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1. Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die weltweit haufigste maligne Erkrankung und die zweith&ufigste
Todesursache bei Frauen. In Deutschland liegt die Inzidenz bei rund 166 Neuerkrankungen
pro 100.000 Frauen. Bei knapp vier Prozent aller Patientinnen wird das Karzinom bereits im
metastasierten Stadium diagnostiziert. Zusatzlich entwickeln Uber 30 % aller anderen
Patientinnen im Laufe der Zeit eine Metastase. Im metastasierten Stadium ist die Therapie in
der Regel palliativ. Dennoch sind die Verlangerung des progressfreien Uberlebens unter Erhalt
der Lebensqualitat wichtige Therapieziele. Eine entscheidende Rolle in Bezug auf das
Therapieansprechen spielt die endokrine Resistenz. Patientinnen mit initial Ostrogenrezeptor-
positivem Primarius zeigen einen Expressionsverlust in der Metastase. Hierdurch werden
Ostrogenmodulatoren wirkungslos, was zu einer schlechteren Prognose und einer geringeren
Uberlebenswahrscheinlichkeit fiihrt. Noch gibt es keinen verlasslichen Marker, der den Verlauf
und das Uberleben der Patientinnen sicher vorhersagen kann.

Ziel dieser Arbeit war es, den Methylierungsstatus des Ostrogenrezeptorpromotors in
Primarius und Metastase mithilfe der methylierungsspezifischen PCR zu bestimmen und
diesen mit der immunhistochemischen Ostrogenrezeptorauspragung in Verbindung zu setzen.
Zusatzlich sollte herausgefunden werden, ob sich die Methylierung des Ostrogenrezeptors als
pradiktiver Marker eignet. In unsere Studie konnten 25 Patientinnen eingeschlossen werden,
bei denen eine FFPE-Probe von Primarius und Metastase vorlag.

In unserer Untersuchung zeigten 22 der 25 Primartumore eine Expression des
Ostrogenrezeptors. Von diesen 22 ER-positiven Tumoren hatten 17 einen methylierten ESR1-
Promotor. Auch bei den Metastasen waren 15 der 16 ER-positiven Proben methyliert. Bei den
ER-negativen Tumoren zeigte sich eine inverse Korrelation von Methylierung und
Rezeptorexpression in 91 % der Falle. Bei sieben von 19 Patientinnen mit methyliertem ESR1-
Promotor im Primarius kam es zu einem Expressionsverlust des Ostrogenrezeptors bei der
Metastase. Bei den Ubrigen sechs unmethylierten Primartumoren kam ein Expressionsverlust
nicht vor. Das heifdt, keine Patientin mit unmethyliertem ESR1-Promotor entwickelte eine
endokrine Resistenz. Durch einen methylierten Promotor stieg das Risiko zur Entwicklung
einer endokrinen Resistenz von 28 % (7/25) auf 37 % (7/19). Zusatzlich zeigten Patientinnen
mit Promotormethylierung ein schlechteres Uberleben ab Metastasierung (38,1 Monate vs.
54,3 Monate n.s.) und Gesamtuberleben (105,3 Monate vs. 126,0 Monate, n.s.).

Die Ergebnisse zeigen die Wichtigkeit der ESR1-Promotormethylierung und seinen Nutzen als
pradiktiver Marker auf. Patientinnen mit initial methyliertem ESR1-Promotor haben ein
erhohtes Risiko zur Entwicklung einer endokrinen Resistenz, sowie eine schlechtere
Uberlebenschance. Eine friihzeitige Biopsie und Bestimmung des Methylierungsstatus kénnte
einen Expressionsverlust des ER und somit die Resistenz fir eine antiéstrogene Therapie

vorhersagen.



2. Einleitung

2.1 Das Mammakarzinom

2.1.1. Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist weltweit die haufigste maligne Erkrankung der Frau. Daruber hinaus
ist es bei Frauen die zweithaufigste Krebstodesursache nach Lungenkrebs 2.

2018 lag die Inzidenz des Mammakarzinoms in Deutschland bei rund 166 Neuerkrankungen
pro 100.000 Frauen, was einer absoluten Zahl von etwa 70.000 entspricht. Somit ist Brustkrebs
mit einem Anteil von 30 % an allen Krebsneuerkrankungen die haufigste Krebserkrankung bei
Frauen in Deutschland. Mit einem Lebenszeitrisiko von 12,4 % erkrankt statistisch gesehen
jede achte Frau in ihrem Leben an Brustkrebs. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64
Jahren. Eine Erkrankung vor dem 50. Lebensjahr tritt bei einer von sechs betroffenen Frauen
auf. Etwa 40 % der Frauen sind bei Erstdiagnose alter als 70 Jahre 2. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate (5-JU) liegt bei fast 90 %, was sich vor allem durch die mittlerweile guten und
individualisierten Therapiemoglichkeiten erklaren lasst. Aber auch das Mammographie-
Screening hat zur Senkung der Mortalitdt des Mammakarzinoms beigetragen. Auch Manner
kénnen an Brustkrebs erkranken. Jedoch ist der Anteil mit 1 % an allen Brustkrebsfallen sehr

gering 23,

2.1.2. Atiologie

Es gibt diverse Risikofaktoren, die zur Tumorentwicklung beitragen kénnen. Hierzu zéhlen vor
allem genetische und hormonelle Risikofaktoren.

Ungeféahr 5 bis 10 % der Mammakarzinome sind erblich bedingt 4. Ursachlich hierflr ist vor
allem eine Mutation des BRCA1- (BReast CAncer 1) oder des BRCA2- (BReast CAncer 2)
Gens. BRCAL und BRCAZ sind Tumorsuppressorgene, welche eine entscheidende Rolle bei
der DNA-Reparatur spielen. Ist eine Frau Tragerin einer Mutation in einem der beiden Gene,
steigt ihr Lebenszeitrisiko fur Brustkrebs auf 60 bis 80 %. Zusatzlich erkranken vor allem
BRCA1-Mutationstragerinnen deutlich frilher an Brustkrebs verglichen mit nicht-erblich
bedingtem  Brustkrebs ¢,  Auch eine familiare Haufung an Brust- und
Eierstockkrebserkrankungen erhoht das eigene Risiko an Brustkrebs zu erkranken 3’. Frauen
mit einem kontralateralen Mammakarzinom in der Vorgeschichte haben zudem ein zwei- bis
sechsfach erhohtes Risiko, erneut an Brustkrebs zu erkranken 8.

Es gibt verschiedene hormonelle Faktoren, die das Risiko fur Brustkrebs beeinflussen. Dies
gilt speziell fur Ostrogen- und progesteronpositive Tumore. Ein langer hormonell aktiver
Zeitraum ist ein Hauptrisikofaktor. Demnach steigert eine frihe Menarche und spéate

Menopause das Risiko an Brustkrebs zu erkranken °*!. Auch Frauen, die nie schwanger



waren und auch nicht gestillt haben, zeigen ein erhdhtes Brustkrebsrisiko. Andersherum
wirken sich viele Schwangerschaften und eine lange Stillzeit protektiv aus 2. Bei Frauen, die
in hohem Alter erstmals schwanger sind, ist ein hoheres Brustkrebsrisiko festzustellen als bei
Frauen, bei denen nur eine geringe Zeitspanne zwischen Menarche und erster Geburt liegt 3.
Zusatzlich kann eine postmenopausale Hormonersatztherapie, vor allem mit éstrogen- und
progesteronhaltigen Préaparaten die Wahrscheinlichkeit erh6hen, an Brustkrebs zu erkranken
9,11,14.

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor ist das Lebensalter der Frau. Mit zunehmendem Alter steigt
das Risiko an Brustkrebs zu erkranken stetig an *°. Auch Ubergewicht, mangelnde Bewegung,
Strahlenexposition des Brustkorbs im Kinder- oder Jugendalter, Zigarettenrauchen und

tbermaRiger Alkoholkonsum sollen das Erkrankungsrisiko erhghen 21619,

2.1.3. Histopathologie
95 % der Mammakarzinome sind Adenokarzinome. Histologisch lassen sich lobuléare und
duktale Neoplasien unterscheiden °.
Der grofdte Anteil der Tumore gehen vom Duktusepithel aus. Das duktale carcinoma in situ
(DCIS) ist eine pramaligne Lasion, die jedoch noch lokal von der Basalmembran der
Brustdriisengange begrenzt wird. Wird die Basalmembran durchbrochen, entsteht ein invasiv
duktales Karzinom (IDC). Studien ordnen 40 bis 75 % aller invasiven Karzinome dem invasiv
duktalen Karzinom mit dem Typ ,nicht ndher bezeichnet (NOS) zu 1. Es handelt sich hierbei
um eine heterogene Gruppe verschiedener histologischer Untertypen, die jedoch keine
spezifischen histologischen Merkmale aufweist, wie es bei anderen Unterformen des
Mammakarzinoms der Fall ist. Oft wachsen die Tumorzellen netz- oder strangférmig in
kohasiven Tumorzellverbanden. Des Weiteren zahlen zu den duktalen Karzinomen noch
seltene Sonderformen, wie das medullare, tubulare, papillare und muzinése Karzinom 2°.
Auch bei der Gruppe der lobuldaren Neoplasien lassen sich in-situ-Karzinome und invasive
Karzinome unterscheiden. Als lobulares carcinoma in situ (LCIS) wird eine neoplastische
Proliferation innerhalb der Lappchen der Brustdrisen mit intakter Basalmembran bezeichnet.
Das LCIS ist ein seltenes in-situ-Karzinom und zeichnet sich durch Mikroverkalkungen,
multizentisches und bilaterales Auftreten aus 2. Das LCIS ist keine obligate Prakanzerose,
aber es erhoht das Risiko an einem invasiven Karzinom zu erkranken ?°, Das invasive lobulare
Karzinom macht 10 bis 15 % aller Mammakarzinome aus . Es geht wie auch das LCIS von
den Epithelzellen der Driisenlappchen der Brust aus. Jedoch durchdringt das invasiv lobulare
Karzinom die Basalmembran und infiltriert das umliegende Gewebe. Das Wachstum ist meist
diffus und nicht kohasiv 2°. Charakteristisch ist ein gansemarschartiges Wachstum, bei dem
die Tumorzellen in einer Reihe hintereinander liegen. Auch eine Schiel3scheibenanordnung
mit kreisformigen Tumorverbanden um die Driisengange ist typisch 2.
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Neben dem invasiven und dem nicht invasiven Mammakarzinom gibt es noch Sonderformen,
die sich keiner dieser Gruppen zuordnen lassen. Der Morbus Paget der Mamille stellt ein
Mammakarzinom dar, welches das Mamillenepithel infiltriert. Klinisch imponiert eine
ekzemartige Veranderung der Mamille 2425, Auch das inflammatorische Karzinom nimmt eine
Sonderstellung ein. Es ist ein seltenes und aggressives Mammakarzinom. Histologisch liegt
kein spezieller Typus vor. Das inflammatorische Karzinom breitet sich tber die Lymphbahnen
der Haut aus und flhrt zu diffusen R6tungen und Schwellungen der Brust. Durch die schnelle
Ausbreitung und die unspezifische Symptomatik wird das inflammatorische Karzinom haufig
erst spat diagnostiziert und hat dadurch eine schlechte Prognose 24,
Zusammenfassend lassen sich die histologischen Subtypen des Mammakarzinoms wie folgt
darstellen 2224;
- Nicht invasiv
o duktales Karzinom in situ (DCIS)
o lobulares Karzinom in situ (LCIS)
- Invasiv
o Invasives duktales Karzinom, nicht weiter spezifiziert (NOS)
o Invasives lobuléares Karzinom
o Muzintses (Gallert-)Karzinom
o Medullares Karzinom
o Papillares Karzinom
o Tubuléres Karzinom
- Sonderform
o Morbus Paget der Mamille

o Inflammatorisches Karzinom

2.1.4. Diagnostik
Jede Frau sollte im Rahmen der Brustkrebsvorsorge ihre eigene Brust regelmaRig abtasten,
um etwaige Veranderungen abklaren zu lassen. Ab dem 30. Lebensjahr werden die Brust und
die regiondren Lymphabflussgebiete auch durch den niedergelassenen Gynakologen
inspiziert und palpiert. Zusatzlich erfolgt eine gezielte Eigen- und Familienanamnese.
Zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr hat die Frau zusatzlich alle 24 Monate Anspruch auf
die Teilnahme am Mammographie-Screeningprogramm. Kommt es bei der Mammographie zu
einem auffalligen Befund, wird als Abklarungsdiagnostik eine Biopsie und/oder
Mammasonographie empfohlen 2. Am Biopsiepraparat kann anschlieBend der histologische
Typ und der Differenzierungsgrad bestimmt werden. AuRerdem wird der
Hormonrezeptorstatus, bestehend aus Ostrogenrezeptor (ER) und Progesteronrezeptor (PR),
der HER2-Status sowie der Ki67-Wert bestimmt . Ist ein Mammakarzinom diagnostiziert
11



worden, folgen je nach klinischem Stadium weiterfiihrende bildgebende Verfahren zur
Detektion von Fernmetastasen. Die aktuellen Leitlinien empfehlen im Falle einer Staging-
Indikation die Anwendung einer Computertomographie (CT) des Thorax und Abdomens.
Weitere Verfahren kommen je nach Befund im CT oder entsprechender Symptomatik zum

Einsatz 282°,

2.1.5. Staging und Grading

Um den Differenzierungsgrad des Tumors zu bestimmen, wird das Grading nach Elston und
Ellis angewandt (siehe Tabelle 1). Hierbei werden die Kriterien Tubulusbildung,
Kernpolymorphie und Mitoserate betrachtet und bewertet. Fir jedes Kriterium werden 1 bis 3
Punkte vergeben. Je geringer die Punktzahl, desto besser differenziert ist der Tumor. Der
abschliel3end gebildete Summenscore bestimmt die Grade G1 fir gut differenzierte Tumore,
G2 fur maRig differenzierte Tumore und G3 fur schlecht differenzierte Tumore. Je geringer der
Gradingscore ist, desto besser ist die Prognose .

Tabelle 1: Grading nach Elston und Ellis *°
Kriterien Score

Tubulusbildung >75 %
10-75 %
10 %

Kernpolymorphie gering

malig
stark

R W N P W NP

Mitoserate abhangig vom Mikroskop

Summenscore: 3-9

Summe Grading Definition

3-5 Gl gut differenziert

6-7 G2 malig differenziert
8-9 G3 schlecht differenziert

Das Mammakarzinom lasst sich anhand der Primartumorgréf3e (T), der Ausdehnung des
Lymphknotenbefalls (N) und dem Bestehen von Fernmetastasen (M) einteilen. Mithilfe dieser
TNM-Klassifikation erfolgt die Stadieneinteilung der Union Internationale Contre le Cancer
(UICC). Anhand der UICC-Klassifikation kann die Prognose der Patientin abgeschatzt und die
erforderliche Therapie abgeleitet werden 3L,

Die Tabellen 2 und 3 zeigen die detaillierte Aufteilung der TNM-Klassifikation und der

Stadieneinteilung nach UICC fiur das Mammakarzinom.
12



Tabelle 2: TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms 32

T (Primartumor)

X

T0

Tis

T1
T1lmic
Tla
T1lb
Tlc

T2

T3

T4
T4a
T4b
T4c
T4d

Primartumor kann nicht beurteilt werden

kein Anhalt fir Primartumor

Carcinoma in situ

< 2 cm in groter Ausdehnung

<0,1cm

>0,1cmbis0,5cm

>0,5cm bis1cm

> 1 cm bis 2cm

> 2 cm bis 5 cm

> 5cm

jede GroRe mit direkter Infiltration der Brustwand und/oder der Haut
Infiltration der Brustwand

Ulzeration, Satellitenkndtchen der Haut ipsilateral oder Hautddem
T4a und T4b

Inflammatorisches Karzinom

N (Lymphknotenbefall)

pNX

pNO

pN1
pN1mic
pNla
pN1b
pN1lc

pN2

pN2a

pN2b

pN3
pN3a

pN3b

regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

keine regionaren Lymphknotenmetastasen

Mikrometastasen; Metastasen in 1-3 ipsilateralen axillaren Lymphknoten
Mikrometastase

Metastasen in 1-3 axillaren Lymphknoten

mikroskopische Lymphknotenmetastasen entlang der A. mammaria interna
Metastasen in 1-3 axillaren Lymphknoten und entlang der A. mammaria interna
Metastasen in 4-9 axillaren Lymphknoten oder in Klinisch erkennbaren
ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne axillare
Beteiligung

Metastasen in 4-9 axillaren Lymphknoten

Metastasen in klinisch erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna ohne axillare Lymphknotenmetastasen

Metastasen wie nachfolgend beschrieben:

Metastasen in 10 oder mehr axillaren Lymphknoten oder in ipsilateralen
infraklavikularen Lymphknoten

Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria

interna  mit mindestens einer axillaren Lymphknotenmetastase oder

13



Lymphknotenmetastasen in mehr als 3 axillaren Lymphknoten und entlang der
A. mammaria interna

pN3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikularen Lymphknoten

M (Fernmetastasen)

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 3: Stadieneinteilung des Mammakarzinoms nach UICC %

Stadium (UICC) T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1mic NO MO
Tla NO MO
T1lb NO MO
Tilc NO MO
Stadium IIA TO-1 N1 MO
T2 NO MO
Stadium IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium IIA TO-2 N2 MO
T3 N1-2 MO
Stadium 1B T4 NO-2 MO
Stadium llIC T1-4 N3 MO
Stadium IV T1-4 NO-3 M1

2.1.6. Metastasierung

Knapp 4 % aller Patienten mit Mammakarzinom werden in einem bereits metastasierten
Stadium diagnostiziert. Zusatzlich entwickeln sich bei tGber 30 % aller Patienten mit initial
negativem Lymphknotenstatus trotz erfolgreicher Therapie des Primarius im Laufe der Zeit
Metastasen 3334,

Die Metastasierung des Mammakarzinoms ist ein komplexer und mehrstufiger Prozess, der
bis heute nicht vollstandig geklart ist *°. Das Mammakarzinom metastasiert bereits friih sowohl
lymphogen als auch hamatogen 2°. Zu den Faktoren, die die Metastasierung beeinflussen,
gehoren unter anderem die Angiogenese, die Tumorzellinvasion und —zirkulation sowie die
Proliferation .

Regionare Lymphknoten sind die priméare Zuflussstelle der Lymphdrainage aus allen
Bereichen der Brust. Das Ausmal ihrer Beteiligung am Mammakarzinom gilt deshalb als ein

starker Pradiktor fir Rezidive und das Uberleben der Frau 37. Damit der Tumor Uber den
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lymphatischen Weg metastasieren kann, bedarf es einen Anschluss an das Lymphsystem, um
von dort in die regionaren Lymphknoten zu gelangen. Durch Lymphangiogenese entstehen
neue LymphgefalRe aus bestehenden Lymphbahnen oder lymphatischen Endothelzellen. Das
lymphangiogenetische Wachstum wird durch Zytokine, wie VEGF-C (vascular endothelial
growth factor C) und VEGF-D (vascular endothelial growth factor D) getriggert, welche vom
Tumor sezerniert werden. Diese Zytokine binden an spezifischen Rezeptoren auf
lymphatischen Endothelzellen und induzieren somit die Proliferation und das Wachstum neuer
LymphgefaRe. Durch einen erhéhten interstitiellen Flussigkeitsdruck im Tumor durch das
Tumorwachstum gelangen die Tumorzellen in den extrazellularen Raum und von dort in die
neu entstandenen LymphgefaRe. Somit steht die Grél3e, beziehungsweise das Volumen des
Primartumors, im direkten Zusammenhang mit der Metastasierung in die regionaren
Lymphknoten 3839,

Abbildung 1 stellt den Weg der lymphogenen Metastasierung bildlich dar.
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Abbildung 1: Weg der lymphogenen Metastasierung

Im Laufe der Zeit nimmt der Primartumor an Grof3e zu. Dadurch werden vermehrt lymphangiogene Zytokine
sezerniert, die dazu fuhren, dass neue LymphgefaRRe in den Tumor wachsen. Die Tumorzellen dringen nun in die
extrazellulare Matrix ein und bewegen sich in Richtung der Lymphkapillaren. AnschlieBend wandern sie in das
lymphatische Lumen und mit dem Lymphstrom in Richtung der Sentinel-Lymphknoten. Dort angekommen dringen
die Tumorzellen zunachst in den subkapsularen Sinus des Lymphknotens und anschlieBend in den
Lymphknotenkortex ein. Von dort proliferieren und metastasieren die Zellen in andere Lymphknoten 3,

Die lymphogene Metastasierung ist zudem auch von der genauen Karzinomlokalisation
abhangig. Das Mammakarzinom ist zu gut 55 % im aufReren oberen Quadranten lokalisiert, da
sich dort der groRte Anteil des Driisengewebes befindet “°. Die restliche Haufigkeitsverteilung
ist Abbildung 2 zu entnehmen. Tumore im &ufReren Quadranten metastasieren vor allem in

axillaren Lymphknoten. Tumore der inneren Quadranten breiten sich meist Uber die
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Mammaria-interna-Kette aus. Ein axillarer Lymphknotenbefall ist aber dennoch auch hier
mdoglich. Von den axillaren Lymphknoten kann eine weitere Ausbreitung auf die supra- und
infraklavikularen Lymphbahnen erfolgen . Die axillaren Lymphknoten werden anatomisch in
drei Level unterteilt 3
- Level l: lateral des lateralen Randes des M. pectoralis minor
- Level II: zwischen medialem und lateralem Rand des M. pectoralis minor sowie
interpektorale Lymphknoten

- Level lll: apikale Lymphknoten und Lymphknoten medial des medialen Randes des M.

pectoralis minor

medial

lateral

Abbildung 2: Lokalisation des Mammakarzinoms

Darstellung der rechten Brust; Ungefahr 55 Prozent der Mammakarzinome sind im oberen &uf3eren und 15 Prozent
im oberen inneren Quadranten lokalisiert. Im unteren aufReren Quadranten liegt etwa jeder Zehnte Tumor, wéhrend
sich im unteren inneren Quadranten rund 5 Prozent befinden. Im zentralen Mamillenbereich sind ca. 15 Prozent
der Karzinome lokalisiert “°.

Die Sentinel-Lymphknoten sind die ersten regiondren Lymphknoten, in die der Tumor
metastasiert. Sobald die Tumorzellen den Sentinel-Lymphknoten befallen haben, erfolgt die
Ausbreitung in die nachsten Ebenen. Das kann die Infiltration weiterer Lymphknotenstationen
bedeuten. Zusatzlich kann durch lymphvenése Verbindung aber auch ein Anschluss an den
allgemeinen systemischen Kreislauf geschaffen werden. Eine direkte hamatogene
Metastasierung ohne Sentinel-Lymphkotenbefall ist zudem maglich .

Fernmetastasen entstehen durch hdmatogene Metastasierung. Die Seed-and-Soil-Theorie
von Paget zur nicht-zufélligen Metastasierung ist bis heute weitgehend gltig. Die Theorie
besagt, dass sich Tumorzellen (Seed), welche in das Gefalsystem Ubergegangen sind, nur
dort zu Metastasen entwickeln, wo besonders giinstige gewebsspezifische Faktoren (Soil) zu
finden sind #!. Der genaue Mechanismus der hamatogenen Metastasierung ist jedoch noch
nicht geklart. Abbildung 3 gibt einen groben Uberblick tiber diesen Metastasierungsweg. Damit
eine Fernmetastase entstehen kann, missen verschiedene natirliche Barrieren Gberwunden
werden. Zusatzlich muss die Tumorzelle im fremden Milieu des Zielorgans Uberleben und dort

heranwachsen konnen. Es wird geschatzt, dass 99,98 % der Tumorzellen dieses Stadium
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nicht erreichen. Die restlichen 0,02 % besitzen die nétigen genetischen Charakteristika und
Modifikationen. Beispielweise durch epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) kdnnen
Tumorzellen die Fahigkeit zur Migration erlangen. EMT sorgt daflr, dass Tumorzellen Enzyme

sezernieren kdnnen, welche die Extrazellularmatrix zerstoren kdnnen. #2.

Metastasis
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O :
@ . O v:
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Abbildung 3: Weg der hdmatogenen Metatasierung

Die Schritte der hdmatogenen Metastasierungskaskade umfassen zunachst die lokale Invasion und Wanderung zu
den BlutgefaRen. Sobald das BlutgefaR erreicht ist, dringen die Tumorzellen in das GefaR ein und zirkulieren mit
dem Blutfluss. Am Zielort verlasst die Tumorzelle das GefaR3. Nur wenn die Zelle in der fremden Umgebung tberlebt,
kann sie sich vervielfaltigen und eine Metastase bilden 42,

Primary tumor

Die speziellen Eigenschaften der Tumorzellen scheinen auch der Grund fir die Affinitat des
Mammakarzinoms fiir bestimmte Metastasenlokalisationen zu sein. Tabelle 4 zeigt die
Lokalisation und Inzidenz der Fernmetastasen. Aufgefiihrt sind die klinisch diagnostizierten,
sowie bei Autopsie entdeckten Metastasen. Die haufigsten Metastasierungsorte sind demnach

Knochen, Lunge, Leber und Gehirn. Auch Lokalrezidive treten haufig auf 3.

Tabelle 4: Lokalisation und Inzidenz von Metastasen 43

Ort Klinisch diagnostiziert  Bei Autopsie diagnostiziert
Gehirn 5-10 % 30-50 %
Lunge/Pleura 15-20 % 50-75 %
Lokal/regional 20-40 % 30-50 %
Herz <5 % 25-40 %
Leber 5-15 % 50-75 %
Knochen 20-60 % 60-90 %
intraabdominal <5% 30-40 %
Endokrin/ovarial <5% 20-40 %
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2.1.7. Therapie und Prognose des metastasierten Mammakarzinoms

Im metastasierten Stadium ist die Therapie in der Regel palliativ. Es sollte falls méglich eine
Biopsie der Metastase entnommen werden, um den Hormonrezeptorstatus und den HER2-
Status zu erheben. Der Rezeptorstatus kann sich im Laufe der Erkrankung verandern. Deshalb
ist eine Histologie aus neuen Metastasen erforderlich, um eine bessere Therapieentscheidung
treffen zu konnen. Auch kann durch eine Biopsie ein mogliches Zweitmalignom
ausgeschlossen werden 4445,

Die endokrin-basierte Therapie ist bei hormonrezeptor-positivem (HR-positiv), metastasiertem
Mammakarzinom die Therapie der ersten Wahl. Eine Remission ist bei bis zu 60 % der
Patientinnen mit HR-positivem Karzinom zu erwarten. Bei einem HER2-positiven Malignom ist
mit einem schlechten Ansprechen auf eine endokrine Therapie zu rechnen, selbst wenn einer
der Hormonrezeptoren ausgepragt ist. Bei diesen Patientinnen wird eine Chemotherapie in
Kombination mit einer HER2-Antikorper-Therapie empfohlen 44,

Auch bei hormonrezeptor-negativen Tumoren wird in der Regel eine Chemotherapie
durchgefuhrt. Hierbei stehen sich die Monotherapie und die Polytherapie gegenuliber. Bei einer
Polytherapie ist die Remissionsrate hoher als bei einer Monotherapie. Da jedoch das
Langzeittiberleben ahnlich lang und eine Monotherapie meist auch besser vertraglich ist, findet
diese haufiger Anwendung. Durch die bessere Vertraglichkeit steigt zudem die Compliance
der Patientinnen. Eine Polytherapie wird vor allem bei schnell wachsenden, aggressiven
Tumoren und hohem Remissionsdruck angewandt 6,

Sollte das Mammakarzinom primér in ein Organ metastasiert sein, kann erganzend zu den
oben genannten Systemtherapien eine Lokaltherapie durchgeflinrt werden. Diese kann je
nach befallenem Organ und Befallsmuster Bestrahlungen, Operationen oder medikamenttse
Therapien umfassen. Wird ein Mammakarzinom in einem metastasierten Stadium
diagnostiziert, hat die Resektion des Primartumors keinen Einfluss auf das Gesamtiiberleben
der Patientin 478,

Wichtig ist jedoch, dass die Therapieentscheidung immer individuell getroffen wird. Hierbei
sollte der Allgemeinzustand, die Komorbiditat, eventuelle Vortherapien und das Alter der
Patientin berticksichtigt werden. Auch sollte der Patientenwille mit in die Entscheidungsfindung
einflieBen. Neben der kausalen Therapie ist auch eine symptomorientierte Therapie fir die
Lebensqualitat der Patientinnen entscheidend #4:4%4°,

Grundsatzlich lasst sich sagen, dass das metastasierte Mammakarzinom eine schlechte
Prognose hat. Das relative 5-Jahreiiberleben lag zuletzt bei 29 % 3. Studien zeigen, dass bei
Vorliegen eines Primarius im Stadium T3-4, einer Polymetastasierung oder viszeralen
Metastasierung mit einer schlechten Prognose zurechnen ist. Auch das Fehlen einer
Hormonrezeptorauspragung reduziert die Prognose %5, Vor allem Patienten mit triple-

negativem Karzinom haben ein signifikant kiirzeres Uberleben 5253, In mehreren Studien
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konnte zudem gezeigt werden, dass insbesondere die Expression des Ostrogenrezeptors zu
einem langeren Uberleben fihrt 5455,

Bei einem primar metastasierten Mammakarzinom hat ein negativer, im Verhaltnis zu einem
positiven Ostrogenrezeptorstatus, ein ca. 2-fach hoheres Risiko fur einen Progress. Die
fehlende Ostrogenrezeptorauspragung fiihrt zu einem ca. 3-fach héheren Sterberisiko. Zudem

stellt sich die Zeit bis zum Progress bei negativem Ostrogenrezeptor deutlich verkirzt dar .

2.2 DNA-Methylierung

Aus ein und demselben Genom koénnen mehrere verschiedene Zelltypen entstehen. Dies
funktioniert vor allem durch epigenetische Veranderungen, die bestimmen, wie die einheitliche
Erbinformation gelesen und verwendet wird. In Tumorzellen kann das genetische Material
direkt verandert sein, beispielsweise durch Mutation, Deletion oder Insertion. Jedoch kénnen
auch aus einem intakten Genom Tumorzellen entstehen. Dies geschieht zum Beispiel Uber
epigenetische Prozesse wie die DNA-Methylierung .

Grundlage der Epigenetik sind vererbbare Verdnderungen der Chromosomen. Sie
beeinflussen die Aktivitat des Gens, ohne die DNA-Sequenz zu verandern. Die epigenetischen
Veranderungen haben Einfluss darauf, wie das Chromatin gepackt und wie erreichbar die
genetische Information fur die Transkription ist. Auch nach der Zellteilung bleiben die
epigenetischen Prozesse erhalten 57:%8,

Die Desoxyribonukleinsaure (DNA) besteht aus den vier Nukleinbasen Adenin (A), Thymin (T),
Guanin (G) und Cytosin (C), welche als Dinukleotide angeordnet sind. Die Dinukleotide werden
Uber Phosphodiesterbindungen zusammengehalten. Wird die Base Cytosin (C) Uber eine
Phosphodiesterbindung (p) mit Guanin (G) gebunden, wird dies CpG-Sequenz genannt. Durch
Anhangen einer Methylgruppe an die Cytosin-Base wird das CpG-Dinukleotid methyliert. Im
menschlichen Genom gibt es ca. 28 Millionen CpG-Dinucleotide. Zu 98 % lassen sich die CpG-
Sequenzen vereinzelt und methyliert vorfinden. Die restlichen 2 % liegen in einer hohen Dichte
vor und sind meist unmethyliert. Diese Bereiche werden als CpG-Inseln bezeichnet. Die CpG-
Inseln befinden sich haufig in der Nahe einer Promotorregion am 5’-Ende eines Gens. Liegen
CpG-Inseln in der Néhe eines Promotors in methylierter Form vor, fuhrt dies mit einer sehr
hohen Wahrscheinlichkeit dazu, dass das zugehdrige Gen nicht mehr exprimiert wird. Man
spricht in diesem Fall von Gen-Silencing. Dies findet sowohl bei der Inaktivierung des zweiten
X-Chromosoms bei weiblichen Individuen als auch bei der genomischen Pragung wahrend der
Entwicklung statt 59 ,

Eine unmethylierte CpG-Insel in Promotorndhe fuhrt jedoch umgekehrt nicht immer zu einer
Expression des betreffenden Gens. Es gibt noch weitere Prozesse, wie beispielsweise das

Fehlen von relevanten Transkriptionsfaktoren, die eine Genexpression verhindern kénnen.
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Wahrend der Embryogenese wird das individuelle Methylierungsmuster einer jeden Zelle
festgelegt und durch die DNA-Methyltransferasen (DNTMs) wahrend des gesamten Lebens
des Menschen aufrechterhalten 8,

Es gibt zwei Mdglichkeiten, wie das Methylierungsmuster in Tumorzellen verandert seien kann.
Zum einen kénnen in Tumorzellen zuvor methylierte Bereiche demethyliert werden. Dies findet
jedoch vor allem in sehr genarmen Regionen der DNA statt. Viel mehr entscheidend fir die
Tumorgenese scheinen De-novo-Methylierungen von CpG-Inseln zu sein. Kommt es in der
Promotorregion von Tumorsuppressorgenen zu einer Methylierung, fuhrt dies zur
Stummschaltung des assoziierten Gens. Die Gene, welche den Zellzyklus kontrollieren und
eine gezielte Apoptose ausldsen kénnen, werden folglich nicht mehr exprimiert. Somit kann es

zu einem ungebremsten Zellwachstum und schlieRlich Tumorwachstum kommen 58-5°,

2.3 Ostrogenrezeptor

Der Ostrogenrezeptor (ESR) ist ein lipophiler Steroidrezeptor, der zur Gruppe der nuklearen
Rezeptoren gehort. Wird der Ostrogenrezeptor durch seinen Liganden aktiviert, bindet dieser
an spezifischen DNA-Abschnitten und induziert die Transkription von Genen. Der
Ostrogenrezeptor ist somit als ligand-induzierter Transkriptionsfaktor direkt an der
Genregulation beteiligt. Insgesamt gibt es zwei Rezeptorsubtypen: Ostrogenrezeptor-a bzw.
Ostrogenrezeptor-1 (ESR1) und Ostrogenrezeptor-B bzw. Ostrogenrezeptor-2 (ESR2) 6162,
Der ESR1 wurde 1985 zuerst beschrieben und aus der humanen Mammakarzinom-Zelllinie
MCF-7 isoliert und kloniert. Der Ostrogenrezeptor-1 ist beim Menschen auf dem Chromosom
6024-27 lokalisiert und besteht aus insgesamt 595 Aminosauren. Das molekulare Gewicht
betragt 66 kDa. Der ESR2 wurde rund 10 Jahre spater entdeckt und erstmals aus
Prostatazellen einer Ratte isoliert. Er befindet sich auf Chromosom 14q22-24, besteht aus 530
Aminosauren und hat ein Gewicht von ungefahr 60-63 kDa 53¢,

Beide Hormonrezeptoren bestehen aus 6 funktionellen Doménen (A-F). Die A/B-Domane am
N-Terminus hat eine ligandenunabh&ngige Transkriptionsfunktion. Die C-Domé&ne enthéalt den
DNA-bindenden Bereich (DBD). In der E/F-Domane am N-Terminus liegt die
Ligandenbindungsstelle und die durch Agonisten aktivierbare Transkriptionsfunktion. Die D-
Domane oder ,hinge region“ dient als Verbindungsstiick zur DBD 6267:68,

Obwohl ESR1 und ESR2 auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind, weisen sie
deutliche Ahnlichkeiten auf. Die DNA-bindende Doméane C zeigt in beiden Rezeptoren eine
97-prozentige Ubereinstimmung. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass beide Rezeptoren mit
annahernd gleicher Selektivitdt und Affinitat an die Ziel-DNA-Sequenz binden. In der
ligandenbindenden E-Domaéne betragt die Ahnlichkeit nur 59 %. Da jedoch sowohl ESR1, als
auch ESR2 allgemein nur eine geringe Affinitdt zum Hauptliganden Estradiol haben, sind die

Unterschiede im Ligandenbindungsvermdégen beider Rezeptoren nur gering 7:°,
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ESR1 wird vorwiegend in Geschlechtsorganen wie Brust, Uterus, Ovar, Prostata und Hoden
exprimiert. ESR2 entsteht hingegen vor allen Dingen in nichtgonadalem Gewebe wie Kolon,
Knochenmark, Lunge und Blase °’.

Ungefahr zwei Drittel aller Mammakarzinome exprimieren den Ostrogenrezeptor, wéahrend
dieser bei einem Drittel nicht zu finden ist. Die Patienten, welche Ostrogenrezeptor-negativ
sind, haben im Allgemeinen schlecht differenzierte Tumore mit einem hohen
Proliferationsindex, ein schlechteres Ansprechen auf eine endokrine Therapie und somit oft
ein deutlich schlechteres Outcome. Wird der Ostrogenrezeptor jedoch exprimiert, ist dies meist
mit einem niedrigeren Rezidivrisiko und einem besseren Gesamtiuberleben vergesellschaftet
70,71.

Beim metastasierten Mammakarzinom spielt vor allem die endokrine Resistenz eine grof3e
Rolle. Hiervon sind Patientinnen betroffen, welche unter antidstrogener Therapie einen
Progress erleiden oder Patientinnen, die mit initial positivem Ostrogenrezeptorstatus in den
Metastasen einen Expressionsverlust zeigen. In einer grof3en Metaanalyse konnte gezeigt
werden, dass in tber 20 % der initial ESR1-positiven Tumore im Verlauf ein Expressionsverlust
in der zugehorigen Metastase stattfindet. Dadurch verringert sich die Uberlebensrate ebenso
wie das progressionsfreie Uberleben 773,

Die Methylierung des Ostrogenrezeptors wurde umfangreich von Lapidus et al. beschrieben
und untersucht. Der Promotor des Ostrogenrezeptors besteht aus mehreren Bereichen. Mittels
methylierungsspezifischer PCR (MSP) konnten Lapidus et al. den Promotor in sechs Einheiten
unterteilen (ER1-ER6). In humanen Brustkrebszelllinien wurde zunéchst der
Methylierungsstatus erfasst. Die Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-435, welche den
Ostrogenrezeptor nicht exprimieren, zeigten in der MSP eine deutliche Methylierung der CpG-
Inseln im Ostrogenrezeptor. Die Zelllinie MCF-7 exprimiert den Ostrogenrezeptor. In der MSP
konnte bei dieser Zelllinie an keinem Loci eine Methylierung nachgewiesen werden.
Besonders in den Bereichen ER3, ER4 und ER5 (- 310 bis - 375 bp upstream des
Transkriptionsstarts) konnte diese negative Korrelation nachgewiesen werden 7475,

In gesundem Brustgewebe ist der ESR1-Promotor normalerweise nicht methyliert. Bei
Mammakarzinomproben konnte bis dato keine klare Korrelation zur ESR1-
Promotormethylierung gezeigt werden. Mehrere Studien zeigen jedoch Hinweise darauf, dass
in Brustkrebsproben eine erhohte Anzahl an Methylierungen nachzuweisen ist "*-78,

In einer Studie von Miuller et al. wurde der Methylierungsstatus im Serum von
Mammakarzinom-Patientinnen untersucht. Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass
eine Methylierung des ESR1 mit einer schlechteren Prognose der Patientinnen korrelierte °.
Dieselbe Forschungsgruppe konnte in einer spateren Studie an Tumorgewebe zeigen, dass
ein methylierter ESR1 ein Pradiktor fur das fehlende Ansprechen auf eine Therapie mit dem

Antiostrogen Tamoxifen ist. Hierbei scheint er in der Aussagekraft sogar den
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Hormonrezeptorstatus zu Ubertreffen. Somit konnte der Methylierungsstatus des
Ostrogenrezeptors ein hilfreicher Parameter zur Vorhersage auf das Ansprechen einer
endokrinen Therapie sein &. Auch andere Studien konnten den prognostischen Stellenwert

der ESR1-Methylierung im Mammakarzinom und metastasiertem Mammakarzinom bestétigen

81,82

2.4  Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang zwischen der
Methylierung des ESR1-Promotors im Primartumor und der korrespondierenden Metastase
bei Mammakarzinom-Patientinnen gibt. Es soll geklart werden, ob der Nachweis einer
Promotormethylierung mittels der methylierungsspezifischen real-time PCR ein préadiktiver
Marker fur den Verlauf der Erkrankung ist. Des Weiteren soll herausgefunden werden, ob es
einen Zusammenhang zwischen dem Methylierungsstatus beim metastasierten
Mammakarzinom und dem Uberleben der Patientinnen gibt.

Bis heute gibt es keine Studie, die die ESR1-Promotormethylierung vom Primartumor mit der
korrespondierenden Metastase vergleicht und diese mit dem Kklinischen Outcome der
Patientinnen korreliert. Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom kann keine kurative
Therapie angeboten werden. Auch das Gesamtiberleben dieser Patientinnen ist verglichen
mit nicht-metastasierten Brustkrebspatientinnen deutlich reduziert. Genaue Marker, die
Prognose und Verlauf der Erkrankung vorhersagen kdnnen, gibt es jedoch nicht. Deshalb soll
in dieser Arbeit herausgestellt werden, inwieweit die Methylierung des Ostrogenrezeptors

diese Aussagen liefern kann und ob eine Verbindung zum Uberleben der Patientinnen besteht.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1. Patientenkollektiv

Uber das Tumordokumentationssystem der Universitatsfrauenklinik wurden Patientinnen mit
metastasiertem Mammakarzinom identifiziert. AnschlieBend wurde ein Abgleich mit der
Datenbank des Instituts fir Pathologie des Universitatsklinikums Koéln durchgefiihrt. Das
untersuchte Gewebe wurde von der CIO Biobank der Universitatsklinik Kéln zur Verfigung
gestellt und in Ubereinstimmung mit den Regularien der CIO Biobank verwendet. Die
Patientendaten wurden anonymisiert und dem Votum der Ethikkommission der Universitat zu
KdIn entsprechend genutzt.

Es wurde darauf geachtet, dass sowohl Tumormaterial des Primarius und der Metastase
entnommen wurde und im Institut fir Pathologie untersucht und archiviert wurde. Die in
Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten (FFPE) Probenblocke wurden mit den
korrespondierenden Schnittpraparaten mit Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE-Fé&rbung) und
immunhistochemischer Ostrogenrezeptorfarbung gepaart.

3.1.2. Makrodissektion
- 10 Schnitte a 10 um der FFPE-Tumorbltcke
- Einmalskalpell Nr.11, Feather, Saki, Japan

3.1.3. DNA-Extraktion
- Maxwell® 16 FFPE Plus Tissue LEV DNA Purification Kit AS1135, Promega, Madison,
USA
Maxwell® LEV Catridge
Elution Tubes, 0,5 ml
RNase-freies Wasser
Lysis Buffer
Incubation Buffer
Proteinase K (aus 500 ul Nuklease-freiem Wasser pro lyophilierter Proteinase K Probe
= 20mg/dl)

3.1.4. Bisulfit-Konversion
- EpiTect® Bisulfite Kit, QIAGEN, Hilden, Deutschland
Bisulfit-Mix
DNA Protection Buffer
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RNase-freies Wasser

Epitect spin columns

Collection Tubes

Buffer BW (30ml Ethanol hinzugeflgt)

Buffer BD (27ml Ethanol hinzugefiigt)

Buffer EB

Buffer BL

Carrier RNA (310 ul RNase-freies Wasser pro 310 ul Carrier RNA = 1ug/ul)
Carrier RNA + Buffer BL

3.1.5. Real-time PCR
- GoTag® pPCR Master Mix, Promega, Mannheim, Deutschland
- RNase freies Wasser
- Primer forward, Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland
- Primer reverse, Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland
- Sonde, Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland
- Hard-Shell® 96-Well PCR Plate, BioRad, Miinchen, Deutschland
- Adhensive PCR Plate Seal, Thermo Scientific, Waltham, USA

3.1.6. Gerate
- BioRad CFX96 Real-time PCR Cycler, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
- NanoDrop™ 1000 Spectrometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
- Biometra T3000 Thermocycler, LapRepCo, Horsham, USA
- Promega Maxwell® 16, Promega, Mannheim, Deutschland
- Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
- Centrifuge 5417 C, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
- Spectrafuge Mini Centrifuge, Harvard Apparatus, Cambridge, UK

- Vortex Genie 2, Biovendis, Mannheim, Deutschland

3.1.7. Fur alle Versuchsteile
- Ethanol (96-100 %), Roth, Karlsruhe, Deutschland
- Pipettenspitzen, Biozym, Oldendorf, Deutschland
- Eppendorf Safe-Lock tubes 0,5ml, 1,5ml und 2ml, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
- Eppendorf Resarch® Plus Pipetten 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000pl, Eppendorf,

Hamburg, Deutschland
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3.2 Methoden

3.2.1. Makrodissektion

Als Material fur die experimentelle Untersuchung werden in Formalin fixierte und in Paraffin
eingebettete Tumorproben verwendet. Diese Paraffinbldcke sind zunachst makroskopisch zu
betrachten, um sicher zu gehen, dass gentigend Gewebe fiir die weiteren Untersuchungen
vorhanden ist. Anschlie3end werden zusammen mit dem Pathologen die zugehdrigen HE- und
ER-Schnitte mikroskopiert. Es folgt die Detektion und Markierung solider Tumorareale unter
dem Mikroskop. Zusétzlich wird festgelegt, wie viele Schnitte fur die DNA-Isolation notwendig
sind. Die Anzahl kann zwischen einem und sechs Schnitten liegen. Ist der Tumorbereich sehr
klein oder imponiert zu inhomogen, wird das Praparat von den weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen.

Von den Paraffinblécken werden jeweils zehn Schnitte a 10 um angefertigt, welche auf einen
Objekttrager aufgebracht werden. Die Schnitte sind weder zu farben, noch mit einem Deckglas
zu versehen. Zusatzlich ist es erforderlich, zu jedem Praparat jeweils einen Schnitt in HE- und
ER-Farbung anzufertigen. Die gefarbten Schnitte werden dann erneut unter dem Mikroskop
betrachtet um sicher zu gehen, dass es keine Verdnderungen in tiefer im Paraffinblock
liegenden Tumorbereichen gibt.

Fur die Makrodissektion wird nun ein ungefarbter Schnitt auf den passenden HE-Schnitt mit
markiertem Tumorbereich gelegt. Die Praparate sind dabei deckungsgleich auszurichten. Nun
wird mit dem Skalpell der identifizierte Tumorbereich, wie in Abbildung 4 markiert, vom
Objekttrager entfernt und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald tberfiihrt.

Dieser Vorgang wird so oft wiederholt, bis die bendtigte Anzahl an Schnitten fir die DNA-
Extraktion vorliegt.

Abbildung 4: HE-Praparat mit Markierung
HE-geféarbtes Mamma-Gewebe mit schwarz eingekreistem Tumorbereich
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3.2.2. DNA-Isolation

Um eine genetische Untersuchung durchfiihren zu kénnen, ist die DNA aus den fixierten
Praparaten zu extrahieren. Dies wird mit dem Kit der Firma Promega (Maxwell® 16 FFPE Plus
Tissue LEV DNA Purification Kit AS1135) laut Herstellerangaben durchgefuhrt. Das
verwendete Kit erlaubt die Entparaffinisierung und DNA-Isolierung in einem Arbeitsschritt.
Das in der Makrodissektion in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie Gberfihrte Probenmaterial
wird mit 180 pl des Inkubationspuffers und 20 ul der Proteinase-K-Ldsung Uberschichtet.
Hierbei ist darauf zu achten, dass das Probenmaterial komplett mit der Inkubationslésung
bedeckt ist. Anschliel3end findet Uber Nacht die Inkubation des Reaktionsansatzes in einem
Thermomixer bei 70 °C und 300 rpm statt.

Am nachsten Tag wird der Ansatz kurz gevortext und anzentrifugiert. Dann werden 400 pl des
Lyse-Puffers zum Ansatz hinzugefluigt, der anschliel3end erneut kurz gevortext und zentrifugiert
wird.

Fur die nun folgende Extraktion wird das Probenrack des Maxwell® 16 Research Instrument
mit der dafir vorgesehenen Kartusche bestiickt. Der Reaktionsansatz wird in die erste
Kammer der Kartusche transferiert. Dabei ist darauf zu achten, dass im Probengefald
vorhandene Paraffinreste nicht mit Uberfiihrt werden. AnschlieRend sind die Elutionsgefaiie
und der St6Rel an die daflir vorgesehene Position im Probenrack zu setzen und mit jeweils 50
pI Nuklease-freiem Wasser zu befiullen. Im Geratemeni wird das Programm ,DNA,
FFPE/Zellen“ gewahlt und gestartet. Nach Beendigung des Programms werden die
Elutionsgefal3e aus dem Probenrack genommen und verschlossen.

Die Konzentration jeder eluierten Probe wird anschlieRend photometrisch mit dem Nano-

Drop® bestimmt. AnschlieRend werden die Proben bei -20 °C gelagert.

3.2.3. Bisulfit-Konversion

Um den Methylierungsstatus einer DNA-Sequenz bestimmen zu koénnen, bedarf es einer
vorherigen Bisulfit-Konversion. Bei der Behandlung von DNA mit Natriumbisulfit kommt es zu
einer Konversion des nicht-methylierten Cytosins in Uracil. Methylierte Cytosine werden
hingegen nicht verandert. Dadurch ist es maoglich, methylierte von unmethylierten DNA-
Sequenzen in einer methylierungsspezifischen PCR zu unterscheiden.

Fur die Bisulfit-Konversion ist das EpiTect® Bisulfite Kit der Firma QIAGEN® zu verwenden.
Es kénnen 1 ng bis 2 ug DNA und maximal ein Volumen von 20 pl verwendet werden. Um
eine maximale Ausbeute zu erzielen, werden von jeder DNA-Probe die maximal méglichen 20
pl verwendet. Der Bisulfit-Reaktionsansatz wird in 200 pl PCR-GeféalRe nach dem Protokoll in

Tabelle 5 vorbereitet.
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Der Reaktionsansatz wird anschlieRend kurz gevortext und zentrifugiert. Durch einen
Farbumschlag des DNA Protection Buffers von griin zu blau wird sichergestellt, dass der
Ansatz ausreichend durchmischt ist und den richtigen pH-Wert hat.

AnschlieRBend wird der Reaktionsansatz im Thermocycler durch die in Tabelle 6 dargestellten
Temperaturzyklen gefiihrt.

Die konvertierte DNA kann bei 20 °C Uber Nacht im Thermocycler belassen werden.

Der Reaktionsansatz wird hun nach abgeschlossener Bisulfit-Konversion zentrifugiert und in
1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefalRe tberfuhrt. Anschlielend wird der Ansatz mit je 310 pl
Lysepuffer (Buffer BL) und darin geloster Trager-RNA bedeckt. In Tabelle 7 ist die
Zusammensetzung des Lysepuffers und der Trager-RNA in Abhangigkeit der Probenanzahl
dargestellt. Die LOosung wird durch kurzes Vortexen und Zentrifugieren gemischt. Nach
Hinzugabe von 250 ul Ethanol zu jeder Probe wird die Losung fur 15 Sekunden pulsationsartig
gevortext und anschliel3end zentrifugiert, um magliche Fliissigkeitstropfen aus dem Deckel der
Tubes zu entfernen.

Der neu entstandene Reaktionsansatz (700 pl) wird in die ,EpiTect spin columns® (im
Folgenden Zentrifugations-S&ulen) tberfiihrt, welche in die dafur vorgesehen Sammelgefalie
gesetzt werden. Der Reaktionsansatz wird bei maximaler Geschwindigkeit flr eine Minute
zentrifugiert. Die durch die Membran geflossene Flussigkeit, die sich nun in den
SammelgefalRen befindet, wird verworfen. Anschliel3end werden 500 pl Waschpuffer (Buffer
BW) in die Saulen gegeben und bei maximaler Geschwindigkeit eine Minute zentrifugiert. Der
Durchfluss wird erneut verworfen. Nach Hinzugabe von 500 pl Dilutionspuffer (Buffer BD) in
die Zentrifugations-Saulen wird der Ansatz bei Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert. Nun
wird wieder fir eine Minute zentrifugiert und die durchgeflossene Flissigkeit entfernt. Der
Waschvorgang mit 500 pl des Waschpuffers wird nun zweimal wiederholt. Die Saulen werden
anschlieRend in neue Sammelgefal3e gesetzt und erneut fur eine Minute zentrifugiert, um
mdogliche Flissigkeitsriickstande zu entfernen. Mit gedffnetem Deckel erfolgt eine Inkubation
in einem Heizblock bei 56 °C fur funf Minuten. Somit verdampft auch die letzte restliche
Flassigkeit.

Die Saulen werden in neue 1,5 ml Gefal3e gesetzt und mit 20 pl Elutionspuffer (Buffer EB)
befllt. Die gereinigte DNA wird durch Zentrifugieren bei 12.000 rpm fir eine Minute eluiert.

Das nun entstandene Eluat kann bei -20 °C fir mindestens drei Jahre gelagert werden.
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Tabelle 5: Bisulfit-Reaktionsansatz

Komponente Volumen pro Reaktionansatz (ul)
DNA-Probe 20

Bisulfit-Mix 85

DNA Protection Buffer 35

Totales Volumen 140

Tabelle 6: Thermocycler Einstellungen

Schritte Zeit (min) Temperatur (°C)
Denaturierung 5 95
Inkubation 25 60
Denaturierung 5 95
Inkubation 85 60
Denaturierung 5 95
Inkubation 175 60

Tabelle 7: Zusammensetzung Buffer BL und Trager-RNA

Anzahl Proben 1 4 8 16 24 48
Buffer BL 620 ul 2,5ml 5ml 10 mi 15 ml 31 ml
Trager-RNA 6,2 ul 25 ul 50 ul 100 pl 150 pl 310

3.2.4. Methylierungsspezifische real-time PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein enzymabhéngiges, molekularbiologisches Verfahren,
welches gegen Ende der 1980er-Jahre entwickelt wurde. Ziel der PCR ist es, einen
ausgewahlten Bereich einer DNA-Sequenz zu vervielfaltigen. Durch Replikation in mehreren
sich wiederholenden Zyklen wird eine exponentielle Amplifikation der Zielsequenz erreicht. Um
das amplifizierte Produkt einer konventionellen PCR sichtbar zu machen, muss am Ende eine
Gelelektrophorese durchgefihrt werden. Es ist somit also nur eine Endpunktanalyse der
Amplifikation moglich &,

Dem entgegen steht die real-time PCR, mit der die Vervielfaltigung der DNA-Sequenz noch
wahrend der Amplifikation detektiert werden kann. Somit ist neben der Qualifizierung auch
eine Quantifizierung der gewonnenen DNA mdglich. Wie bei der konventionellen PCR werden
fur die real-time PCR neben der zu vervielfaltigenden DNA-Sequenz (template) zwei

gegenlaufige synthetische Oligonukleotide (Primer), eine hitzestabile Polymerase mit DNA-5'-
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3'-Exonuklease-Aktivitat (Tag-Polymerase) und Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPS),
Mg?*lonen und eine Pufferlésung benotigt. Zusatzlich ist eine Sonde fur die real-time PCR
essentiell 84,

Bei der real-time PCR wird die Quantifizierung durch eine Fluoreszenz-Messung erreicht, die
kontinuierlich wahrend der PCR lauft. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der
amplifizierten DNA zu .

Die PCR lasst sich grob in zwei Phasen einteilen: eine exponentielle Phase, welcher eine
nicht-exponentielle Plateau-Phase folgt. Die DNA-Menge verdoppelt sich in jedem Zyklus, bis
alle Reaktionskomponenten verbraucht sind, die Amplifikationskurve abflacht und in die
nichtexponentielle Phase tUbergeht. Wahrend der exponentiellen Phase nimmt die Fluoreszenz
proportional zur Menge der amplifizierten DNA zu, sodass Rickschlisse auf die DNA-Menge
gezogen werden koénnen. Zu Beginn der real-time PCR ist diese Fluoreszenz jedoch noch
nicht ausreichend stark, um detektiert zu werden. Erst ab einer bestimmten Anzahl an Zyklen
kann der Cycler eine Fluoreszenz detektieren. Der Amplifikationszyklus, bei welchem dies
passiert wird Threshold Cycle oder Ct-Wert genannt. Je geringer die eingesetzte DNA-Menge
ist, desto hoher ist der zugehorige Cr-Wert. Dieser Zusammenhang lasst sich fur die
Quantifizierung der PCR nutzen. In Abbildung 5 ist der Amplifikationsverlauf einer real-time
PCR graphisch dargestellt &°.
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Abbildung 5: Amplifikationsverlauf

Typischer Verlauf einer real-time PCR. Auf der x-Achse sind die Anzahl der Zyklen angegeben; auf der y-Achse
die Fluoreszenz. Die exponentielle Phase geht vom Zyklus 1 bis 28. Der Ct-Wert wird im 21. Zyklus erreicht. Nach
dem 28. Zyklus geht die Kurve in die nicht-exponentielle Phase Uber 86,
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3.2.5. TagMan Assay

Fur die methylierungsspezifische PCR verwendet man ein TagMan Assay. Hierdurch kann
eine spezielle Zielsequenz detektiert werden. Die PCR wird somit nicht durch unspezifische
Reaktionen beeinflusst. Die Zielsequenz fiir diese Versuchsreihe ist der Ostrogenrezeptor 1.
Das TagMan Assay verwendet ein sequenzspezifisches, fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid
(Sonde), sowie einen sequenzspezifischen Primer. Das Oligonukleotid ist am 5-Ende mit
einem Reporter mit Fluoreszenzfarbstoff (in diesem Fall FAM) und am 3‘-Ende mit einem
Quencher-Farbstoff (hier TAMRA) ausgestattet. Durch die rdaumliche Nahe des Quenchers
zum Reporter wird die Fluoreszenz bei intakter Sonde durch den Quencher unterdriickt.
Wahrend der PCR lagert sich die Sonde an die Zielsequenz des Matrizenstrangs an. In der
nachfolgenden Extensionsphase wird die Sonde durch die Tag-Polymerase verdrangt. Die 5
3'-Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase sorgt dafiir, dass der Quencher vom Reporter
getrennt wird. Durch die Trennung wird die Fluoreszenz des Reporters nicht mehr unterdriickt.
Das Fluoreszenzsignal kann nun detektiert werden. Abbildung 6 veranschaulicht diesen
Vorgang noch einmal bildlich &6,

Der Reaktionsansatz fir die MSP ist in Tabelle 8 dargestellt. Das Reaktionsvolumen betragt
20 pl. Die Primersequenzen fir die PCR lauten wie folgt:

Primer Forward: 5-GGCGTTCGTTTTGGGATTG-3*

Primer Reverse: 5-GCCGACACGCGAACTCTAA-3

Sonde: FAM-5'-CGATAAAACCGAACGACCCGACGA-3-TAMRA

Die methylierungsspezifische real-time PCR wird bei unseren Versuchen nach dem in
Abbildung 7 aufgeflhrten thermischen Protokoll durchgefuhrt. Es erfolgt eine initale
Denaturierung bei 95 °C fir 2 Minuten, gefolgt von 50 Zyklen zu je 15 Sekunden bei 95 °C und
1 Minute bei 60 °C.

Die Patientenproben werden in der PCR immer in Tripletts eingesetzt. Zusatzlich werden auf
jeder PCR-Plate eine Positiv- und Negativkontrolle, sowie Nuklease-freies Wasser
mitsequenziert. Als Positivkontrolle dient die bisulfitbehandelte DNA der MD-MBA-231-
Zelllinie. Diese hat einen methylierten ESR1-Promotor. Als Negativkontrolle wird die
bisulfitbehandelte DNA der MCF7-Zellinie (nicht methylierter ESR1-Promotor) verwendet.
MD-MBA-231 und MCF7 sind Mammakarzinom-Zelllinien. Um ungewollte Verunreinigungen
durch fremde DNA auszuschlieBen, wird zusétzlich Nuklease-freies Wasser anstatt DNA in

der MSP einsetzt. Die PCR dieser Proben sollte stets negativ ausfallen.
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Abbildung 6: TagMan Assay

Die TagMan-Sonde wird in der Extensionsphase teilweise verdrangt, sodass der Reporter frei wird und fluoresziert
86
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Abbildung 7: Temperaturprotokoll der MSP

Tabelle 8: PCR-Ansatz
PCR-Ansatz Pro Probe

Master Mix (ul) 8
Primer Forward (ul) 0,6
Primer Reverse (ul) 0,6

Sonde (p) 0,8
H20O (ul) 4
DNA (pl) 6

Summe (pl) 20
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4.  Ergebnisse

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse der Arbeit vorgestellt. Der Methylierungsstatus des
ESR1-Promotors beim metastasierten Mammakarzinom wurde in unserer Studie mittels PCR
erfasst. Die methylierungsspezifische PCR wurde dann als positiv gewertet, wenn der Ct-Wert
spatestens im 39. Zyklus erreicht wurde und die Kurve einen typischen Verlauf aufzeigte (siehe
Abbildung 5). Amplifikationen nach dem 39. Zyklus wurden als unspezifisch gewertet. Eine
PCR wird im Folgenden ,positiv genannt, wenn eine Methylierung des ESR1-Promotors
vorliegt. Eine ,negative“ PCR zeigt im Gegenzug keine Promotormethylierung auf.

Bei den untersuchten Tumorproben wurde der Ostrogenrezeptorstatus immunhistochemisch
bestimmt. Zur Quantifizierung wurde der Immune Reactiv Score (IRS) als Bewertungsskala
verwendet. Der Ostrogenrezeptorstatus wurde als positiv gewertet, wenn der IRS = 2 war. Bei
einem IRS < 2 wurde der Ostrogenrezeptor als negativ eingestuft.

Alle folgenden Ergebnisse wurden nach den oben genannten Kriterien ausgewertet.

41 Vorversuche

4.1.1. Kontrollgruppe

Wie im Einleitungsteil beschrieben fuhrt eine Promotormethylierung mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit zu einem Expressionsverlust des entsprechenden Gens. Bezogen auf
unsere Studie wirde dies bedeuten, dass die Proben mit einer positiven PCR (methylierter
ESR1-Promotor) keine immunhistochemische Auspragung des Ostrogenrezeptors aufweisen.
Bevor das eigentliche Studienkollektiv untersucht wurde, wurde zunéchst Uberpruft, ob sich
die MSP grundsatzlich zum Nachweis einer Methylierung des ESR1-Promotors beim
Mammakarzinom eignet. Hierzu wurde eine Kontrollgruppe gebildet, die aus sechs
Patientinnen mit einem nicht-metastasierten Mammakarzinom bestand. Die Tumore waren
mafig bis gut differenziert (G1-2). Das TNM-Stadium lag bei pT1b-c NO und MO. Die Proben
wurden genau wie die des Studienkollektivs aufbereitet und untersucht.

Tabelle 9 fasst die Ergebnisse der methylierungsspezifischen PCR der Kontrollgruppe
zusammen. Eine Patientin zeigte bei negativem Ostrogenrezeptorstatus auch eine
Methylierung des ESR1. Demgegeniiber war bei einer anderen Patientin mit positivem
Ostrogenrezeptorstatus keine Methylierung des ESR1 zu verzeichnen. Die restlichen vier
Patientinnen wiesen sowohl einen positiven Ostrogenrezeptorstatus als auch eine positive
PCR auf. In Abbildung 8 sind die Amplifikationskurven der Kontrollgruppen-Proben dargestellt.

Zur Vereinfachung eine PCR-Kurve pro Patienten aufgezeigt.
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Tabelle 9: Verteilung in der Kontrollgruppe

Anzahl ER-Status ESR1-Methylierung
4 positiv positiv
1 positiv negativ
1 negativ positiv
Amplification
10* . : , : :

Abbildung 8: PCR der Kontrollgruppe

Bei funf der Proben der Kontrollpatienten zeigte sich eine Amplifikation in der MSP. Eine Probe zeigte keine
Amplifikation. Die PCR wurde in Tripletts durchgefiihrt. Zur Veranschaulichung wurde in der Abbildung nur eine
Kurve pro Patienten dargestellt.

4.1.2. Validierung der Methodik
Fir die MSP wurde die DNA wie im Methodenteil beschrieben gezielt aus den Tumorarealen
genommen. In diesen Bereichen befinden sich auch Stromazellen, GefalRe und lymphozytare
Infiltrate. Zusatzlich erscheinen bei einigen Tumoren die Tumorareale bei starker
VergréRerung inhomogen beziiglich der Ostrogenrezeptorauspragung (siehe Abbildung 9).
Um auszuschliel3en, dass andere Zelltypen oder gemischt ER-positive und ER-negative
Tumorbereiche die MSP beeinflussen, wurden aus den 50 Patientenproben sieben Praparate
ausgewahlt, die folgende Eigenschaften erflillten:

1. moglichst homogener Tumorbereich in der ER-Féarbung,

2. scharf abgegrenztes Tumorareal

3. ausreichend groRRer Bereich fir eine MSP

4

wenn vorhanden ein zweiter Tumorbereich mit gemischter ER-Auspragung
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Es wurden 5 pm dicke Schnitte gefertigt, in denen der Ostrogenrezeptor nach
Routineverfahren gefarbt wurde. Anschlie3end wurde unter dem Mikroskop bei 100-facher
VergroRerung das Praparat betrachtet und mit einem Skalpell die Tumorinsel abgekratzt.

Abbildung 10 und Abbildung 11 zeigen das genaue Vorgehen exemplarisch an einem ER-

positiven und einem ER-negativen Fall.

ysa ™ 5 A o
Abbildung 9: Mamma-Ca 200-fache VergroRerung
In dem rot markierten Bereich liegen ER-positive Zellen direkt neben ER-negativen Zellen
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Abbildung 10: ER-positive Probe

Exemplarische Darstellung einer ER-positiven Patientenprobe. Die homogenen Tumorinseln lassen sich in 100-
facher VergrofRerung sowohl in der HE-Farbung (A) als auch in der ER-Farbung (B) gut erkennen. (C) zeigt das
ungeféarbte Préparat vor der Makrodissektion in 40-facher VergroRerung. (D) zeigt das Préparat nach der
Makrodissektion in 40-facher VergroRerung. Die Tumorinsel wurde mit dem Skalpell sorgféltig entfernt und fir die
weitere Analyse verwendet.

Abbildung 11: ER-negative Probe

Die Abbildung zeigt die Probe einer Patientin mit negativem ER-Status. (A) und (B) stellen die Tumorinsel in HE-
bzw. ER-Férbung in 100-facher VergrofRerung dar. (C) zeigt das Préparat vor Makrodissektion in 40-facher
VergréRerung. In (D) wurde das Tumorareal entfernt (100-fache VergréRerung).
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Die DNA der makrodissektierten Tumorareale wurde wie beschrieben bearbeitet.
Anschlielend wurde eine MSP durchgefiihrt.
Um die MSP vergleichen zu kénnen, wurden drei Versuchsreihen durchgefuhrt:
1. Der Tumorbereich wurde mit Stroma und lymphozytéren Zellen analysiert (Tripletts)
2. Die Tumorzellen wurden makrodissektiert und 1pl in die PCR eingesetzt (Tripletts)

3. Die Tumorzellen wurden makrodissektiert und 5 ul in die PCR eingesetzt (Duplett)

Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse. Durch die Makrodissektion konnte deutlich
weniger DNA gewonnen werden, da nur ein kleiner Tumorbereich und somit eine geringere
DNA-Konzentration verwendet wurde. Durch die geringere DNA-Menge kam es
erwartungsgemaf zu hoheren Cr-Werten. Die PCR mit 1 pl hat bei allen Patienten Cr-Werte
Uber 39 (entspricht negativer PCR) gezeigt. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die DNA-
Menge zu gering war. Durch die Erhdhung des eingesetzten Volumens auf 5 pl konnten
validere Ergebnisse erzielt werden. Zwar sind die Cr-Werte hoher, dennoch lassen sich
positive PCR-Ergebnisse erfassen. So zeigen sieben der neun verschiedenen Proben sowohl
in der PCR ohne Makrodissektion als auch in der PCR mit 5 pl makrodissektierter DNA gleiche
positive bzw. negative Ergebnisse. Bei zwei Proben kam es zu unterschiedlichen Ergebnissen.
Dies lasst sich am ehesten durch eine zu geringe DNA-Menge trotz 5 ul eingesetzter DNA
erklaren. Es trat kein Fall auf, bei der die PCR aus einer makrodissektierten Probe positiv und
aus der dazugehorigen gesamten Probe negativ war. Fur die weiteren Versuche wurde

unverandert die DNA aus den Tumorarealen genommen.

Tabelle 10: PCR der makrodissektierten Proben

Proben-Nr. ER- Cr-Wert Cr-Wert Cr-Wert
Status gesamte Probe Makrodissektion Makrodissektion
1u 5 pl
1 homogen positiv 0 0 0
1 gemischt  positiv 0 0 0
2 positv. 0 39,6520 39,4320
3 positiv 33,14 0 35,41
4 negativ 35,70 0 35,97
5 negativ = 33,27 0 39,08
(grenzwertig)
6 homogen negativ 27,29 41,8420 36,83
6 gemischt negativ = 27,29 41,0220 436520
7 positiv 32,09 0 0
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4.1.3. Positiv- und Negativkontrolle

Um Fehler in der Durchfiihrung auszuschlief3en, wurde bei jedem PCR-Durchlauf eine Positiv-
und Negativkontrolle verwendet. Als Positivkontrolle wurde bisulfitbehandelte DNA der MD-
MBA-231-Zelllinie und als Negativkontrolle bisulfitbehandelte DNA der MCF7-Zelllinie benutzt.
Bei der Negativkontrolle ergab sich in der MSP keine Amplifikation (siehe Abbildung 13). Auch

beim nuklease-freien Wasser kam keine Amplifikation zustande, wie in Abbildung 12

dargestellt.
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Abbildung 12: PCR mit Nuklease-freiem Wasser
Die PCR-Kurve zeigt wie erwartet keine Amplifikation.
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Abbildung 13: Negativkontrolle MCF7

Die PCR der Negativkontrolle zeigt keine Amplifikation. Es ist lediglich ein unspezifisches Hintergrundrauschen zu

erkennen.




Mithilfe der Positivkontrolle (MD-MBA-231-Zelllinie) wurde eine Verdinnungsreihe angelegt,
um die Sensitivitat zu prufen. Die graphische Darstellung ist in Abbildung 14 zu sehen. Selbst
bei der hochsten Verdinnung von 1:512, was einer DNA-Menge von 0,1953 ng entspricht,
konnte eine Promotormethylierung nachgewiesen werden. Mithilfe der PCR der
Verdinnungsreihe wurde eine Standardkurve erstellt (siehe Abbildung 15). Sie erlaubt eine
Quantifizierung der PCR-Ergebnisse der Patientenproben.

4 Amplification
mw g7 7

Cycles

Abbildung 14: Verdiinnungsreihe der Positivkontrolle MD-MBA-231
Dargestellt ist die PCR der Positivkontrolle mit Verdinnungen von 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 und 1:512.
Die PCR wurde in Tripletts durchgefuhrt. Die linke Kurve (rot) zeigt die 1:4 verdiinnte DNA mit einem Cr-Wert von

30. Es wurden hierfiir 25 ng DNA eingesetzt. Die rechte Kurve (pink) stellt die 1:512 Verdiinnung dar (Ct-Wert bei
36,5) mit einer DNA-Menge von 0,1953 ng.
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Log Starting Quantity

3 Standard
> Unknown
— FaM: E=103,%% R*2=0.973 Slope=-3.231

Abbildung 15: Standardkurve MD-MBA-231
Anhand der Verdiinnungsreihe der MD-MBA-231-Zelllinie l&sst sich eine Standardkurve erstellen. Auf der x-Achse
ist die eingesetzte DNA-Menge in logarithmischer Form angegeben. Die y-Achse zeigt den dazugehdrigen Cr-Wert.

Die Kreise stellen die einzelnen Proben der Verdiinnungsreihe dar. Pro DNA-Menge gibt es 3 Kreise, da Tripletts
verwendet wurden.
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4.2  Patientenkollektiv

Mithilfe des Tumordokumentationssystems der Universitatsfrauenklinik wurden 81
Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom identifiziert, die sowohl bei Erstdiagnose
des Mammakarzinoms als auch bei der Diagnose der Metastase in der Universitatsfrauenklinik
betreut wurden. Bei 29 der 81 Patientinnen standen Gewebeproben des Primarius und der
Metastase im Institut fr Pathologie zur Verfligung. In der anschlieRenden makroskopischen
Begutachtung zeigte sich, dass die Gewebeproben von 25 Patientinnen fir die weitere
Analyse geeignet waren. Bei den vier ausgeschlossenen Fallen war zu wenig oder zu schlecht
erhaltenes Material vorhanden, um eine epigenetische Analyse durchfiihren zu kdnnen.

Ein Grof3teil der Patientinnen wurde bereits in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert
(21 von 25). Nur vier Patientinnen zeigten bei Erstdiagnose keinen Lymphknotenbefall. Bei
drei Patientinnen wurde das Mammakarzinom bereits im metastasierten Stadium
diagnostiziert. Tabelle 11 gibt einen Uberblick tber die vertretenen Tumore bei Erstdiagnose
mit UICC-Stadium, TNM-Klassifikation sowie dem Anteil der im Kollektiv vorhandenen Falle.

Tabelle 11: Ubersicht der Tumorstadien bei Erstdiagnose

Stadium (UICC) T N M Absolute Anteil in %
Patientenzahl

1A T1 NO MO 4 16

IB TO-1 NImi MO 0 0

A TO-1 N1 MO 3 12
T2 NO MO

1B T2 N1 MO 7 28
T3 NO MO

A TO-2 N2 MO 3 12
T3 N1-2 MO

B T4 NO-2 MO 2

lc T1-4 N3 MO 2

v T1-4 NO-3 M1 3 12

nicht klassifiziert 1 4

Die verwendeten Gewebeproben der Patientinnen wurden zwischen 2001 und 2014
entnommen und in FFPE-Blocken archiviert.

Die Patientinnen sind zwischen 1935 und 1974 geboren und waren bei Erstdiagnose des
Mammakarzinoms im Mittel 52,3 Jahre alt. Die jingste Patientin war bei Diagnosestellung 37
Jahre, die alteste 71 Jahre alt. Im Schnitt trat nach 4,7 Jahren eine Metastase auf, wobei in
drei Fallen das Karzinom bereits im metastasierten Stadium diagnostiziert wurde. Die l&angste
Zeitspanne bis zur Metastasierung lag bei 16 Jahren. Von den Patientinnen waren zum

Zeitpunkt der Datenerhebung im April 2017 bereits 19 Patientinnen verstorben. Im Verlauf
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wiesen 4 Patientinnen ein Lokalrezidiv auf. Am haufigsten metastasierte das Mammakarzinom

in die Leber, dicht gefolgt von Knochen und Lymphknoten. 88 % der Tumore lieBen sich

histologisch als invasiv duktale Karzinome klassifizieren. Die restlichen 12 % waren invasiv

lobular. Die Altersverteilung und Charakteristika des Patientenkollektivs lassen sich Tabelle

12 und Tabelle 13 entnehmen.

Tabelle 12: Altersverteilung des Patientenkollektivs

Alter bei Erstdiagnose  Zeit bis zur Metastasierung

(in Jahren) (in Jahren)
Mittelwert 52,32 4,68
Anzahl (N) 25 25
Std.-Abweichung 10,069 4,766
Median 54,00 3,00
Standardfehler des Mittelwerts 2,014 0,955
Minimum 37 0
Maximum 71 16

Tabelle 13: Charakteristika des Patientenkollektivs

Merkmal Subgruppe Anzahl Anteil in %
Rezidiv Lokalrezidiv 4 16
kein Rezidiv 21 84
Todesfalle verstorben 19 76
lebend 6 24
histologischer invasiv duktal 22 88
Subtyp
invasiv lobulér 3 12
Metastasen Leber 8 32
Knochen 5 20
Lymphknoten 5 20
Pleura 2 8
Weichteil/Muskel 3 12
Kontralaterale 2 8
Mamma
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4.3  Aufteilung des Primarius und der Metastasen

Von den 25 Primartumoren hatten 22 einen positiven Ostrogenrezeptorstatus. 17 von ihnen
zeigten in der MSP eine Methylierung des ESR1. Bei den restlichen drei ER-negativen
Primartumoren wiesen zwei einen methylierten Ostrogenrezeptor auf.
16 der 25 Metastasen hatten einen positiven ER-Status, hiervon zeigten 15 eine positive MSP.
Die neun ER-negativen Falle zeigten alle eine Methylierung des ESR1-Promotors.

Insgesamt verringerte sich die Anzahl der Tumore mit positivem ER-Status von 22 bei den
Primartumoren auf 16 bei den Metastasen. Die Zahl der methylierten ESR1-Promotoren stieg
dagegen von 19 auf 24 an (siehe Tabelle 14 und 15).

Tabelle 14: Aufteilung Primértumor

Methylierter ESR1  Unmethylierter ESR1 | Summe
Positiver ER-Status 17 5 22
Negativer ER-Status 2 1 3
Summe 19 6 25

Tabelle 15: Aufteilung Metastase

Methylierter ESR1  Unmethylierter ESR1 | Summe
Positiver ER-Status 15 1 16
Negativer ER-Status 9 0 9
Summe 24 1 25

4.4  Wechsel des Methylierungs- und immunhistochemischen Rezeptorstatus
Betrachtet man den Primarius und die korrespondierende Metastase, lassen sich sowohl im
Methylierungsstatus als auch im Rezeptorstatus Auspragungswechsel erkennen.

Ein ER-Statuswechsel von positivem ER des Primartumors zu einen negativen ER der
zugehdrigen Metastase findet sich bei sieben der 25 Falle. Auffallend ist hier, dass bei allen
sieben Féllen bereits der ESR1-Promotor des Primarius methyliert war und auch die
Metastase eine Amplifikation in der MSP zeigte.

Zwei Patientinnen weisen einen negativen Ostrogenrezeptorstatus des Primarius und der
Metastase auf. In den dazugehdrigen MSP zeigte sich eine Methylierung des ESR1 sowohl
beim Primarius als auch bei der korrespondierenden Metastase.

In dem untersuchten Kollektiv findet sich am haufigsten sowohl bei dem Primarius als auch bei
der korrespondierenden Metastase ein positiver Ostrogenrezeptorstatus (15 Félle). Zwei

Drittel dieser Félle zeigten auch eine Promotormethylierung des Primarius und der Metastase.

41



Tabelle 16: Wechsel des ER-Status und der ESR1-Methylierung von Primarius zu Metastase in absoluten
Zahlen (p=0.238)

ESR1-Promotor-Methylierungwechsel
positiv zu negativ zu negativzu | Summe
positiv positiv negativ
positiv zu positiv 10 4 1 15
2
S positiv zu negativ | 7 0 0 7
%
% negativ zu positiv | 0 1 0 1
?
&1 negativ zu negativ | 2 0 0 2
Summe 19 5 1 25

Tabelle 17: ER-Statuswechsel bezogen auf die ESR1-Methylierung des Primarius (p=0.082)

ER-Statuswechsel
positiv zu  positivzu negativzu negativ zu | Summe
positiv negativ positiv negativ
Methylierung | negativ 5 0 1 0 6
Primarius positiv 10 7 0 2 19
Summe 15 7 1 2 25
45 Uberlebensanalyse

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung waren 19 Patientinnen verstorben und die restlichen sechs
lebend. In der Gruppe, in der der Primarius einen methylierten ESR1-Promotor aufwies, waren
16 von 19 Patientinnen verstorben. Bei den Patientinnen mit unmethyliertem ESR-1-Promotor
waren drei von sechs verstorben. Das mittlere Uberleben ab Metastasierung lag bei
Patientinnen mit unmethyliertem ESR1-Promotor des Primartumors bei 54,3 Monate.
Hingegen Uberlebten die Patientinnen mit methyliertem ESR1-Promotor im Schnitt 38,1
Monaten. Eine statistische Signifikanz liegt nicht vor (p=0,158).

In Abbildung 16 ist die Kaplan-Meyer-Kurve fiir das Uberleben ab Metastasierung bezogen auf
den ESR1-Methylierungsstatus dargestellt.

Auch im Gesamtiberleben zeigt sich kein signifikanter Unterschied bezogen auf die
Methylierung des ESR1-Promotors des Primarius (p=0,619). Patientinnen mit methyliertem
durchschnittlich  105,3 Monate,
unmethyliertem Promotor 126,0 Monate (siehe Abbildung 17).

Promotor des Primarius lebten Patientinnen mit
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Abbildung 16: Kaplan-Meyer-Kurve fir das Uberleben ab Metastasierung (in Monaten)
Die obere Kurve zeigt das Uberleben ab Metastasierung bei Patientinnen mit unmethyliertem ESR1-Promotor des
Primarius. Die untere Kurve stellt das Uberleben der Patientinnen mit methyliertem Primarius dar (p=0,158)
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Abbildung 17: Kaplan-Meyer-Kurve fiir das Gesamtiberleben (in Monaten)
Die obere Kurve stellt das Gesamtiiberleben der Patientinnen mit unmethyliertem ESR1-Promotor des Primarius
dar. Die untere Kurve zeigt das Gesamtiiberleben bei methyliertem Promotor.
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5. Diskussion

5.1 Reprasentativitat des Kollektivs

Die vorliegende Arbeit soll als klinische Studie eine valide Aussage fur die Praxis treffen. Daher
ist eine hohe Reprasentativitat des untersuchten Patientenkollektivs wichtig.

Laut Robert Koch-Institut (RKI) liegt das mittlere Erkrankungsalter beim Mammakarzinom bei
64 Jahren 3. Die hochste Erkrankungsrate mit 45 % tritt in der Gruppe der 50- bis 69-Jahrigen
auf 2. Die Patientinnen in unserem Kollektiv waren bei Erstdiagnose durchschnittlich 52 Jahre
alt und somit zwolf Jahre junger als in der Gesamtbevdlkerung. Die Gruppe der 50- bis 69-
Jahrigen macht auch in unserer Studie mit 48 % den gré3ten Anteil aus. Dies deckt sich mit
den Daten des RKI. Auffallend ist, dass sehr wenige Patientinnen in unserem Kollektiv bei
Erstdiagnose dlter als 70 Jahre alt waren.

Das frihere Erkrankungsalter unserer Studiengruppe koénnte mit einer besseren
medizinischen Versorgung sowie Inanspruchnahme medizinischer Leistungen und
Friherkennung im GrofRstadtbereich zusammenhangen. Dadurch kénnen Neuerkrankungen
friher diagnostiziert werden. Fir diese Studie wurden Patientinnen ausgewahlt, die in der
Universitatsfrauenklinik angebunden und deren Gewebsproben von Primarius und Metastase
im Institut fur Pathologie der Uniklinik archiviert waren. Die Universitatsklinik als
Maximalversorger und Kompetenzzentrum hat viel Erfahrung in der Behandlung von
komplexen und seltenen Erkrankungen. Da an Unikliniken haufig auch Forschungszentren
sind, steht den Patienten oft ein gréReres Angebot an diagnostischen und therapeutischen
Moglichkeiten zur Verfigung. Somit ist es gut vorstellbar, dass sich vor allem jingere
Patientinnen mit dem Wunsch nach bestmdglicher Therapie an die Uniklinik anbinden. Dies
kénnte demnach ein wesentlicher Grund fir das geringere Alter bei Erstdiagnose in unserem
Studienkollektiv sein.

Drei der 25 Patientinnen (12 %) wurden bereits im metastasierten Stadium diagnostiziert. Dies
deckt sich in etwa mit den Zahlen des RKI, wonach ca. 4 % aller Mammakarzinome bereits im
metastasierten Stadium (UICC Stadium 1V) diagnostiziert werden **. Bei den anderen
Patientinnen dauerte es im Schnitt drei Jahre, bis eine Metastase auftrat. In einer Studie von
Kim et al. wird die mediane Zeit bis zur Metastasierung mit 31 Monaten angegeben 8. Diese
Zeitspanne kommt der in unserem Kollektiv sehr nahe.

Bezogen auf alle Mammakarzinome in Deutschland in den Jahren 2015/2016 stellt sich die
Verteilung bei Erstdiagnose in folgenden UICC-Stadien dar: 41 % in Stadium I, 39 % in
Stadium 11, 13 % in Stadium 1ll und 7 % in Stadium IV. In unserem Kollektiv ergaben sich
folgende Werte nach UICC-Stadium: 16 % Stadium I, 40 % Stadium Il, 28 % Stadium IIl und
12 % Stadium IV. Vergleicht man die Zahlen, zeigt sich in unserem Studienkollektiv eine

deutlich erhdéhte Zahl an fortgeschrittenen UICC-Stadien bei Erstdiagnose. Je groRRer der
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Tumor und je mehr Lymphknoten beteiligt sind, desto héher ist das UICC Stadium. Da unsere
Patientinnen im Verlauf alle eine Metastasierung entwickeln und fir diese Studie gezielt
danach ausgesucht wurden, ist es nachvollziehbar, dass deshalb Uberproportional oft
fortgeschrittene Stadien in unserem Kollektiv vertreten sind. Demnach sind TumorgréRe und
Lymphknotenbeteiligung als Risikofaktoren fir die Entstehung von Fernmetastasen
anzusehen 36:88:89,

In einer Metaanalyse von Gerber et al. metastasiert das Mammakarzinom vor allem in
Knochen (20-60 %), Lunge/Pleura (15-20 %), Leber (5-15 %) und lokal (20-40 %). In unserem
Patientenkollektiv zeigt sich eine ahnliche Verteilung. Ein Flnftel der Metastasen sind
Knochenmetastasen %. Dies deckt sich gut mit den Daten der Metaanalyse. Die groRte
Fraktion der Metastasen bilden jedoch die Lebermetastasen mit 32 %. In der Pleura fanden
sich 8 % aller Metastasen. Ein Grund fur die abweichende Verteilung von Leber- und
Pleurametastasen kdnnte die diagnostische Materialgewinnung sein. In die Studie wurden nur
Patientinnen eingeschlossen, bei denen ausreichend Material fir die Untersuchung
bereitstand. Eine Leberstanze ist oft einfacher als eine Pleurabiopsie durchzufiihren. Soll aus
der Pleura eine Probe entnommen werden, wird hierfir vorwiegend eine video-assistierte
Thorakoskopie durchgefiihrt. Der Patient wird hierfir intubiert und Uber einen
Doppellumentubus beatmet %°. Oft kann eine Pleurakarzinose schon bei einer Pleurapunktion
aus den Zellen im Erguss diagnostizier werden, sodass eine Thorakoskopie, welche deutlich
invasiver ist, nicht notwendig ist °1. Flr die Gewinnung einer Leberbiopsie gentigt eine lokale
Anasthesie °2. Deshalb ist die Zahl an Lebermetastasen in unserer Studiengruppe groRer und
die der Pleurametastasen kleiner als in der Metaanalyse. Lokalrezidive treten in 20 bis 40 %
der Falle auf. In unserem Kollektiv haben vier von 25 Frauen ein Lokalrezidiv bekommen, was
16 % entspricht. Somit weicht die Metastasenlokalisation etwas von der Literatur ab, die
Lokalrezidivrate ist jedoch in etwa reprasentativ fir alle Mammakarzinom Patientinnen.
Allgemein lasst sich jedoch sagen, dass aufgrund der relativ niedrigen Patientenzahl in unserer
Studie bereits kleine Abweichungen in den absoluten Zahlen fur groRe Anderungen der
prozentuellen Zahlen sorgen.

Laut Klassifikation der World Health Organisation (WHO) fur Brustkrebs sind 40 bis 75 % aller
invasiven Karzinome vom invasiv duktalen Typ. Sie sind damit die grof3te histologische
Untergruppe. Die invasiv lobularen Karzinome machen hingegen 10 bis 15 % aller
Mammakarzinome aus ?*. Auch in unserer Studie ist der vorwiegende histologische Subtyp mit
88 % das invasiv duktale Karzinom. Die restlichen Karzinome sind invasiv lobulér, was sich
mit den oben genannten Zahlen deckt. Demnach spiegelt unser Patientenkollektiv auch im

Hinblick auf die histologische Klassifikation die reale Situation wider.
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5.2 Ist die ESR1-Methylierung ein valider Marker?

Diese Studie beschaftigt sich mit der Methylierung des ESR1-Promotors beim metastasierten
Mammakarzinom. Die Expression des Ostrogenrezeptors wird schon seit vielen Jahren in der
klinischen Routinediagnostik verwendet. Patientinnen, die den Ostrogenrezeptor ausbilden,
haben in der Regel ein besseres Outcome und ein niedrigeres Rezidivrisiko als ER-negative
Patientinnen. Zusatzlich ist auch ein besseres Ansprechen auf eine endokrine Therapie mit
einer Auspragung des ER vergesellschaftet /%71 |

Lapidus et al. entwickelte 1996 eine methylierungsspezifische PCR, mit dessen Hilfe man die
Methylierung des Ostrogenrezeptors untersuchen konnte 7. Mit dieser MSP analysierte er den
Methylierungsstatus des Ostrogenrezeptors in gesundem Brustgewebe und bei
Mammakarzinomzelllinien. In den Zelllinien, welche den Ostrogenrezeptor nicht exprimieren,
konnte eine deutliche Methylierung des ESR1-Promotors gezeigt werden. Keine Methylierung
zeigte hingegen das untersuchte gesunde Brustgewebe und die Zelllinie, welche den
Ostrogenrezeptor exprimiert. Wir wahlten die untersuchte Zelllinie MD-MBA-231 als
Positivkontrolle. Sie ist ER-negativ und weist in der MSP eine Methylierung des ESR1 auf. Als
Negativkontrolle verwendeten wir die ER-positive Zelllinie MCF-7, welche einen methylierten
Promotor hat.

Zur Etablierung und Validierung der MSP beim metastasierten Mammakarzinom flhrten wir
zunachst Vorversuche durch. Wir stellten uns die Frage, ob das TNM-Stadium Auswirkungen
auf den Methylierungsstatus des ESR1 hat. Dafiir stellten wir eine Kontrollgruppe zusammen,
die aus sechs Patientinnen bestand, welche an einem nicht-metastasierten Mammakarzinom
im TNM-Stadium pTlb-c NO MO erkrankt waren. Die Proben wurden, wie die des
Studienkollektivs, aufbereitet und untersucht. Die einzige ER-negative Probe zeigte eine
ESR1-Methylierung. Jedoch war auch bei vier der funf ER-positiven Proben der
Ostrogenrezeptor methyliert. Nimmt man die Studie von Lapidus et al. als Referenz miissten
die ER-positiven Proben keine Amplifikation in der MSP zeigen.

Die Vermutung war zunéchst, dass Stromazellen, Gefalie oder lymphozytére Infiltrate zu einer
Verfalschung der Ergebnisse fuhren. Auch zeigte sich bei der genaueren Mikroskopie die
Auspragung des ER bei einigen Tumoren innerhalb eines Tumorareals inhomogen. Deshalb
wurden weitere neun Patientenproben ausgewahlt, bei denen sowohl eine Makrodissektion
der Tumorzellen als auch der gesamte Tumorbereich analysiert werden konnten. Die Ct-Werte
der makrodissektierten Proben waren viel hoher als die des gesamten Tumorbereichs. Dies
lasst sich dadurch erklaren, dass durch die Makrodissektion viel weniger DNA in die PCR
eingesetzt werden konnte. Bei sieben der neun Proben waren die Ergebnisse nach
Makrodissektion und bei Untersuchung des Tumorbereichs gleich. Bei den zwei Ubrigen
Proben waren die PCR der makrodissektierten Proben als negativ zu werten. Die Vermutung

liegt hier jedoch nahe, dass zu wenig DNA fir die PCR eingesetzt wurde, um einen Cy-Wert
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von unter 39 zu erlangen. Es gab jedoch keinen Fall, bei der die makrodissektierte Probe
positiv war und die zugehotrige gesamte Probe negativ. Daraus lasst sich folgern, dass durch
Stromazellen oder inhomogene Proben keine Beeinflussung der PCR-Ergebnisse auftritt.

Der Anteil der positiven PCR-Ergebnisse der Vorversuche stimmen mit denen der
Studiengruppe Uberein. Weder TNM-Stadium, noch Stromazellen, Gefal3e oder lymphozytére

Infiltrate scheinen die MSP-PCR zu beeinflussen.

5.3 ESRI1-Methylierung als pradiktiver Marker

Beim metastasierten Mammakarzinom spielt die endokrine Resistenz eine entscheidende
Rolle. Patientinnen mit initial positivem ER des Primarius zeigen einen Expressionsverlust in
der Metastase. Hierdurch verringern sich die Therapiechancen und das Uberleben 7273, Noch
gibt es keinen verlasslichen Marker, der den Expressionsverlust vorhersehen kann.
Betrachtet man unsere Studienergebnisse, so fallt auf, dass sowohl bei den Primartumoren,
als auch bei den Metastasen der ESR1-Promotor haufig methyliert vorliegt. Laut Lapidus et al.
fuhrt die CpG-Insel-Methylierung zu einem Ausbleiben der Expression und Transkription des
assoziierten Gens ’*. Somit erwartet man, dass die Tumore mit einem methylierten Promotor
den Ostrogenrezeptor nicht exprimieren. Auch eine Studie von Martinez-Galan et al. zeigt
diese inverse Relation auf ™*. In unserer Untersuchung findet sich diese einfache Korrelation
jedoch nicht. 22 der 25 Primartumore zeigten eine Expression des Ostrogenrezeptors. Von
den 22 ER-positiven Tumoren war bei 17 der ESR1-Promotor methyliert. Auch bei den
Metastasen ist bei 15 der 16 ER-positiven Proben der Ostrogenrezeptor methyliert. Entgegen
der Annahme konnten wir zeigen, dass trotz methyliertem ESR1-Promotors in den meisten
Fallen der Ostrogenrezeptor exprimiert wird. Ein moglicher Grund hierfur kénnten andere
epigenetische Veranderungen sein, die in die Genexpression eingreifen kdnnen. Hierfur
sprechen auch andere Studien, bei denen ebenfalls eine hohe Rate an ER-positiven
Mammakarzinomen methyliert ist °°3, In unserer Studie haben wir einzig erfasst, ob der ESR1-
Promotor methyliert ist oder nicht. Es ist mdglich, dass es Tumore gibt, bei denen in der
Promotorregion nur wenige CpG-Inseln methyliert sind. Der epigenetische Einfluss der
geringen CpG-Inselmethylierung ware somit zu schwach, um die Expression des
Ostrogenrezeptors vollstandig zu blockieren. Da auch Methylierungen in geringem Umfang in
unserer Studie zu einem positiven PCR-Ergebnis flihren, wéare zusatzlich eine quantitative
Analyse sinnvoll. Hierdurch kdnnte man die Menge der methylierten DNA bestimmen.
Betrachtet man die ER-negativen Tumore, ist lediglich in einem Fall der ESR1 nicht methyliert.
Bei den anderen elf Malignomen zeigt sich eine Promotormethylierung. Hier trifft die inverse
Korrelation von Methylierung und Rezeptorexpression in neun von zehn Fallen zu. In
vergleichbaren Studien liegt die Rate bei 77 bis 83 % 9%,
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Die ER-negativen Tumore nehmen eine Sonderstellung ein. Durch den Expressionsverlust
sind die sonst gut wirksamen antidstrogenen Therapieoptionen mit
Ostrogenrezeptormodulatoren nicht anwendbar. Die Therapiemdglichkeiten sind somit
limitiert. Die ESR1-Rezeptormethylierung erfasst zwar nur mit einer Spezifitdt von 25 % die
ER-negativen Tumore, die Sensitivitat liegt jedoch bei 91 %.

In unserem Studienkollektiv kommt es bei sieben der 19 Patientinnen mit methyliertem ESR1-
Promotor des Primarius zu einem Expressionsverlust des ER der Metastase. Bei den Ubrigen
sechs PCR-negativen Primartumoren kam es in keinem Fall zu einem Expressionsverlust.
Somit lasst sich mit der ESR1-Methylierung des Primarius mit einer Spezifitat von 37 % und
einer Sensitivitat von 100 % ein Expressionsverlust vorhersagen. Ubertragt man das Ergebnis
auf die Allgemeinheit lasst sich daraus schlussfolgern, dass sobald der ESR1-Promotor in
einem Mammakarzinom unmethyliert ist, kein Risiko zur Entwicklung einer endokrinen
Resistenz bei moglichen Metastasen besteht. Ist der ESR1-Promotor methyliert, kann es bei
etwa einem Dirittel der Falle zu einem Expressionsverlust kommen. Die fehlende Methylierung
des Primarius kann in unserer Studie in allen Fallen einen Statuswechsel von ER-positiv zu
ER-negativ ausschlie3en. Ein Statuswechsel bedeutet oft die Entwicklung einer endokrinen
Resistenz. Durch eine negative PCR konnte in unserer Studie die Zahl der Patienten hierftr
von 25 auf 19 reduziert werden. Damit steigt das Risiko zur Entwicklung einer endokrinen
Resistenz in unserer Studienpopulation bei positiver PCR von 28 % (7/25) auf 37 % (7/19).
Die Bestimmung der ESR1-Methylierung zum Erstdiagnosezeitpunkt wére also sinnvoll. Als
pradiktiver Marker konnte er die Risikopatienten flr die Entstehung einer endokrinen Resistenz
detektieren und eingrenzen. Diese Patientinnen kdnnten von einer intensivierten und
hoherfrequentierten Nachsorge profitieren.

Die Therapieoptionen fiir Brustkrebspatientinnen sind umfangreich und gut untersucht. Der
Therapieansatz ist meist kurativ. Im metastasierten Stadium hingegen ist die Therapie in der
Regel palliativ. Dennoch sind Verzégerung des Progresses und Erhalt der Lebensqualitat ein
wichtiges therapeutisches Ziel.

Von den Patientinnen mit initial methyliertem ESR1-Promotor waren 84 % bis zum Zeitpunkt
der Datenerhebung verstorben. Von den Patientinnen mit negativer MSP waren dies deutlich
weniger (50 %). Auch die Uberlebenszeit war in der Gruppe mit methyliertem Promotor kiirzer
als ohne Methylierung. Patientinnen mit methyliertem Promotor des Primarius wiesen ein
Gesamtiberleben von 105,3 Monaten auf. Die Patientinnen ohne Methylierung lebten
hingegen 20,7 Monate langer. Auch ab Metastasierung hatten die Patientinnen mit
unmethyliertem ESR1-Promotor einen Uberlebensvorteil (54,3 Monate vs. 38,1 Monate). Die
Ergebnisse sind zwar statistisch nicht signifikant, es lasst sich jedoch ein Trend aufzeigen.
Hierzu passt auch unser Ergebnis, dass es bei keiner der unmethylierten Primariusproben zu

einem Statuswechsel von positivem zu negativem ER kam. Die korrespondierende Metastase
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war somit weiterhin ER-positiv und eine Therapie mit Ostrogenrezeptormodulatoren weiterhin
mdglich. Dadurch erhohten sich die Uberlebens- und Remissionschancen. Ist der Primartumor
hingegen methyliert, kann es zu einem Wechsel des Ostrogenrezeptorstatus kommen. Fir
einen ER-negativen Tumor sind deutlich weniger Therapiemdglichkeiten vorhanden, was mit
einer geringeren Lebenserwartung vergesellschaftet ist.

Jedoch kann die Methylierung des ESR1-Promotors auch ungeachtet vom Einfluss auf den
Hormonrezeptorstatus direkt das Uberleben verringern. In einer Publikation von Mastoraki et
al. wurde die ESR1-Promotormethylierung in zirkulierenden Tumorzellen im metastasierten
Stadium untersucht. War in den Zellen der ESR1-Promotor methyliert, fihrte dies zu einem
signifikant kiirzerem Uberleben .

In dieser Studie sollte gezeigt werden, ob ein Zusammenhang zwischen Methylierung des
ESR1-Promotors im Primartumor und der korrespondierenden Metastase bei
Mammakarzinom-Patientinnen vorliegt. Die methylierungsspezifische PCR kann die Prognose
und das Uberleben der Patientinnen vorhersagen und Frauen mit dem Risiko zur Entwicklung
einer endokrinen Resistenz detektieren. Unsere Ergebnisse zeigen welchen Beitrag die
Bestimmung der ESRI1-Promotormethylierung bei Patientinnen mit metastasiertem

Mammakarzinom leisten kann.

5.4 Limitationen und Ausblick

In unserer Studie wurden 25 FFPE-Proben von Primarius und korrespondierender Metastase
untersucht. Da fiir unsere Untersuchung von beiden Tumoren Praparate vorliegen mussten,
konnte eine Vielzahl an Patientinnen nicht in die Studie eingeschlossen werden. Hierdurch war
das untersuchte Kollektiv sehr klein, weshalb sich signifikante Aussagen nur schwer treffen
lassen. Um die vielversprechenden Ergebnisse unserer Studie zu untermauern, waren weitere
Untersuchungen mit gréRerer Fallzahl wiinschenswert. Zusatzlich kénnte auch eine
prospektive Studie einen besseren Uberblick tiber den Verlauf der erkrankten Patientinnen
liefern.

Fur unsere Studie wurden FFPE-Proben verwendet. Durch die Behandlung der Gewebeprobe
mit Formaldehyd kommt es zu einer Stabilisierung der Gewebestruktur. Dadurch entstehen
Querverbindungen zwischen der DNA an sich und der DNA mit anderen Proteinen. Bei der
DNA-Extraktion aus der formalinfixierten Probe kann die Auflésung dieser Querverbindungen
zu Strangbrichen und Fragmentierung der DNA fiihren. Das Vorhandensein von DNA-
Fragmenten kann eine fehlerhafte PCR-Analyse bedeuten, wenn beispielsweise der
Strangbruch genau in einer Primerregion liegt. Eine Mdglichkeit dieses zu umgehen, wére die
DNA-Untersuchung an frischen Gewebeproben. Da bei frischem Gewebe keine chemische

Vorbehandlung durchgefiihrt wird, ist die Gefahr fiir eine Fragmentierung deutlich geringer .
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Die Konzentration der eluierten Proben wurde photometrisch mit dem Nano-Drop® bestimmt.
Zur besseren Einschatzung der Qualitdt der extrahierten DNA und zur Bestimmung der
Fragmente kann ergdnzend eine Kapillarelektrophorese durchgefiihrt werden. Hierbei wird die
DNA nach Grdl3e der Fragmente aufgetrennt und quantifiziert. Da wir jedoch nur geringe DNA-
Konzentrationen vorliegen hatten, wurde auf die Elektrophorese verzichtet, um mdglichst viel
DNA in die MSP einsetzen zu kénnen 7.

Die verwendeten Primersequenzen in unserer Studie wurden bereits im Vorfeld von mehreren
Studien zur Untersuchung des Methylierungsstatus des ESR1-Promotors etabliert und
verwendet %19, Es ist moglich, dass es noch andere CpG-Inseln in dem ESR1-Promotor gibt,
welche eine Methylierung aufweisen kénnen. Eine Analyse mit Next-Generation-Sequencing
ware hierfir in weiterflihrenden Studien sinnvoll, um weitere CpG-Inseln zu detektieren und
eine methylierungsspezifische PCR durchzufihren. Auch konnte die Methylierung des ESR2
eine Rolle fir den Expressionsverlust des Ostrogenrezeptors spielen.

Bei der methylierungsspezifischen PCR wurde als Positivkontrolle bisulfitbehandelte DNA der
MD-MBA-231-Zelllinie benutzt, welche eine Methylierung des ESR1-Promotors aufweist. Mit
der bisulfitbehandelten DNA dieser Zelllinie wurde eine Verdiinnungsreihe angelegt. Hiermit
wurde die Sensitivitdt der methylierungsspezifischen PCR getestet. Bis zu einer DNA-Menge
von 0,1953 ng war eine Amplifikation zu verzeichnen. Mithilfe der Standardkurve kann eine
Quantifizierung der PCR erfolgen. In unserer Analyse haben wir uns zunéchst auf eine
gualitative Aussage der PCR beschrankt. In weiteren Versuchen koénnte uber die
Standardkurve eine Quantifizierung erfolgen, um Rickschlisse auf die Menge an methylierter
DNA in den untersuchten Patientenproben zu ziehen.

In unserer Studie ist eine hohe Anzahl der durchgefiihrten MSP trotz bestehender
Ostrogenrezeptorauspragung wider Erwarten positiv. Hierbei gilt es zu beriicksichtigen, dass
keine quantitative Analyse durchgefiihrt wurde, es wurden rein qualitative Ergebnisse ermittelt.
Schon eine relativ geringe Zahl an methylierten CpG-Inseln kann zu einer positiven PCR
fuhren. Quantitative Untersuchungen koénnten Klarheit dartiber schaffen, inwiefern die Menge
an methylierter DNA Einfluss auf die Rezeptorauspragung hat.

Epigenetische Veranderungen wie die Promotormethylierung sind bereits in anderen
Bereichen der Medizin in der klinischen Routine angekommen. So wird bei Glioblastom-
Patienten die Methylierung des MGMT-Promotors bereits als prognostischer Parameter fur
das Therapieansprechen genutzt. Werden die Patienten, die nicht von einer Therapie
profitieren, frihzeitig entdeckt, konnen diese vor mdglichen Nebenwirkungen der
Chemotherapie bewahrt werden 02,

Durch die Etablierung eines neuen epigenetischen Markers kénnte die Tumortherapie deutlich

personalisierter und zielgerichteter eingeleitet werden. Dies konnte zukinftig auch fir

50



Brustkrebspatientinnen, insbesondere im metastasierten Stadium, eine erheblich effektivere

Behandlung bedeuten.
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