zellsuspension wurde in einem
Zentrifugenréhrchen fiir 5 min bei 320 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen, das Pellet erneut in Medium resuspendiert und zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde ein zweites Mal durchgefiihrt. Uber Nacht wurde eine T75-Flasche mit 3-4
ml 100 % FBS in einem Inkubator erwarmt (37 °C, 95 % Luft/ 5 % CO,). Hierzu wurde anschlieRend
6,5 ml frisches Ndahrmedium hinzugegeben. Das Pellet wurde in 1,5 ml Ndhrmedium

resuspendiert und in die Zellkulturflasche tGbertragen.

4.3.4 Einbettung von Zellen in Fibrin

Im Rahmen der Vorversuche ist ebenfalls beobachtet worden, wie sich die Versuchsbedingungen
bei Extraktion von RNA und anschlieBender RT-qPCR von fixierten Zellen verhalten. In einer T75-
Zellkulturflasche mit mindestens 1 x 106 Zellen wurden die Zellen abgel6st, in PBS gewaschen und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml 10 % Formalin/PBS (stabilisiert mit 10 % Methanol,
MERCK, Darmstadt, Germany) resuspendiert und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss daran wurden die Zellen bei 4 °C, 330 x g fiir 5 min zentrifugiert. Es folgte ein erneuter
Waschschritt mit Tris-gepufferter Saline. Die Zellen wurden wieder zentrifugiert und der

Uberstand entfernt.

Das Zellpellet wurde halbiert und jeweils mit 75 pl Thrombin (100 U/ml) (vom bovinen Plasma,
40-165 NIH units/mg Protein, verdiinnt zu 10 U/ml in H,0 dist., Sigma-Aldrich), 375 ul Casein (10
mg/ml Tris-HCL, pH >8) (von Rindermilch, C-5890, Sigma-Aldrich) und 300 ul Fibrinogen (25
mg/ml aqua dest.) (von humanem Plasma, F-4883, Sigma-Aldrich) versetzt. Die Suspension wurde
bei 4 °C Gber Nacht gekiihlt, um einen Fibrin-Cloth zu bilden. Am nachsten Tag wurde der Cloth

in eine Biopsie-Kapsel transferiert und in Paraffin eingebettet.

4.3.5 RNA/DNA Extraktion

Zur Erlangung reproduzier- und auswertbarer Ergebnisse wurde ein standardisierter

Arbeitsprozess angewandt wie in Abbildung 3 dargestellt.
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Abb. 3 Workflow der RNA Extraktion

Zunachst wurde die RNA aus Tumorgewebe extrahiert. Mittels reverser Tanskription wurde die cDNA synthetisiert.
AnschlieRend folgte die Analyse. Mithilfe der gewonnenen Daten wurde eine statistische Auswertung und

Korrelation zu klinikopathologischen Faktoren durchgefiihrt.

Im ersten Schritt unseres RT-qPCR-Arbeitsprozesses wurde die RNA mit dem Quiacube extrahiert.

Nachfolgend wird die Extraktion von RNA mittels Qiagen RNA-Extraktions-Kit erlautert.

4.3.5.1 RNA-Extraktion von Zellen mittels QlAacube und Qiagen RNA-Extraktions-Kit

Der QlAcube ist ein automatisiertes Probenvorbereitungsgerat der Firma Qiagen zur Purifikation
von DNA, RNA oder Proteinen. Der Vorteil dieser maschinellen Extraktion liegt in standardisierten
Arbeitsabldufen. Bis zu 12 Proben kdnnen gleichzeitig bearbeitet werden. Fiir die Extraktion aus

Zellinien kam der miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) zum Einsatz.

Zur Vorbereitung einer RNA-Extraktion mithilfe des QlAcubes wurden die Zellen in PBS

gewaschen, zentrifugiert und das PBS aspiriert. Nach einer Wiederholung dieses Schrittes wurde
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die Zellzahl bestimmt und 2 Mio. Zellen in ein neues Réhrchen transferiert. Dieses wurde bei 400
x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Daraufhin ist das Pellet mit 700 pl Qiazol
Lysis Reagent versetzt worden. Das Lysat wurde gemischt und bei 11.000 x g fur 1 min
zentrifugiert. 140 ul Chloroform wurden hinzugefiigt. Nach 15 sec Mischen wurde das Lysat fir 3
min bei Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgte ein Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 12.000 x

gund 4 °C.

Es entstanden 3 Phasen, wobei die obere wassrige klare Phase die RNA mit der miRNA enthielt.
Der klare Uberstand wurde in ein neues 2 ml Safelock Tube abgenommen. Im Anschluss daran
wurden die Proben mit dem Quiacube und dem miRNeasy Mini-Kit Protokoll laut Qiacube

Protokoll-Worksheet (ProtocolSheet RNA_miRNeasyMini_AnimalTissuesAndCells_Aqueous

Phase_V2) aufgearbeitet.

4.3.5.2 RNA-Extraktion von in Fibrin eingebetteten Zellen

Von dem hergestellten in Paraffin eingebetteten Fibrin-Cloth-Block wurden zundchst 5-10 um
dicke FFPE-Anschnitte mittels des Forschungsmikrotoms der Pathologie TUM hergestellt. 1-2
Schnitte wurden direkt in je 1,5 ml-Mikrozentrifugen-Rohrchen gegeben. Zur manuellen
Entfernung des Paraffins wurden 500 pl Xylol jedem Réhrchen zugegeben, gemischt und 5 min
lang bei maximaler Geschwindigkeit von 20.000 x g zentrifugiert (Eppendorf 5417 R
Tischzentrifuge). Das Xylol wurde aspiriert. Dieser Xylol-Waschvorgang wurde nochmals
wiederholt. Das Pellet wurde mit 1 ml 100 % EtOH gewaschen, vermengt, fiir 5 min bei 20.000 x
g abzentrifugiert und der Ethanol-Uberstand vorsichtig abgenommen. Der EtOH-Waschschritt
wurde nochmals mit 1 ml EtOH wiederholt. Das Pellet wurde anschlieBend fir 10 min
luftgetrocknet und in einem Thermomixer fiir 5 min bei 55 °C inkubiert, bis das EtOH ganzlich
verdampft war. Es folgte die Extraktion der RNA mit dem miRNeasy FFPE Mini Kit (Qiagen) nach

Herstellerangaben.

240 pl PKD Puffer wurden hinzugefiigt, die Probe gemischt und 1 min lang bei 11.000 x g

zentrifugiert. Folgend wurden 10 ul der Proteinase K zugegeben und durch Pipettieren vermischt.
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Der Ansatz wurde bei 56 °C Giber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte eine Inkubation bei
80 °C fur 15 min zur Auflésung der Formalin-induzierten Vernetzung innerhalb der Probe und
eine anschlieende Abkiihlung flr 3 min auf Eis. Es folgte ein Zentrifugations-Schritt fir 15 min
bei 20.000 x g. Der Uberstand wurde in ein neues 2 ml Réhrchen transferiert und ein DNase | mix
hergestellt. Die Proben wurden in den Qiacube transferiert und das Programm inklusive DNAse |
Verdau laut miRNeasy FFPE kit QlAcube-Protokoll und Worksheet

(ProtocolSheet_RNA_miRNeasyMini_AnimalTissuesAndCells_AqueousPhase_V2) gestartet.

4.3.5.3 RNA-Extraktion von Gewebe

Far die Extraktion von RNA aus Tumorgewebe wurde der AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit
der Firma Qiagen verwendet, welches eine gleichzeitige Extraktion von DNA und RNA mdglich
macht. Da die DNA fir ein anderes Projekt verwendet werden sollte, entschied man sich fiir diese

spezielle Extraktionsmethode.

Als Erstes wurde eine Mixtur von RLT Lysis Buffer und Mercaptoethanol (Gibco™ 2-
Mercaptoethanol) hergestellt (10 ul Mercaptoethanol pro 1 ml Buffer). Die in fllissigem Stickstoff
gelagerte Probe wurde herausgenommen und ein 10-20 mg Gewebestlick mittels Skalpells
abgetrennt. Um moglichst wenig Fettgewebe hierbei zu verwenden, wurde die Probe halbiert
und das Gewebestiick von der Schnittkante genommen. Sofort wurde 600 pl des RLT Lysis
Buffer/Mercaptoethanol Mix zu dem Gewebe hinzugeben und so lange resuspendiert, bis sich
das Gewebe vollstindig gel6st hat. Zur Homogenisierung wurde das Lysat direkt in eine
QIAshredder spin column, Ubertragen. Dies wurde fir 2 min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert, der Durchfluss wurde in ein neues Rohrchen Ubertragen und fir die weitere

Aufreinigung mit dem QlAcube verwendet.

Es erfolgte die DNA-Extraktion gemaR dem Protokoll AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit Part
A des Qiacube. Die eluierte DNA wurde im Anschluss bei -80 °C gelagert. Der Durchfluss, der im
mittleren Rotor Adapter Sammelgefd® gelagert war, wurde in ein neues 2 ml-

Zentrifugenrohrchen transferiert, 150 pl Chloroform zugegeben und die Mischung stark
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vermischt. Durch eine Zentrifugation bei 4 °C fir 3 min und 20.000 x g wurden die Phasen
getrennt. Die wassrige Phase konnte dann in ein neues 2 ml-Réhrchen lbertragen und die RNA-
Extraktion mit dem Qiacube gemaR dem AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit Part B Protokoll
durchgefiihrt werden. Es folgte eine photospektrometische Bestimmung der RNA-Konzentration

(siehe Kapitel 4.3.5.5) und eine Lagerung bei -80 °C.

4.3.5.4 Messung der RNA-Konzentration

Der NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Wilmington, USA) wurde verwendet, um die RNA-
sowie DNA-Konzentration zu bestimmen. Zum Einsatz kamen in der Nanodrop Software der Filter
»RNA40“. 1 ul Wasser wurde auf das Ende des fiberoptischen Kabels, welches sich im unteren
Sockel befindet, pipettiert, um das Messergebnis auf null zu kalibrieren (Blank). Ein weiteres
fiberoptisches Kabel befindet sich im oberen Sockel und ist anschlieRend auf den Tropfen
aufgesetzt worden, sodass der Tropfen eine Verbindung zwischen beiden Kabeln herstellt. Das
pulsierende Licht einer Xenon Lampe wurde durch den Tropfen geschickt und das ankommende
Licht durch das Spektrophotometer mithilfe einer CCD Matrix analysiert. Sdmtliche OD ratios (OD
260 nm : 280 nm und OD 260 nm : 230 nm) wurden automatisch von der Nanodrop Software
berechnet und die RNA-Konzentration der Proben aus der Absorptionsrate (OD 260 nm) mit den
Skalierungsfaktor 1 OD 260 = 40 ng/ul unter Abzug des Blank-Spektrums verrechnet. Bezuglich
der Messungen der DNA-Konzentration musste die Einstellung ,DNA-50“ fir dsDNA
vorgenommen werden. Als Skalierungsfaktor wurde hierbei 1 OD 260 = 50 ng/ul gerechnet. Die

Analyse lief identisch mit der der RNA-Messungen ab.

Neben der gemessenen Konzentration wurden die folgenden Werte mit protokolliert: Ratio
260/280 und 260/230. Die Ratio 260/280 beschreibt das Verhéltnis der Lichtabsorption bei 260
nm und 280 nm Wellenlange und ist ein Indikator fiir die Reinheit der extrahierten RNA bzw. DNA
bezlglich Kontamination mit Proteinen oder Lésungsmitteln wie Phenol. Bei der RNA spricht ein
Quotient von 2.0 fiir eine reine vorliegende RNA. Fiir die DNA gilt ein Wert von 1.8 als rein. Werte,

die kleiner oder groRer dieser optimalen Zahlen sind, sind ein Zeichen fiir eine Kontamination mit
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Protein, Phenol oder anderen Substanzen. Die Ratio 260/230 ist ebenfalls ein Marker der Reinheit

fir Nukleinsduren. Hierbei spricht ein Quotient von 1.8-2.2 fiir reine RNA oder DNA.

4.3.6 Synthese von cDNA

Eine Voraussetzung fir die Durchfiihrung einer qPCR ist die Umschreibung der gewonnenen RNA
in komplementdare DNA (cDNA). Hierfiir wurde der miScript Il RT Kit von Qiagen verwendet,
welcher durch seine zwei Puffer, dem HiSpec und HiFlex Puffer die Detektion von multiplen
miRNAs von einer einzigen cDNA erlaubt. Der 5x miScript HiSpec Puffer ermdglicht die selektive
Umschreibung von miRNAs, snoRNAs (small nucleolar RNAs) und snRNAs (small nuclear RNAs) in
cDNA. Der 5x miScript HiFlex Puffer wiederum ermdglicht die Konversion aller RNA-Subtypen

(Vorlaufer-RNA, mature RNA, nicht-kodierende RNA und mRNA) in cDNA (Abb. 4).

miScript Il RT Kit
cDNA synthesis cDNA synthesis
using miScript using miScript
HiSpec Buffer I'Iif?ux Buffer
Realtime PCR Realtime PCR
profiling/quantification quantification of mature
of mature miRNA only miRNA, precursor miRNA,

ncRNA, and/or mRNA
Abb. 4 Detektion verschiedener RNA durch die Puffersysteme HiSpec und HiFlex

Der miScript HiSpec Puffer ist fiir die selektive Konversion von maturer miRNA und der HiFlex Puffer fir die
Konversion aller RNA-Subklassen zu verwenden (Abbildung aus EN-miScipt-PCR-System-Handbook, Qiagen).

Die mature miRNA wird bei Verwendung des HiSpec Puffers durch die Poly-A-Polymerase

polyadenyliert und mithilfe von Oligo-dT Primern revers in cDNA transkribiert. Durch den

43



miScript Primer Assays zusammen mit dem miRcript SYBR Green PCR Kit ist eine Quantifizierung

von maturer miRNA durch real-time PCR moglich (Abb. 5).

5" e 3' miRNA
5! ——ee  AAAAA), 3' Polyodenylation
5 MTTTTIILTTTIT AAAALA), 3' . Reverse transcription
e d Y TT T T s 5 using miScript
OligodT primer HiSpec Buffer

with universal tag

3_E_N‘\/IT‘TT‘T 5' ¢<DNA
3 NVTTTTT cmm— '
e sasedp 3 ls'PCRcy(le
miScript Primer Assay
miScript Primer Assay
{forward primer)
-
3 Jusnsans 5 Subsequent
-y 3
QI PCR cycles

miScript Universal Primer
[reverse primer)

Abb. 5 Selektive Konversion von maturer miRNA in cDNA mit dem HiSpex Puffer

Polyadenylierung der maturen miRNA durch die Poly-A-Polymerase mithilfe von Oligo-dT Primern (Abbildung aus
EN-miScipt-PCR-System-Handbook, Qiagen).

Zunachst wurde die RNA auf Eis aufgetaut, der 10 x miScript Nucleics Mix, das RNase freie Wasser
und der 5 x miScript HiSpec Puffer wurden bei Raumtemperatur (15-25 °C) aufgetaut. Die
Losungen wurden gemischt und zentrifugiert. Anschliefend fand eine Lagerung auf Eis statt. Wie
in Tabelle 6 beschrieben wurden der 5 x miScript HiSpec Puffer, der 10 x miScript Nucleics Mix
und miScript Reverse Transkriptase Mix in mit einem 10 % Volumeniberschuss
zusammengemischt, um Pipettierverluste auszugleichen. 8 ul dieses Master Mixes wurden in ein
Eppendorf Rohrchen vorgelegt. Zu jedem Rohrchen wurde je nach Konzentration zwischen 100

ng und 1 pug RNA plus RNase freies Wasser in einem Gesamtvolumen von 12 ul gemischt, sodass
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man ein Reaktionsvolumen von 20 ul erhadlt. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C fir 60 min,
anschliefend bei 95 °C fir 5 min, um die reverse Transkriptase zu inaktivierten. Zum Schluss

wurden die Proben auf Eis gestellt.

Tab. 6 Herstellung des Master Mix fir die reverse Transkription

Die aufgefiihrten Reagenzien wurden so verwendet, dass man ein Gesamtvolumen von 20 pl pro Umschreibung zu
erhalt.

Pro Probe

5 x miScript HiSpec Puffer 4 pl
10 x miScript Nucleics Mix 2 pl

miScript Reverse 2l
Transcriptase Mix

RNA X pl RNA (100 ng-1 pg) + x
RNase freies Wasser ad 12 pl

Totales Volumen 20 ul

Die daraus resultierende cDNA wurde vor der Analyse in RNase-freiem Wasser je nach
Konzentration (Tab. 7) verdlinnt. Fiir die gPCR wurde maximal 3 pul cDNA pro well eingesetzt. Eine
Zugabe von 5 ng RNA zeigte sich in unseren Vorversuchen als ideal. Da die cDNA-Konzentration
nicht gemessen werden kann, wird angenommen, dass die RNA 1:1 in cDNA umgeschrieben wird.
Somit wurde eine cDNA von ca. 1,6 ng/ul angestrebt. Die Verdunnung erfolgte nach

Herstellerangaben fiir die Durchfiihrung von 2 Laufen.
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Tab. 7 Verdiinnung nach der reversen Transkription

Bei einer RNA-Konzentration von < 50 ng/ pl wurde zu insgesamt 115 pl, bei einer Konzentration von 50-100 ng/ul

1:10 und > 100ng/pl 1:30 verdinnt.

RNA-Konzentration Verdiinnung Mix

<50 ng/pl Verdinnung zu 115 pl

50-100 ng/pl 1:10 20 ul RT-Reaktion + 180 ul RNase freies Wasser
2100 ng/ul 1:30 20 pl RT- Reaktion + 580 pl RNase freies Wasser

4.3.7 Standardverdinnungsreihe

Um verwertbare Ergebnisse zu erzielen, ist eine Standardisierung der RNA-Extraktion, reversen
Transkription und der qPCR im Vorfeld essentiell. Die Polymerasekettenreaktion ermoglicht eine
exponentielle Vervielfaltigung von Teilen der DNA, wie beispielsweise von Genen oder auch
Genfragmenten unter Verwendung von thermostabilen DNA-Polymerasen wie z.B. der Tag-

Polymerase. Naheres zum Ablauf wird in Kapitel 1.3.8 beschrieben.

Fiir die Standardverdiinnungsreihe wird bei jedem Verdiinnungsschritt die Konzentration der
eingesetzten cDNA halbiert. Im Réhrchen DO befanden sich 5 ng (in 200 ul) einer cDNA der
Brustkrebszelllinie MDA-MB 231. Von diesem Réhrchen wurden 100 pl entnommen und in ein
anderes Rohrchen D1 transferiert. 100 pl RNase-freies Wasser wurde in das Réhrchen D1
hinzugefiigt und die Losung durch 20 x auf- und abpipettieren griindlich gemischt. Erneut wurden
100 pl aus dem Réhrchen D1 in ein neues Rohrchen D2 transferiert und 100 ul RNase-freies
Wasser hinzugefiigt. Insgesamt wurden sechs Verdiinnungsschritte eingelegt (D0O=5 ng; D1= 2,5
ng; D2=1,25 ng; D3= 0,625 ng; D4=0,3125 ng; D5=0,15625 ng; D6= 0,078 ng). Die cDNA wurde
zusammen mit dem Mastermix und den miRs/ Kontrollgenen auf eine PCR-Platte aufgetragen
(Tab. 8). Getestet wurden die Ziel-miRNAs (miR-27a, miR-16, miR-7), eine RT-Kit-interne Kontroll-
miRNA (miRTC) und das Referenzgen (RNU6B). RNU6B wurde von Qiagen zur Normalisierung der
Ziel-miRNAs, auch relative Quantifizierung genannt, aufgrund der relativ stabilen

Expressionsniveaus in Gewebe und Zelllinien empfohlen. Die Normalisierung korrigiert Faktoren,
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welche sonst zu inkorrekter Quantifizierung fihren kénnen. Die Amplifizierungseffizienz betragt

gemadR Qiagen nahezu 100 %.

Am Ende der qPCR-Analyse wurde eine lineare Regression des Logarithmus der eingesetzten
cDNA-Konzentration (x-Achse) mit dem Mittelwert von 3 Messwerten (relative Quantitat des
Zielgens normalisiert zu RNU6B nach der 2exp delta CT-Methode) auf der y-Achse aufgefiihrt.
Eine lineare Regression beschreibt die Abhéangigkeit beider Faktoren zueinander. Der
Regressionskoeffizient R? ist hierbei ein Qualitditsmerkmal zum Beschreiben des linearen
Zusammenhangs. Eine gute Linearitat liegt vor, wenn R? zwischen 0.99 und 1 liegt. Die Effizienz
des eigenen Arbeitens, sowie die des Systems kann ebenfalls mithilfe von
Standardverdiinnungsreihen Gberprift werden. Sie wird durch folgende Gleichung berechnet: E
=10 (-1/ Steigung) (Rasmussen, 2001). Eine 100 % Effizienz korrespondiert mit einem Effizienz-

Wert von 2 und einer Steigung von -3.33.

Tab. 8 Exemplarische Darstellung der Belegung einer PCR-Platte

GemaR schematischer Darstellung wurden die qPCR-Platten fiir die Standardverdiinnungsreihe belegt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A DO DO DO D1 D1 D1 D2 D2 D2 D3 D3 D3
B D4 D4 D4 D5 D5 D5 D6 D6 D6 NoRT? | NTC® | NTC®
C DO DO DO D1 D1 D1 D2 D2 D2 D3 D3 D3
D D4 D4 D4 D5 D5 D5 D6 D6 D6 NoRT? | NTC® | NTC®
E DO DO DO D1 D1 D1 D2 D2 D2 D3 D3 D3
F D4 D4 D4 D5 D5 D5 D6 D6 D6 NoRT? | NTC® | NTCP
G DO DO DO D1 D1 D1 D2 D2 D2 D3 D3 D3
H D4 D4 D4 D5 D5 D5 D6 D6 D6 NoRT? | NTC® | NTC®

2NoRT = keine RT
bNTC = no template control
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4.3.8 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Die Quantitative PCR (qPCR) ist eine Methode, die auf den Prinzipien der
Polymerasekettenreaktion basiert. Sie erlaubt zusatzlich eine Quantifizierung der amplifizierten
Gensequenzen durch Messung eines fluoreszierenden Farbstoffs in Echtzeit (real-time qPCR).
Diese Echtzeit-Messung findet nach jedem Zyklus eines Laufs in seiner exponentiellen Phase
statt. Jeder Lauf besteht aus 30 Zyklen. Dadurch kdnnen die Bias-Effekte von akkumulierten
Inhibitoren oder inaktivierten Polymerasen, die inshesondere in den spateren
Amplifikationszyklen auftreten, begrenzt werden. Der Prozess der PCR wird in einem

Thermocycler durchgefiihrt. Der Ablauf wird folgend beschrieben:

Aktivierung der Polymerase. Durch eine Aufwdrmphase von 15 min bei 95 °C wird die

Polymerase im PCR-Puffer aktiviert.

Denaturierung. Die doppelstrangige DNA mit ihren Wasserstoffbriickenbindungen wird zunachst

durch eine Erhitzung auf ca. 94 °C aufgebrochen, sodass zwei einzelstrangige DNAs entstehen.

Primerhybridisierung. Fir die Dauer von 30 sec bei 55 °Cinkubieren, um ein Annealing der Primer

zu ermoglichen.

Elongation. Die DNA-Polymerase setzt am 3‘-Ende des angelagerten Primers an und fillt die

fehlenden Strange mit Nukleotiden auf. Dieser Schritt dauert 30 sec bei 70 °C.

Als Farbstoff wurde SYBR Green | im Rahmen des miScript SYBR Green PCR Kits verwendet. Dieser
interkaliert in die doppelstrangige DNA des Amplifikats und gibt hierdurch ein Fluoreszenz-Signal.
Dadurch entsteht eine Korrelation zwischen der Zunahme der Fluoreszenz und der Zunahme des
Amplifikats. Da SYBR Green jedoch unspezifisch an doppelstrangige DNA bindet, ist es essenziell,
auf die Zielsequenz hochspezifische Primer einzusetzen, um kein falsch positives Signal zu
erhalten. Zusatzlich sollte immer eine Schmelzkurve durchgefiihrt werden, um zu beweisen, dass
nur ein Produkt amplifiziert wurde. Der miScript SYBR Green PCR Kit nutzt hierfiir einen
spezifischen Universal-Rlickwartsprimer, der wahrend der Reversen Transkription in die Target-
cDNA eingebaut wurde und Vorwartsprimer von der Firma Qiagen fiir das gewiinschte Gen. Die

Primer wurden speziell von Qiagen (Hilden, Deutschland) designed (Tab. 9). Die PCR-Platten
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wurden bereits vorgelegt mit den solubilisierten Primer Assays (miR-7, mir-16, miR-27a, RNU6B
und miRTC) von der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland), ausgelegt fiir eine finales
Reaktionsvolumen von 25 pul, bezogen (Tab. 12). Als Positivkontrolle und Kalibrator wurde die
Zelllinie MDA-MB 231 eingesetzt. Der Assay miRTC stellt eine interne Kontrolle der Performance

der reversen Transkription dar.

Zur Datennormalisierung wurde RNUG6B als Referenzgen in den Assay aufgenommen, um
Variationen der RT-PCR-Effizienz von Probe zu Probe und Fehler bei der Probenquantifizierung

zu korrigieren.

Die Beschaffenheit der vorgelegten PCR Platten macht es moglich, 6 verschiedene Patienten (in
zweifacher Well-Ausfiihrung), NTC und unseren Kalibrator gleichzeitig zu analysieren. Daher

wurden 8 Mastermixe (6 Patienten, NTC und 1 Kalibrator) angesetzt.

Tab. 9 Referenz der verwendeten Primer Assays

Die Primer Assays wurden von der Firma Qiagen bezogen und waren bereits auf den gPCR-Platten vorgelegt. Die

Bestellinformationen und Sequenzen sind der Tabelle zu entnehmen.

Name Hs_mir-7_1 miScript Primer Assay
miRBase ID Hsa-miR7-2-3p

miRBase Accession MIMATO0004554

Mature miRNA-Sequenz CAACAAAUCCCAGUCUACCUAA
Katalognummer MS00032116
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Name

Hs_miR-16_2 miScript Primer Assay

miRBase ID

Hsa-miR-16-1

miRBase Accession

MI10000070

Mature miRNA-Sequenz

UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG

Katalognummer

MS00031493

Name

Hs_mir-27a_1 miScript Primer Assay

miRBase ID

Hsa-miR27a-3p

miRBase Accession

MIMATO000084

Mature miRNA-Sequenz

UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC

Katalognummer

MS000321166

Name

Hs_RNUG6-1_11 miScript Primer Assay

Offizielles Symbol

RNU6-6P

Offizieller Name

RNA, U6 small nuclear 6, pseudogene

Enrez Gene ID

26826

Katalognummer

MS00033740

Sequenz

CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT

Name

CTRL_miRTC_1 miScript Primer Assay

Katalognummer

MS00000001

Als erstes wurde der 2 x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 10 x miScript Universal Primer,

die cDNA, und RNase-freies Wasser bei Raumtemperatur (15-25 °C) aufgetaut. Jede der
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Losungen wurde gut durchmischt und anschlieBend ein Reaktionsmix gemaf Tabelle 10
angesetzt. Es wurde jeweils die benétigte Anzahl an Reaktionen plus eine zusatzliche
Sicherheitsreaktion hergestellt. Fiir unsere Negativkontrolle NTC (keine cDNA, nur Wasser als
Substrat) wurde ein Reaktionsmix gemaR Tabelle 11 hergestellt. Pro Well ist 25 pl des
Reaktionsmixes (welches ein Aquivalent von 3pl cDNA beinhaltet) hinzugegeben worden. Pro
Platte konnen 6 Tumorproben plus ein Kalibrator fir die 3 miRNAs, miRTC und Referenzgen

RNU6B sowie eine Negativkontrolle (NTC = no template control) analysiert werden.

Tab. 10 Mastermix fiir gPCR fiir 7 Tumorproben und 1 Kalibrator

Far 7 Tumorproben und 1 Kalibartor (10 + 1 Wells) wurde der Mastermix anhand folgender Tabelle angesetzt. Es

wurde die jeweilige cDNA eingesetzt. Pro Well wurden 25 pul auf die vorbelegte qPCR-Platte aufgetragen.

pro Well

2 x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 12,5 ul

10 x miScript Universal Primer 2,5 ul

RNase-freies Wasser 7 ul

Template cDNA 3ul

Primer Assay Bereits vorgelegt auf der PCR-Platte
(Puder)

Totales Volumen Reaktionsmix je Well 25 pl

Tab. 11 Mastermix der NTC fiir gPCR

FUr NTC wurde ein separater Mastermix angesetzt. Statt cDNA wurde RNase freies Wasser eingesetzt.

pro Well
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 12,5 ul
10x miScript Universal Primer 2,5 ul
RNase freies Wasser 10l
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Tab. 12 Belegung des Pipettierschemas der gPCR-Platten

Die vorgelegte qPCR-Platte mit den solubilisierten Primer Assays (miR-27a, miR-7, miR-16, RNU6B, miRTC) wurde
von der Firma Qiagen bezogen. 1-6T stellt die unterschiedlichen Tumorproben, Cal den Kalibrator und NTC die no
template control dar. Der Mastermix gemal Tabelle 8 und 9 wurde in die entsprechenden Wells zugegeben und

anschlieBend die Analyse durchgefiihrt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T NTC NTC
B 2T 2T 2T 2T 2T 2T 2T 2T NTC
C 3T 3T 3T 3T 3T 3T 3T 3T NTC NTC
D 3T 3T 3T 3T 3T 3T 3T 3T NTC
E 4T 4T 4T 4T 4T 4T 4T 4T NTC NTC
F 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T NTC
G 6T 6T 6T 6T 6T 6T 6T 6T NTC NTC
H Cal Cal Cal Cal Cal Cal Cal Cal NTC

1-6T = Tumorproben, Cal= Kalibrator, NTC = no template control (Negativkontrolle)
miR-27a, miR-7, miR-16, miRTC

Die PCR-Platte wurde nun vorsichtig mit einer gPCR-Platten-Klebefolie versiegelt. Um Luftblasen
zu entfernen, wurde die Platte fiir 20 Sekunden bei 4100 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Real-Time Cycler (Agilent MXPro, Version 4.1) wurde mit dem Programm wie in der Tabelle

13 beschrieben gestartet.
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Tab. 13 Real-time Cycler Programmierung

Als Erstes fand ein Aktivierungsschritt fur die Polymerase bei 95 °C fir 15 min statt. Es folgte die Denaturierung bei
94 °C fur 15 sec und eine Primeranlagerung bei 55 °C fiir 30 sec. AbschlieBend fand die Extension bei 70 °C fiir 30 sec

statt. Die Gesamtanzahl der durchgefiihrten Zyklen war 40.

Schritte Zeit Temperatur
PCR-Aktivierungsschritt | 15 min 95°C
Denaturierung 15 sec 94 °C
Anlagerung der Primer | 30 sec 55°C
Extension 30 sec 70°C

Zahl der Zyklen 40 Zyklen

Der Real-Time Cycler hat wahrend jedem Zyklus das Fluoreszenz-Signal gemessen. Es wurden
automatisch durch die Agilent MXPRo Software (Version 4.1) die ,cycle threshold values” (CT-
Werte) fiir jedes Zielgen determiniert (= Anzahl der Zyklen, die bendtigt wurden, um den
Grenzwert von 0.05 zu Uiberschreiten). Die quantitative mRNA Expressionsanalyse fir miR-7, miR-
16 und miR-27a wurde mithilfe der 2(24¢T) Berechnungsmethode durchgefiihrt. Wie in Kapitel
4.3.7 wurde auch hier RNU6B zur Normalisierung der Ziel-miRNAs verwendet, um Faktoren zu
korrigieren, die zu einer inkorrekten Quantifizierung filhren kénnen. Die CT-Werte der Zielgene
wurden mit den CT-Werten des Kontrollgens RNU6B (ACT= CT (Zielgen)- CT (RNU6B)) sowie mit
unserem Kalibrator der Zelllinie MDA-MB 231 (AACT = ACT (Tumorprobe) - ACT (Kalibrator))
normalisiert. Fir die Spezifitat und Sensitivitdit wurde NTC fir jeden Primer in 4-facher
Ausfihrung und miRTC als Kontrolle der reversen Transkription fiir jede Tumorprobe und
unseren Kalibrator analysiert. Die Analysen wurden in 2 separaten Liufen und in zeitlicher

Distanz zueinander durchgefiihrt. Die folgenden Ausschlusskriterien wurden angewendet:

- Resultate mit einem CT-Wert von RNU6B > 35 (da schlechte RNA-Isolation oder RNA-
Qualitat)
- Eine 2exp-AACT Fehlerprogression % > 30 % auch nach Wiederholung

- Eine %-Standardabweichung von > 47,1 % zwischen 2 validen Laufen
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4.3.9 ELISA-Bestimmung von uPA und PAI-1 Expressionsniveaus

Die uPA- und PAI-1-Proteinkonzentration wurde mittels ELISA am Tumorgewebe in
Voruntersuchungen bestimmt. Zur Gewebeauflésung und -extraktion wurden zunachst 5-10 90
um dicke Gewebestlicke in ein 1ml Potter-Elvehjem Glaszylinder gegeben und mit 200 ul, 4°C
kalte TBS mit 1% Triton X-100, gemixt. Die Suspension wurde in ein 1ml Test Tube tberfiihrt. Das
Tube wurde fir 2h bei 4°C zentrifugiert. Dann wurde die Suspension in ein
Ultrazentifugenrohrchen Gberfiihrt und bei 100.000 x g fir 1 h bei 4°C zentrifugiert um den
Gewebedebris von der Fliissgkeit zu trennen. Der klare Uberstand wurde separiert, die lipide
Schicht verworfen und der Detritus zur weiteren Analyse aufbewahrt. Es folgt die Anwendung
des uPA- und PAI-1 ELISA Kits. Sowohl das uPA- als auch das PAI-1-ELISA-Kit verwenden
unkonjugierte Antikérper gegen humanes uPA bzw. PAI-1. Diese Antikorper werden durch
Adsorption an die Innenwande einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen gebunden. Es folgt die
Gefriertrocknung. Zwolf 8-Well-Streifen (96 Wells) und ein Halter werden mit jedem Kit geliefert.
In den vorbeschichteten Vertiefungen der Mikrotiterplatte werden Proben, Kontrollen und
Standards inkubiert und gebundenes uPA/PAI-1 wird durch einen biotinylierten zweiten
Antikdrper nachgewiesen. Es wird horsereddishperoxidase (HRP)-konjugiertem Streptavidin in
die Vertiefungen zugegeben. Dies fiuhrt zur Bildung des Antikdorper-Enzym-Nachweiskomplexes.
Hierzu wird Perborat/TMB-Substratlésung zugegeben, wodurch eine blaue Farbe als MaR fur die
HRP-Aktivitat entsteht. Die Reaktion wird durch Zugabe von Schwefelsdaure gestoppt. Mit der
Zugabe der Saure wechselt die Farbe von blau nach gelb. Die Absorption der Losung wird bei 450
nm in einem Spektralphotometer fir 96-Well-Mikrotiterplatten (ELISA-Reader) gemessen. Die
Absorptionswerte werden mit den Werten der uPA- bzw. PAIl-1-Standardkurve verglichen

(Schmitt et al., 2006).

4.3.10 Statistische Analysen

Anhand der gewonnenen Daten aus den qPCR-Lidufen und der Berechnung von Mittelwerten,

Standardabweichungen und Fehlern mittels Excel wurden statistische Analysen unter
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Verwendung der Statistiksoftware IBM SPSS Statistics 24 (IBM Corp., Armonk, NY, USA)

durchgefiihrt.

Mithilfe des Chi-Quadrat-Tests wurde zunachst ein Haufigkeitsvergleich zwischen klinischen
Charakteristika (Alter, Lymphknotenstatus, Vorhandensein einer Primarmetastase, T-Stadium,
TumorgroRe und Grading) der Patienten und tumorbiologischen Faktoren gezogen.
Korrelationen der einzelnen miRNAs und uPA und PAI-1 untereinander wurden mithilfe von
Spearman-Korrelationen durchgefiihrt. Ein Korrelationskoeffizient zwischen 0,3 und 0,7 wurde
als moderate Korrelation angesehen. Der cut-off der miRNAs und uPA/PAI-1 wurde anhand von
Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen bestimmt (ndheres hierzu in Kapitel 5.2). Die Beziehung
der klinischen Faktoren untereinander sowie zu den miRNAs wurde im definierten Zeitraum von
5-Jahren (0OS 60) hinsichtlich der Uberlebensrate (0OS = overall survival) sowie des
krankheitsfreien Uberlebens (DFS = disease free survial) beobachtet. Die Gesamtiiberlebensrate
ist definiert als die Zeit zwischen dem Zeitpunkt der Diagnosestellung und des Todes. Das
krankheitsfreie Uberleben beschreibt die Zeit zwischen Abschluss der Primartherapie des Tumors
und anschlieBender krankheitsfreier Zeit (Health, 2016) . Ein Event im OS ist definiert als Tod des
Patienten, ein Event im DFS als Rezidiv. Hierzu wurden univariate Cox-Regressions-Analysen
durchgefiihrt und die Hazard Ratio mit einem 95 %-Konfidenzintervall festgehalten. In
multivariaten Cox-Regressionsanalysen wurden Alter, T-Stadium und die jeweilige miRNA-
Konzentration miteinander verglichen. Zur Analyse der Uberlebenszeitdaten wurde das Kaplan-
Meier-Verfahren verwendet. Die Uberlebenszeiten wurden statistisch mithilfe des Log-Rank-
Tests verglichen und graphisch durch die Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Hierbei wurden P-

Werte < 0.05 als statistisch signifikant angesehen.
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5. Ergebnisse
5.1 Patientenkollektiv

Die hier beschriebene Studie ist eine retrospektive Analyse von TNBC-Patientinnen bezlglich der
Expressionsprofile von miR-7, miR-16 und miR-27a sowie uPA und PAI-1 und deren Bezug zum
krankheitsfreien und Gesamt-Uberleben sowie klinischen und histopathologischen Faktoren. Die

klinischen Charakterisitka der untersuchten Kohorte sind in Tabelle 14 wiedergegeben.

Tab. 14 Klinische und histopathologische Charakteristika des untersuchten Patientenkollektivs

In die Studie wurden 97 Patientinnen mit einem medianen Alter von ca. 60 Jahren eingeschlossen. Die Verteilung

bezuglich der klinischen und histopathologischen Faktoren ist in dieser Tabelle dargestellt.

Anzahl Prozentzahl
Alle Patienten 97 100
Alter (Median) 59,53 Jahre
Minimum in Jahren 30 Jahre
Maximum in Jahren 96 Jahre
Alter < 60 Jahre 46 47,4
Alter > 60 Jahre 51 52,6
T?-Stadium
1 23 23,7
2 54 55,7
3 9 9,3
4 11 11,3
pNP- Stadium
0 51 52,6
1 31 32,0
2 11 11,3
3 4 4,1
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M<-Stadium

0 69 71,1
1 28 28,9
Grading

1 2 2,1
2 15 15,5
3 79 81,4
4 1 1,0
Neoadjuvante Chemotherapie 0 0
Keine Chemotherapie 30 30,9
Anthracyclin-haltige Chemotherapie 31 32,0
CMF 17 17,5
Kombination Anthracycline + CMF 4 4,1
Nur Taxane 1 1,0
CTX-Regimen unbekannt 14 14,4
Lokalrezidiv

Ja 75 77,3
Nein 22 22,7
Verstorben

Ja 54 55,7
Nein 43 44,3

aT= TumorgroRRe
b pN= pathologisches Lymphknotenstadium
M= Fernmetastasen

5.2 Cut-off Bestimmung von miR-7, miR-16 und miR-27a Expressionsniveaus

miR-7, miR-16 und miR-27a Expressionsniveaus wurden mittels gPCR in TNBC-Tumorgewebe
analysiert. Die miRNA Expressionsniveaus sind in Tabelle 13 und Abbildung 6 zusammengefasst.
Die Expression von miR-7, miR-16 und miR-27a wurden mittels der 2 exp-AACT Methode
kalkuliert. Es zeigte sich fir miR-7 (n=95) ein relativer Expressionsbereich von 0,49 bis 55,72

(Median = 3,17, Standardabweichung = 9,72, Mittelwert = 6,87), miR-16 (n=97) wies eine
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normalisierte Expression im Bereich von 0,49 bis 68,33 auf (Median = 5,87, Standardabweichung
= 8,66, Mittelwert = 2,97) und miR-27a (n=94) von 0,25 bis 11,39 (Median = 1,37,
Standardabweichung = 1,44, Mittelwert = 1,67) (Tab. 15).

Tab. 15 miR-7, miR-16 und miR-27a Expression in TNBC-Tumorgewebe

miR-7 miR-16 miR-27a

Anzahl 95 97 94
Mittelwert 6,87 5,87 1,67
Median 3,17 2,97 1,37
Standardabweichung 9,724 8,66 1,44
Minimum 0,49 0,49 0,25
Maximum 55,72 68,33 11,39
Perzentile

25 1,10 1,56 0,87

50 3,17 2,97 1,37

75 9,23 6,72 1,87

Zur Ermittlung des Cut-offs wurden Uberlebensanalysen anhand des Medians sowie der 25. und
75. Perzentile durchgefiihrt und der Cut-off anschlieBend optimiert (siehe Kapitel 5.2). Im Fall
von miR-7 und miR-16 wurde der Median gewadhlt. Bei miR-27a wurde als Cut-off 2,07 (78,7 %)

verwendet, welcher die Kohorte in hoch (n=74) und niedrig (n=20) einteilt.
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Abb. 6 Histogramme der miRNA-Expressionsniveaus im TNBC



5.3 Cut-off Bestimmung von uPA und PAI-1

uPA und PAI-1 Expressionsniveaus wurden mittels ELISA-Bestimmung ermittelt (siehe Material
und Methoden, Kapitel 4.3.9) Bei uPA (n=63) zeigte sich ein relativer Expressionsbereich von 0,24
bis 16,01 und bei PAI-1 (n=86) von 0,57 bis 311,72 (Median = 24,24, Standardabweichung = 43,99,
Mittelwert = 36,49). Die Verteilung wird in der Tabelle 16 und in der Abbildung 7 dargestellt. Der
Cut-off wurde wie in Kapitel 5.2 beschrieben ermittelt. Fir uPA wurde der Cut-off 2,62 (35,2 %)
verwendet, fir PAI-1 der Median (24,24).

Tab. 16 uPA und PAI-1 Expression in TNBC-Tumorgewebe

uPA PAI-1

Anzahl gemessener Proben 63 86
Mittelwert 4,72 36,49
Median 4,71 24,24
Standardabweichung 3,83 43,99
Minimum 0,24 0,57
Maximum 16,01 311,72
Perzentile

25 1,89 13,33

50 3,76 24,24

75 5,85 40,72

60



Haufigkeit

~
Haufigkeit
AY

/| /|

T T T T T T
000 $.000 10.000 15.000 20.000 000 100.000 200.000 300.000

uPA mRNA PAI-1 mRNA

Abb. 7 Histogramme der uPA und PAI-1 Expressionsniveaus im TNBC-Tumorgewebe

5.4 Analyse der Korrelation der miRNAs und uPA, PAI-1 untereinander

T
400.000

Mithilfe einer nichtparametrischen Spearman-Korrelationsanalyse der drei miRNAs miR-7, miR-

16 und miR-27a und uPA, PAI-1 konnte die Korrelation der flinf Faktoren untereinander lGiberprift

werden. Wie in Tabelle 17 ersichtlich, weist miR-27a eine Korrelation zu uPA (r=0,29; p= 0,02),

PAI-1 (r=0,31; p=0,04) und miR-16 (r=0,53; p= 0,00) auf. Ebenso korrelieren die miRNAs miR-16

und miR-7 (r=0,29; p=0,01) sowie uPA und PAI-1 (r= 0,39; p= 0,01) miteinander.

Basierend auf der Co-Expression von miR-27a und uPA/PAI-1 wurden zur weiteren Analyse die

Expressionsniveaus fir jede miRNA und uPA, PAI-1 in hoch und niedrig eingeteilt und hiermit Chi-

Square-Tests durchgefiihrt (siehe Cut-off Bestimmung Kapitel 5.2). Da sich keine signifikante

Korrelation zeigt, ist davon auszugehen, dass es keine ausgepragte miR-uPA-Achse fiir miR-7,

miR-16 und miR-27a gibt (Tab. 17-20).
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Tab. 17 Spearman-Korrelation der einzelnen miRNAs und uPA/PAI-1 untereinander

miR-7 miR-16 uPA PAI-1
miR-27a Korrelationskoeffizient 0,17 0,53 0,29 0,31
Signifikanz (2-seitig) 0,11 0,000 0,02 0,04
Anzahl 92 93 61 83
miR-7 Korrelationskoeffizient 0,29 0,11 0,15
Signifikanz (2-seitig) 0,002 0,39 0,18
Anzahl 95 61 84
miR-16 Korrelationskoeffizient 0,09 0,15
Signifikanz (2-seitig) 0,50 0,15
Anzahl 63 86
uPA Korrelationskoeffizient 0,39
Signifikanz (2-seitig) 0,002
Anzahl 63

Eine signifikante Korrelation ist fett dargestellt.

Tab. 18 Assoziation der miR-27a Expression mit der Expression von uPA und PAI-1 (Chi-Square-Test)

Anzahl® miR-27a
niedrig/hoch

Totale Patientenzahl 97
uPA¢ 85 P=0,22
niedrig 31 26/5
hoch 54 39/15
PAI-1¢ 87 P=0,28
niedrig 44 36/8
hoch 43 31/12

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl fiir uPA und PAI-1 nicht n =97

2 patientenzahl

bdichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = 2,07 (78,7%)
¢dichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = 2,62 (35,2%)

4 dichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 24,24
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Tab. 19 Assoziation der miR-7 Expression mit der Expression von uPA und PAI-1 (Chi-Square-Test)

Anzahl? miR-7°
niedrig/hoch

Totale Patientenzahl 97

uPAc 86 P=0,54
niedrig 30 16/14

hoch 56 26/30

PAI-1¢ 88 P=0,39
niedrig 45 24/21

hoch 43 19/24

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl fiir uPA und PAI-1 nicht n=97
2 Patientenzahl

b dichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 3,17

¢dichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = 2,62 (35,2%)

4 dichotomisiert in niedrige und hohe Wertebei einem cut-off = Median = 24,24

Tab. 20 Assoziation der miR-16 Expression mit der Expression von uPA und PAI-1 (Chi-Square-Test)

Anzahl? miR-16°
niedrig/hoch

Totale Patientenzahl 97

uPA°¢ 88 P=0,70
niedrig 31 16/15
hoch 57 27/30
PAI-1¢ 90 P=0,14
niedrig 45 25/20
hoch 45 18/27

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl flir uPA und PAI-1 nicht n=97
@ Ppatientenzahl

b dichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 2,97

¢dichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = 2,62 (35,2%)

4 dichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 24,24
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5.1 Assoziation der miRNAs mit klinikopathologischen Faktoren: Chi-Square-Tests

Tabelle 21, 22 und 23 geben die Assoziation zwischen miR-7, miR-16 und miR-27a,
(dichotomisiert anhand der Expressionsniveaus in niedrig und hoch) in Relation zu
klinikopathologischen Faktoren wie Alter, Lymphknotenstatus, T-Stadium, Tumorgrofie, Grading

und Primdrmetaste mithilfe des Chi-Square-Tests wieder.

Die miR-7-Konzentration zeigt im Chi-Square Test keine Assoziation zu Alter (p = 0,60),
Lymphknotenstatus (p = 0,60), T-Stadium (p = 0,47), TumorgroBe (p = 0,65) und
Primarmetastasierungsrate (p = 0,38). Sie zeigt jedoch eine signifikante Assoziation zum Grading

(p =0,01). Hohe miR-7-Werte kommen haufiger in G3 Tumoren vor.

miR-16 zeigt eine signifikante Assoziation von TumorgrofRe und miR-16-Konzentration (p <0,001).
Niedrige miR-16-Niveaus kommen haufiger in Tumoren vor, die grofler als 20 mm sind. Eine
Assoziation zu Alter (p = 0,26), Lymphknotenstatus (p = 0,92), T-Stadium (p = 0,58), Grading (p =

0,45) und Primarmetastasierungsrate (p = 0,39) liegt nicht vor.

Auch bei miR-27a gibt es eine signifikante Assoziation von Tumorgrofe und miR-27a-
Konzentration (p = 0,01). Tumoren groBer als 20 mm haben haufiger hohe miR-27a-Werte.
Dahingegen korrelieren Alter (p = 0,43), Lymphknotenstatus (p = 0,86), T-Stadium (p = 0,28),
Grading (p = 0,80) und auch das Auftreten von Primarmetastasen (p = 0,78) nicht mit der miR-16

oder miR-27a-Konzentration.
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Tab. 21 Korrelation der miR-7 Expression mit klinikopathologischen Faktoren

Klinische Parameter Patientenzahl® miR-7*
niedrig/hoch

Totale Patientenzahl 97
Alter 95 P=0,60
<60 Jahre 45 21/24
>60 Jahre 50 26/24
Lymphknotenstatus 95 P=0,60
negativ 50 26/24
positiv 45 21/24
T-Stadium 95 P=0,47
T1/2 76 39/37
T3/4 19 8/11
TumorgroRe 95 P=0,65
<20 mm 20 9/11
>20 mm 75 38/37
Grading 95 P=0,01
Gl+G2 17 13/4
G3 78 34/44
Primarmetastase 95 P=0,38
ja 89 43/46
nein 6 4/2

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl nicht immer n=97
@ Patientenzahl

bdichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 3,17



Tab. 22 Korrelation der miR-16 Expression mit klinikopathologischen Faktoren

Klinische Parameter Patientenzahl® miR-16°
niedrig/hoch

Totale Patientenzahl 97

Alter 97 P=0,26
<60 Jahre 46 20/26
>60 Jahre 51 28/23
Lymphknotenstatus 97 P=0,92
negativ 51 25/26
positiv 46 23/23
T-Stadium 97 P=0,58
T1/2 77 37/40
T3/4 20 11/9
TumorgroRe 97 P =0,003
<20 mm 20 4/16
>20 mm 77 44/33
Grading 97 P=0,45
Gl+G2 17 7/10
G3 80 41/39
Primarmetastase 97 P=0,39
ja 91 44/47
nein 6 4/2

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl nicht immer n=97
@ Patientenzahl

bdichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 2,97



Tab. 23 Korrelation der miR-27a Expression mit klinikopathologischen Faktoren

Klinische Parameter Patientenzahl® miR-27a"
niedrig/hoch

Totale Patientenzahl 97

Alter 94 P=043
<60 Jahre 45 37/8
>60 Jahre 49 37/12
Lymphknotenstatus 94 P=0,86
negativ 50 39/11
positiv 44 35/9
T-Stadium 94 P=0,28
T1/2 74 60/14
T3/4 20 14/6
TumorgroRRe 94 P=0,01
<20 mm 19 11/8
>20 mm 75 63/12
Grading 94 P=0,80
Gl1+G2 17 13/4
G3 77 61/16
Primdarmetastase 94 P=0,78
ja 88 69/19
nein 6 5/1

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl nicht immer n=97
2 patientenzahl

b dichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = 2,07 (78,7%)



5.2 Assoziation von miR-7, miR-16, miR-27a und klinikopathologischen Faktoren zu
Gesamt- und krankheitsfreiem Uberleben: Univariate Cox-Regressionsanalysen und
Kaplan-Meier- Uberlebenskurven

Mithilfe von uni- und multivariaten Cox-Regressionsanalysen wurde der Einfluss von etablierten
klinikopathologischen Faktoren auf das 5-Jahres-Gesamtiberleben (OS 60 m) bzw.
krankheitsfreie Uberleben (DFS 60 m) evaluiert (Tab. 24). Es zeigt sich eine signifikante
Korrelation vom Alter der Patienten zu sowohl dem 5-Jahres-Gesamtiiberleben (HR 7,78 (95 % Cl
2,71-22,33); p < 0,001), wie auch zum krankheitsfreien Uberleben (HR 3,88 (95 % Cl 1,75-8,59); p
< 0,001). Wenn das Alter lGber 60 Jahre betragt, ist das Risiko innerhalb von 5 Jahren zu
versterben 7-fach und ein Rezidiv zu erhalten fast 4-fach erhoéht. Das T-Stadium ist ebenfalls
prognostisch mit dem Gesamt- und krankheitsfreien Uberleben assoziiert. Ein héheres T-Stadium
(n= 22) geht mit einem kirzeren Gesamt- (HR 4,76 (95 % Cl 2,30-9,84); p< 0,001) sowie
krankheitsfreiem Uberleben (HR 5,02 (95 % CI 2,46-10,25); p< 0,001) als ein niedriges (n= 77)
einher. Fur die weiteren klinischen Faktoren wie Lymphknotenstatus, TumorgréRe und Grading
zeigt sich in unseren Analysen keine signifikante Korrelation zum 5-Jahres-Gesamtiiberleben oder
krankheitsfreien Uberleben nach 5 Jahren. Fiir miR-7 und miR-16 wurde keine Signifikanz in der
Uberlebensanalyse festgestellt. miR-27a korreliert jedoch bei einem Cut-off von 2,07 mit einem
p-Wert von 0,04 signifikant mit dem 5-Jahres-Uberleben. Bei einer hohen miRNA-Konzentration
liegt das Risiko innerhalb von 5 Jahren zu versterben mehr als doppelt so hoch wie bei Patienten,
welche eine niedrige miR-27a Konzentration aufweisen (HR 2,20 (95 % Cl 1,02-4,73)). Auch auf
das krankheitsfreie Uberleben nach 5 Jahren hat miR-27a einen Einfluss. Eine hohe miR-27a
Konzentration geht ebenfalls mit einem mehr als doppelt so hohen Risiko einher, ein Rezidiv zu

erleiden wie eine niedrige miR-27a Konzentration (HR 2,35 (95% Cl 1,15-4,78); p= 0,02).

Diese Ergebnisse wurden anhand von Kaplan-Meier-Uberlebenskurven visualisiert und mittels
log-rank Test verifiziert. Hier geht eine erhéhte miR-27a-Expression mit einem signifikant

schlechteren Gesamt- (p= 0,04) und krankheitsfreien Uberleben (p= 0,02) einher (Abb. 8-10).
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Tab. 24 Univariate Cox-Regressionsanalysen von miR-7, miR-16, miR-27a und klinikopathologischen

Faktoren in Relation zum Gesamtiiberleben und krankheitsfreiem Uberleben

Klinische Gesamtiiberleben® Krankheitsfreies Uberleben?

Parameter Anzahl®  HR (95 % CI) P Anzahl®  HR (95 % Cl)* P
Alter

<60 Jahre 46 1 <0,001 46 1 0,001
> 60 Jahre 51 7,78 (2,71-22,33) 51 3,88 (1,75-8,59)
Lymphknotens

tatus 51 1 0,19 51 1 0,07
negativ 46 1,63 (0,79-3,35) 46 1,91 (0,96-3,78)

positiv

T- Stadium

T1/2 77 1 <0,001 77 1 <0,001
T3/4 20 4,76 (2,30-9,84) 20 5,02 (2,46-10,26)
Tumorgrofe

<20 mm 20 1 0,56 20 1 0,99
>20mm 77 0,79 (0,35-1,77) 77 1,00 (0,45-2,22)

Grading

Gl+ G2 17 1 0,85 17 1 0,82
G3 80 0,92 (0,38-2,24) 80 1,11 (0,46-2,67)

miR-7¢

niedrig 48 1 0,15 48 1 0,11
hoch 47 1,71 (0,82-3,59) 47 1,74 (0,88-3,45)

miR-16°

niedrig 48 1 0,59 48 1 0,85
hoch 49 0,82 (0,40-1,68) 49 0,94 (0,48-1,84)

miR-27af

niedrig 72 1 0,04 74 1 0,02
hoch 22 2,20 (1,02-4,73) 20 2,35(1,15-4,78)

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl nicht immer n=97
2 Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben nach 60 Monaten

b patientenzahl

¢HR= hazard ratio (Cl= confidence interval)

ddichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 3,17
¢dichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 2,97

fdichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = 2,07 (78,7%)
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Abb. 8: Einfluss des miR-27a Gehalts (cut-off = 2,07 = 78,7%) auf das kumulative Gesamt- (A) und
krankheitsfreie Uberleben (B) bei Patienten mit TNBC.

Patienten mit hoher miR-27a Expression zeigen ein signifikant schlechteres Gesamt- (p= 0,04) und krankheitsfreies
Uberleben (p=0,02) als Patienten mit niedriger miR-27a Expression. Uberlebenskurven wurden mithilfe von Kaplan-
Meier-Analysen generiert. Event Gesamtiiberleben: Tod, Event krankheitsfreies Uberleben: Rezidiv.
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Abb. 9: Einfluss des miR-16 Gehalts (cut-off = Median) auf das kumulative Gesamt- (A) und krankheitsfreie
Uberleben (B) bei Patienten mit TNBC.

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied bei einer niedrigen oder hohen miR-16 Expression im Gesamt- (p= 0,59)
und krankheitsfreien Uberleben (p=0,85). Uberlebenskurven wurden mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven gezeichnet.
Event Gesamtiberleben: Tod, Event krankheitsfreies Uberleben: Rezidiv.
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Abb. 10: Einfluss des miR-7 Gehalts (cut-off = Median = 3,17) auf das kumulative Gesamt- (A) und
krankheitsfreie Uberleben (B) bei Patienten mit TNBC.

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied bei einer niedrigen oder hohen miR-7 Expression im Gesamt- (p= 0,15)
und krankheitsfreien Uberleben (p=0,11). Uberlebenskurven wurden mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven gezeichnet.
Event Gesamtiiberleben: Tod, Event krankheitsfreies Uberleben: Rezidiv.

5.3 Assoziation von miR-7- und miR-16- und miR-27a-Expressionsniveaus mit Gesamt-
und krankheitsfreiem Uberleben: Multivariate Cox-Regressionsanalysen

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse wird die Abhangigkeit der untersuchten miRNAs mit
weiteren Faktoren zum Gesamt- und krankheitsfreien Uberleben tiberpriift. Nimmt man die drei
Variablen Alter, T-Stadium und miR-27a, so prasentieren sich nur das Alter (HR 9,43 (95% Cl 2,84-
31,38); p< 0,01) und das T-Stadium (HR 1,71 (95% Cl 1,18-2,49); p= 0,001) als signifikant. miR-27a
hingegen wird durch diese Konstellation ein nicht-signifikanter Faktor (HR 2,56 (95% Cl 1,16-
5,62); p= 0,17) fiir das 5-Jahres-Uberleben. Ebenso kann dies fiir das krankheitsfreie Uberleben
beobachtet werden (Tab. 25).

miR-7 zeigt in den multivariaten Analysen gemeinsam mit Alter und T-Stadium eine signifikante
Korrelation zu Gesamt- und krankheitsfreiem Uberleben. Bei einem miR-7 groRBer dem Median
liegt ein zweifach erhohtes Risiko vor, innerhalb von 5 Jahren zu versterben (HR 2,16 (95% Cl

1,02-4,59); p= 0,04) oder ein Rezidiv zu erhalten (HR 2,21 (95% Cl 1,09-4,49); p= 0,03) (Tab. 26).
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Auch in der multivariaten Analyse mit miR-16 zeigen sich nur das Alter und das T-Stadium als
signifikant fiir das Gesamt- und krankheitsfreie Uberleben. miR-16 hingegen stellt sich als nicht-

signifikant dar (Tab. 27).

Tab. 25 Multivariate Cox-Regressionsanalysen des klinischen Outcomes (Gesamt- und krankheitsfreies

Uberleben) von TNBC-Patienten in Bezug zu miR-27a und klinikopathologischen Faktoren

Klinische Gesamtiiberleben® Krankheitsfreies Uberleben®

Parameter Anzahl®  HR(95% Cl) P Anzahl®  HR (95% CI)* P
Alter

<60 Jahre 46 1 <0,001 46 1 0,003
> 60 Jahre 51 9,43 (2,84-31,38) 51 3,36 (1,503-7,525)

T- Stadium

T1/2 77 1 0,001 77 1 < 0,001
T3/4 20 1,71 (1,18-2,49) 20 3,77 (1,800-7,886)

miR-27a¢

niedrig 72 1 0,17 74 1 0,13
hoch 22 2,56 (1,16-5,62) 20 1,76 (0,845-3,654)

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl nicht immer n=97
2 Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben nach 60 Monaten

b patientenzahl

¢HR= hazard ratio (Cl= confidence interval)

ddichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = 2,07 (78,7%)
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Tab. 26 Multivariate Cox-Regressionsanalysen des klinischen Outcomes (Gesamt- und krankheitsfreies

Uberleben) von TNBC-Patienten in Bezug zu miR-7 und klinikopathologischen Faktoren

Klinische Gesamtiiberleben® Krankheitsfreies Uberleben?

Parameter Anzahl® HR (95% CI)° P Anzahl’  HR (95% Cl)¢ P
Alter

<60 Jahre 46 1 <0,001 46 1 0,001
> 60 Jahre 51 8,24 (2,83-23,99) 51 3,90 (1,75-8,74)

T- Stadium

T1/2 77 1 <0,001 77 1 < 0,001
T3/4 20 4,69 (2,21-9,97) 20 5,04 (2,42-10,46)

miR-7¢

niedrig 48 1 0,04 48 1 0,03
hoch 47 2,16 (1,02-4,59) 47 2,21 (1,09-4,49)

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl fiir nicht immer n=97
2 Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben nach 60 Monaten

b patientenzahl

¢HR= hazard ratio (Cl= confidence interval)

ddichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 3,17
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Tab. 27 Multivariate Cox-Regressionsanalysen des klinischen Outcomes (Gesamt- und krankheitsfreies

Uberleben) von TNBC-Patienten in Bezug zu miR-16 und klinikopathologischen Faktoren

Klinische
Parameter
Alter

<60 Jahre
> 60 Jahre
T- Stadium
T1/2
T3/4
miR-16d
niedrig

hoch

Gesamtiiberleben

Krankheitsfreies Uberleben

Anzahl

46
51

77
20

48

47

HR (95% Cl)

1
7,58 (2,62-21,90)

1

4,59 (2,21-9,54)

1
0,99 (0,48-2,04)

<0,001

< 0,001

0,98

Anzahl

46
51

77
20

48

47

HR (95% Cl)

1
3,47 (1,55-7,76)

1

4,40 (2,13-9,07)

1

1,00 (0,51-1,98)

0,002

< 0,001

0,99

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt
Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl nicht immer n=97

aGesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben nach 60 Monaten
bpatientenzahl

©HR= hazard ratio (Cl= confidence interval)

ddichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem Cut-off = Median = 2,97

5.4 Assoziation uPA und PAI-1 zu Gesamt- und krankheitsfreiem Uberleben: Univariate
Cox-Regressionsanalysen und Kaplan-Meier- Uberlebenskurven

Betrachtet man das uPA-PAI-1-System, so korreliert bei einem Cut-off von 2,62 ein niedriger uPA-

Spiegel mit einem langerem 5-Jahres- Gesamtiiberleben (p = 0,04). Ein hoher uPA-Spiegel geht

mit einem fast dreifach erhéhten Risiko (HR 2,85 (95 % Cl 1,08-7,53)) einher, ein Todesereignis

innerhalb von 5 Jahren zu erleiden. Zum krankheitsfreien Uberleben nach 5 Jahren gibt es keine

signifikante Korrelation. PAI-1 hingegen zeigt bei einem Cut-off von 24,24 weder eine signifikante

Korrelation zum krankheitsfreien noch zum Gesamtiberleben (Tab. 28).
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Auch hier wurden zur Visualisierung und Bestitigung Kaplan-Meier-Uberlebenskurven
angefertigt. Patienten, welche eine hohe uPA-Konzentration aufweisen, haben ein signifikant

schlechteres Gesamtiberleben nach 5 Jahren (p=0,03) (Abb. 11).

Tab. 28 Univariate Cox-Regressionsanalysen von uPA und PAI-1 in Relation zum Gesamtiberleben und

krankheitsfreiem Uberleben

Klinische Gesamtiiberleben® Krankheitsfreies Uberleben?
Parameter Anzahl®  HR(95% CI) P Anzahl® HR (95% CI)* P
uPA‘

niedrig 31 1 0,04 31 1 0,33
hoch 57 2,85 (1,08-7,53) 57 1,47 (0,68-3,18)

PAI-1°¢

niedrig 45 1 0,31 45 1 0,83
hoch 45 1,49 (0,69-3,21) 45 1,08 (0,53-2,18)

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl nicht immer n=97
2 Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben nach 60 Monaten

b patientenzahl

©HR= hazard ratio (Cl= confidence interval)

ddichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = 2,62 (35,2%)

edichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = Median = 24,24
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Abb. 11: Einfluss des uPA- (Cut-off = 2,62 (35,2%)) (A, B) und des PAI-1-(Cut-off = Median) (C, D) Gehalts
auf das kumulative Gesamt- (A, C) und krankheitsfreie Uberleben (B, D) bei Patienten mit TNBC.

Patienten mit hoher uPA-Expression zeigen ein signifikant schlechteres Gesamtiiberleben (p=0,03) als Patienten mit
niedriger uPA-Expression. Im krankheitsfreien Uberleben kann kein signifikanter Unterschied zwischen niedriger
oder hoher uPA-Expression (p=0,04) festgestellt werden. Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss der PAI-1-Expression
im kumulativen Gesamt- (p= 0,31) und krankheitsfreien Uberleben (p=0,83). Uberlebenskurven wurden mithilfe von
Kaplan-Meier-Kurven gezeichnet. Event Gesamtiiberleben: Tod, Event krankheitsfreies Uberleben: Rezidiv.

5.5 Assoziation von uPA-Expressionsniveaus mit Gesamt- und krankheitsfreiem
Uberleben: Multivariate Cox-Regressionsanalysen

Auch fur uPA wurde eine multivariate Cox-Regressionsanalyse in Kombination mit Alter und T-

Stadium durchgefiihrt. Alle drei Faktoren sind in der multivariaten Analyse beziiglich des
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Gesamtiiberlebens hoch signifikant. Bei dem krankheitsfreien Uberleben hingegen ist uPA nicht
signifikant (HR 1,64 (95 % ClI 0,75-3,61); p= 0,22), Alter (HR 4,12 (95 % CI 1,67-10,16); p= 0,002)
und T-Stadium (HR 4,06 (95 % Cl 1,87-8,83); p< 0,001) jedoch bleiben signifikant (Tab. 29).

Tab. 29 Multivariate Cox-Regressionsanalysen des klinischen Outcomes (Gesamt- und krankheitsfreies

Uberleben) von TNBC-Patienten in Bezug zu uPA und klinikopathologischen Faktoren

Klinische Gesamtiiberleben® Krankheitsfreies Uberleben?

Parameter Anzahl®  HR(95% CI) P Anzahl®  HR (95% CI)¢ P
Alter

<60 Jahre 46 1 0,001 46 1 0,002
> 60 Jahre 51 11,38 (2,67-48,50) 51 4,123 (1,674-10,158)
T- Stadium
T1/2 77 1 <0,001 77 1 < 0,001
T3/4 20 4,32 (1,95-9,54) 20 4,057 (1,865-8,826)

uPA‘

low 31 1 0,03 31 1 0,22
high 57 3,03 (1,13-8,07) 57 1,640 (0,746-3,605)

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt

Aufgrund von fehlenden Werten ergibt die eingeschlossene Patientenzahl nicht immer n=97
2 Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben nach 60 Monaten

b patientenzahl

¢HR= hazard ratio (Cl= confidence interval)

ddichotomisiert in niedrige und hohe Werte bei einem cut-off = 2,62 (35,2%)

5.6 Klinikopathologische Faktoren in Assoziation zum Gesamt- und krankheitsfreien

Uberleben: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven und Log-Rank-Tests

Mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven und Log-Rank-Tests wurden auch diverse klinische sowie
histopathologische Faktoren in Hinblick auf die 5-Jahres-Uberlebensrate und das krankheitsfreie

Uberleben nach 5 Jahren untersucht.

65 Patienten erhielten eine adjuvante Chemotherapie, 30 Patienten erhielten keine. Eine
adjuvante Chemotherapie beeinflusst in unseren statistischen Auswertungen sowohl das

Gesamt- als auch das krankheitsfreie Uberleben signifikant (p< 0,001) (Abb. 12 a, b). 17 der 30
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Patienten, die keine adjuvante Chemotherapie erhielten, verstarben innerhalb von 5 Jahren (=
56 %). Dahingegen verstarben in der Gruppe der adjuvant therapierten Patienten nur 12 von 65

(= 18 %).

Zusatzlich wurde untersucht, ob im Speziellen eine Anthracyclin-haltige Chemotherapie einen
Vorteil gegeniiber dem Verzicht auf eine adjuvante Chemotherapie darstellt. Auch hier zeigte
sich eine signifikante Reduktion von Ereignissen nach Anthracyclin-haltiger Therapie. Eine
Anthracyclin-haltige Chemotherapie erhielten 30 Patienten, 35 erhielten keine. In der Gruppe
der Patienten ohne Chemotherapie betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate nur 43 %, wohingegen
die der Patienten mit Anthracyclin-haltiger Chemotherapie 86 % betragt (p< 0,001). Auch fiir das
krankheitsfreie Uberleben zeigt eine Anthracyclin-haltige Chemotherapie einen signifikanten

Benefit (p=0,001) (Abb. 12 ¢, d).

AuBerdem wurden die zwei gadngigsten Chemotherapie-Konzepte untereinander verglichen.
Adjuvant wurden meist eine CMF-Chemotherapie (= Cyclophosphamid, Methotrexat, 5-
Fluoruracil) oder eine Anthracyclin-haltige Chemotherapie im untersuchten TNBC-Kollektiv
initiiert. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied sowohl in der Gesamtiberlebens- als

auch in der krankheitsfreien Uberlebensrate (Abb. 12 e, f).
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Abb. 12: Einfluss einer adjuvanten Chemotherapie (A, B), einer anthracyclin-haltigen vs. keiner
Chemotherapie (C, D) und CMF vs. Anthracyclin (E, F) auf das kumulative Gesamt- und krankheitsfreie
Uberleben bei Patienten mit TNBC.

Patienten, welche ohne adjuvante Chemotherapie behandelt wurden, zeigen ein signifikant schlechteres Gesamt-
(p< 0,001) und krankheitsfreies Uberleben (p< 0,001) als Patienten mit adjuvanter Chemotherapie. Ebenso zeigt eine
Anthracyclin-haltige Chemotherapie eine signifikante Besserung des Gesamt- (p< 0,001) (C) und des krankheitsfreien
Uberlebens (p= 0,001) (D) versus keine Anwendung von Chemotherapie. Eine Anwendung einer Anthracyclin- oder
CMF-haltigen Chemotherapie weist keinen signifikanten Unterschied im Gesamt- (p= 0,98) (E) und krankheitsfreien
Uberleben (p= 0,40) auf (F).

Uberlebenskurven wurden mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven gezeichnet. Event Gesamtiiberleben: Tod, Event
krankheitsfreies Uberleben: Rezidiv.
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Unterteilt man das T-Stadium in T1/2 und T3/4 kann man einen signifikanten Einfluss auf das
Gesamt- (p< 0,001) und krankheitsfreie Uberleben (p< 0,001) feststellen (Abb. 13). Patienten mit
einem hohen T-Stadium (T3/4) haben ein signifikant schlechteres Gesamt- und krankheitsfreies

Uberleben als Patienten mit niedrigem (T1/2) T-Stadium.

T1/2(n=77,
events=17) T 1/2 (n=77,

0.0 events=21)

0.6+

Kumulatives Gesamtiiberleben
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Abb. 13: Einfluss der verschiedenen T-Stadien unterteil in T1/2 und T3/4 auf das kumulative Gesamt- (A)
und krankheitsfreie Uberleben (B) bei TNBC-Patienten.

Das Gesamt- (p< 0,001) und krankheitsfreie Uberleben (p< 0,001) ist signifikant abhangig vom T-Stadium. Patienten
mit hohem T-Stadium (T3 und T4) zeigen ein signifikant schlechteres Gesamt- (p< 0,001) (C) und krankheitsfreies
Uberleben (p< 0,001) (D) als Patienten mit niedrigem T-Stadium (T1 und T2). Uberlebenskurven wurden mithilfe von
Kaplan-Meier-Kurven gezeichnet. Event Gesamtiiberleben: Tod, Event krankheitsfreies Uberleben: Rezidiv.
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Abb. 14: Einfluss des Nodalstatus auf das kumulative Gesamt- (A) und krankheitsfreie Uberleben (B) bei
TNBC-Patienten.

Das Gesamt- (p= 0,01) (A) und krankheitsfreie Uberleben (p= 0,01) (B) ist signifikant abhangig vom Nodalstatus. Ein
nodalnegativer Status hat gegenlber einem nodalpositiven Status keinen signifikanten Einfluss auf Gesamt- (C) und
krankheitsfreies Uberleben (D). Uberlebenskurven wurden mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven gezeichnet. Event
Gesamtiiberleben: Tod, Event krankheitsfreies Uberleben: Rezidiv.

Betrachtet man den Nodalstatus in Anbetracht seines Niveaus, so kann man sehen, dass ein

héherer Nodalstatus mit einem schlechteren Gesamt- (p< 0,001) und krankheitsfreien Uberleben

(p< 0,001) einhergeht (Abb. 14 A, B). Differenziert man den Nodalstatus nur in positiv und

negativ, so zeigt sich zwar ein Trend, aber kein signifikanter Einfluss auf das Gesamtiberleben

81



oder das krankheitsfreie Uberleben (Abb. 14 C, D). Dahingegen sieht man einen Unterschied
beziiglich des Uberlebens, ob eine Primirmetastase vorliegt oder nicht. 91 Patienten des
Kollektivs weisen keine Primdrmetastase auf. Das 5-Jahres-Uberleben liegt bei ihnen bei ca. 74
%. Andererseits verstarben alle 6 Patienten mit Primarmetastase innerhalb von 5 Jahren (p<

0,001) (Abb. 15).

Keine
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(n=91, events=24)

Kumulatives Gesamtiiberleben
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54

Abb. 15: Einfluss des Vorhandenseins einer Primdrmetastase auf das kumulative Gesamt-Uberleben bei
TNBC-Patienten.

Das Gesamt-Uberleben (p< 0,001) ist signifikant schlechter bei Vorhandensein einer Primirmetastase.
Uberlebenskurven wurden mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven gezeichnet. Event Gesamtiiberleben: Tod.

Das Grading zeigt in unseren Analysen keine signifikante Korrelation zum Uberleben (Abb. 16).

Eine Unterteilung in ein G1/2 vs. G3/4 wies keinen signifikanten Unterschied im Gesamt- oder

krankheitsfreien Uberleben auf.
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Abb. 16: Einfluss des Gradings auf das kumulative Gesamt-
TNBC-Patienten.
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Das Grading zeigt keine Signifikanz in Bezug zum Gesamt- (p = 0,85) (A) und krankheitsfreien Uberleben (p = 0,82)
(B). Uberlebenskurven wurden mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven gezeichnet. Event Gesamtiiberleben: Tod, Event
krankheitsfreies Uberleben: Rezidiv.
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6. Diskussion

Die personalisierte Krebsmedizin beinhaltet eine auf den Patienten bzw. den biologischen
Eigenschaften des Tumors malgeschneiderte Therapie. Patientinnen mit Ostrogen-,
Progesteron- oder HER2neu-positiven Mammakarzinomen kdnnen schon heute eine solche
zielgerichtete Therapie erhalten. Dahingegen gibt es die Subgruppe der TNBCs, bei der bislang
nur die klassische Chemotherapie als Therapieoption vorhanden ist, leider jedoch mit
unbefriedigenden Ansprechraten (Hammond et al., 2010). TNBC ist eine Tumorentitat, die
besonders jingere Patientinnen betrifft und ihre Aggressivitdat durch ein hohes Grading, eine
extensive Tumorausdehnung sowie eine hohe Lymphknotenmetastasierungsrate prasentiert. Die
Prognose ist durch die Aggressivitdit und das Fehlen einer zielgerichteten Therapie deutlich
schlechter als die anderer Mammakarzinomsubtypen (Wu et al., 2021; Gonzalez-Angulo et al.,
2011; van 't Veer et al., 2002). Dies spiegelt die Notwendigkeit wieder, neue Therapien zu

erforschen.

Durch eine Vielzahl an internationalen klinischen Studien wurde bereits die sowohl prognostische
als auch pradiktive Relevanz von uPA, ihres Rezeptors uPAR und des uPA-Inhibitors PAI-1 an
verschiedenen Brustkrebs-Subgruppen belegt (Banys-Paluchowski et al, 2019; Deryugina et al.,
2012). Daher werden seit 2007 uPA und PAI-1 durch die ASCO (American Society for Clinical
Oncology) als Biomarker fir die Risikobeurteilung von Brustkrebs-Patientinnen empfohlen. Es
zeigte sich im Verlauf, dass uPA, PAI-1 und uPAR-Expression bereits auf der Genebene durch
Interaktion von auf deren mRNAs ausgerichteten miRNAs moduliert werden kénnen (Di Leva et
al., 2014; Friedman et al., 2009). Dadurch eignen sich nicht nur uPA, PAI-1 und uPAR mRNA- bzw.
Proteinexpression, sondern auch die sie regulierenden miRNAs potentiell als neue prognostische

sowie pradiktive Faktoren beim Brustkrebs, auch fiir TNBC-Patientinnen.

6.1 Patientencharakteristika und klinikopathologische Faktoren

TNBC-Patientinnen sind mit 54 Jahren im Durchschnitt jlinger als Rezeptor-positive Patientinnen

(Median 65 Jahre) (Bauer et al., 2007). In Konkordanz zur Literatur betragt das Durchschnittsalter
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unseres Patientenkollektivs 59 Jahre, wobei die jlingste Patientin 30 Jahre alt und die dlteste 97
Jahre alt war. Im Vergleich zum Rezeptor-positiven Mammakarzinom weist das TNBC meist
bereits bei Diagnosestellung ein hoheres Grading sowie groRere Ausdehnung auf (Haffty et al.,
2006). Auch in unserem Patientenkollektiv wurde in 82 % der Falle der Tumor mit einem G3-
Stadium klassifiziert. 79% der Karzinome befanden sich entweder im T1 oder T2 Stadium.
Ovcaricek et al. (2011) beschreiben in lhrer Studie eine TumorgréRe tiber 2 cm in 59 % der Falle
und positive Lymphknotenmetastasen in 46 %. Wir konnten eine dahnliche Verteilung in unserer
Patientenkohorte beobachten. Ein Auftreten von Lymphknotenmetastasen zeigte sich in 47 %

der Falle und die TumorgroRRe war in 79 % der Falle groBer als 2 cm.

Liedtke et al. (2013) wertete klinikopathologische Faktoren von 1732 Patienten im Hinblick auf
deren prognostische Relevanz aus. Alter < 40 Jahre, extensive Tumorausdehnung, positiver
Nodalstatus und ein hohes Grading wurden als unabhangige Pradiktoren fiir eine schlechte
Prognose identifiziert. In unserer Kohorte zeigten sich nur teilweise Ubereinstimmende
Ergebnisse. Ein junges Alter (< 60 Jahre) zeigte sich als signifikant positiv-pradiktiver Faktor fir
das allgemeine und krankheitsfreie 5-Jahres-Uberleben. Patienten mit einem Alter iber 60
Jahren hatten ein 8-fach erhohtes Risiko innerhalb von 5 Jahren zu versterben (95 % Cl = 2,71 —
22,33; p<0,001) und ein 4-fach erhdhtes Rezidivrisiko (95 % Cl = 1,75 - 8,59; p = 0,001). Aufgrund
der unterschiedlichen Spannweite der Alterseinteilung in unserer Studie im Vergleich zu den
Daten von Liedtke et al. (2013) kann jedoch kein direkter Vergleich gezogen werden. Eine bessere
Prognose bei Patienten < 60 Jahren in unserer Kohorte kann, neben weiteren Faktoren, durch

einen haufigeren Einsatz einer adjuvanten Chemotherapie erklart sein.

Zwar wiesen in unserer Kohorte 77 von 97 Patienten eine TumorgrofRe gréBer als 2 cm auf,
dennoch konnte weder in den Kaplan-Meier-Uberlebenskurven noch in der univariaten Cox-
Regressionsanalyse eine prognostische Signifikanz fir das Gesamt- und krankheitsfreie
Uberleben festgestellt werden. Neben der TumorgréRe spielt jedoch auch das T-Stadium eine
entscheidende Rolle. Deshalb haben wir die T-Stadien in den Subgruppen T1/2 und T3/4
zusammengefasst und verglichen. Wir konnten zeigen, dass in unserer Kohorte ein hohes T-

Stadium mit einer signifikant schlechteren Prognose beziiglich Gesamtiiberleben (HR 4,76 (95 %
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Cl 2,30-9,84), p < 0,001) und krankheitsfreiem Uberleben einhergeht (HR 5,02 (95 % Cl 2,46 -
10,25), p < 0,001).

Anders als durch verschiedene Autoren beschrieben gab es in unserer Kohorte keinen
signifikanten Unterschied zwischen Nodal-negativem oder -positivem TNBC in Bezug zum
Gesamt- oder krankheitsfreiem Uberleben (He et al., 2017; Liedtke et al., 2013; Ovcaricek et al.,
2011). Trotzdem konnten wir mittels Kaplan-Meier-Analyse eine prognostische Signifikanz der
Héhe des Nodalstatus (NO bis N3) fiir Gesamt- (p < 0,001) und krankheitsfreies Uberleben (p <
0,001) bestitigen. Je héher die Klassifizierung des Nodalstatus, desto schlechter das Uberleben
bzw. je hoher ist das Risiko fir das Auftreten eines Rezidivs oder einer Metastasierung. In der
weiteren Analyse zeigten Patienten mit einem lymphonodalen Stadium NO und N1 keinen
signifikanten Unterschied beziiglich ihres Gesamt- und krankheitsfreien Uberlebens (p= 0,18).
Demgegeniiber zeigten Patienten mit lymphonodalem Stadium N2 oder N3 trendmaRig eine

schlechtere Prognose (p=0,06).

In unserer Analyse hatte, anderes als von anderen Autoren beschrieben, das Tumorgrading
keinen signifikanten Einfluss auf das 5-Jahres-Gesamt- und krankheitsfreie Uberleben. Dies
konnte daran liegen, dass in unserer Kohorte 82 % der Patienten ein Stadium G3 oder G4 und
lediglich 18 % ein niedrigeres Stadium aufwiesen. Um eine definitive Aussage treffen zu konnen,
miussten weiterfihrende Analysen zweier vergleichbarer Gruppen an einem moglichst groRen

Patientenkollektiv durchgefihrt werden.

Zusammenfassend spiegelt die Zusammensetzung unseres Kollektivs die in der Literatur

beschriebenen Eigenschaften der Entitdt TNBC gut wider.

6.2 uPA und PAI-1 und deren prognostische Relevanz

uPA ist eine Serin-Protease, welche auf Chromosom 10qg24 lokalisiert ist und Substrat-spezifisch
Plasmin aus Plasminogen generiert. In vitro Studien zeigen, dass uPA zudem auch andere
Proteine wie Fibronektin, alpha6 integrin, hepatocyte growth factor (HGF), uPAR und uPA selbst
spalten kann (Dano et al., 2005; Duffy, 2004; Schmitt et al., 2010). Plasmin wiederum baut
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Bestandteile der ECM wie Laminin, Fibronectin, Tenascin C und Osteopontin ab und kann
spezifische Metalloproteasen (z.B. MMP1, MMP2, MMP3, MMP9, MMP12, and MMP13)
aktivieren. Durch Degradation der ECM wird die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie
fibroblast growth factor 2, transforming growth factor beta und HGF geférdert (Deryugina et al.,
2012; Tjwa et al., 2009). Des Weiteren bindet uPA an uPAR und kann dadurch onkogene
Kaskaden, die Uber Jak-Stat, focal adhesion kinase system und MAPK vermittelt werden,
aktivieren. So kann uPA auf direktem und indirektem Wege die Zellproliferation, Migration,

Invasion und Metastasierung fordern (D'Alessio et al., 2009).

Die Wirkung von uPA und PAI-1 wurde im Rezeptor-positiven Brustkrebs bereits naher
untersucht. Duffy et al. (1988), Janicke et al. (1989) und Janicke et al. (1990) berichteten
erstmalig, dass eine hohe uPA und PAI-1 Aktivitat in Brustkrebsgewebe mit einem schlechteren
Outcome der Patienten einherging. Weitere Untersuchungen zeigten, dass uPA und PAIl-1
statistisch unabhangige, prognostische Marker im Brustkrebs sind (Fernd et al., 1996; Foekens et
al., 1992; Janicke et al., 1990). Zusatzlich konnte auch eine pradiktive, therapeutische Relevanz
festgestellt werden. Ein hoher uPA und PAI-1 Spiegel wirkte sich vorteilhaft auf das Ansprechen
einer CMF- und Anthracyclin-haltigen Chemotherapie aus (Harbeck et al., 2004; Harbeck et al.,
2002; Manders et al., 2004). 2007 wurde schlieBlich uPA/PAI-1 in die Behandlungsempfehlungen

der ASCO als neuer Biomarker zur Therapieentscheidung aufgenommen (Harris et al., 2007).

Korrespondierend konnten wir auch im TNBC eine prognostische Relevanz von uPA feststellen.
In unserem Patientenkollektiv hatten Patienten mit einer uPA-Expression von grofRer 2,62 (Cut-
off 35,2 %) ein fast 3-fach so hohes Risiko innerhalb von 5 Jahren zu versterben (HR 2,85 (Cl 95%
1,08-7,53), p= 0,04). In der multivariaten Analyse war eine hohe uPA-Expression gemeinsam mit
Alter und dem T-Stadium signifikant negativ mit dem Gesamtiberleben korreliert (HR 3,03, Cl
95% (1,13-8,09), p = 0,03). Somit sind Alter, T-Stadium und uPA-Antigenlevel im TNBC-
Tumorgewebe voneinander abhdngige Faktoren und haben gemeinsam Einfluss auf das
Gesamtiiberleben. Dahingegen hat die PAI-1 Proteinexpression in unserer Kohorte keinen

signifikanten Einfluss auf das Auftreten eines Rezidivs oder einer Metastasierung.

Fiir eine moglichst effektive und personalisierte Tumortherapie ist eine zielgerichtete Therapie

von besonderer Bedeutung. In unserer Studie konnten wir zeigen, dass eine hohe uPA-Expression

87



im TNBC-Gewebe mit einer schlechten Prognose einhergeht. Im Rezeptor-positiven Brustkrebs
wurden bereits diverse Biologicals und Synthetika getestet, die spezifisch die Expression oder
Aktivitat von uPA und PAI-1 vermindern (Andreasen, 2007; Sperl et al., 2001). Eine dieser
zielgerichteten und vielversprechenden Therapien ist upamostat (Heidelberg Pharma), ein orales
Medikament, welches das uPA-System inhibiert und in Phase | Studien sowie in Phase-lI-Studien
an Brustkrebs getestet wurde. Patientinnen mit einem HER2-negativen, metastasierten
Mammakarzinom wurden entweder eine Therapie mit upamostat plus Capecitabin oder
Cabecitabin-Monotherapie verabreicht. Es zeigte sich ein erhohtes Ansprechen sowie ein
erhohtes PFS in der Kohorte, welche die Kombinationstherapie erhielt (Goldstein et al., 2010;
Heinemann et al., 2013). Auch im Pankreaskarzinom wurde eine Phase-II-Studie durchgefiihrt,
welche eine gute Vertraglichkeit von upamostat sowie eine hdhere partielle Remissionsrate in
Kombination mit Gemcitabin, im Vergleich zu einer Therapie mit Gemcitabin-Monotherapie,
zeigte (Heinemann et al., 2013). Aufgrund der von uns erhobenen Daten ware uPA also auch als
Zielstruktur einer zielgerichteten Therapie im TNBC interessant. Der Einsatz von uPA-Inhibitoren

im TNBC ist daher von grolRem Interesse und sollte in weiteren Studien getestet werden.

Bindet der Protease-Inhibitor PAI-1 an uPA, so unterzieht sich der Komplex der Endozytose
(Dupont et al., 2009). Aufgrund der Inhibition von uPA kdnnte angenommen werden, dass PAI-1
ein Gegenspieler von uPA ist. Es wurde jedoch in unterschiedlichen Studien nachgewiesen, dass
PAI-1 wie uPA die Tumorprogression fordert. Die hierflir zugrunde liegenden Mechanismen sind
die einerseits anti-apoptotische und andererseits Angiogenese-férdernde Eigenschaften von PAI-
1 (Fangetal., 2012). Kwaan et al. (2000) zeigten, dass bei Zugabe von PAI-1 zu Tumorgewebe die
Apoptose von Endothelzellen und Tumorzellen inhibiert wurde. Durch Stimulation der Migration
von perivaskuldaren Endothelzellen wirkt PAI-1 zudem positiv auf die Angiogenese (Bajou et al.,

2004; Isogai et al., 2001).

In einer Studie von Xu et al. (2018) wurden mittels TGF-B TNBC-Zellen stimuliert, um in epithelial
mesenchymal transition (= EMT) zu gehen. AnschlieBend wurden die Protein-Sekretion und
Protein-Expressionsprofile analysiert. Die EMT forderte die Sekretion von PAI-1 durch TNBC-
Zellen. PAI-1 wiederum bewirkte Zellwachstum, -invasion und -migration und erhohte die

Expression von mesenchymalen Markern wie N-Cadherin. Auch im Kolonkarzinom und non-small
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cell lung cancer (NSCLC) wurde bereits eine erhohte Zellmigration und -proliferation sowie
erhohte EMT-Marker durch PAI-1 festgestellt (Hogan et al., 2013; Kang et al., 2016). Xu et al.
(2018) zeigten auBerdem eine signifikante positive Korrelation zwischen PAI-1 und N-Cadherin
sowie eine negative zwischen PAI-1 und dem epithelialen Marker E-Cadherin. Zudem war die PAI-
1 mRNA Expression im Tumorgewebe erhoht und ging mit einem signifikant schlechteren
Gesamtiiberleben einher. In unserer Studie konnten wir allerdings keine prognostische Relevanz
von PAI-1 fur das krankheitsfreie und Gesamtiiberleben im TNCB feststellen. Der Zusammenhang
zwischen PAI-1 Expression und prognostischer Relevanz beim TNBC sollte daher in weiteren,

grofReren Studien erneut geprift werden.

6.3 miR-7, -16, -27a und deren prognostische Relevanz

In neueren Studien konnte ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression von miR-7 und dem
Wachstum, der Migration und Invasion von multiplen Karzinomen unter anderem auch im
Brustkrebs bereits demonstriert werden (Liu et al., 2014; Ma et al., 2014; Marzioni et al., 2014;
Meza-Sosa et al., 2014). Bedeutend flr die Metastasierung scheint hierbei die EMT (epithelial to
mesenchymal transition) zu sein, ein Prozess, bei dem Epithelzellen ihre Zelladhdsionen verlieren,
sich durch Remodeling des Zytoskeletts und Verlust der Polaritdt zu Mesenchymzellen
umwandeln und dadurch invasives und migratorisches Potenzial erhalten (Wang et al., 2003;
Zavadil et al., 2007). E-Cadherin und Vimentin sind zwei Faktoren mit groRem Einfluss auf die
EMT. E-Cadherin bewirkt die Stabilisierung der Zelladhdsion von Epithelzellen. Bei Vimentin
hingegen ist die genaue Funktion noch nicht bekannt, dessen Uberexpression kann jedoch in
vielen Krebsarten beobachtet werden (Satelli et al., 2011). Kong et al. (2012) zeigten, dass die
miR-7-Expression, welche positiv mit dem E-Cadherin- und negativ mit dem Vimentin-
Expressionsniveau korreliert, im malignen Brustkrebsgewebe im Vergleich zum normalen
Brustgewebe herunterreguliert ist und invers mit dem Metastasierungsrisiko korreliert. Eine
Uberexpression von miR-7 ging hingegen mit einer Hemmung des Wachstums und der
Invasionsfahigkeit von Brustkrebszellen einher. Zudem inhibiert miR-7 FAK (focal adhesion

kinase), ein wichtiger Mediator der Zellmotilitat, -proliferation und des Zellliiberlebens, welcher
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in vielen soliden Tumoren Uberexprimiert wird und bei Uberexpression mit einer schlechten
Prognose und hoher Metastasierungsrate assoziiert ist (Qiao et al, 2022; Jia et al., 2014; Kong et
al., 2012; Webster et al., 2009). Durch Herunterregulation von PAK1 (P21 aktivierte Kinase 1),
welches in vielen Krebsgeweben lGiberexprimiert wird und Mitose, Regeneration des Zytoskeletts,
Zellmigration und Apoptose beeinflusst, sowie die EGFR-Expression und den Proteinkinase-B-
Signaltransduktionsweg hemmt, hat miR-7 zudem eine tumorsuppressive Wirkung auf
Mammakarzinomzellen (Kora¢ et al., 2022; Webster et al., 2009). Neben der Beeinflussung
bereits genannter molekularer Ziele und Transmissionswege reguliert miR-7 in
tumorsuppressiver Funktion auch Transkriptionsfaktoren und DNA-Reparatur-Prozesse. Zum
einen kann miR-7 durch Ansteuerung des HoxB3-Gens RaflA (Ras association domain family) und
den Tumorsuppressor Claudin-6 reaktivieren und zur Hemmung des Zellwachstums von
Brustkrebszellen flihren (Li et al., 2012). Zum anderen kann miR-7 durch Bindung an SET8-mRNA
(SET domain-containing (lysine methyltransferase) 8) eine Herunterregulation von SET8 und
damit eine verringerte Methylierung von Histon H4 Lysin 20 herbeifiihren, was wiederum die

EMT und damit das invasive Potenzial von Brustkrebszellen inhibiert (Yu et al., 2013).

Zusammenfassend wird miR-7 in der Literatur beim Mammakarzinom als tumorsuppressiv
gehandelt. Unsere Daten zeichnen jedoch ein anderes Bild. In der univariaten Cox-
Regressionsanalyse zeigt sich, dass eine hohe Expression tendenziell mit einer schlechten
Prognose einhergeht (Gesamtiiberleben p = 0,15, krankheitsfreies Uberleben p = 0,11) (aufgrund
geringer Fallzahl liegt hier keine Signifikanz vor). In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse
(Alter, T-Stadium und miR-7 Expression) tritt diese Tendenz noch starker hervor. Es zeigt sich eine
signifikante, positive Korrelation zwischen hohem miR-7 Expressionsniveau und einem 2-fach
erhohten 5-Jahres Mortalitadts- (p = 0,04) und Rezidivrisiko (p = 0,03). Ursachlich hierfiir kénnte
sein, dass eine hohe miR-7 Konzentration mit dem T-Stadium assoziiert und dadurch in der
multivariaten Analyse besser zum Vorschein kommt. Diese Hypothese sollte in weiteren Studien

mit groReren Fallzahlen untersucht werden.

miR-16 ist eine der ersten miRNAs, bei der eine Rolle in der Karzinogenese, Proliferation und
Metastasierung nachgewiesen werden konnte. Das Gen fir miR-16 liegt auf dem Chromosom

13p14. miR-16 inhibiert die Expression der Onkogene BCL2 (B Cell Lymphoma 2) und MCL1
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(Myeloid Cel Leukaemia 1). miR-16 ibernimmt somit die Rolle eines Tumorsuppressors (Xue et
al., 2014). Zusatzlich hemmt miR-16 in normalem Gewebe die Aktivitdt von CCND1 und WNT3A
mRNA, welche Einfluss in Zellproliferation, -invasion und —liberleben haben. Durch die
Herunterregulation von miR-16 im kranken Gewebe kommt es zu einer verringerten Hemmung
von CCND1 und WNT3A-mRNA, was wiederum die Karzinogenese fordert (Bonci et al., 2008).
Liang et al. (2015) zeigten zudem eine Assoziation von miR-16 zum FEAT Onkogen (faint
expression in normal tissues, aberrant overexpression in tumors), welches einen wesentlichen
Einfluss in der Tumorgenese durch Suppression der Apoptose hat. Es zeigte sich, dass miR-16
FEAT supprimieren und damit die Apoptose von Krebszellen fordern kann. In einer Studie von
Wang et al. (2021) konnte zudem gezeigt werden, dass miR-16 die Proliferation, Migration und
Invasion von Brustkrebszellen durch targeting von Actin-binding protein anillin (ANLN)
supprimiert. In unseren Analysen konnte jedoch weder in den Kaplan-Meier-Analysen, noch in
den uni- und multivariaten Cox-Regressionsanalysen eine statistisch signifikante Assoziation
zwischen der miR-16-Expression und dem Gesamt- und krankheitsfreien Uberleben aufgezeigt

werden.

miR-27a spielt eine Rolle in der Tumorgenese von verschiedenen Malighomen wie dem Nieren-,
Brust-, Magen- und Cervixkarzinom (Gottardo et al., 2007; Liu et al., 2014; Mertens-Talcott et al.,
2007; Wang et al., 2009). Der onkogene Effekt wird in der Regulation des AKT-Signalwegs
deutlich. miR-27a unterdriickt die Expression von Prohibitin, was E2F blockieren, damit den AKT-
Signalweg unterbrechen kann und so die Tumorzellproliferation fordert. Sie fordert auBerdem
die Bcl-2-Expression, was wiederum die Zellschadigung beginstigt (Wu et al., 2018; Liu et al.,

2009).

Des Weiteren zeigte sich, dass miR-27a pleckstrin homology domain and leucine-rich repeat
protein phosphatase 2 (PHLPP2) supprimieren und damit den GSK3B-Signalweg stimulieren kann
(Ding et al., 2017). Hierdurch wird die Brustkrebszellmigration geférdert und durch den Wnt/B-
Catenin-Signalweg (siehe unten) die Migration der Tumorzellen angeregt. Es konnte ein
Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von miR-27a mit einem erniedrigten PTEN-
Expressionsniveau und erhohten p-AKT-Expressionsniveau festgestellt werden. PTEN ist das am

zweithaufigsten mutierte Tumorsuppressorgen, welches zudem den MAPK, FAK und PI3K/AKT
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Signalweg reguliert. In neueren Studien wurde gezeigt, dass der PI3K/AKT-Signalweg der
Schllsselweg ist, Gber den PTEN antionkogene Wirkungen entfaltet. Eine PTEN-Inhibition fordert
die Zellproliferation (Lépez-Knowles et al., 2010). Durch Herunterregulation von PTEN und BAX
und somit Modulation des PI3K/AKT Signalwegs fordert miR-27a die Proliferation von TNBC-
Zellen (Wu et al., 2018).

Der Wnt/B-Catenin-Signalweg ist ebenfalls ein wichtiges Ziel fiir miR-27a. Jingste Studien haben
gezeigt, dass miR-27a das sekretierte Frizzled-Related Protein (SFRP), einen Regulator des Wnt-
Signalwegs, direkt regulieren kann. Im Magen-, Kolon- und Hepatozelluldaren Karzinom fihrt die
Uberexpression von miR-27a zu einer Suppression von SFRP1 und damit zu einer kontinuierlichen
Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweg, welcher die EMT stimuliert und damit tumorférdernd
wirkt (Chen et al., 2018). Das Transmembranprotein 170B (TMEM170B) wurde auch als neues
Ziel von miR-27a entdeckt. Es fordert die zytoplasmatische B-Catenin-Phosphorylierung, was zu
einer Hemmung der B-Catenin-Stabilisierung fiihrt (Li et al., 2018). Auch auf den RAS/MERK/ERK-
Siganlweg hat miR-27a Einfluss. Durch die Hemmung des B-Zell-Translokationsgens 2 kann miR-
27-3p den Ras/MEK/ERK-Signalweg und den c-myc-Spiegel hochregulieren und so die
Proliferation von Krebszellen fordern (Zhou et al., 2016). Zudem haben neuere Studien gezeigt,
dass miR-27a die ERK-Phosphorylierung durch Herunterregulieren des ERK-Inhibitors sprouty2
fordert und den p38/mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalweg reguliert, was sich

wiederum tumorférdernd dufert (Saha et al., 2015).

miR-27a kann durch Bindung an die 3’ untranslatierte Region zum Silencing des FBXW7-Gens
flihren. Das Silencing von FBXW7 wiederum erhéht die Expression von KLF5 und miR-27a, was zu
einer Funktionsstérung von c-myc fihrt (Miki et al., 1994; King et al., 2013). Durch diese
Funktionsstérung kommt es zu einer Uberexpression von miR-23a, miR-24-2 und miR-27a und
damit zu einer Verringerung von SPRY2. p44/42 MAPK wird aktiviert, was die Invasion von

Krebszellen zu fordert (Xiaoni Li et al., 2013).

AuBerdem hat miR-27a einen supprimierenden Einfluss auf ZBTB10, ein Suppressor der Proteine
Spl, 3 und 4, welche in Brustkrebszellen tberexprimiert werden und die Angiogenese und

Proliferation von Tumorzellen férdern (Mertens-Talcott et al., 2007). In TNBC-Zelllinien konnte
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bereits eine Uberexpression von miR-27a gegeniiber normalem Brustgewebe festgestellt
werden, was zu einer Herunterregulation von CDC27 fiihrte und damit eine herabgesetzte
Radiosensitivitdat der Zellen beglinstigte (Ren et al.,, 2015). In einer Studie von Drayton et al.
(2014) beim Urothelkarzinom zeigte sich eine erhohte Cisplatin-Resistenz der Tumorzellen im
Falle einer Uberexpression von miR-27a durch Regulation des Cystin-Glutamat-Exchangers
SLC7A11. In einer Studie von Wu et al. (2018) konnte in TNBC-Zellreihen eine Korrelation
zwischen einer Uberexpression von miR-27a und der Zellproliferation, Migration und Invasion
festgestellt werden. Zusatzlich schiitzt miR-27a das Uberleben von TNBC-Zellen nach Radiatio

und hemmt deren Apoptose.

Lu et al. (2017) fiihrte eine Meta-Analyse verschiedener Studien durch, wo miRNAs in Bezug auf
deren prognostische Relevanz im TNBC untersucht wurden. Insgesamt wurden nur 4 Studien
identifiziert, welche eine Aussage liber das Gesamtiberleben trafen, nur eine Studie hiervon
untersuchte auch das krankheitsfreie Uberleben. Der Konsens der Studien war, dass eine hohe
Konzentration von miR-27a/b mit einem schlechteren Gesamtiiberleben einhergeht (HR 2,38 (95
% Cl 1,32 — 4,29)). In unseren univariaten Cox-Regressionsanalysen konnte dieses Ergebnis
bestatigt werden. miR-27a zeigt bei einem Cut-off Wert von 2,07 eine Signifikanz fir das 5-Jahres-
Gesamt- und krankheitsfreie Uberleben: Patienten mit einer hohen miR-27a Konzentration
haben ein doppelt so hohes Risiko innerhalb von 5 Jahren zu versterben (HR 2,20 (95 % Cl 1,02-
4,73); p= 0,04) oder ein Rezidiv zu erleiden (HR 2,35, Cl 95% (1,15 — 4,78); p= 0,02). miR-27a war
jedoch in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse mit Alter und T-Stadium nicht mehr

signifikant.

miR-16 und miR-27a korrelieren moderat hoch miteinander, was auf eine gemeinsame
Regulation der Expression hindeutet. Der Genlokus der beiden miRNAs ist jedoch verschieden,
das Gen von miR-16 liegt auf Chromosom 13, das von miR-27a auf Chromosom 19. He et al.
(2016) zeigten beim Nasopharynxkarzinom, dass eine Herunterregulation von miR-16 zu einer
Hemmung des PI3K/AKT- und MAPK-Signalwegs fiihrt und damit die Proliferation, Migration und
Lungenmetastasierung fordert. Auch miR-27a reguliert den PI3K/AKT- und MAPK-Signalweg
durch Herunterregulation von PTEN. Beide miRs scheinen auch beim TNBC (ber ihren

gemeinsamen molekularen Signaltransduktionsweg eine wichtige Rolle in der Tumorgenese und
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Progression zu spielen. Die Bestdtigung einer gemeinsamen Funktion innerhalb der
Signalkaskade konnte somit zu einem besseren Verstandnis der genauen molekularbiologischen

Zusammenhange fuhren.

Zusammenfassend haben wir durch unsere Korrelationsanalyse keinen Hinweis auf eine Existenz
einer miR-uPA-Achse fliir miR-7, miR-16 und miR-27a. Nichtsdestotrotz konnten wir mithilfe
unserer Analysen den prognostischen Einfluss von miR-27a und uPA auf das Gesamt- und/oder
krankheitsheitfreie Uberleben feststellen. miR-7 zeigte in den univariaten Analysen zwar keine
statistisch signifikante prognostische Relevanz, war aber in der multivariaten Analyse zusammen

mit Alter und T-Stadium ein unabhangiger Faktor.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Der triple-negative Brustkrebs stellt eine heterogene, aggressive Entitdt mit schlechtem
Ansprechen auf die konventionelle Chemotherapie dar. Die genauere Erforschung von
prognostischen und pradiktiven Markern sowie Moglichkeiten einer zielgerichteten Therapie
sind essentiell, um das bislang unbefriedigende Outcome der Betroffenen zu verbessern. Auf der
Suche nach solchen Markern analysierten wir die Assoziation von Konzentration von miR-7, miR-
16 und miR-27a sowie uPA und PAI-1 in TNBC-Gewebe mit dem 5-Jahres-Gesamtiberleben und
krankheitsfreiem Uberleben. In unserer Studie konnte eine signifikante Korrelation von miR-27a
mit sowohl dem krankheitsfreien als auch dem Gesamtiiberleben gesehen werden. Eine hohe
miR-27a Konzentration im Tumorgewebe geht mit einer schlechteren Prognose des
Krankheitsverlaufs einher. Auch uPA prasentiert sich als ein prognostischer Marker fiir das 5-
Jahres-Gesamtiiberleben, wobei ein hoher uPA-Spiegel mit einer hoheren Sterblichkeitsrate
einhergeht. miR-7 zeigte in der multivariaten Analyse mit Alter und T-Stadium eine Signifikanz
beziiglich Gesamt- und krankheitsfreiem Uberleben. miR-16 und PAI-1 hingegen zeigen in
unserer Studie keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamt- und krankheitsfreie Uberleben bei
TNBC-Patientinnen. Zusammengenommen konnte eine miR-uPA-Achse flir miR-7, miR-16 und
miR-27a in unseren Analysen nicht identifiziert werden. Dennoch stellen miR-7, miR-27a und uPA
potentiell interessante prognostische Marker fiir eine Unterscheidung zwischen Hoch- und
Niedrigrisikopatienten dar, die zur Therapieentscheidung beitragen konnen. Die beobachtete
klinische Relevanz dieser Marker in unserem recht kleinen TNBC-Kollektiv muss in weiteren
klinischen Studien mit gréReren Patientinnenkollektiven validiert werden. Bestatigen sich die hier
gefundenen Hinweise stellen diese Marker auch potentielle Ziele fiir eine auf den Patienten

individualisierte, zielgerichtete Therapie dar.
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