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1. Einleitung

1.1. Ubersicht: Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom (Mamma-CA) ist in den westlichedustrienationen die haufigste
Krebserkrankung der Frau, es hat einen Anteil vdfo Zei den Malignomen der Frau.
Statistisch betrachtet erkranken 1-2 von 1.000 éfrain Deutschland jedes Jahr an
Brustkrebs. Nach den aktuellen Daten der Arbeitggeschaft Bevolkerungsbezogener
Krebsregister gibt es hierzulande ca. 50.000 Neaekkingen pro Jahr. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei etwas mehr als 60 Jaf&ersiepen et al., 2005). In der Tendenz
nimmt die Haufigkeit weiterhin zu (Bassler, 199 dum Schnitt erkrankt jede 10. Frau im
Laufe ihres Lebens an einem Mamma-CA (Engel et28I03). Bei der Krebssterblichkeit
belegt das Mamma-CA mit 18% den ersten Rang beiFdanen (Giersiepen et al., 2005).
Die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) aller Tumoistadusammen betragt bei optimaler
Therapie 76%, die 10-JUR 59% (Engel et al., 2003).

Grundlage der Behandlung des Mamma-CA ist die dperalherapie, stadienabhangig
erganzt durch eine adjuvante oder primar systemisChemotherapie, endokrine und
immuntherapeutische Ansatze, sowie die Strahleapiier Etablierte Faktoren fiur die Wahl
der optimalen Therapie sind die TumorgréfRe (T), Medal-Status (N), die histologischen
Eigenschaften des Tumors, die Metastasierung, ddviduellen Risikofaktoren, der
Menopausenstatus, sowie als Bio- beziehungsweiselekolarer Marker der
Hormonrezeptor- sowie der Her2/neu-Status (Harbetckal., 2003). Her2/neu, “Human
Epidermal Growth Factor Receptor 2", reprasentiem Onkoprotein, das auf der
Plasmamembran von 25-30% der Mamma-CA-Zellen Ulpereiert wird. Die Her2/neu
Expression geht mit einer schlechten Prognose eif8iamon et al., 1987; Revillion et al.,
1998; Vetter, 2002). Her2/neu fungiert als Wachstakior und beschleunigt die
Desoxyribonukleinsdure- (DNS) Synthese und dasnaethstum. Mit der Entwicklung eines
monoklonalen Antikdrpers (Trastuzumab) gegen Hex2/nder an eine Doméne des
Rezeptors bindet und dadurch dessen Abbau bewitktde ein neues und individuelles
Therapieprinzip fur Her2/neu Uberexprimierende Ma¥@As entwickelt. Bislang wird
Trastuzumab als Monotherapie oder in Kombinatiohlbestimmten Chemotherapien fir das

Her2/neu Uberexprimierende, metastasierte Mammae®Wyesetzt (Baselga et al., 1996;
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Cobleigh et al., 1999; Schattenfroh et al., 20@Bit Mai 2006 ist Trastuzumab auch im
frihen Stadium von Brustkrebs, nach Operation gkschlossener Chemotherapie, in der
Adjuvanz zugelassen (Piccart-Gebhart et al., 20D%)ych den Einsatz von Trastuzumab
konnte das rezidivfreie- und das Gesamtiberlebepessert werden (Slamon et al., 2001;
Piccart-Gebhart et al., 2005).

Gegenstand der onkologischen Grundlagenforschungnier anderem die Identifizierung

neuer tumorspezifischer Marker, die gegebenenfallBukunft fur die Entwicklung neuer

Therapieanséatze herangezogen werden kénnen.

In diesem Kontext untersucht die vorliegende Arbeite Proteinexpression der

Transketolase-like 1 (TKTL1) im Mamma-CA und koreel diese mit klinischen und

histopathologischen Verlaufsparametern. In bisleerigtudien konnte bei verschiedenen
Tumorentitaten eine Uberexpression von TKTL1 migimstigen klinisch-histologischen

Parametern sowie einer schlechteren Prognose essozrden (Langbein et al., 2006). Die

Expression des TKTL1 Proteins in Mamma-CAs wurddér noch nicht untersucht.

1.2. Der Warburg-Effekt

Tumorzellen kénnen ihre biochemischen Stoffwechmgi@nge zugunsten einer vermehrten
Proliferation andern. So sind Tumorzellen zum Bieispn der Lage, trotz vorhandenen
Sauerstoffs Glukose anaerob zu Laktat abzubaueob@é&lykolyse; Warburg et al., 1924).
Warburg postulierte, dies komme durch eine irrabésSchadigung der Atmungskette und
eine kompensatorische Laktatbildung zustande. Das groRen Mengen gebildete Laktat
kann das Tumorwachstum foérdern.

Der veranderte Metabolismus von Tumorzellen hag&émg in die klinische Anwendung
gefunden, beispielsweise in Form der Positronensi&oms Tomographie (PET) mit 2-
18Fluor-2-Desoxyglukose (FDG). Die PET macht sichateobe Glykolyse zunutzen, indem
sie Bereiche mit erhdhtem Glukoseumsatz in invasiVemoren und Metastasen darstellt
(Young et al., 1999; Czernin et al., 2002).
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1.3. Laktatbildung als Promotor des Tumorwachstums

Trotz energetischer Insuffizienz und vorhandename&ioffs bauen Tumorzellen Glukose zu
Laktat ab, wodurch sich vermutlich ein Vorteil fllumorzellen ergibt. Ein erhohter
Glukoseumsatz sowie eine vermehrte Laktatbildunjegeals prognostisch unglinstige
Parameter (Downey et al., 2004; Walenta et al.,420Wie die Laktatbildung das
Tumorwachstum im einzelnen begulnstigen kann, wirdolgenden beschrieben:

1) Der verstarkte anaerobe Glukoseabbau durch Gisg&dihrt zu einer groRen Menge
an Laktat; die Laktatdehydrogenase zeigt sich inmdngewebe im Vergleich zu
Normalgewebe hochreguliert (Walenta et al., 20@ipse Laktatproduktion bietet den
Tumorzellen einen Selektionsvorteil, sie entwicketine Resistenz gegeniuber saure-
induzierter Zelltoxizitat. Durch die hochregulie@ykolyse und die Saureresistenz haben
Tumorzellen einen Wachstumsvorteil, der die Inviggiviordert (Gatenby et al., 2004). Eine
hohe Laktatkonzentration (> 8 pumol/g) wurde mit eginhohen Inzidenz der
Fernmetastasierung und einem verstarkten malignemhalten von Tumorzellen in
Zusammenhang gebracht (Walenta et al., 2004).

2) Auf molekularer Ebene bewirkt die vermehrte laakildung eine Aktivierung der
Hyaluronsduresynthese durch Tumor-assoziierte Biasten. Hyaluronsaure ist ein
Glycosaminoglycan der extrazellularen Matrix, welstitr schnelles Gewebewachstum und
fur die Gewebereparation von Bedeutung ist. Esuiam die Zellmotilitdt und hydriert
Gewebe, Bedingungen durch die eine Metastasierungeiclgert wird. In
karzinomumgebendem Gewebe wurde vermehrt Hyalummeséachgewiesen. Auch der
pradominierende Hyaluronsaurerezeptor CD44 wird desteigendem Laktat vermehrt
exprimiert (Stern et al., 2002). Beispielsweise ikt die Gabe von Hyaluronidase in SCID
Mausen mit humanem Mamma-CA eine Tumorreduktion 2086 in vier Tagen. Eine
Wirkung, die auf einen Rlckgang der Hyaluronsédumnd eine Modifizierung des CD44
Rezeptors zurlckgeht (Shuster et al., 2002).

3) Bei erhohter Laktatbildung wird ebenso eine Heghlierung von VEGF und Hlkl
beschrieben. Beides sind Faktoren, welche das nealRptential von Tumorzellen steigern
(Walenta et al., 2004; Lu et al., 2002).

4) Die Ansauerung der Umgebung durch Laktat wirgheet durch die Synthese von
CO, im oxidativen Teil des PPP und die daraus folgeRdeduktion von HCQOs;. Die
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Laktatbildung sowie die ¥#CO; Produktion fiihren zu einem pH-Abfall der umgebenden
Matrix und triggern dadurch einen p53-vermittelt2alltod der benachbarten gesunden
Zellen (Williams et al., 1999; Park et al., 2000umorzellen hingegen entwickeln durch
Mutationen in p53 oder einigen anderen Komponeimeater Apoptosekette die Moglichkeit
zu Uberleben und behalten ihre proliferativen Esglaften in saurem, extrazellularem pH.

5) Es wird von einem Modell saurevermittelter Tumeasion ausgegangen, das zur
Degradation extrazellularer Matrix, zu einem Vetlder intrazellularen Gap Junctions und

zu einer Inhibition der Immunantwort auf die Tumdrgene fuhrt (Gatenby et al., 2003).

1.4. Die Bedeutung des Pentosephosphatwegs fiir dektatbildung

Far den Abbau von Glukose zu Laktat sind folgendei Stoffwechselwege zusténdig:

a) Der Embden Meyerhof Weg:

Dieser beschreibt die Glykolyse von Glukose Ubarkfese-1,6-Bisphosphat zu Pyruvat,
welches bei Sauerstoffmangel zu Laktat reduziert WBoiteux et al., 1981; Pilkis et al.,
1992; Loffler et al., 1998).

b) Der Pentosephosphatweg (PPP; Abb. 1; Horeckal,et976; Melendez-Hevia et al.,
1985; Wood T, 1985; Berg et al., 2003):

Er dient der Bereitstellung von reduziertem Nikatmd-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH) als Koenzym fur die Fettsaure- und Stermdipnthese und von Ribose-5-
Phosphat (Ribose-5-P) zur Bildung von Nukleosider UNukleotiden. Er spielt daher
quantitativ eine besondere Rolle in Geweben mitehoiNADPH/H Bedarf, wie in der
Leber, im Fettgewebe, in der laktierenden MammalenNebennierenrinde, in den Ovarien
sowie in den Testes. Der im Zytosol ablaufende WP in zwei Phasen eingeteilt. Die erste
Phase besteht aus dem oxidativen Abbau von Glukiseh Dehydrierung und
Decarboxylierung Uber Glukose-6-Phosphat, welcheschd das Enzym Glukose-6-
Phoshatdehydrogenase (G6PD) gebildet wird, zu Bdadb-Phosphat (Ribulose-5-P). Dies
geschieht unter Bildung von NADPH und € der zweiten Phase katalysieren die beiden
Enzyme Transketolase und Transaldolase durch Umiagevon G- bzw. G-Korpern die
Bildung von Fruktose-6-Phosphat (Fruktose-6dRyl Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP)
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PHASE 1 Glucose 6-phosphate
(oxidative)
2 NADP*
i “==) 2 NADPH

Ribulose 5-phosphate

Ribose Xylulose
5-phosphate (C5) 5-phosphate (Cs)

Transketolase

Sedohptulose &
GAP (G) 7-phosphate (C,)

N

Fructose Erythose Xylulose
6-phosphate (Cg) | 4-phosphate (C,) 5-phosphate (Cs)

Transketolase

o

PHASE 2 Fructose
(nonoxidative) [6—phosphate (CG)J GAP (C3)

Abb. 1 Schema zum PPP: Der PPP besteht aus einer oxildhase (Phase 1), in der aus
Glukose-6-P Ribulose-5-P gebildet wird, aus welchemnicht-oxidativen Teil des PPP
(Phase 2) durch TKT- und Transaldolase-Reaktiomaektése-6-P und GAP entsteht. Diese
dienen der Synthese von Glukose und Pyruvat, welzhd.aktat reduziert werden kann. Die
enzymatischen Reaktionen in Phase 2 sind reversimlifiziert nach Berg et al., 2003).

aus Ribulose-5-P. Diese dienen der Synthese voko&uoder Pyruvat, welches zu Laktat
reduziert werden kann. Das in dieser nicht-oxidatlaufenden Phase gebildete Ribose-5-P
wird zur Nukleinsduresynthese verwendet (nicht-atiice Nukleinsauresynthese). Durch die
Bereitstellung von Nukleosiden und Nukleotiden, diar Synthese von DNS und

Ribonukleinsdure (RNS) unentbehrlich sind, istBP eine wichtige Voraussetzung fur die
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Proliferation von Zellen. Dies gilt auch fir Tumelien, so dass durch die Nutzung des PPP
die Zellteilung und damit das Tumorwachstum gefidrdeerden kann. Ein wichtiges

Schlisselenzym des PPP ist die Transketolase (TKT).

1.5. Das Enzym Transketolase

Die Transketolase (TKT) ist ein ubiquitdr vorkomrdes Enzym (Schenk et al., 1998b). Es
katalysiert die Ubertragung von,<€inheiten, in der Regel von einer Ketose auf den
Carbonyl-Kohlenstoff einer Aldose.

Die zwei von der TKT katalysierten reversiblen Reaien im PPP sind:

- Ribose-5-P + Xylulose-5-P > GAP + Sedoheptulose-7-P

- Erythrose-4-P + Xylulose-5-P < GAP + Fruktose-6-P

Kofaktoren der TKT sind Thiaminpyrophosphat (ThiarRP) und Magnesiumionen
(Lindgvist et al., 1992; Schenk et al., 1998a). Bimminabhangige TKT ist ein wichtiges
kontrollierendes Schliisselenzym im nicht-oxidatiiesil des PPP (Berthon et al., 1992) und
hat somit eine entscheidende Rolle fur die NukBanesynthese, die Voraussetzung flr

Wachstum und Proliferation von Tumorzellen ist.

1.5.1. Transketolase in Tumorzellen

In Tumorzellen stammen 85% der Ribose der Nukleirs@aus dem nicht-oxidativen PPP
(Boros et al., 1997).

In vivo Untersuchungen von Ehrlich-Aszites-Tumoagenden M&usen zeigen, dass die
Applikation von Thiamin die Aktivitat der TKT stesgt und das Tumorwachstum fordert
(Comin-Anduix et al., 2001). Im Gegensatz dazu ffildine Hemmung der TKT zu einer
Reduktion des Tumorwachstums (Rais et al., 199@). TKT Enzymreaktion und ihrem
Kofaktor Thiamin kommt eine wichtige Bedeutung imaHfen der Proliferation von

Tumoren zu; der molekulare Hintergrund dieser Beéuist jedoch noch weitgehend unklar.
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1.5.2. Transketolase Gene

Es gibt drei verschiedene Transketolase-Gene: DassKBtolase-Gen TKT, sowie 2
Varianten, Transketolase-like 1 (TKTL1) und Trartskase-like 2 (TKTL2) (Coy et al.,
2005). Trotz der grofRen Homologie zwischen dies&aeBen gibt es einige Unterschiede:
Die TKT und TKTL1 Gene haben die gleiche Genstryktnahrend das TKTL2 Gen
intronlos ist. Die TKT und TKTL2 Transkripte beiritem Exon 3 Sequenzen bzw.
Sequenzen, die homolog zu Exon 3 sind. Dem TKTLaAn$kript fehlen diese jedoch durch
eine interne Deletion (Coy et al., 1996). Downstiealieser Deletion betragt die
Ubereinstimmung der Sequenzen zwischen TKTL1 und@ $8% auf DNS-Ebene und 63%
auf Proteinebene. Dieser Grad der Ubereinstimmumgpeacht Werten wie sie bei einer
Genduplikation beobachtet werden. Zwischen TKTL#l t#TL2 sind 80% der Sequenzen
auf DNS-Ebene und 77% der Sequenzen auf Proteirebdentisch. Diese hohe
Ubereinstimmung zwischen TKTL2 und TKTL1 lasst ddraschlieRen, dass in der
Entwicklungsgeschichte vor der Deletion von Exatie8 TKTL1 dupliziert wurde, und diese
Kopie als TKTL2 von einer reversen Transkriptasal@s Genom integriert wurde (Coy et
al., 2005). Das TKT Gen codiert fir das aktive Enzyransketolase, das TKTL2 Gen
wahrscheinlich ebenfalls. Es wurde angenommen, dassTKTL1 Gen ein Pseudogen ist,
aber es hat sich herausgestellt, dass auch dieses$iiGein Transketolase-ahnliches Protein
codiert (Coy et al., 1996).

1.5.3. TKTL1

Die TKTL1 ist eine durch Mutationen alterierte, abenktionell aktive TKT mit veranderten

enzymatischen Reaktionen. Es handelt sich um eiftifamktionales Protein, das sich

hauptsachlich im Zytoplasma befindet, aber aucheimeelt im Nukleus nachgewiesen
werden konnte (Langbein et al., 2006).

Um die Transketolaseaktivitat der TKTL1 nachzuwejssurde in einer vorausgegangenen
Studie ein rekombinant hergestelltes, in E.colirerjertes TKTL1 Protein und ein natives

TKTL1 Protein aus einer Tumorzelllinie untersucbBabei zeigten beide TKTL1 Proteine

eine Transketolasereaktion mit Umsetzung dsgiden Substrate Xylulose-5-P und
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Ribose-5-P (Coy et al., 2005). In einer vorausgggaan Untersuchung an Hefezellen, in
denen die TKT eine Mutation in His103 aufwies, fhe Verdnderung der Transketolase
Aktivitat mit einer vermehrten Ein-Substrat Nutzuagf (Wikner et al., 1995). Da die
Mutation innerhalb der TKTL1 zu einer Deletion @nAminosauren-Restes flhrt, der einen
His-Rest betrifft, der homolog zu dem His103 in é#&dllen ist, wurde die Substratnutzung
der TKTL1 auch in dem von E.coli exprimierten TKTEPtotein und dem nativen TKTL1
Protein aus einer Tumorzelllinie untersucht, mit Beagestellung ob die TKTL1 ebenfalls
eine Ein-Substrat Aktivitat aufweist (Coy et al00B).

Es hat sich herausgestellt, dass durch die oberihete Deletion des Exon 3 eine
Veranderung der Substratspezifitat der TKTL1 reésult die mit einem vermehrten
Substratumsatz einhergeht. Sowohl die native TK&lslauch die rekombinant hergestellte
TKTL1 zeigen zu der Ublichen Zwei-Substrat-Reaktgine Ein-Substrat Aktivitat (42%
bzw. 47%), bei der Xylulose-5-P als einziges Swabstu GAP und Erythrulose umgesetzt
wird (Bykova et al., 2001). Die Mutation innerhalles TKTL1 Proteins betrifft demnach
eine Protein Domane, welche die Substratnutzung uwleth Reaktionsmodus der
Transketolasen modifiziert (Coy et al, 2005).

Das TKTL1 Gen kodiert fir ein Transketolase Proteiit modifizierter enzymatischer
Aktivitat sowie fir kleine Protein Isoformen, di@zymatisch nicht aktiv sind (Coy et al.,
2005).

1.5.4. Transketolase in Normalgeweben

Bei der Bestimmung der einzelnen Transketolase GeNermalgewebe (ZNS, Herz, Leber,
Lunge, Mamma, Ovar, Niere, Testis, Milz, Magen, &gl Uterus, Osophagus, Haut,
Thymus, Blase, Muskel, Prostata und Retina) korgeeeigt werden, dass die TKT
Expression im Durchschnitt 60-1.000 mal hoéher istdde von TKTL1 und TKTL2. Diese
beiden besitzen hingegen eine ausgepragtere Gepediigst, und die Expressionshohe in
Normalgewebe variiert starker. Beispielsweise \umd Testisgewebe im Vergleich zu
Lunge, Ovar oder Haut eine 12.000 fach héhere TKEKkpression beobachtet. Insgesamt
zeigte sich in Normalgeweben, in denen eine vertaederobe Glykolyse stattfindet, wie in
Testis, Thymus und Retina, auch eine hohe TKTL1r&sgon (Coy et al., 2005).
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1.5.5. TKTL1 in Tumorgeweben

In den bisher untersuchten Tumoren wurde die TKTEApression im Gegensatz zu
Normalgeweben hochreguliert, wohingegen die TKT uiiTL2 nicht Uberexprimiert
wurden. Diese Uberexpression konnte sowohl auf mRMSauch auf Proteinebene gezeigt
werden (Langbein et al.,, 2006). Hierzu wurde eiezdscher 1gGy, Antikorper (Mab
JFC12T10) gegen das C-terminale Fragment des TKTRfoteins verwendet.
Immunhistochemisch wurde dabei die TKTL1 in ganzeinge sowie vier Kkleinere
Proteinisoformen in Tumorgeweben nachgewiesen (€byal.,, 2005). Es konnte fir
verschiedene invasive Tumoren gezeigt werden, eiassTKTL1 Uberexpression zu einem
schlechteren Outcome der Patienten fuhrt. Studiendiese Korrelation bestatigen, gibt es
derzeit zum Urothel- und Kolon-CA, bei denen dieTIH sowohl auf mMRNS- als auch auf
Proteinebene Uberexprimiert wird, wahrend die TKIRd TKTL2 Expression nicht
hochreguliert ist (Langbein et al., 2006). Eine fubge Erklarung hierfur liefert die
Lokalisation des TKTL1 Gens in der Region Xg28 (Gstyal., 1996), eine von wenigen
chromosomalen Regionen, die in Malignomen und withaes Zellzyklus aktiviert ist. Das
TKT- sowie das TKTL2 Gen sind nicht in solch eigemomischen Region lokalisiert (Coy
et al., 2005). Xq28 gehdrt zu den “Common maligyassociated regions of transcriptional
activation” (MARTA). Diese korrespondieren zuweilemit Regionen, in denen in
Karzinomen wiederkehrende Amplifikationen stattend(Glinsky et al., 2003 a, b). Die
Lokalisation des TKTL1 Gens in der Xg28 Region &rkl warum in Tumoren nur eine
TKTL1 Uberexpression nachzuweisen ist, wahrend T@ TKTL2 nicht Uberexprimiert

werden.

1.5.6. Initiale Hypoxie und eine TKTL1 Uberexpression alsmdgliche Erklarung des
Warburg-Effektes

Da in Tumoren héaufig anaerobe Bedingungen herrschem wéahrend der initialen
Karzinogenese, und beobachtet wurde, dass der sPaffleartialdruck (p@ mit
zunehmender Entfernung zum Gefald schneller abnamsrder Glukosespiegel (Gatenby et
al., 2004), wirde als Adaptation eine Steigerurgyrdeht-oxidativen PPP durch eine TKTL1
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Hochregulierung das Tumorwachstum begunstigen.réimalignen Geweben ist der pO
schon bei einem Abstand von 100 pum zum Gefal3 anmdivull (Gatenby et al., 2004). Der
nicht-oxidative PPP und die TKT als Schlisselenzygawinnen somit bei anaeroben
Bedingungen an Bedeutung, sie dienen der Adaptiordia in Tumoren vorkommende
Hypoxie. Laut einer Hypothese zur Erklarung des beg Effektes fuhrt persistierende oder
zyklisch auftretende Hypoxie in Tumoren zu einemlel&®nsdruck, aus dem eine
gesteigerte Glykolyse resultiert, die auch in Areveeeit von Sauerstoff persistiert (Gatenby
et al., 2004).

1.6. Akt-Onkogene und der Einfluss einer ketogenebiat

Akt-Onkogene bilden eine Unterfamilie der Serin@dmin Kinasen, die eine wichtige Rolle
im Zell- und Glukosestoffwechsel spielen (Elstrotrak, 2004). In neueren Studien zeigte
man, dass aktivierte Akt-Onkogene einen direktanfl&&ss auf die Stimulation der aeroben
Glykolyse haben: Eine Aktivierung der Akt-Kinaseinsiliert Glukoseaufnahme und
Glukosemetabolismus in Karzinomzellen und machsaligei Glukosemangel anfalliger fur
den Zelltod (Elstrom et al., 2004). Zudem inhibrerdkt-exprimierende Zellen bei
Glukosemangel die 3-Oxidation von Fettsauren. Vérauerhalten Tumorzellen dadurch
einen Wachstumsvorteil (Buzzai et al., 2005). Dgragsive Tumorzellen von Glukose
abhéngig sind und Fettsduren nicht Uber die R-@ridaverwerten kénnen, konnte eine
ketogene Diat mit der Uberwiegenden Aufnahme vottetkettigen Fettsauren, zu einer
Inhibition von Tumoren fiihren. Die Anwendung eilketogenen Diat bei zwei padiatrischen
Patienten mit der Diagnose eines fortgeschrittematignen Astrozytoms bestétigte diese
Uberlegung: es wurde eine um 21,8% verminderte @&le&ufnahme in den malignen
Tumoren beobachtet, die mittels PET dargestelltderuiNebeling et al., 1995; Seyfried &
Mukherjee, 2005).

Langbein et al. (2006) untersuchte in verschiedenenorentitdten, ob Tumoren mit einer
Uberexpression des TKTL1 Proteins auch eine Aktinig des Akt-Proteins aufweisen. 83%
der Tumoren zeigten eine verstarkte TKTL1 Expressind 69% zeigten eine Aktivierung
des Akt-Proteins. Dies lasst darauf schlie3en, des#lehrzahl der TKTL1 exprimierenden

Tumoren auch ein aktiviertes Akt-Protein aufweist.
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Die biochemischen Grundlagen des Warburg-EffeldB8dn sich bislang nicht erklaren. In
vergangenen Arbeiten konnte in Tumorzellen kein aduwmenhang zwischen der TKT
Expression und dem gesteigerten anaeroben AbbauGlWakose zu Laktat nachgewiesen
werden. Im Vergleich zu Normalgewebe wurde die TiKTTumorgewebe nicht verstarkt
exprimiert. Erst mit der Entschliisselung und Enkdeg verschiedener Transketolase Gene
lasst sich der Effekt erklaren. Es gibt drei Gedie, fir die TKT, TKTL1 und TKTL2
kodieren. Dabei hat sich herausgestellt, dassrsctieedenen Tumorgeweben nur die TKTL1
Uberexprimiert wird. Da der Warburg-Effekt auch raeMamma-CA eine Rolle spielt
(Isodoro et al., 2005; Robey et al., 2005), s&th die Frage, ob sich auch im Mamma-CA

eine Uberexpression der TKTL1 nachweisen lasst.

1.7.  Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Expressiea @KTL1 Proteins im Mamma-CA und
in korrespondierendem, nicht-neoplastischen Mammabe. AufRRerdem wurde ein
moglicher Zusammenhang zwischen der TKTL1 Uberesgiom und Klinisch-

histopathologischen Parametern geprift.
Folgende Fragen wurden bearbeitet:
1. Ist eine Expression der TKTL1 im Mamma-CA nachwarsb

2. Gibt es eine Korrelation zwischen der qualitatiéfrL1 Expression zu
a) dem Tumor-Stadium (pT)
b) der Tumorgrofe
C) dem Nodal-Status (pN)
d) dem Grading (G)
e) dem Hormonrezeptor-Status (Ostrogenrezeptor) (BR
Progesteronrezeptor- (PR) Status)
f) der Angioinvasion

Q) dem Alter der Patientinnen
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h) der Her2/neu-Expression?

3. Gibt es eine Korrelation zwischen der TKTL1 Expiessund der Uberlebenszeit der

Patientinnen?

In dieser retrospektiven Studie wurde ein Kollekton 124 Patientinnen mit der Diagnose
eines invasiven Mamma-CA untersucht. Zur besserxgleichbarkeit wurden Tissue Micro
Arrays (TMAS) angefertigt, die immunhistochemis¢HE) mit einem TKTL1 spezifischen
Antikorper gefarbt wurden. Die TKTL1 Expression war mit klinisch-histologischen

Parametern korreliert. Die Uberlebenszeitanalyk#gte nach Kaplan Meier.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

2.1.1. Beschreibung des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv dieser retrospektiven Stumhisteht aus Patientinnen der Universitats-
Frauenklinik Freiburg mit der Diagnose eines priamainvasiven Mamma-CA. Es beinhaltet
Patientinnen, die keine Chemotherapie, Radiotherager Antihormonelle Therapie vor der
Operation (OP) erhielten. Nach der Erstdiagnose) (&rde eine brusterhaltende OP oder
eine Mastektomie durchgefiihrt, gefolgt von einexds&nadaptierten adjuvanten Therapie
angepasst an die jeweils giltigen aktuellen onks@itggen Empfehlungen. Eine adjuvante
Chemotherapie erhielten Uberwiegend nodalpositiatieRtinnen; die Therapie war v.a.
Cyclophosphamid - Methotrexat - 5-Fluorouracil (OMbasiert. Tumorgewebe wurde nach
der OP in Paraffin eingebettet. Ausgeschlossen Biatientinnen mit Fernmetastasierung,
sekundarer Malignitat und einem Alter Gber 80 Jatyei ED. Es werden 124 Patientinnen
erfasst, die zwischen dem 10. Dezember 1906 und3fe@ezember 1967 geboren sind. Die
ED zum Mamma-CA wurde zwischen dem 1. Januar 19@ldem 1. Mai 1999 gestellt, und
das OP-Datum liegt zwischen August 1992 und Maf02E&inunddreil3ig Patientinnen sind
im Zeitraum zwischen April 1993 und August 2001 sterben. Zwischen Januar 1993 und
Oktober 2001 sind von 113 Patientinnen die Daters detztkontaktes vorhanden.
Histologisch sind in dem Kollektiv von 124 Mamma-€Aolgende Subtypen erfasst: 105
Tumoren sind invasiv-duktal, 10 invasiv-lobuléareidfumoren bestehen aus invasiv-lobuléren
und invasiv-duktalen Komponenten, finf Tumoren smehsiv-medullar und ein Tumor ist
apokrin. Die Stadieneinteilung erfolgt nach der TMMssifikation der World Health
Organization (WHO; Ellis et al., 2003). Laut TNM4a4sifikation haben die Primartumoren
die T-Stadien 1 bis 4, der Nodal-Status liegt zinest NO und N3. Das Grading der
verwendeten Tumoren betrdgt G1 (hochdifferenzieiy G3 (gering differenziert), die
Tumorgrol3e liegt zwischen 0,4 und 15 cm und dasidkmgasion-Stadium wird mit VO
(keine Veneninvasion) bis V2 (makroskopische Venmession; Bassler, 1997) angegeben.
Die Tumoren zeigen einen quantitativen ER- und P&RuS zwischen 0 und 100% (,Allred
Scoring Guideline for ER/PR", DakoCytomation), diéler2/neu- (HercepTest®,

DakoCytomation) und TKTL1- (siehe unten) Expressiwerden in einem Scoresystem von
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0-3 ausgedriicktDas Kollektiv und das Follow-up mit klinisch-histglischen Parametern

wurden uns freundlicherweise von Herrn PD Dr. D.t&@mann (Universitats-Frauenklinik,

Freiburg) Uberlassen. Es wurde das Tumorgewebeldér Patientinnen untersucht und

korrespondierendes nicht-neoplastisches Mammagewebe

2.2. Materialien, Chemikalien, Puffer, Losungen, Ggite

2.2.1. Materialien, Chemikalien fir den Hamalaun-Egin- (H.E.-) Schnitt und als

Vorbereitung fur die Tissue Microarrays (TMAS)

Objekttrager

Xylol

Hamalaun

Eosin G gelblich

Histofluid
Deckglaschen

Ausgiel3station
Paraffin
Kunststoffkassette

Metallform

Kahlplatte

Super Frost Plus, Langenbrinck, Intro/i
Diagnostic, Teningen, Deutschland
Firma Carl Roth, Karlruhe, Deutschland
nach Hausrezept, ergibt 1 I: 3,0 g Haaxyhm,
1000 ml Aqua dest., 0,2 g Natriumjodat, 50 g
Aluminiumkaliumsulfat, 50 g Chloralhydrat, 1 g
Citronenséure
Eosinansatz: 980 ml Aqua dest,b 1g
Eosinpulver, 10 Tropfen Eisessig (Firma Merck,
Darmstadt, Deutschland)
Firma Engelbrecht, Ederminde, Dehnlksod
Langenbrinck, Teningen, Deutschlan
Firma Medite Medizintechnik, Burgdo
Deutschland
Langenbrinck, Teningen, Deutschland
Langenbrinck, Teningen, Dehiésnd
Firma Medite Medizintechnik, Burgdorf,
Deutschland
Firma Medite Medizintechnik, Burgdorf,

Deutschland



24

2.2.2. Gerate fur die TMAs
Modell Manual Tissue Arrayer 1 (MTA 1) Firma Beechestruments, Incorporation (Inc.),
Wisconsin, USA

Arbeitsbricke Firma Beecher Instruments, Inc., d6isin,
USA

Stanzen Firma Beecher Instruments, Inc., Wisconsin
USA
Stanzdurchmesser 2 mm

Inbusschlussel Firma Beecher Instruments, Inc.sc@fisin,
USA

Warmeschrank Firma Memmert, Schwabach, Deutsdhla

2.2.3. Materialien, Chemikalien und Puffer fir dielmmunhistochemie
Linearfarber Tissue Stainer COT 20, Firma Medite
Medizintechnik, BurgdorfDeutschland
Xylol Firma Carl Roth, Karlruhe, Deutschland
Deionisiertes Wasser aufbereitet mit einer Seta8Bs2800 Patrone,
Zitt-Thoma Laborbedarf-Glasbléserei, Freiburg,
Deutschland
Dampfgarer Multi Gourmet, Firma Braun, Kronberg,
Deutschland
Kochpuffer Target Retrieval Solution (TRS), pH ,6Frma
DakoCytomation, Hamburg, Deutschland (TRS
wird mit deionisiertem Wasser 1:10 verdinnt)
Autostainer Firma DakoCytomation, Hamburg, Bebtand
ChemMaté" Detection Kit Alkaline Phosphatase/RED, Rabbiilide:
Flasche A: Biotinylated Secondary Antibodies
(AB2)
Flasche B: Streptavidin Alkaline Phosphatase
(AP)
Flasche C: Chromogen Red 1
Flasche D: Chromogen Red 2



Waschpuffer

Primarantikorper

Verdinnungsmedium

Hamalaun

Folieneindecker

2.2.4. Mikroskop

Mikroskop

2.2.5. Statistische Auswertung
SPSS-Software-Paket Version 13.0
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Flasche E: Chromogen Red 3
Flasche F: AP Substrate Buffer
Flasche G: Levamisole
DakoCytomation, Hamburg, Deutschland
DakoCytomation, Hamburg (1:10 verdjinnt
Deutschland
Monoklonaler 1gGp, Maus, freundlichst zur
Verfliigung gestellt von Dr. J.F. Coy, Darmstadt,
Deutschland
Antibody Diluent, Firma Zymed, ieW
Osterreich
s.0.
Tissue-Tek. SCA, Firma Vogel, @m®R

Deutschland

Axioskop, Firma Zeiss, GottingeBeutschland

SPSS for windBRSS, Chicago, USA
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2.3. Methoden

2.3.1 Ubersicht: Herstellung von Tissue MicroarraySTMAs) und immunhistologische
Anfarbung (IHC)
- Vorbereitung der TMAs: - Heraussuchen und Emstetles Spenderblock-
kollektivs
- Anfertigung Histologischer Schnitte
- Markierung der zu stanzenden Tumorareale
- Herstellung von Nativblocken (Empfangerblécken)
- Stanzen von TMAs
- IHC mit dem TKTL1 IgGy, Antikorper (AK)

- Auswertung (unter Mikroskopsicht, Einteilung ind8es)

2.3.2. Vorbereitung der TMAs

2.3.2.1. Erstellung des Spenderblockkollektivs

In dem Archiv der Abteilung Pathologie werden dieParaffin eingebetteten Gewebeblécke
unter einer zugeteilten Journalnummer gelagert. Distologischen Befunde geben
Aufschluss Uber die Journalnummer des Gewebeblpdeedir die geplante IHC geeignetes

Tumormaterial enthalt. Diese Gewebebltcke dienendls Spenderblécke.

2.3.2.2. Anfertigung histologischer Schnitte
Damit ein aktuelles Bild des Tumorgewebes zur \fgufig steht, missen als Vorbereitung fur

die TMAs frische Hamalaun-Eos(i.E.)-Schnitte angefertigt werden.

H.E.-Schnitte nach Standardprotokoll:
Zuerst wird mit dem Schlittenmikrotom ein aktuell8chnitt der Dicke 3 pum von dem
Spenderblock angefertigt. Nach der Streckung antrei warmen Wasserbad wird der

histologische Schnitt auf den Objekttrager gezagehim Brutschrank bei 60° getrocknet.
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Die anschlieRende H.E.-Farbung beginnt mit der &maffinierung durch zweimaliges Xylol
fur 10 Min. Es folgt eine absteigende Alkoholreifi®0%, 100%, 96%, 70%), wobei der
Objekttrager in jeder Stufe 2 Min. verweilen sall@anach wird der Alkohol mit Wasser 2
Min. lang abgewaschen. Die Kernfarbung erfolgt 8Mifl. lang mit Hamalaun. Die Schnitte
werden daraufhin fir 10 Min. gewassert und mit Basiter Sichtkontrolle héchstens 1 Min.
lang gefarbt. Mit dem zweimaligen Eintauchen in daufsteigende Alkoholreihe
(Konzentrationen in umgekehrter Reihenfolge, sumrdl das Entwéassern der Schnitte und eine
bessere Differenzierung bezweckt. Anschliel3end evedie Schnitte fir je mindestens 2 Min.
zweimal in Xylol getaucht. Xylol dient als Intermach, es ist sowohl in Alkohol als auch in
dem Einschlussmedium I6slich. Zum Schluss werderhditologischen Schnitte unter Zusatz

eines Einschlussmittels (Histofluid) eingedeckt.

2.3.2.3. Markierung der Tumorareale

Der H.E.-Schnitt wird als Ubersicht verwendet, uia dchtige Entnahmestelle der Stanze
festzulegen. Die Tumorareale, die bestimmt sind,d@m TMA erfasst zu werden, werden
unter Mikroskopsicht auf den aktuellen H.E.-Sclemttarkiert.

2.3.2.4. Herstellung von Empfangerblécken

Als Empfangerblock dienen reine Paraffinblocke ofdevebe, die auf einer Ausgiel3station
hergestellt werden. Dazu wird Paraffin aufgeschemwl£55-58°) und in eine Metallform

gegossen. Danach lasst man den Block auf einerplaitd fir ca. 20 Min. abkthlen und
ausharten. Zur Fertigstellung wird der festgewoeddtaraffinblock mit dem Mikrotom

angeschnitten, um die Oberflache zu glatten.

2.3.3. Anfertigung von TMAs

2.3.3.1. Beschreibung des Manual Tissue Arrayers

Mit dem Manual Tissue Arrayer (MTA; Abb.1) werdeie @ MAs gestanzt. Bei dieser Arbeit
wurde ein MTA 1 verwendet. Das Gerat besteht anerdBasisplatte, einem Halter fur den
Empfangerblock, einer Arbeitsbriicke flir den Spebpidek, zwei Stanzen, einer

Tiefeneinstellung, einem Schwingkopf zum Umschaerschen den einzelnen Stanzen und
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X- und Y- Prazisionsfuhrungen. Die Fuhrungen bewegeh, wenn die Einstellschrauben an
den Mikrometerschrauben gedreht werden. Die AnzeéggeMikrometerschrauben zeigt dann
die Position der Fuhrung an. Sie wird in Millimef@nm) eingestellt (AlpaMetrix Biotech
2005, Bedienungsanleitung Manueller Tissue Arrd€A-1, 2.Aufl. R6dermark, S.1-24)

Tiefeneinstellung Schwingkopf Mikrometerschraube fUrdief
Y-Achse

rote Stanze blaue Stanze
mit Hand- mit Hand-
griff griff
Mikrometer-
Basisol schraube flr
asisplatte die X-Achse
Halter fir den Empfanger- Arbeitsbricke fur den Spender-
- block -~ block

Abb. 2 Aufbau und Beschriftung des Manual Tissue Arrayeit,dem die TMAs gestanzt
werden.

2.3.3.2. Beschreibung der Stanzen

Der Durchmesser der Stanzen betragt 2 mm, die 8tfnist mit 5 mm eingestellt. Die
Stanzen (Abb. 3) besitzen eine geschliffene Haldhain der ein Stempel steckt. Durch
Driucken auf das Stempelende ist Gewebe oder Raraffiiches gestanzt wurde, nach vorne

auswerfbar. Mithilfe des Schwingkopfes widie Stanze senkrecht in den Spender-/



29

Abb. 3 StanzenA - rote Stanze zum Stanzel Abb. 4 von links nach rechts:

des Paraffinblockes B - blaue Stanze, z (1) Nativblock (2) Gewebeblock mit
Stanzen des Gewebeblockes; Beide Stan Mamma-CA aus dem die Gewebestanzen fir
bestehen aus zwei Komponenten: ein die TMAs entnommen werden (3) H.E.-
Stempel (1), der in die Hohlnadel (2) ei Schnitt mi markiertem Tumormateri

gefihrt wird.

Empfangerblock gedriickt. Durch Hin- und Herdrehes #landgriffes am Stempel erreicht
man ein leichteres Ablosen des Stanzzylinders aus Blaraffin-/Gewebeblock. Danach wird
die Stanze wieder senkrecht herausgezogen. DaangestMaterial wird durch Druck auf das
Stempelende abgestreift.

2.3.4. Vorgehen bei dem Stanzen von TMAs

2.3.4.1. Anlegen und Stanzen des Empféangerblockes

Der Empfangerblock wird in den Halter gelegt und d@m Inbusschlissel eingespannt. Die
Oberflache des Blockes sollte parallel zur Arbéitp liegen, die Seite zur Beschriftung zeigt
nach links, die Paraffinseite zeigt nach oben. Berstellungsprozess startet mit dem Stanzen
eines Lochs in der ersten Position. Zu diesem dekpwerden die Mikrometer auf Null
gesetzt. Die linke (rote) Stanze wird eingestellin eine Rissbildung im Ansatz zu
vermeiden, wird zu den Randern ein Abstand vons34dbmm eingehalten. Das erste Loch
wird in die linke obere Ecke gestanzt. Dabei drimokin die Stanze durch Herunterbewegen
des Schwingkopfes in den Paraffinblock. Ist dieskahtiefe von 5 mm erreicht, wird die
Stanze blockiert. Mithilfe von Drehbewegungen dem#yriffes nahe der Stanze wird die

Paraffinstanze aus dem Block gel6st. Durch Lostages Druckes auf den Schwingkopf wird
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dieser durch eine Ruckzugsfeder wieder nach obetieimusgangsposition gezogen. Nun
wird durch Druck auf den Stempel das gestanzte méhteals Paraffinstanzzylinder

ausgeworfen.

2.3.4.2. Anlegen und Stanzen des Spenderblockes

Die Arbeitsbriicke wird auf den Blockhalter gestaliid der Schwingkopf wird so in Position
gebracht, dass die rechte (blaue) Stanze eindesstll Der Spenderblock mit dem
Tumormaterial wird auf der Arbeitsbriicke positiohieMithilfe des korrespondierenden
markierten H.E.-Schnittes wird die entsprechendsleStauf dem Spenderblock lokalisiert.
Danach wird die blaue Stanze nach unten gedriokigas gewiinschte Areal zu entnehmen.
Auch hier wird die Lésung des Gewebezylinders volacB durch Drehbewegungen des

Handgriffes erleichtert.

2.3.4.3. Einsetzen der Spenderstanze
Die Briucke wird beiseite genommen und der Gewehegtdinder in das zuvor gestanzte

Loch des Empfangerblocks eingesetzt.

Die beschriebenen Schritte wiederholen sich bis Eapfangerblock mit Gewebestanzen
gefullt ist. Zur spateren Orientierung wird in dietizten Reihe ein Areal nicht gestanzt und die
Reihenfolge der Patientenfdlle auf einem ProtoKeltgehalten. Die Stanzung erfolgt
maanderformig. Der Abstand zwischen den Stanzeddpe®,5 mm zu allen Seiten, dies wird

mit den X- und Y- Prazisionsfiihrungen anhand dekrbineterschraube eingestellt.

2.3.4.4 Vorbereitung fur den Gewebeschnitt

Ist ein TMA fertig gestanzt, wird die Oberflachesd&rrays auf einem geraden Untergrund
geebnet, damit alle Stanzzylinder die gleiche Hadigen. Abschliel3end wird der Block ftr 10
Min. bei 58-60° in einen Warmeschrank gestellt. ral wird das Paraffin erwarmt und die
Gewebestanzen mit dem Paraffin besser verbundemadbalasst man den Array langsam

abkuhlen. Anschliel3end kénnen Schnitte fur die é@onnen werden.
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Abb. 5-12 Bildfolge: Die einzelnen Schrétzur Herstellung eines TMA

Anlegen und Vorbereitung des Empfangerblockes

Abb. 5 Anbringen und Fixieren des Empfanger-
blockes, Paraffinseite nach oben zeigend

Abb. 6 Linke (Rote) Stanze auf entsprechenden
Bereich einstellen (erste Stanze in Ecke links pben
circa 4 mm Abstand nach links und oben)

Abb. 7 Herausstanzen des eingestellten Bereichs,

gestanztes Material (Paraffinstanzzylinder)
auswerfen

Anlegen und Stanzen des Spenderblockes

Abb. 8 Ubertragen der Markierung des bestimmten
Tumormaterials von dem H.E.-Schnitt auf den
dazugehérigen Spenderblock

Abb. 9 Anbringen und Fixieren des Blockes mit
Tumormaterial, Gewebematerial nach oben
zeigend, rechte (blaue) Stanze einstellen, madsgert
Tumormaterial herausstanzen
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Einsetzen der Spenderstanze in den TMA

Abb. 10 Einsetzen des Tumormaterials
(Stanzzylinder) aus dem Spenderblock in den
Empfangerblock

Abb. 11 Aufbau eines fertigen TMA - Blockes

Abb. 12 TMA nach der immunhistochemischen
Farbung mit dem TKTL1-AK

2.3.5. Aufbau eines TMA-Blockes

Es befinden sich funf Stanzzylinder in der horizdext Reihe und vier in der vertikalen Reihe.
Insgesamt werden von jedem Patienten zwei bisStegizzylinder auf das TMA eingebracht,
in ganz seltenen Féllen bei ungenigendem Matemiakime, zudem gibt es auf jedem TMA
zwei Negativkontrollen. Dabei handelt es sich unritpmorales, nicht-neoplastisches
Mammagewebe. Auf einem TMA befinden sich zwischdnuhd 19 Stanzzylindern bzw.

jeweils das Tumormaterial von vier bis sieben Féll&s wurden insgesamt 23 TMAs

angefertigt, diese sind von MTA A bis W durchnumieser

2.3.6. Vorteile von TMAs

TMAs sind eine gute Methode zur Darstellung von imimstochemischen Farbungen. Sie
haben den Vorteil, dass Material von vielen Patierauf einem Block ersichtlich ist und
dadurch eine gleichzeitige Untersuchung verschiedeBewebeproben mdglich ist. Sie

gewabhrleisten zudem eine Standardisierung der aargten Methoden, weil alle Gewebe auf
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einem Block unter vollig identischen Bedingungerfédat werden (Beecher Instruments Inc.
1998, Manual Tissue Arrayer MTA-1, 2.Aufl. WiscomsE.1-14; Kononen et al., 1998).

2.3.7. Immunhistochemische Farbung mit dem TKTL1 Atikérper
Labeled-StreptAvidin-Biotin-Methode (LSAB-Immunhist ochemie)

Als Methode zur Darstellung der zytoplasmatischéTO1l wird die LSAB-Methode als
indirekte IHC verwendet.

Gewebevorbereitung Mit dem Mikrotom werden 2 bis 4 um dicke Gewelbestte von den
TMA-Blocken angefertigt. Danach inkubieren die Stlerzur Fixierung an den Objekttrager
Uber Nacht bei 58° in einem Heil3luft-/Umluftbrutsahk.

Entparaffinierung : Die Entparaffinierung erfolgt in einem Linearfar(Tissue Stainer). Der
Tissue Stainer besteht aus insgesamt 23 aufeirfalgiarden Kilvetten mit unterschiedlichen
Losungen, in denen die Gewebeschnitte nacheinaadtymatisch 1% Min. verweilen.
Funfzehn Klvetten sind mit Xylol geftillt. In dersahlieenden absteigenden Alkoholreihe
beinhalten 3 Kivetten 100% Ethanol, je eine Kive&& und 70% Ethanol gefolgt von drei
Kuvetten mit deionisiertem Wasser. Nachdem die Gesehnitte die letzte Klvette erreicht

haben, ertont ein akustisches Signal.

Antigendemaskierung  Zur  hitzeinduzierten  Antigendemaskierung  werdenie d
Gewebeschnitte in einem Wasserbad in einem Danmgfddulti Gourmet) behandelt. Der
Dampfgarer besitzt eine Wasserauffangschale undneiufsatz fur die KivettenAls
Kochpuffer wird Target Retrieval Solution (TRS, @hil) verwendet. Diese wird 1:10 mit
deionisiertem Wasser verdunnt, in eine 200 ml fadse&Kuvette gefillt und 20 Min. in dem
Dampfgarer bei 96-99° vorgeheizt. Danach werden@ligekttrager in den heil3en Puffer
gesetzt und in der verschlossenen Kivette fir 3@ bi konstant bleibender Temperatur mit
Dampf inkubiert. Durch dieses Verfahren werden dliech Formalinfixierung verursachten
Proteinvernetzungen wieder aufgehoben, so dassitmtemaskierte Antigene freigelegt

werden. Zum langsamen Abkihlen wird die Kivette deih Gewebeschnitten eréffnet und
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ca. 10 Min. in kaltes Wasser gestellt bis der Rulfar wird. Anschlieend werden die

Gewebeschnitte in deionisiertes Wasser umgesetzt.

Immunhistochemische Farbung Fur die IHC wurde das ChemMate Detection Kit Alka
Phosphatase/RED (DakoCytomation 2003, 2.Aufl. GlpstS.32-45) verwendet. Es wird ein
Autostainer benutzt, der Platz fir insgesamt 48ekibjager besitzt und den man zuvor
programmiert (s.u. Schritt 1-4). Pro Gewebeschnigrden 200 pl der nachfolgenden
Reagenzien verwendet. Insgesamt dauert ein entsprder Durchgang im Autostainer 2 %2
bis 3 Stunden.

Die Objekttrager werden eingelegt und vorbereitenideinem 1:10 verdinnten Waschpuffer

benetzt.

1. Schritt: Inkubation mit dem Primarantikdrper

Bei dem Primarantikérper handelt es sich um einemaklonalen IgG, Maus Antikdrper
(AK). Dieser wird 1:10 mit einem Antibody DiluenVérdiinnungsmedium) verdinnt und auf
die Objekttrager pipettiert. Die Einwirkzeit betta0 Min. Danach wird mit dem

Waschpuffer gewaschen.

2. Schritt: Inkubation mit dem Sekundéarantikérper
Als Sekundar-AK werden biotinylierte Anti-Maus Imnglobuline (AB2, Flasche A) als
Brickenantikorper verwendet. Die Inkubation erfolgt Min. lang. Danach wird mit dem

Waschpuffer gewaschen.

3. Schritt: Inkubation mit Streptavidin AP
Die Inkubation mit Streptavidin-Alkalische-Phospdee Komplex (AP, Flasche B) dauert 15
Min. Danach wird mit dem Waschpuffer gewaschen

4. Schritt: Blockieren der endogenen alkalischen R¥sphatase und Farbung mit
Substrat-Chromogenen
Zur Blockierung der endogenen alkalischen Phospbatérd Levamisol (Flasche G) ver-

wendet. Ein Tropfen Levamisol wird auf 10 mIR/Aubstrate Buffer (Flasche F) gegeben.
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Mikrotomschnitte,

Entparaffinierung
‘, ' 4

AN Antigendemaskierung T

A 4

le TKTL1 Priméarantikdrpe

\ 4

biotinylierter / \
Sekundéarantikorper A A

A 4

%"  Streptavidin-AP-Komplex

LSAB-Methode
v Zunachst bindet der Primar-AK an das
Substrat-Chromogenlésung Antigen. Ein biotinylierter Sekundar-AK
bindet an den Primér-AK. Streptavidin wird
v im Komplex mit Alkalischer Phosphatase
Gegenfarbung der Zellkerng gegeben und bindet an den Sekundar-AK.
Mit dem Chromogen RED erfolgt die
v Rotfarbung des Substrats.

Eindecken

Abb. 13 LSAB-Farbeprinzip: Reihenfolge der Arbeitsscleritind molekulare Bestandteile
(aus: Boenisch T, 2003, Handbuch immunhistocherisdtarbemethoden. 3.Aulfl.
DakoCytomation, Carpinteria Hamburg, S.34-39)

Die Gewebeschnitte werden 10 Min. mit deabs$rat-Chromogen RED gefarbt. Dies
setzt sich zusamen aus je 400 ul Chromdged 1 (Flaschen C), Chromogen Red 2
(Flasche D), Chromogen Red 3 (Flasche E), digAP Substrate Buffer” (Flasche F) ver-

dunnt werden. AbschlieRend werden die Gewebdésemit deionisiertem Wasser gespdilt.
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Die folgenden Schritte werden extern des Autostaidarchgefihrt.

Zellkernfarbung : Die Kernfarbung erfolgt in einem Objekttragerst&ndurch sechsminttige
Inkubation in Hamalaun. Die entstehende Blaufarbairg intensiviert durch das Spulen der

Objekttrager mit flieRendem Leitungswasser.

Eindeckenn Nachdem die Schnitte die aufsteigende Alkoho&dif0%, 96%, 100%, 100%)
durchlaufen haben und zweimal in Xylol getaucht dreur, bis dieses glatt ablauft, folgt das
Eindecken in Xylolfolie. Dazu wurde ein Folieneic#ier (Tissue-Tek SCA) verwendet, der

die Objekttrager mit Xylol benetzt und mit einediEdedeckt.

2.3.8. Anfarbung der TMAs zur Bestimmung der ER-, PR- undHer2/neu Expression

Zwecks der Fragestellung, ob die TKTL1 Expressiomamma-CAs mit der ER- bzw. PR-
Expression korreliert und zur Sicherung des HerZpgamus werden die TMAs in der
Pathologie zusatzlich angefarbt und unter Mikroskat ausgewertet. Zu diesen Parametern
waren in unserem Patientenkollektiv bisher keineeBaorhanden.

Hierbei wird eine quantitative Erfassung der nukie@sitiven Tumorzellen (von 0-100%) flr
die Expression des ER- und PR- Hormonrezeptorshdefdhrt. Die Auswertung erfolgt
anhand der ,Allred Scoring Guideline for ER/PR* {@&ytomation; Allred et al., 1998;
Harvey et al., 1999; Fitzgibbons et al., 2000; Risoelt al., 2000; Mohsin et al., 2004).

Die Auswertung der Her2/neu-Expression erfolgt ashaler ,Guidelines for Scoring
HercepTest®" (DakoCytomation 2004, 6.Aufl. Glostrupenmark, S.1-72). Es wird die
Intensitat der membranstandigen Farbung beurtdare O - keine Anfarbung beobachtbar
oder membranstandige Farbung bei weniger als 10% aeorzellen, Score 1 - schwache
inkomplette membranstandige Farbung von mehr aB H@r Tumorzellen, Score 2 -
schwache bis mittelgradige komplette membranst@&ndigrobung von mehr als 10% der
Tumorzellen, Score 3 - starke komplette membradgg@nFarbung von mehr als 10% der

Tumorzellen.
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2.3.9. Methoden bei der Auswertung

2.3.9.1. Scoreeinteilung unter Mikroskopsicht
Die immunhistochemischen Anfarbungen der TKTL1 weerdunter Mikroskopsicht
gualitativen Scores von 0 bis 3 zugeordnet. VoneBiaghg ist hierbei die Intensitat der

zytoplasmatischen Féarbung:

Score 0: Es zeigte sich keinerlei Anfarbung.

Score 1: Es zeigte sich eine leichte Anfarbung.
Score 2: Es zeigte sich eine mittelstarke Anfarbung
Score 3: Es zeigte sich eine starke Anfarbung.
2.3.9.2. Fertigstellung des Patienten Follow-ups

Die bereits bestehende Excel-Tabelle mit dem PatieRollow-up wird umgearbeitet, so dass
sie folgende klinisch-pathologische Parameter dnttdentifikation, Geburtstag, Datum der
ED, TumorgréRe, OP-Datum, Angioinvasion (Bassl€87), pT-Stadium, pN-Status (WHO:
Ellis et al., 2003), Grading (Bassler, 1997), LUetrttakt und Todesdatum. Die Excel-Tabelle
wird ergénzt durch die neu gewonnenen Daten zuT#din.1 Expression (Scoreeinteilung
s.0.), der ER- und PR- Expression (,Allred Scortagideline for ER/PR*, DakoCytomation)
und dem Her2/neu-Status (HercepTest®, DakoCytomjatio

2.3.9.3. Kategorisierung der klinisch-pathologische Parameter
Zur besseren Vergleichbarkeit werden die Daten gamisiert und zu Subtypen

zusammengefasst. Diese Kategorisierung ist im Rdigre beschrieben:

Klinisch-pathologische| Klassifikation Kategorisierung
Parameter
TKTL1 Score 0 Geringe TKTL1 Expression
Score 1
Score 2 Hohe TKTL1 Expression
Score 3
pT-Stadium pTl T1
pT2 T2
pT3 T3+ T4
pT4
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Tumorgrol3e <2cm 1
>2cm 2
pN-Status pNO Negativ (0)
pN1
pN2 Positiv (1)
pN3
Grading Gl Gl+ G2
G2
G3 G3
Angioinvasion VO Negativ (0)
Vi 1
V2 2
Alter der Patientinnen | <50 Jahre 0
> 50 Jahre 1
ER-/PR-Status <10% Negativ (0)
> 10% Positiv (1)
Her2/neu-Status Score 0 Negativ (0):
Score 1 keine Her2/neu Uberexpression
Score 2 Positiv (1):
Score 3 Her2/neu Uberexpression

Tab. 1 Kategorisierung der klinisch-pathologischen Patamzur besseren Vergleichbarkeit

2.3.9.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt mittels SPS®&v#are-Paket Version 13.0 (SPSS for
windows, SPSS, Chicago, USA). Zur Korrelation d&TL1 Expression mit den klinisch-
histologischen Parametern wird der Chi-Quadrat-Testh Pearson und der Fishers Exact
Test verwendet. Es wird eine Irrtumswahrscheinkithkon o = 0,05 angenommen. Die
Darstellung der Signifikanz wird mit Angabe des @iés erreicht. Als signifikant werden
Ergebnisse mit ;< 5% angenommen. Das Gesamtuberleben der Patiemtiwitd nach
Kaplan Meier (1958) berechnet und grafisch dardlfesizas Gesamttberleben ist definiert
als Zeitraum zwischen OP und Todeszeitpunkt, bavischen OP und Letztkontakt. Ziel ist
die Fragestellung, ob es in unserem Patientenkodlekit Diagnose eines invasiven
Mamma-CA einen Unterschied in der Uberlebenszdi, gibhangig davon, ob die TKTL1
gering- oder hochexprimiert wird. Die Gesamtwahesclichkeit dafir, einen bestimmten
Zeitpunkt zu Uberleben, lasst sich dann darstellsrProdukt der entsprechenden bedingten
Wahrscheinlichkeiten (Ziegler et al., 2002). Vetstieine Patientin, wird dies als Status 1

notiert, Zensierungen werden als Status O notiert.
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Kaplan Meier Schatzer fur die Wahrscheinlichkeinea Zeitpunktt (Zeitpunktt liegt
zwischent; undt+;) nach Randomisation ereignisfrei zu Uberleben @alsuhmacher et al.,
2002):

g(t) _h-d M -d, « (I -d,
n, n, n,
N Uberlebenswahrscheinlichkeit zum Zeitpunkt
t; = der GroRRe nach angeordnete, beobachtete vaisdeaidreigniszeitpunkte
n; = Anzahl der Patienten unter Risiko unmittelbar Zeitpunkit;
d; = Anzahl der Ereignisse (Todesfalle) zu einempgiktt;

Die Berechnung der Uberlebenszeit wird mithilfe deaplan Meier Methode bei
Patientinnen mit geringer TKTL1 Expression illustti Bis zum ersten Todesfall;)tim
neunten Monat gibt es vier Zensierungen, also wem& noch 63 von 67 Patientinnen
beobachtet. Die Rechnung sieht folgendermal3en6dus:1 / 63 = 0,984. Bis zum nachsten
Todeszeitpunkt §§ im 12. Monat gibt es keine Zensierungen, es werg2 Patientinnen
beobachtet, von denen eine verstirbt. Daher isbedngte Wahrscheinlichkeit, den zwdélften
Monat zu Uberleben, wenn der neunte Monat Uberebtle, 62 — 1 / 62 = 0,984. Die
Gesamtwahrscheinlichkeit, den zwolften Monat zurli@en, ist 0,984 x 0,984 = 0,968. So

wird fur alle weiteren Zeitpunkte verfahren.
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3. Ergebnisse

3.1. TKTL1 in korrespondierendem nicht-neoplastischen Manmagewebe

Bei der Untersuchung von 41 Negativkontrollen wei8& Proben (90,24%) keine oder eine
schwache TKTL1 Expression auf: 29 Proben (70,73%pgen Score O und 8 Proben
(19,51%) Score 1. Nur 4 Proben (9,75%) mit nichaptastischem Mammagewebe haben
eine hohe TKTL1 Expression: 3 Proben (7,31%) zemjap mittelstarke (Score 2) und eine
Probe (2,44%) zeigt eine starke Anfarbung fir TKT{Store 3).

3.2.  TKTL1 Expression im Mamma-CA

Von 124 untersuchten Mamma-CAs haben 107 Proben3%86 eine positive
immunhistochemische Farbung fur TKTL1. Unter diesstprimieren 51 Mamma-CAs
(41,13%) Score 1, 37 (29,84%) Score 2, und 19 Maiivhs (15,32%) Score 3. Lediglich
17 Proben (13,71%) sind TKTL1 negativ (Score 0).

Zusammengefasst in zwei Gruppen, kann bei 68 Ma@A®m{54,84%) eine geringe (Score
0 und 1) und bei 56 Mamma-CAs (45,16%) eine hoh&OKExpression (Score 2 und 3)

nachgewiesen werden.

TKTL1 Anzahl der % der Gesamt} Einteilung
Mamma-CAs | zahl
Score | O 17 13,71% Geringe TKTL1
1 51 41,13% Expression (54,84%)
2 37 29,84% Hohe TKTL1
3 19 15,32% Expression (45,16%)
gesamt 124

Tab. 2Ergebnisse der TKTL1 Anfarbung und Einteilung irnf&s (0-3)



Abb. 14 Beispiele zur TKTL1 spezifischen zytoplasmatischerfarbung (rot) im nicht-
neoplastischen Mammagewebe (A-B) und im invasivamiha-CA (C-J)

A-B: Keine Anfarbung der TKTLL1 in nicht-neoplastisan Mammagewebe (Score 0)
C-D: Keine Anfarbung der TKTL1 in Zellen eines is#en Mamma-CA (Score 0)

E-F: Schwache Anfarbung der TKTL1 im invasiven Mam@A (Score 1)

G-H: Mittelstarke Anfarbung der TKTL1 im invasivéfamma-CA (Score 2)

I-J:  Starke zytoplasmatische Anfarbung der TKTLlimwvasiven Mamma-CA (Score 3)
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3.3.  Kaorrelation der TKTL1 Expression mit klinisch-pathologischen Parametern

3.3.1. pT -Stadium

Dreiundfunfzig Tumoren (42,7%) haben ein pT1l-, Gbben (41,1%) ein pT2- und 20
Proben (16,1%) ein pT3- oder pT4-Stadium. Betrdacl@n das Tumorstadium pT1,
exprimieren 22 Tumoren (17,7%) TKTL1 schwach, 33%2 dagegen stark. Im Stadium pT2
wird die TKTL1 in 34 Fallen (27,4%) schwach, in E&llen (13,7%) stark exprimiert. In 12
Mamma-CAs (9,7%) des Stadiums pT3 + pT4 findet ri@e niedrige und in acht Fallen
(6,4%) eine hohe TKTL1 ExpressioBs zeigt sich eine schwache, aber nicht signifikant
Korrelation zwischen einer geringen TKTL1 Expressiond dem pT-Stadium: in der
Tendenz weist ein niedriges pT-Stadium (pT1) eibbene TKTL1 Expression auf. Der
Korrelationskoeffizient p betragt 0,052.

TKTL1 Gesamt
0+1 2+3
pT-Stadium | 1 Anzahl 22 31 53
% der Gesamtzah 17,7% | 25% 42, 7%
2 Anzahl 34 17 51
% der Gesamtzah 27,4% | 13,7% | 41,1%
3+4 Anzahl 12 8 20
% der Gesamtzah 9,7% 6,4% 16,1%
Gesamt Anzahl 68 56 124
% der Gesamtzah} 54,8% | 45,2% | 100%
Chi-Quadrat nach Pearson p = 0.052

Tab. 3 Korrelation von pT-Stadium und TKTL1 Expression

3.3.2. TumorgrolRe

Das Kollektiv umfasst 45 Tumoren (36,3%), die kéghgleich 2 cm sind, und 79 Tumoren
(63,7%) grofRer 2 cm. In Bezug auf die GroRRe der MarCAs stellt sich heraus, dass bei
einer Tumorgrol3e kleiner-gleich 2 cm in 20 Tumo(&6,1%) eine schwache und in 25
Tumoren (20,2%) eine starke TKTL1 Expression statdt. Bei einer Tumorgrof3e tber 2
cm wird die TKTL1 in 48 Fallen (38,7%) gering exprert; in 31 Fallen (25%) kommt es zu
einer mittel- bis starken TKTL1 Expression. Es reigh keine Korrelation zwischen der
TumorgroRe und der TKTL1 Expression, der Korrelagkoeffizient p betragt 0,079.
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TKTL1 Gesamt
0+1 2+3
Tumor- 1 Anzahl 20 25 45
grofe % der Gesamtzal] 16,1% | 20,2% | 36,3%
2 Anzahl 48 31 79

% der Gesamtzah 38,7% | 25% 63,7%
Gesamt Anzahl 68 56 124

% der Gesamtzah 54,8% | 45,2% | 100%
Chi-Quadrat nach Pearson p =0,079

Tab. 4 Korrelation von Tumorgréf3e und TKTL1 Expression

3.3.3. Nodal-Status (pN)

In 68 Fallen (54,8%) ist der Nodal-Status negaitivg6 Fallen (45,2%) positiv. In 33 (26,6%)
der nodalnegativen Mamma-CAs lasst sich eine rgediiKTL1 Expression nachweisen,
wohingegen sich in 35 Fallen (28,2%) eine erhoh#€TOl Expression zeigt. Bei
nodalpositiven Tumoren exprimieren 35 Tumoren (28,2lie TKTL1 gering, und in 21
Fallen (16,9%) lasst sich eine vermehrte TKTL1 Esgion zeigen. Es zeigt sich keine
Korrelation zwischen dem Nodal-Status und der TKTLEXxpression, der

Korrelationskoeffizient p betragt 0,120.

TKTL1 Gesamt
0+1 2+3

pN-Status |0 Anzahl 33 35 68

% der Gesamtzah 26,6% | 28,2% | 54,8%

1 Anzahl 35 21 56

% der Gesamtzah 28,2% | 16,9% | 45,2%
Gesamt Anzahl 68 56 124

% der Gesamtzah} 54,8% | 45,2% | 100%
Chi-Quadrat nach Pearson p=0,120

Tab. 5Korrelation von pN-Status und TKTL1 Expression

3.3.4. Grading(G)

Dreiundsechzig Mamma-CAs (50,8%) weisen ein Gragmg G1 oder G2 auf, 61 Mamma-

CAs (49,2%) sind schlecht differenzierte G3 Tumor®azogen auf das histopathologische
Grading, zeigen sich folgende Ergebnisse: Bei eigatrbis maiig differenzierten Mamma-

CA (G1 + G2) ist in 32 Fallen (25,8%) die TKTL1 dieg und in 31 Fallen (25%) stark

exprimiert. Betrachtet man G3 Tumoren, findet nraB6 Fallen (29%) eine schwache und in
25 Fallen (20,2%) eine mittel- bis starke TKTL1 Eegsion. Es zeigt sich keine Korrelation
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zwischen dem Grading und der TKTL1 Expression, Kerrelationskoeffizient p betragt
0,358.

TKTL1 Gesamt
0+1 2+3

Grading 1+2 Anzahl 32 31 63

% der Gesamtzah 25,8% | 25% 50,8%

3 Anzahl 36 25 61

% der Gesamtzah 29,0% | 20,2% | 49,2%
Gesamt Anzahl 68 56 124

% der Gesamtzah 54,8% | 45,2% | 100%
Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,358

Tab. 6 Korrelation von Grading und TKTL1 Expression

3.3.5. Hormonrezeptor- (ER- und PR-) Status

Betrachtet man den ER-Status sind 41 Tumorprobe®1¥3) ER negativ und 83
Tumorproben (66,9%) ER positiv. Von den ER-negativieumoren zeigen 23 Tumoren
(18,5%) eine schwache und 18 Tumoren (14,5%) etiakes TKTL1 Expression. Ist der
Tumor ER-positiv, wird die TKTL1 in 45 Fallen (384 gering und in 38 Fallen (30,6%)
hoch exprimiert. Es zeigt sich keine Korrelationisshen dem ER-Status und der TKTL1

Expression, der Korrelationskoeffizient p betra@43.

TKTL1 Gesamt
0+1 2+3

ER-Status |0 Anzahl 23 18 41

% der Gesamtzah 18,5% | 14,5% | 33,1%

1 Anzahl 45 38 83

% der Gesamtzah} 36,3% | 30,6% | 66,9%
Gesamt Anzahl 68 56 124

% der Gesamtzah 54,8% | 45,2% | 100%
Chi-Quadrat nach Pearson p =0,843

Tab. 7 Korrelation von ER-Status und TKTL1 Expression

Im Hinblick auf die PR-Expression sind 34 Mamma-C&¥,4%) PR negativ und 90
Mamma-CAs (72,6%) PR positiv. Bei den PR-negatifeimoren wird die TKTL1 in 16
Fallen (12,9%) schwach und in 18 Fallen (14,5%Yykst@xprimiert. Bei PR-positiven
Tumoren findet sich bei 52 Tumoren (41,9%) einenggr und bei 38 Tumoren (30,6%) eine
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hohe TKTL1 Expression. Es zeigt sich keine Korielatzwischen dem PR-Status und der
TKTL1 Expression, der Korrelationskoeffizient p taejt 0,285.

TKTL1 Gesamt
0+1 2+3

PR-Status |0 Anzahl 16 18 34

% der Gesamtzah 12,9% 145% | 27,4%

1 Anzahl 52 38 90

% der Gesamtzah} 41,9% | 30,6% | 72,6%
Gesamt Anzahl 68 56 124

% der Gesamtzah 54,8% | 45,2% | 100%
Chi-Quadrat nach Pearson p =0,285

Tab. 8 Korrelation von PR-Status und TKTL1 Expression

3.3.6. Angioinvasion

Das Kollektiv umfasst 111 Proben (90,2%) ohne Amgiasion. EIf Proben (8,9%) weisen
Stadium 1 und eine Probe (0,8%) Stadium 2 der Angasion auf. Bei den Tumoren ohne
Angioinvasion findet in 61 Fallen (49,6%) eine gge und in 50 Fallen (40,7%) eine hohe
TKTL1 Expression statt. Im Stadium 1 der Angioineaszeigen sechs Tumoren (4,9%) eine
schwache und funf Tumoren (4,1%) eine starke TK'HXpression. Im Stadium 2 der
Angioinvasion wird die TKTL1 in keinem Fall schwaekprimiert, nur in einem Fall (0,8%)
wird sie stark exprimiert. Es zeigt sich keine Kation zwischen dem Stadium der
Angioinvasion und der TKTL1 Expression, der Kortelaskoeffizient p betragt 0,547.

TKTL1 Gesamt
0+1 2+3
Angio- 0 Anzahl 61 50 111
invasion % der Gesamtzah} 49,6% | 40,7% | 90,2%
1 Anzahl 6 5 11
% der Gesamtzah 4,9% 4,1% 8,9%
2 Anzahl 0 1 1
% der Gesamtzah 0% 0,8% 0,8%
Gesamt Anzahl 67 56 123 *
% der Gesamtzah} 54,5% | 45,5% | 100%
Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,547

Tab. 9 Korrelation von Angioinvasion-Stadien und TKTL1 Egpsion
(* Datensatz ist fur eine Patientin unvollstandig)
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3.3.7. Alter der Patientinnen

FunfunddreiRBig Patientinnen (28,2%) waren bei EbBggr oder gleich 50 Jahre (0), die
Mehrzahl, 89 Patientinnen (71,8%), war bei ED &itisr50 Jahre (1). Bei Patientinnen, bei
ED junger oder gleich 50 Jahre, ist in 22 Tumoré&i, {%) eine schwache und in 13
Tumoren (10,5%) eine starke TKTL1 Anfarbung zu lestiben. Ist das Patientinnenalter
hoher als 50 Jahre bei ED, weisen 46 Tumoren (37difie schwache und 43 Tumoren
(34,7%) eine starke TKTL1 Expression auf. Zwiscliem Alter bei ED und der TKTL1
Expression gibt es keine Korrelation, der Korrelaskoeffizient p betragt 0,261.

TKTL1 Gesamt
0+1 2+3

Alter 0 Anzahl 22 13 35

% der Gesamtzah 17,7% 10,5% | 28,2%

1 Anzahl 46 43 89

% der Gesamtzah 37,1% | 34,7% | 71,8%
Gesamt Anzahl 68 56 124

% der Gesamtzah 54,8% | 45,2% | 100%
Chi-Quadrat nach Pearson p=0,261

Tab. 10Korrelation von Patientenalter bei ED und TKTL1 Eegsion

3.3.8. Her2/neu-Expression

Das Patientenkollektiv beinhaltet 111 (89,5%) Hee®/ negative Tumoren (Score 0 und 1).
Dreizehn Tumoren (10,5%) weisen eine Her2/neu Upeession (Score 2 und 3) auf. Wir

kénnen eine signifikante Korrelation der Her2/nexpitession mit der TKTL1 Expression

nachweisen: Tumoren, die Her2/neu hoch exprimiezergen auch eine signifikant erhdhte
TKTL1 Expression, wahrend Tumoren mit einer germd¢er2/neu Expression auch mit

einer niedrigen TKTL1 Anfarbung korrelieren (p 905).

Bei Mamma-CAs mit einer negativen Her2/neu Expmsgeigen 65 Tumoren (52,4%) eine
geringe TKTL1 Expression, wohingegen in 46 Tumof&n,1%) eine hohe Expression der
TKTL1 zu beobachten ist. Wird Her2/neu hoch expeimifindet sich in 10 Proben (8,1%)
ebenfalls eine hohe Expression der TKTL1, und heidrei Patientinnen (2,4%) wird die
TKTL1 gering exprimiert.
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TKTL1 Gesamt
0+1 2+3

Her2/neu 0+1 Anzahl 65 46 111

% der Gesamtzah} 52,4% | 37,1% | 89,5%

2+3 Anzahl 3 10 13

% der Gesamtzah 2,4% 8,1% 10,5%
Gesamt Anzahl 68 56 124

% der Gesamtzah 54,8% | 45,2% | 100,0%
Chi-Quadrat nach Pearson p =0,015

Tab. 11Korrelation von Her2/neu- und TKTL1 Expression

3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Es zeigt sich eine schwache, aber nicht signifikakorrelation zwischen einer geringen
TKTL1 Expression und dem pT-Stadium: in der Tendesgst ein niedriges pT-Stadium
eine héhere TKTL1 Expression auf (p = 0,052).

Eine signifikante Korrelation ist zwischen der Hegl- und der TKTL1 Expression zu
beobachten, p = 0,015.

Die anderen klinisch-pathologischen Parameter welsgine Korrelation zu der TKTL1

Expression auf.

3.5. Kaplan Meier Uberlebenszeitanalyse

Tab.12 zeigt die Daten der Uberlebenszeit von Ritieen mit der Diagnose eines invasiven
Mamma-CA. Die Kaplan Meier Uberlebenszeitanalységtzekeinen Unterschied im
Uberleben von Patientinnen mit einem Mamma-CA ggnir(Score 0 + 1) bzw. hoher (Score
2 + 3) TKTL1 Expression. In der Gruppe der Tumamgheiner geringen TKTL1 Expression
sind Daten von 67 Patientinnen mit einer mittleféollow-up Zeit von 74,2 Monaten
vorhanden (gesamte Beobachtungszeit 98 Monateajieber Gruppe traten innerhalb dieser
Follow-up Zeit 17 (25,4%) Ereignisse (Todesfalla). &nter den Patientinnen mit Tumoren,
die TKTL1 hoch exprimieren, sind Daten von 56 Ratienen mit einer mittleren Follow-up
Zeit von 75,1 Monaten vorhanden (gesamte Beobaghuaait 103 Monate). In dieser Gruppe
starben 14 Patientinnen (25%) innerhalb dieseoielp Zeit.
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TKTL1 | Gesamte Mittlere Gesamt- | Anzahl der Anzahl der
Beobachtungs-| Beobachtungs- | zahl (n) | Ereignisse Zensierungen
zeit (Monate) | zeit (Monate) (Todesfélle)

O+1 |98 74,2 67 17 (25,4%) 50

2+3 |103 75,1 56 14 (25%) 42

Gesamt 123 * 31 92

Tab.12 Kaplan Meier Analyse: Es zeigt sich kein Zusamnagghzwischen geringer bzw.
hoher TKTL1 Expression und der Uberlebenszeit; Aligahl der Ereignisse unterscheidet
sich prozentual nicht. (*Datensatz ist fur eineiétdtn unvollstandig)

Uberlebenswahrscheinlichk

TKTL1 Expressior

1,0 .

[ gering

[T hoch

+ gering-zensiert
0,8 + hoch-zensiert
0,6
0,4
0,2+
0,0

T T I T T T T Uberlebenszeit il
0 20 40 &0 g0 100 120 Monaten

Abb. 15 Geschétzte Uberlebenskurydt) nach Kaplan Meier fiir Patientinnen mit einem
invasiven Mamma-CA. Vergleich der geschétzten @sgjonsfreien
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei geringer- (Score D) und hoher TKTL1 Expression
(Score 2 + 3): hier zeigt sich kein Unterschied uher Uberlebenszeit.
Zensierungszeitpunkte sind auf der Abszisse gelacimzet.
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4, Diskussion

Aus der vorliegenden Studie sind vier Ergebnisdeitdar:

1) Im Vergleich zu nicht-neoplastischem Mammagewel®3®) ist in der Mehrzahl
der Mamma-CAs (86,3%) eine TKTL1 Expression nactedsen. Eine hohe TKTL1
Expression ist bei 45,16% der Mamma-CAs zu findalmer nur bei 9,75% der
untersuchten nicht-neoplastischen Mammagewebe.

2) Es besteht eine signifikante Korrelation zwischem @#KTL1 Expression und der
Her2/neu Expression (p = 0,015).

3) Entgegen den Ergebnissen anderer Arbeiten, benddureh statistische Analyse eine
Korrelation der TKTL1 Expression zu Klinisch-higiglschen Parametern, die eine
schlechte Prognose bedeuten, herausgearbeitet \fadgbein et al., 2006; Foldi et
al., unpublizierte Daten), ist in dem hier untetdea Kollektiv kein Unterschied
zwischen Klinisch-histologischen Parametern, wi&tadium, TumorgréfRe, Nodal-
Status, Grading, Angioinvasion-Stadium, Alter bBi, EHormonrezeptorstatus und der
TKTL1 Expression nachweisbar.

4) In dem untersuchten Kollektiv korreliert, nach Aysd der Kaplan Meier Kurven,
eine vermehrte TKTL1 Expression nicht mit einem lschteren Outcome der

Patientinnen.

In der Literatur wird die TKTL1 Uberexpression nainer verstarkten Aggressivitat von
Tumoren assoziiert. Unsere Ergebnisse deuten damawdass die TKTL1 Expression im
Mamma-CA eventuell nicht die gleiche Relevanz la¢sife in anderen Tumorentitaten, z.B.
im Kolon- bzw. Urothel-CA (Langbein et al., 2006ley im Ovarial-CA (Foéldi et al.,
unpublizierte Daten), oder dass die fehlende $&i®e Korrelation mit klinisch-
histologischen Parametern eine Besonderheit inlerhainseres verwendeten
Patientenkollektivs ist. Beispielsweise findet manunserem Kollektiv nur bei 10,5% der
Mamma-CAs eine Her2/neu Uberexpression statt deerzartenden 25-30% (Cobleigh et
al., 1999; Slamon et al., 2001). Um diese Frageklamen, sind weitere Untersuchungen zur

TKTL1 Expression im Mamma-CA erforderlich.
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In einigen nicht-neoplastischen Geweben wurde €Ll Expression beobachtet,
besonders in Geweben mit einer vermehrten aerobgwol@gse (Coy et al., 2005). Daher ist
es nicht verwunderlich, dass 29,3% der in unsetedi& verwendeten Proben aus nicht-
neoplastischem Mammagewebe eine TKTL1 Expressifmedgen. Zudem handelt es sich
bei diesen Proben um peritumorales Gewebe. Mogliwise zeigen nicht-neoplastische
Zellen in der unmittelbaren Umgebung von malignerumdrzellen genetische
Verdnderungen. Man kann argumentieren, dass didabhtete TKTL1 Expression in
einigen unserer nicht-neoplastischen Proben augneweranderten Zellmetabolismus als
initiale Phase der Tumorogenese hinweist, wie digsh fir andere Marker, wie p53, FAS
und GLUT1 diskutiert wird (Alo et al.,, 2001; Motade et al., 2005). In diesem
Zusammenhang ware es interessant, die TKTL1 Express pramalignen Lé&sionen zu
untersuchen. Beobachtungen zeigen, dass Tumorzellech die initiale Hypoxie
Adaptationsvorgange entwickeln (Gatenby et al. 4200

Grundsatzlich ist das Mammagewebe ein Ort hohds&atesynthese (Loffler et al., 1998),
wozu die Bildung von NADPH durch den PPP essentigl Damit wird die TKT

wahrscheinlich auch hoéher als in einigen anderemgben exprimiert.

Die Her2/neu Uberexpression korreliert in anderéndi®n mit unglinstigen klinischen
Parametern sowie einem schlechteren Outcome dénkaben (Revillion et al.,, 1998;
Vetter et al., 2002). Das Auffallige unserer Stuiig dass eine hohe TKTL1 Protein
Expression nicht mit schlechten klinisch-histolajen Parametern einhergeht, aber mit
einer Her2neu Uberexpression. Zu bemerken ist, lassiserem Kollektiv eine Her2/neu
Uberexpression nicht signifikant mit einem schleceh Outcome der Patientinnen korreliert.
Ein Grund hierfur kénnte sein, dass in unsereméitiV nur 13 Mamma-CAs (10,5%) eine
Her2/neu Uberexpression aufweisen, wohingegen inmctidehnitt 25-30% der invasiven
Mamma-CAs Her2/neu positiv sind und damit die Aadnt 13 untersuchten Mamma-CAs zu
gering ist. Hinzu kommt, dass wahrend der Uberlsbeitanalyse nur wenige Ereignisse
aufgetreten sind (s.u.); es ist anhand der gerif@@enmenge schwierig, eine Aussage zu
treffen. Zu berticksichtigen ist auch die Tatsad@ss die Her2/neu Uberexpression in
unserer Studie ausschlie3lich immunhistochemisaohitelt wurde und ein Score 2 nicht
zusatzlich mittels einer FISH-Analyse als Her2/masitiv bestatigt wurde (Lebeau et al.,
2003).
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Im Gegensatz zum Kolon- und Urothel-CA (Langbeiraket 2006) zeigt unsere Studie an
primaren Mamma-CAs keine Korrelation zwischen eil&TL1 Uberexpression und der
Uberlebenszeit. Dies stimmt mit dem Ergebnis Ulperéass in unserer Studie eine TKTL1
Expression mit keinem prognostisch relevanten Pat@maul3er mit einer Her2/neu
Expression korreliert. Insgesamt haben Patientinmén einem Mamma-CA eine gute
Prognose (5-JUR betragt 76%; Engel et al., 2003pe EAussage beziiglich der
Uberlebenszeit ist durch die niedrige Zahl der éhdinnen, die in der mittleren Follow-up
Zeit von 74 bzw. 75 Monaten verstorben sind, nageschrankt moglich, da die Anzahl der
Ereignisse (Todesfalle) gering ist. In unserer Btusind insgesamt nur 31 Ereignisse
aufgetreten: Bei einer geringen TKTL1 Expression=(67) sind 17 Ereignisse (25,4%)
aufgetreten, bei einer hohen TKTL1 Expression (B6F traten 14 Ereignisse (25%) auf.
Moglicherweise ist die Beobachtungszeit von 98 b1@3 Monaten in der Kaplan-Meier
Analyse fur das prognostisch gunstige Kollektivhnitange genug. Um hier eine valide
Aussage treffen zu koénnen, miisste die Uberlebansadyse in einer Studie mit einer

gréReren Anzahl von Ereignissen wiederholt werden.

Die Differenzierung der TKTL1 Anfarbung in einemalitativen Scoresystem zeigt ebenfalls
keinen Zusammenhang mit dem klinischen Verlauf wiesn Uberleben. Deutlich wird

jedoch, im Vergleich zu nicht-neoplastischem Mamevegpe, die hohe Rate an TKTL1-
Positivitat (86,3%). Damit unterstitzt unsere Asalylie Beobachtung, dass in Mamma-CA-
Zellen TKTL1 vermehrt exprimiert wird. Ergdnzend hisherigen Studien lasst sich
vermuten, dass eine TKTL1 Expression nicht auf éestimmte Tumorentitat begrenzt ist
(Langbein et al, 2006; Foldi et al., unpublizieaten). Es lasst sich die Hypothese
formulieren, dass die vermehrte Expression der TK&lentuell ein generelles Phanomen in
der Tumorogenese darstellt. Gleichzeitig wirft didee Frage nach dem mdglichen

diagnostischen sowie therapeutischen Potential dét.1 Expression in Mamma-CAs auf.

Zusammenfassend legen unsere Daten den Schlussdassedie TKTL1 im Mamma-CA
keine Aussage Uber die Prognose der betroffeneanfiahen hat. Dies steht im Widerspruch
zu den durch Langbein et al. (2006) erhobenen Dagén Kolon- und Urothel-CA. Vor dem

Hintergrund von metabolischen Veranderungen, die Tumorzellen und Metastasen
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beobachtet werden kénnen, konnte die TKTL1 Ubegsgion im Mamma-CA dennoch von

biologischer, ggf. auch therapeutischer Bedeuteng(s.u.).

Die Tatsache, dass in Tumoren auch in der Anwe#evibre Sauerstoff nicht-oxidativ Laktat
gebildet wird, ist schon seit langem bekannt (Wegbaet al., 1924). Die Grinde und
Konsequenzen wurden kontrovers diskutiert, blieddger lange Zeit ungeklart.

Die Karzinogenese ist ein Prozess, der initial eiiter Hypoxie verbunden ist. In pra-
malignen L&sionen besteht durch die Entfernung gefé3system zuerst ein erniedrigter
Sauerstoffpartialdruck (p2 Eine wichtige Rolle bei Hypoxie kommt dem
Transkriptionsfaktor Hypoxia-inducible-factoreXHIF1a) zu (Semenza, 1998). Hl&kwird
bei Hypoxie gebildet und vermittelt die Transkrgsti verschiedener Gene, welche die
Sauerstoffversorgung beeinflussen, u.a. die Trgvekn des vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF), der zur Stimulierung deapiarisierung fuhrt, sowie von
hamatopoetischen Faktoren (z.B. Erythropoetin; @#enh et al., 1998). Desweiteren
stimuliert HIFln die Expression von Enzymen, welche die anaerolerdigbereitstellung
begunstigen, beispielsweise von GlukosetranspottedhGlykolyseenzymen. Unter aeroben
Bedingungen wurden in metastasierten Mamma-CA H#eliem Gegensatz zu nicht-
metastasierten Mamma-CA Zellen eine erhthte Ghdelynd eine hohe Expression von
HIF1a gefunden. Eine Hypothese ist, dass durch einee@y¢ation von HIF& der Warburg
Effekt induziert wird (Robey et al., 2005).

Gegenwartige Studien untersteichen die BedeutungNrL1 als wichtiges Enzym fir die
Erklarung des Warburg Effektes. Kirzlich erst hat &lukosestoffwechsel in Tumorzellen
viel Aufmerksamkeit erhalten (Gatenby et al., 2004)ch die klinische Anwendung der
Positronen Emissions Tomographie (PET) zur Darsigll eines verstarkten
Glukosestoffwechsels in invasiven Tumoren und Maten hat den Warburg Effekt wieder
aufleben lassen. Bei einer Analyse von prolifenden MCF-7 Mamma-CA-Zellen wurde
demonstriert, dass 65 % der totalen ATP-Umsetzuisgogsher nicht identifizierten Quellen
stammt (Guppy et al., 2002). Ramanathan et al. 5R0@t gezeigt, dass es in vollstandig
transformierten Tumorzelllinien nicht zu einer Rklon des ATP-Spiegels kommt, auch
wenn die mitochondriale ATP-Produktion inhibiertrei Diese Tumorzelllinie war aber
hochsensitiv gegeniiber einer Inhibition der Lal@hitirogenase. Eine Inhibition der

aeroben Glykolyse fluhrt zu einem Verlust von AT umorzellen, zu einem Absterben von
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untersuchten Kolon-CA-Zellen und zu einer indugertApoptose von Chemotherapie
resistenten Zellen (Xu et al., 2005).

Diese genannten Beobachtungen bestatigen den \WaHftekt, indem sie die wichtige
Rolle des anaeroben Glukoseabbaus, der zu Laktat, flhervorheben. Die wichtige
Bedeutung der TKT Reaktion fir die Bildung von latkivurde schon beschrieben (Braun et
al., 1997; Lee et al., 1998). Mit der Identifiziagivon drei TKT Genen (TKT, TKTL1,
TKTL2), die fur drei aktive TKT Enzyme kodieren, dimit der Feststellung, dass speziell
die TKTL1 in Tumorzellen Gberexprimiert wird, komnt die friiheren Beobachtungen erklart
werden (Coy et al., 2005). Die TKT ist das Schllissgeym des nicht-oxidativen PPP. Der
PPP liefert mit der Bildung von Ribose-5-P u.aeaimichtigen Baustein flir Nukleinsauren
und ATP, und Uber GAP kann Pyruvat fur die Bilduran Laktat bereitgestellt werden.
AulRerdem entsteht im PPP NADPH fir die Fettsautbege (Loffler et al., 1998). RNS
Analysen von kultivierten Zervix- und Pankreas-CAellgn zeigen, dass Glukose-
Kohlenstoffe zu tber 90% zur Synthese von Ribogeagen und die Ribose in Malignomen
zu Uber 70% durch den TKT-Weg gebildet wird (Bord®998). Ist die TKTL1 in
Tumorzellen Uberexprimiert, fuhrt der nicht-oxidati PPP sowohl zu einer vermehrten
Bereitstellung von Ribose-5-P fir die Bildung voruleinsduren als auch zu einem
verstarkten Abbau von Glukose. CharakteristischTiimorzellen ist die aerobe Glykolyse,
die in Anwesenheit von Sauerstoff stattfindet undemer groRen Menge an Laktat fuhrt
(Warburg Effekt). Aber warum finden in Tumorzellamch dann noch sauerstoffsparende
Vorgange, wie eine aerobe Glykolyse und Bildung \@ktat, statt, obwohl Sauerstoff
vorhanden ist und sich dieser Weg zudem als enschetinglnstig darstellt? Es werden
unter anaeroben Bedingungen nur zwei Molekile AT® @lukose produziert, wahrend
unter aeroben Bedingungen, v.a. durch die Oxidatmm Pyruvat, in der Atmungskette 38
ATP generiert werden (Gatenby et al., 2004)arburg beobachtete, dass eine vermehrte
Glykolyse mit einer vermehrten Aggressivitat undtddasierung von Tumoren einhergeht
(Warburg et al., 1924). Eine wichtige Bedeutung kanhierbei der Laktatproduktion zu,
durch die Tumorzellen Uber verschiedene Mechaniseieen Selektionsvorteil entwickeln
(Gatenby et al., 2004). Die Metastasierung wire@iehtert (Walenta et al., 2004; Stern et al.,
2002) und in benachbarten Zellen wird durch denAfitkll die Apoptose eingeleitet
(Williams et al., 1999; Park et al., 2000). Die flie Laktatbildung wichtige Rolle des TKT

Enzyms in Normalgewebe wurde schon gezeigt (Le#.,£1998). In gegenwartigen Studien
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konnte eine signifikante Korrelation zwischen eibderexpression des TKTL1 Enzyms und
schlechteren Kklinisch-histologischen Parameternies@inem ungunstigeren Outcome der
Patienten gezeigt werden (Langbein et al., 2006gliFét al., unpublizierte Daten). Wir
beschéaftigen uns mit der Rolle des TKTL1 Enzymsriwasiven Tumorgewebe im Hinblick
auf die Laktatbildung. Der Zusammenhang zwische@ MK Uberexpression, gesteigertem
Laktatumsatz sowie malignem Potential sollte in teriihrenden funktionellen

Untersuchungen fur verschiedene Tumorentitatenifepwerden.

In unserer Studie zeigt sich eine signifikante Ktation zwischen der TKTL1
Uberexpression und einer Uberexpression des ,HuBEmdermal Growth Factor Receptor
2* (Her2/neu). Her2/neu, ein molekularer Biomarkeder Therapie des Mamma-CA, ist ein
Protein auf der Zellmembran, das eine Schlisselkowme in der Regulierung des
Zellwachstums darstellt. Her2/neu wird in 25-30%r ddamma-CAs Uberexprimiert
(Cobleigh et al., 1999; Slamon et al., 2001). Eierexpression von Her2/neu korreliert mit
einem aggressiven Verhalten von Tumoren (Revillgnal., 1998) und einer schlechten
Prognose (Slamon et al., 1987). Eine Her2/neu Uipeession geht einher mit einer haufigen
und aggressiven Metastasenbildung, einem erhohtésikoR der Erkrankung der
kontralateralen Brust (Vetter et al., 2002) undeeimversen Korrelation zu dem ER-Status
und tumorfreien Intervall. Her2/neu positive Tumoreeigen ein schlechteres Ansprechen
auf Chemotherapie (Bezwoda et al., 2000). Einelietéd therapeutische Option beim
Her2/neu positiven Mamma-CA ist die gezielte Gabe Vrastuzumab, einem monoklonalen
Antikérper gegen eine extrazellulare Domane defteu Rezeptors, sowohl als First Line
(Vogel et al., 2002) als auch Second und Third i{Bedandlung (Slamon et al., 2001;
Baselga et al., 1996; Cobleigh et al., 1999) in Koration mit Chemotherapie. Seit Mai
2006 ist Trastuzumab im frihen Stadium von Bru$tkien Anschluss an eine Operation und
abgeschlossene Chemotherapie auch in der Adjuvagelassen (Piccart-Gebhart et al.,
2005). Internationale Studien zeigten, dass die Tnitstuzumab behandelte Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant weniger Mana-CA spezifische Ereignisse (127
vs. 220 von 347) und ein langeres krankheitsfréieerleben aufwies. Als Ereignis wurde
ein Mamma-CA Rezidiv, ein kontralaterales Mamma-@G#% Zweitmalignom oder das
Versterben eines Patienten definiert (Piccart-Gel#tal., 2005).
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Analog zu Her2/neu konnten wir eine vermehrte Esgien des Transketolase Proteins
TKTL1 in einer Subgruppe von Mamma-CA nachweiselterdings war die TKTL1 Protein
Expression im Mamma-CA ohne prognostischen Wemte Bferwendung von TKTL1 im
Mamma-CA als neuer Biomarker oder potentielles &afgr eine individuelle Anti-Tumor
Therapie ist daher fraglich.

Da die TKTL1 allerdings das einzige der TKT Proteuarstellt, welches im Mamma-CA
Uberexprimiert wird, sollten weiterfihrende Studamanderen Kollektiven eine potentielle
tumorbiologische Bedeutung weiter abklaren. Mehrekaalysen an verschiedenen
Tumorentitaten fanden eine vermehrte ExpressiomM#@iL1 ohne parallele Uberexpression
der TKT und TKTL2 (Langbein et al., 2006). Ubersii@inaus zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen der TKTL1 Expression und déedebensrate im Kolon- (n = 70) und
Urothel-CA (n = 64): Eine starkere TKTL1 Anfarbungr mit einer kiirzeren Uberlebenszeit
und Metastasierung assoziiert (Langbein et al.6200

In diesem Zusammenhang ergeben sich erste HinweiSaudien zur Hemmung des TKT-
Enzyms durch Oxythiamin, einer chemisch modifigarform von Thiamin (Boros et al.,
1997; Comin-Anduix et al., 2001).

Ein weiteres potentielles Anwendungsgebiet fur TKTdtellt die bildgebende Diagnostik
beim Mamma-CA dar. Die Positronen Emissions Tompigia (PET) nutzt den veranderten
Glukosestoffwechsel in Tumoren. Als analoger GlekoEracer wird 24F ]Fluoro-2
Desoxy-D-Glucose {FDG) verwendet (Hoh et al., 1993). Obwohl der moleie
Hintergrund fur den veranderten Glukosestoffwechsslang unklar war, findet die PET
Untersuchung klinische Anwendung. Malignes Tumorgiesv und die Uberwiegende
Mehrzahl der Metastasen sind hoch glykolytisch (ldblal., 1993). Mit der Entdeckung der
TKTL1 Uberexpression kénnte das TKT-Modell eine IErkng fiir diesen erhohten
Glukoseumsatz liefern: Durch eine Uberexpression TTL1 in Tumoren und eine
Steigerung des non-oxidativen PPP wird mehr Glukwsgesetzt und Uber Pyruvat zu Laktat
umgebaut. Ein Vorteil der PET Untersuchung ist,sdagh ohne Invasivitat in vivo
Stoffwechselvorgange darstellen lassen. Die Aufrealies Tracer®FDG in die Zellen ist
direkt proportional zum Glukosemetabolismus delefe(Kumar et al., 2005). Da dieser in
Malignomen vielfach erhdht ist, hat die PET ein@édn&ensitivitat (Kumar et al., 2005). Die

meisten Studien belegen, dass eine H6BBG Aufnahme mit einem klinisch aggressiven
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Verhalten von Tumoren und einer ausgepragten Hypekihergeht (Crippa et al., 1998;
Oshida et al., 1998; Rajendran et al., 2004). R&w dadurch erklart werden, dass Hypoxie
die Glykolyse in Tumoren steigert und dffDG Aufnahme proportional zu der Rate des
Glukosestoffwechsels ist. DaSFDG-PET kann beim Staging und der Evaluation des
Therapieansprechens auch beim Mamma-CA angewendetew (Kumar et al., 2005;
Eubank et al., 2005) und hat weitere Indikationen Ziagnostik eines Tumorrezidivs bzw.
von Metastasen, insbesondere in den Lymphknotee @lal., 2005; Eubank et al., 2005).
Mehrere Studien konnten zeigen, dass die FDG Aufieamit dem histologischen Tumortyp,
dem Grading, dem p53-Spiegel (Crippa et al., 1998) mit der Tumorzellproliferation
(Avril et al., 2001) sowie mit der Prognose deri€tden korreliert (Oshida et al., 1998).
Interessanterweise konnte jedoch, analog zu unStuelie, keinerlei Korrelation zwischen
FDG Aufnahme und Hormonrezeptorstatus (Crippa ¢t18198; Avril et al., 2001) sowie
Tumorgrofl3e und Nodal-Status (Avril et al., 20019tmechtet werden.

Damit wird ein Zusammenhang zwischen der Hypoxielumorzellen (Rajendran et al.,
2004) und metabolischen Veranderungen mit erhohBdykolysestoffwechsel durch eine
TKTL1 Uberexpression wahrscheinlich, was in der @guenz mit einer verstarktéirDG
Aufnahme in der PET Untersuchung einhergeht. Ktini korrelieren diese
Zellveranderungen mit einem erhdéhten malignen Rialennd einer schlechten Prognose

beim Mamma-CA.

Vor dem Hintergrund der zunehmenden Erkenntnissg fietabolische Veranderungen in
Tumorzellen (Boros et al., 1997; Walenta et al.0£0Elstrom et al., 2004), der
Schlisselrolle der TKT-Enzymreaktion sowie der @&ek®, dass lediglich TKTL1 in
verschiedenen Tumorentitaten eine Uberexpressigengder korrespondierendem nicht-
neoplastischem Gewebe zeigt, stellt sich die Frany@eweit eine Beeinflussung der TKT
bei malignen Tumoren therapeutisch nutzbar seimte@nDas Schllisselenzym TKT ist
Thiamin-PP abhangig.

Als Thiamininhibitoren kommen z.B. Oxythiamin ungdioxythiamin in Frage. Oxythiamin
ist eine chemisch modifizierte Form von Thiamin il irreversibler (Comin-Anduix et al.,
2001), nicht-kompetitiver Inhibitor der TKT (Borast al., 1997). Oxythiamin limitiert in
untersuchten Tumortiermodellen die Synthese vommhmi-PP, inhibiert die TKT Aktivitat
(Trebukhina et al., 1987) und induziert einen Arass Zellzyklus in der GO-G1 Phase (Rais
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et al., 1999). Oxythiamin hemmt in vitro und in @igignifikant die Nukleinsauresynthese
(Gorbach et al., 1977; Khokha et al., 1984) und Hienorzellproliferation (Boros et al.,
1997). Aufgrund der Tatsache, dass lediglich das3ketolase Protein TKTL1 in Tumoren
Uberexprimiert wird, liegt der Schluss nahe, dagsed Oxythiamin-Wirkung durch eine
Beeinflussung des TKTL1 Enzyms vermittelt wird.

Derzeit befindet sich als Therapiekonzept beim kKektalen-CA der fermentierte
Weizenkeimextrakt MSC in einer klinischen Phas8&tlidie. MSC ist ein frei verkaufliches
Nahrungsergadnzungsmittel und ein  biologisches, &gumnon beinhaltendes
Wirkstoffgemisch (Nichelatti et al., 2002). Wirkmeamismen sind die Hemmung der TKT-
Enzymreaktion (Comin-Anduix et al., 2002) sowie iomnlogische Modulation (Hidvegi et
al 1998; Hidvegi et al., 1999; Fajka-Boja et abp2). MSC scheint die Apoptose zu fordern
sowie einen inhibierenden Einfluss auf die Tumdpzeliferation und die Zelladhé&sion zu
haben (Boros et al., 1998). In der Studie zur Witkkwon MSC beim Kolorektalen-CA
zeigten sich in der unbehandelten Kontrollgruppé/engleich zur MSC behandelten Gruppe
sechsmal haufiger Rezidive, dreimal haufiger Fetastasen mit konsekutive dreifach
hoherer Tumorsterblichkeit (Jakab et al., 2003). &#imetastatische Effekt konnte auch in
anderen Studien bestatigt werden (Hidvegi et &981 Hidvegi et al., 1999; Jakab et al.,
2000; Comin-Anduix et al., 2002; Jakab et al., 2008SC wird derzeit als potentielle
adjuvante Therapie zusatzlich zur Chemotherapievbeschiedenen Tumorentitaten, wie
Kolon-, Lungen-, Prostata- und Mamma-CA erfors@&urps et al., 2001).

Sowohl Oxythiamin als auch MSC zeigen in vitro uimd vivo keine nennenswerten
trophischen oder toxischen Nebenwirkungen (Gerad.£1995; Hidvegi et al., 1999; Rais et
al., 1999; Jakab et al., 2003), die selektive Hemgnder TKT fihrt nicht zu einem
Ribosemangel in gesunden Zellen. Dadurch dass d&PDG ebenfalls an der
Nukleinsauresynthese beteiligt ist, wird die nomnZkellproliferation nicht beeintrachtigt.
Die Therapie mit Oxythiamin, die nur die nicht-oaitve Ribosesynthese inhibiert, richtet
sich damit selektiv und effektiv gegen Tumorzel(@ascante et al., 2000). Die Rolle der
thiaminabhangigen TKT in Tumorzellen wird auch durein natirlich vorkommendes
Thiamin-abbauendes Enzym, Thiaminase, dessen Expnegrognostisch ginstig erscheint,
unterstrichen (Cascante et al.,, 2000). Vor diesenmtergrund erscheint eine
Thiaminsubstitution bei malignen Tumoren als Ubekeé®swert (Torosian et al., 1992;
Boros et al., 1998; Comin-Anduix et al., 2001): Mae?CA Patientinnen haben ein hohes
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Risiko einen Thiaminmangel zu entwickeln, weil Thia nicht in die aktive Form Thiamin-
PP umgewandelt wird (Basu et al., 1976). Diesetdfigrund stellt eine potentielle Erklarung
fur die fehlende Korrelation zwischen vermehrter TLH Expression und schlechtem
Outcome dar. Das Enzym wird zwar Uberexprimiefineséktivitat aber durch den Mangel
an aktivem Koenzym (Thiamin-PP) supprimiert.

Zusammenfassend stellt die TKTL1 zwar ein klassisch,small compound® als
therapeutisches Target dar, welches erste vielkaakpnde Ergebnisse im Rahmen des MSC
Studien erbrachte. Dennoch stellt sich die Fragedie Inhibition der Transketolase durch
Oxythiamin bzw. MSC einen Einfluss auf das tumaddmgsche Potential von Mamma-CAs
hatte. Einerseits fand sich eine UberexpressionT#ai_1 in 86,3% der Mamma-CAs, die
signifikant mit der Her2/neu Expression Kkorrelierteelche wiederum einen starken
Prognosefaktor darstellt (Revillion et al., 199&zB/oda, 2000; Vetter et al., 2002). Zudem
wurde der tumorbiologische Vorteil einer TKTL1 Egpsion fur die Tumoren und der
therapeutisch ginstige Effekt der TKT Inhibitiorrgiestellt. Andererseits jedoch ergab sich
in unserer Untersuchung fur die TKTL1 Expressiommb®amma-CA keine Korrelation zu
ungunstigen  klinisch-histologischen Parametern odsnem schlechten Outcome.
Weiterfuhrende Analysen an weiteren Mammakarzindlekiiven werden diese Frage

abschlieRend klaren mussen.
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5. Zusammenfassung

Maligne Tumoren sind in der Lage, auch in Anwesénien Sauerstoff Glukose zu Laktat
abzubauen (aerobe Glykolyse; Warburg Effekt). Eenéscheidende Rolle kommt hierbei
dem Pentosephosphatweg (PPP) zu. Der nicht-oxelafigil des PPP wird von dem
thiaminabhangigen Enzym Transketolase kontrolliefEine Uberexpression des
Transketolase-like-1 Gens (TKTL1) im Urothel- undlshkarzinom ist assoziiert mit einem
schlechten Outcome der Patienten.

Die vorliegende Arbeit behandelt die Fragestellunlg,eine vermehrte TKTL1 Expression
auch im Mammakarzinom (Mamma-CA) vorhanden ist, wid diese mit unginstigen
klinisch-pathologischen Parametern und einer sbiéeen Uberlebenszeit korreliert.

Wir untersuchen die Expression des TKTL1 Enzymsinmrasiven Mamma-CA in einer
retrospektiv angelegten Studie. Es werden Tissugddirays von 124 Mamma-CA Fallen
angefertigt, die immunhistochemisch nach der Lab&eptAvidin-Biotin- (LSAB)
Methode mit einem spezifischen gegen TKTL1 gerignmtenonoklonalen Antikérper (I1g6
gefarbt werden.

Unsere Studie zeigt in 86,3% der Mamma-CAs eine TKExpression, darunter zeigen
45,16% der Mamma-CAs eine hohe TKTL1 ExpressionGeagensatz dazu sind nur 29,3%
der korrespondierenden nicht-neoplastischen Mamwege TKTL1 immunopositiv, von
denen 9,75% eine hohe TKTL1 Expression zeigen.dsseht eine signifikante Korrelation
zwischen der TKTL1 Expression und der Her2/neu Esgion (p = 0,015). Andere klinisch-
pathologische Parameter (Tumor-Stadium, Tumorgrdedal-Status, Grading, Angio-
invasion, ER- bzw. PR-Status und Alter bei ED) kberen nicht mit einer TKTL1
Expression. Die Uberlebenszeitanalyse nach KaplaieiVreigt, dass die Hohe der TKTL1
Expression keinen Einfluss auf das Uberleben hat.

Die Ergebnisse werden hinsichtlich der BedeutungTd€TL1 im Mamma-CA diskutiert.
Der Schluss liegt nahe, dass die TKTL1 im Mammad@e prognostische Bedeutung fur
die betroffenen Patientinnen hat. Vor dem Hintemgrmetabolischer Veranderungen, die in
Tumorzellen und Metastasen beobachtet werden kohegspielsweise die Laktatproduktion
sowie die Aktivierung von Akt-Onkogenen und dienidche Anwendung der PET, kdnnte
die TKTL1 Uberexpression im Mamma-CA dennoch vorolddischer, ggf. auch

therapeutischer Bedeutung sein.
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