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1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie fiir Deutschland

Das Mammakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung bei Frauen in
Deutschland und weltweit. Die Dachdokumentation Krebs des Robert Koch-
Instituts und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e. V. schatzte die Zahl der Neuerkrankungen in Deutschland im
Jahr 2004 auf 57.000, das bedeutet eine Inzidenz von 135,8/100.000 Frauen.
Insgesamt betragt die Lebenszeitpravalenz fur deutsche Frauen 9,2%, das
heillt, jede 11. Frau erkrankt im Lauf ihres Lebens an Brustkrebs (Schon et al.
2004).

Die Mortalitatsrate lag 2004 bei 41,7/100.000 Einwohnerinnen (Batzler et al.
2008), so dass Brustkrebs bei Frauen mit 18,0% gemal Todesursachenstatistik
des statistischen Bundesamtes unter den Krebsmortalitdten ebenfalls fuhrend
ist. Laut saarlandischem Krebsregister betrug die relative 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit unter den zwischen 1990 und 1994 neu-
diagnostizierten Erkrankten 78,0% (Schon et al. 2004). Derzeit betragt die
relative 5-Jahres-Uberlebensrate ca. 81,0% (Batzler et al. 2008). Im Vergleich
zu anderen Krebserkrankungen ist die Prognose des Mammakarzinoms
gunstig.

In den letzten 30 Jahren haben sich die Uberlebensaussichten erheblich
verbessert (Giersiepen et al. 2005). Dieser Fortschritt ist unter anderem auf
bessere  Screening- und Therapiemethoden  zurickzufUhren. Eine
entscheidende Rolle spielt hierbei vor allem die Mammographie, die 1990 als
neues Fruherkennungsverfahren eingefuhrt wurde. Dies hat dazu gefuhrt, dass
die Karzinome in fruheren Stadien entdeckt und damit besser behandelt werden
kdénnen.

Der haufigste invasive maligne Brusttumor ist das duktale Mammakarzinom, an
zweiter Stelle steht das lobulare Mammakarzinom. Neben den invasiven
Karzinomen gibt es die nichtinvasiven Vorstufen duktales sowie lobulares

Carcinoma in situ. Nichtinvasive Vorstufen und gutartige Mammatumoren wie



zum Beispiel Fibroadenome, Zysten oder Lipome kommen insgesamt haufiger
vor als das maligne Mammakarzinom.

Die Stadieneinteilung der Mammakarzinome wird anhand der TNM-
Klassifikation vorgenommen, wobei T die GréRenausdehnung des
Primartumors beschreibt. N entspricht dem Lymphknotenstatus und gibt die
Ausbreitung des Karzinoms in die lokalen Lymphknoten von Brust und Axilla an.
Das M steht fur das Vorhandensein von Fernmetastasen.

Als etablierte Prognosefaktoren werden neben Lymphknotenbefall, Grole des
Tumors und Alter der Patienten unter anderem die durch immunhistochemische
Analysen bestimmte Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren
sowie HER-2/neu im Tumorgewebe herangezogen (Giersiepen et al. 2005).
Trotz der Fortschritte in Diagnostik und Therapie ist die Heilung noch nicht flr
alle Patientinnen moglich. Warum manche Patientinnen durch die lokale
Tumorexzision geheilt werden kdnnen und andere nicht bleibt unklar. Das zeigt,
dass die heute eingesetzten Prognosefaktoren und Behandlungsmethoden
noch unzureichend sind. Es bedarf der weiteren Forschung, um Zielmolekiile,
die als spezifische Angriffspunkte fur die Behandlung dienen kdnnen, zu finden.
Solche Schlusselfaktoren werden auch im Zellstoffwechsel, insbesondere im

Glukosestoffwechsel von Tumorzellen vermutet.

1.1.2 Therapie

Die interdisziplinare S3-Leitlinie zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge des
Mammakarzinoms der Deutschen Gesellschaft flir Senologie beinhaltet sowohl
die lokalen Therapiemethoden, die die operative Tumorexzirpation und die
Radiatio umfassen, als auch verschiedene systemische Therapieansatze, von
denen die Chemo- und Hormontherapie am wichtigsten sind (Kreienberg et al.
2008). Die operative Tumorentfernung hat zentrale Bedeutung und bis auf
wenige Ausnahmen ist die brusterhaltende Operation heute die Methode der
Wahl, die bei 70,0-80,0% der Patientinnen durchgefuhrt wird. Lediglich bei
grolRen multizentrischen Tumoren, dem inflammatorischen Mammakarzinom
oder ungunstigem Brust-Tumor-Verhaltnis muss die Mastektomie erfolgen
(Giersiepen et al. 2005). Zusatzlich zur operativen Entfernung des Tumors im
Gesunden ist haufig die Lymphknotenentfernung aus der Axilla der betroffenen



Seite erforderlich. Gerechtfertigt wird die Axilladissektion durch die dadurch
erzielte Verminderung des Rezidivrisikos sowie die Moglichkeit zur exakten
Bestimmung des Erkrankungsstadiums (Giersiepen et al. 2005). Seit einigen
Jahren kommt die Sentinel-Lymphknoten-Biopsie zum Einsatz (Tanis et al.
2001). Dieses Verfahren bietet bei minimaler Komplikationsrate die Moglichkeit
abzuklaren, welche Patientinnen von der Axilladissektion profitieren (Hsueh et
al. 1998). Ist der Wachterlymphknoten tumorfrei, kann heute auf die
Axilladissektion verzichtet werden. Durch dieses Vorgehen wird eine
Verbesserung der Lebensqualitat durch den Erhalt des Lymphabflussgebietes
des Armes erreicht (Veronesi et al. 2003, Krag und Ashikaga 2003). Im
Anschluss an die brusterhaltende Operation erfolgt standardmaRig eine
Nachbestrahlung. Durch die Radiatio sollen eventuell im Brustgewebe
verbliebene mikroskopisch kleine Tumorreste vollstandig eliminiert werden, um
das Risiko eines Lokalrezidivs auf ein Minimum zu reduzieren. In Abhangigkeit
von Stadium und Malignitdtsgrad werden postoperativ bei den meisten
Patientinnen adjuvante systemische Therapieverfahren angewendet, um
okkulte Mikrometastasen zu vernichten.

Die aktuellen Empfehlungen zur hormonellen und chemotherapeutischen
Nachbehandlung konnen der aktuellen S3-Leitlinie enthommen werden
(Kreienberg et al. 2008).

1.2 Besonderheiten des Krebsstoffwechsels

1.2.1 Uberblick

Wahrend der Entstehung von Krebs kommt es zu zahlreichen Veranderungen
im Zellstoffwechsel. Tumorzellen besitzen im Vergleich zu gesunden Zellen
einen abgewandelten Stoffwechsel, der fir sie charakteristisch ist. Die
Modifikationen umfassen den Erwerb von Zellautonomie beziglich Wachstum
und Proliferation, sowie die Erlangung von Apoptoseresistenz und Immortalitat.
Weitere Besonderheiten sind die Fahigkeiten der Angioneogenese, sowie
Gewebeinvasion und Metastasierung (Hanahan und Weinberg 2000).

Von vielen Krebszelleigenschaften wird angenommen, dass sie von der



Enthemmung verschiedenster Stoffwechselschritte herrihren, die in gesunden
Zellen normalerweise strikt geregelt werden (Elstrom et al. 2004). Es konnten
bereits verschiedene Onkogene und Tumorsuppressoren klassifiziert werden,
die eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der karzinomzellspezifischen
Eigenarten spielen (Hahn und Weinberg 2002). Die oben beschriebenen
Charakteristika sind also das Ergebnis zahlreicher, grundlegender
Veranderungen im Zellstoffwechsel. Diese sind sehr komplex und kdnnen bis
heute nicht restlos erklart werden. Die vorliegende Studie beschrankt sich daher
auf einige Abwandlungen, die bei Krebszellen im Kohlenhydratstoffwechsel
beobachtet werden kdnnen. Besonderer Augenschein wird im Rahmen dieser
Arbeit auf ein Enzym der Glykolyse und ein Onkoprotein gelegt, das ebenfalls
eine wichtige Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel von Karzinomzellen spielt. Bei
dem Enzym handelt es sich um ein Schlisselenzym der Glykolyse, die
Pyruvatkinase. Insbesondere das Isoenzym M2-Pyruvatkinase, das in
Tumorzellen durch Interaktion mit Onkogenen primar als Dimer vorliegt (Presek
et al. 1988, Mazurek et al. 2003), wird hier naher betrachtet. Zu den
Onkoproteinen, die das Zelluberleben regeln, zahlt die Serin-Threonin-Kinase
Akt (Dudek et al. 1997). Die Bedeutung der phosphorylierten Akt, also der
aktiven Form der Proteinkinase (Vivanco und Sawyers 2002), wird genauer
untersucht. Abb. 1 bietet einen Uberblick Uber die metabolischen
Veranderungen, die sich durch das Vorhandensein von M2-PK in der
dimerisierten Form und pAkt fur den Zellstoffwechsel ergeben. Insbesondere
die veranderte Glykolyse und deren Interaktion mit dem Pentosephosphatzyklus

werden dargestellt.
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Abb. 1: Uberblick tber Stoffwechselveranderungen durch pAkt und Tumor-M2-PK.

Die schwarzen durchgezogenen Pfeile stellen jeweils einzelne Reaktionsschritte der Glykolyse dar.
Unterbrochene schwarze Pfeile bedeuten, dass hier Einzelreaktionen zwischen den Stoffwechselschritten
Ubersprungen werden. Die griinen Pfeile stehen fiir eine Unterstiitzung und die roten fiir eine Hemmung
des jeweiligen Stoffwechselwegs.



Das Vorhandensein des aktiven Onkoproteins pAkt fuhrt zum Einbau des
Glukosetransporters GLUT 1 in die Zellmembran, so dass Glukose zur weiteren
Verstoffwechslung in die Zelle hinein transportiert werden kann (Barnes et al.
2005). Zusatzlich wird die Hexokinase aktiviert (Majewski et al. 2004a).
Phosphoryliertes Akt fordert die Glykogensynthese (Cross et al. 1995) und die
Angioneogenese (Linderholm et al. 2003, Xia et al. 2006) in Krebszellen und
wirkt sich hemmend auf die 3-Oxidation der Fettsauren (Buzzai et al. 2005) und
die Apoptose (Pastorino et al. 2002, Rathmell et al. 2003, Majewski et al.
2004a) aus.

Die Glykolyse lauft in Tumorzellen im Wesentlichen bis zum
Phosphoenolpyruvat, dem Substrat der Pyruvatkinase, genauso ab wie in
gesunden Zellen. Unter physiologischen Bedingungen wird
Phosphoenolpyruvat mit Hilfe der Pyruvatkinase in Pyruvat umgewandelt und
anschlieBend Uber Acetyl-Coenzym A in den Citrat-Zyklus und die
Atmungskette eingeschleust. Hierbei konnen insgesamt 36 Molekile ATP aus
einem Molekul Glukose gewonnen werden (Young und Anderson 2008). Das
Vorliegen der M2-PK in der tumorspezifischen dimerisierten Form fuhrt zur
Erniedrigung deren Affinitat fur ihr Substrat Phosphoenolpyruvat. Durch die
Blockierung der Glykolyse kommt es zur Akkumulation von Stoffwechsel-
zwischenprodukten, die den malignen Zellen dann fir die Synthese von
Nukleotiden, Aminosauren und Phospholipiden zur Verfigung stehen
(Eigenbrodt et al. 1992, Mazurek et al. 1997, Mazurek und Eigenbrodt 2003). In
geringerem Mal liegt die M2-PK auch in Tumorgewebe als Tetramer vor und
katalysiert so die Umwandlung von Phosphoenolpyruvat in Pyruvat. Hieraus
kann dann das fur die Fettsauresynthese erforderliche Acetyl-CoA gebildet
werden (Mazurek et al. 2005).

Die beschrieben metabolischen Veranderungen wurden Ubereinstimmend in
Karzinomzellen unterschiedlichster Gewebeherkunft gefunden (Semenza et al.
2001). Die Abhangigkeit von Glukose und der damit verbundene erhodhte
Glukosestoffwechsel sind bereits von verschiedenen Krebsarten bekannt. Diese
Eigenschaft wurde beispielsweise fur Kolonkarzinome (Mazurek et al. 2000),

Ovarialkarzinome (Krockenberger et al. 2007) und Granulosazelltumoren des



Ovars (Schmidt et al. 2008) beschrieben. Im Gegensatz zu normal
proliferierenden Zellen Uberleben maligne Zellen auch bei wechselndem
Sauerstoffangebot und sind auf standige Versorgung mit Energie und
Bausteinen flr Syntheseprozesse angewiesen (zusammengefasst in Pelicano
et al. 2006b). Bereits vor Uber 80 Jahren postulierte Otto Warburg, dass
Krebszellen ihren Stoffwechsel weg von Respiration via Atmungskette hin zur
Glykolyse verandern (Warburg 1924). Demnach nutzen maligne Zellen auch bei
Anwesenheit von Sauerstoff Uberwiegend die Glykolyse zur ATP-Gewinnung
und weisen hohe Laktatspiegel auf. Diese Beobachtung legte fur Warburg die
Annahme nahe, dass Tumorzellen mitochondriale Defekte aufweisen, die
letztendlich zu dieser sogenannten aeroben Glykolyse fuhren (Warburg 1930).
Mittlerweile ist bei an einem Tumor erkrankten Mausen der Nachweis gelungen,
dass die Cardiolipin-Struktur der Mitochondrien sich tatsachlich von der
gesunder Tiere unterscheidet. Dieser Befund kann als ein Hinweis auf die
Gultigkeit der Warburg-Hypothese gesehen werden (Kiebish et al. 2008). In
normalen Zellen hemmt die Anwesenheit von Sauerstoff die Glykolyse, was als
Pasteureffekt bezeichnet wird (Pasteur 1861).

Das Phanomen der aeroben Glykolyse bei Tumorzellen wurde wiederholt
beschrieben (Dang und Semenza 1999) aber die zugrunde liegenden
Mechanismen und die Mdglichkeiten fur therapeutische Ansatze wurden erst
vor kurzem entdeckt (zusammengefasst in Pelicano et al. 2006b). Eine
entscheidende Rolle in der Erforschung des Zuckerstoffwechsels von Zellen
spielt die Entwicklung von bildgebenden Verfahren, die die Stoffwechselaktivitat
darstellbar machten. Mit der Positronen-Emissions-Tomographie wurde es
mdglich, die Hypothesen zum Glukosestoffwechsel neu zu bewerten. Bei der
"8 EDG-PET wird den Patienten das radioaktiv markierte Glukoseanalogon "®F-
Fluordesoxyglukose injiziert. Dieses wird von Zellen wie Glukose
aufgenommen, obwohl an einer Stelle des Moleklls eine Hydroxylgruppe durch
das Radionuklid ®F ersetzt ist. Da FDG-6-phosphat nach der Phosphorylierung
nicht weiter verstoffwechselt wird, findet eine Anreicherung dieses Metaboliten
statt. Die Verteilung von FDG im Korper erlaubt somit Ruckschlisse auf den

Glukosestoffwechsel verschiedener Gewebe und kann insbesondere auch



kleinere Tumoren und Metastasen sichtbar machen. Heute findet die "*FDG-
PET klinische Anwendung zur Detektion der aeroben Glykolyse in vielen
Tumorarten und hat dadurch auch das Interesse an Otto Warburgs Theorie
wiedererweckt (Hawkins und Hoh 1994, Auvril et al. 2001, Gambhir 2002). Es
konnte zum Beispiel anhand eines Karzinomzellmodells gezeigt werden, dass
Glukoseentzug in entarteten Zellen die Glykolyse blockiert und letztendlich zur
Apoptose fuhrt, wahrend es in nichtmalignen Zellen lediglich zu einem Stillstand
des Zellzyklus kommt (Shim et al. 1998). Die Abhangigkeit maligner Zellen von
der aeroben Glykolyse und deren fast ganzliche Unabhangigkeit von der
mitochondrialen ATP-Produktion wurden auch von Ramanathan nachgewiesen
(Ramanathan et al. 2005).

Der beschriebene Phanotyp von Karzinomzellen ist fur die Energiegewinnung
stark vom Vorhandensein von Glukose abhangig (Warburg 1924, Elstrom et al.
2004), so dass sich hier Ansatzpunkte fur zukiUnftige Therapien und

Prognosefaktoren bieten (zusammengefasst in Pelicano et al. 2006b).

1.2.2 M2-Pyruvat-Kinase (M2-PK)

Intensive Forschungen zu den Veranderungen, die im Kohlenhydrat-
stoffwechsel wahrend der Karzinogenese auftreten, zeigten, dass die
Veranderung der Isoenzymzusammensetzung und die Hochregulation von
Glykolyseenzymen die entscheidenden Schritte in der alterierten Glykolyse von
Krebszellen sind (Reinacher und Eigenbrodt 1981, Eigenbrodt et al. 1985, Staal
und Rijksen 1991, Eigenbrodt et al. 1992, Guminska et al. 1997).

Fir den Ablauf der Glykolyse ausschlaggebend ist das Schlisselenzym
Pyruvatkinase (PK) (Mazurek et al. 2005). Von diesem Enzym existieren
unterschiedliche gewebespezifische Isoenzyme (Marie et al. 1976). Neben der
R-Form in Erythrozyten und dem L-Typ, der charakteristisch fir die
glukoneogenesefahigen Gewebe Leber und Niere ist, spielen die M-PK-
Isoenzyme M1 und M2 eine wichtige Rolle. M1-PK findet man in Gehirn- und
Muskelgewebe, wo schnell gro3e Mengen Energie verfligbar sein missen. Die
M2-PK ist aul3er in Krebszellen in gesundem Lungengewebe und allen Zellen
mit starker Nukleinsauresynthese und Proliferation, wie embryonalen Zellen
sowie adulten Stammzellen, vorhanden. Bei der Entstehung von Krebs findet



stets eine Verschiebung in der Isoenzymzusammensetzung statt. Fdr
gewohnlich verschwindet die gewebsspezifische PK und wird zunehmend durch
M2-PK ersetzt (Reinacher und Eigenbrodt 1981, Eigenbrodt et al. 1985, Staal
und Rijksen 1991, Eigenbrodt et al. 1992, Mazurek et al. 2005).

Doch nicht nur die Art des vorherrschenden Isoenzyms unterscheidet das
maligne von benignem Gewebe, auch die Quartarstruktur ist verschieden
(Eigenbrodt E 1992, Schneider et al. 2002). Wahrend M2-Pyruvatkinase im
Gesunden vor allem als Tetramer vorkommt, liegt die M2-PK des
Krebsgewebes in der dimerisierten Form vor (Reinacher und Eigenbrodt 1981,
Oremek et al. 1999, Mazurek und Eigenbrodt 2003). Das M2-PK-Dimer wird
oftmals Tumor-M2-PK genannt, weil diese Konformation typischerweise in
Krebszellen zu finden ist (Oremek et al. 1999, Mazurek et al. 2005).

Die Dissoziation des Tetramers hin zum Dimer und dessen Hochregulation
werden unter anderem durch Onkoproteine induziert (Presek et al. 1988,
Zwerschke et al. 1999, Mazurek et al. 2001). Beispielhaft seien hier ras und das
E7 Onkoprotein von HPV genannt, deren Wirkung anhand eines Karzinom-
zellmodells dargestellt werden konnte. Ras fuhrte gemeinsam mit einigen
Transkriptionsfaktoren (HIF-1, SP1, SP3) zur vermehrten Synthese der Tumor-
M2-PK wahrend E7 durch direkte Bindung an die PK unmittelbar deren
Dimerisierung zur Folge hatte.

Einige Stoffwechselzwischenprodukte regulieren ebenfalls die Konformation der
M2-PK, wie am bereits genannten Karzinomzellmodell ebenfalls gezeigt werden
konnte. Beispielsweise fuhrt eine hohe Fruktose-1,6-Bisphosphat-
konzentrationen zur Umwandlung des Dimers ins Tetramer und umgekehrt. Die
Anwesenheit von L-Serin flhrt zur allosterischen Affinitatserhéhung der M2-PK
zu ihrem Substrat PEP und erniedrigt die fur die Konformationsanderung
notwendige Fruktose-1,6-Bisphosphatkonzentration. Andere Aminosauren
haben gegenteiligen Effekt. Auch Fettsauren spielen in diesem Zusammenhang
eine Rolle, indem gesattigte und einfach ungesattigte Fettsduren die M2-PK
hemmen (Mazurek et al. 2005). Die Konzentration der Nukleinsaure-
triphosphate hangt ebenfalls mit der jeweils vorhandenen MZ2-Pyruvatkinase

zusammen. Wenn M2-PK als Dimer vorliegt, dann liegen gleichzeitig hohe ADP



und GDP bzw. niedrige ATP und GTP Konzentrationen vor, wobei bekannt ist,
dass niedrige ATP-Level mit hoher Malignitat korrelieren (Jackson et al. 1980).
Als Tetramer liegt die M2-PK zusammen mit anderen Glykolyseenzymen im
Glykolyseenzymkomplex und katalysiert unter Gewinnung von Energie die
Bildung von Pyruvat aus Phosphoenolpyruvat (PEP) (Mazurek et al. 2001). Bei
Anwesenheit von  Sauerstoff wird Pyruvat unter physiologischen
Voraussetzungen in den Mitochondrien zu Acetyl-CoA umgewandelt. Durch den
Abbau des Acetyl-CoA via Zitratzyklus und Atmungskette kann die Zelle
letztendlich Energie in Form von 36 Molekulen ATP gewinnen. Unter anaeroben
Bedingungen wird aus Pyruvat durch die Laktatdehydrogenase Laktat gebildet
(Young und Anderson 2008). Aufgrund der Konformationsanderung der M2-PK
in Tumorzellen kommt es fur den Zellstoffwechsel zu tief greifenden
Veranderungen, denn die Tumor-M2-PK hat eine geringere Affinitat fur ihr
Substrat Phosphoenolpyruvat. Das bedeutet, dass physiologische PEP-
Konzentrationen nicht mehr zur Umwandlung in Pyruvat ausreichen, da das
Dimer fast inaktiv ist (Eigenbrodt et al. 1985, Eigenbrodt et al. 1992, Mazurek
und Eigenbrodt 2003).

Auf den ersten Blick scheint es paradox, dass ausgerechnet Krebszellen mit
hohem Glukoseverbrauch und vermehrter Laktatbildung die inaktive Tumor-M2-
PK ausbilden. Der Vorteil besteht jedoch darin, dass es aufgrund der Dominanz
des Dimers in malignen Zellen zur Anhaufung von Glykolysemetaboliten
kommt, die dann fur Syntheseprozesse =zur Verfugung stehen. In
proliferierenden Zellen besteht ein hoher Bedarf an diesen Bausteinen fur die
Nukleinsaure-, Aminosaure- und Phospholipidherstellung, der so gedeckt
werden kann (Eigenbrodt et al. 1992, Mazurek et al. 1997, Mazurek und
Eigenbrodt 2003). Einer der Phosphometaboliten, das Glukose-6-Phosphat,
wird in den Pentosephosphatzyklus eingeschleust und Uber mehrere
Zwischenschritte werden Nukleotide synthetisiert. Aus dem ebenfalls
akkumulierten Glycerinaldehyd-3-Phosphat kdnnen die Krebszellen wichtige
Aminosauren und Phospholipide herstellen (Mazurek et al. 2005).

Es erscheint daher logisch, dass die Konzentration von Glukosemetaboliten in

Tumorzellen aufgrund des Auftretens der Tumor-M2-PK etwa 100mal hoher als
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in gesunden Zellen ist, wie durch Phosphor-31-NMR-Spektroskopie gezeigt
werden konnte. Diese Tumoreigenschaft ist auch fur die Diagnostik von
Krebserkrankungen interessant (Engel et al. 2004, Mazurek et al. 2005). Ob
dieser alterierte metabolische Phanotyp essentiell fir die Tumorgenese ist, ist
bis heute noch ungeklart (Christofk et al. 2008).

Da die Pyruvatkinase in der dimeren Form nahezu inaktiv ist, erfolgt die von
Warburg beschriebene Laktatbildung in Krebszellen vor allem durch Glutamino-
und Serinolyse (McKeehan 1982, Eigenbrodt et al. 1985, Mazurek et al. 2002).

1.2.3 Phosphoryliertes Akt (pAkt)

In den letzten zehn Jahren konnten den Serin-Threoninkinasen eine Vielzahl
zellularer Prozesse zugeordnet werden, bei denen sie eine entscheidende Rolle
spielen. Akt-Kinasen stellen zentrale Knotenpunkte in verschiedenen
Signalkaskaden dar, die unterschiedlichste zellulare Vorgange regulieren.
Hierzu zahlen Zellwachstum, -proliferation, -Uberleben, der Glukose-
metabolismus, die Genomstabilitat und die Neovaskularisierung (Bellacosa et
al. 2004).

Die Erstbeschreibung von Akt fand 1977 durch Steve Staal statt, der ein
Provirus zellularen Ursprungs aus T-Zell-Karzinomen von Mausen isolierte und
dieses Akt nannte (Staal et al. 1977). EIf Jahre spater konnte dem Provirus Akt1
ein Locus auf Chromosom 14 zugeordnet werden (Staal et al. 1988). Von den
Akt-Kinasen existieren drei Unterformen: Akt-1, Akt-2, Akt-3. Akt-1 ist die
haufigste Form und kommt in den meisten Geweben vor. Akt-2 ist in auf Insulin
reagierenden Geweben exprimiert, wahrend Akt-3 in 0Ostrogenrezeptor-
negativem Brustkrebsgewebe zu finden ist. Beim Mammakarzinom konnen alle
drei Isoformen gleichzeitig UbermaRig exprimiert sein (Bacus et al. 2002, Pérez-
Tenorio und Stal 2002, Stal et al. 2003).

Die Aktivierung der Proteinkinase Akt geschieht Uber Signaltransduktion fur die
sowohl die Membrantranslokation als auch die Phosphorylierung notwendig
sind (Bellacosa et al. 1998).
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Die Abb. 2 zeigt eine vereinfachte Darstellung der Signalkaskade zur Akt-
Aktivierung:

Wachstumsfaktoren

‘ Ostrogen
Zytokine
. HER-2

RTK RTK

PIP, PIP,

An erster Stelle in diesem Signaltransduktionsweg stehen die Rezeptor-

o

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der Signalkaskade zur Akt-Aktivierung

Tyrosinkinasen (RTK), die durch Zytokinbindung, Ostrogen, insulindhnliche
Wachstumsfaktoren oder epidermale Wachstumsfaktoren wie HER-2 an ihrer
extrazellularen Domane phosphoryliert und damit aktiviert werden (Simonesi et
al. 2000, Bellacosa et al. 2005, Shaw 2006). Der entscheidende Schritt fur die
Aktivierung von Akt ist die Phosphorylierung und damit Stimulation der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) durch die aktivierte RTK (Vivanco und
Sawyers 2002). Die PI3K wird auch durch verschiedene Zytokine aktiviert und
fuhrt schlieBlich zur Phosphorylierung des sekundaren Botenstoffs
Phosphatidylinositol, so dass dann an der Plasmamembran Phosphatidyl-
inositol-4,5-bisphosphat (PIP,) und Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3)
entstehen (zusammengefasst in Thompson und Thompson 2004). PIP; und
PIP, besitzen hohe Affinitdt zur Pleckstrin-Homologie-Domane von Akt und
fuhren schlieBlich zur Translokation der Serin-Threoninkinase an die
Zellmembran (Thompson und Thompson 2004). An der Plasmamembran
lokalisiert wird Akt dann an zwei Stellen phosphoryliert. Zunachst an einem
Threoninrest (Thr-308), was fur die Aktivitat von Akt unverzichtbar ist, zum

zweiten an einem Serinrest (Ser-473), wodurch es lediglich zur Verstarkung der
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Akt-Aktivitat kommt (Datta et al. 1999, Vivanco und Sawyers 2002, Bellacosa et
al. 2005).

In Tumorzellen ist der Regulationsmechanismus der Aktivierung von Akt oftmals
zugunsten einer konstitutiven Phosphorylierung gestort, so dass es in
Krebszellen dauerhaft aktiv vorliegt (Vivanco und Sawyers 2002, Elstrom et al.
2004).

In der anschlieBenden Ubersicht (Abb. 3) wird deutlich, welche mannigfaltigen
Folgen die dauerhafte Aktivierung der Serin-Threoninkinase Akt fir den

Tumorzellmetabolismus hat:

Glukosetransporter 1 [und 4] Glukosetransport
Phosphofruktokinase 2 Glykolyse
Glykogensynthase Glykogensynthese

R-Oxidation der

Carnitin-Palmitoyltransferase 1A ———> .
Fettsduren

Fettsduresynthase Fettsduresynthese

Abb. 3: Ubersicht tiber die Stoffwechselaufgaben von pAkt

Die durchgezogenen Pfeile stellen jeweils einzelne Reaktionsschritte dar. Die griinen Pfeile stehen fir
eine Unterstitzung und die roten fiur eine Hemmung des jeweiligen Stoffwechselschrittes. Der
unterbrochene griine Pfeil signalisiert die indirekte Foérderung des Stoffwechselwegs durch nicht
dargestellte Zwischenschritte.

Aus Abb. 3 ist ersichtlich, dass die Akt-Kinasen an einer Vielzahl komplexer
zellularer Vorgange beteiligt sind. Im Rahmen dieser Studie wird besonderes
Augenmerk auf den Glukosestoffwechsel gelegt.

Die phosphorylierte Akt-Kinase flhrt Uber den Einbau von Glukosetransportern
in die Zellmembran dazu, dass Glukose zur weiteren Verstoffwechslung in die
Zelle hinein transportiert werden kann (Barnes et al. 2005). Die Stimulierung
des Glukosetransports durch den Einbau der Glukosetransporter GLUT1 und

GLUT4 in die Zellmembran ist eine der vielen metabolischen Effekte des
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Insulins auf den Zuckerstoffwechsel, die durch Akt mediiert werden (Kohn et al.
1996). Die konstitutive Aktivierung des Onkoproteins Akt fuhrt in Krebszellen
aufgrund einer erhohten Transkriptionsrate zum Einbau von Glukose-
transportern und somit zu vermehrter Glukoseaufnahme (Barnes et al. 2005).
Nicht nur der Transport, auch die Verstoffwechslung der Glukose via Glykolyse
wird durch Akt gefordert. Dies geschieht zum einen durch Phosphorylierung der
Phosphofruktokinase 2 (Deprez et al. 1997) und zum anderen durch
transkriptionale Aktivierung glykolytischer Enzyme (Majumder et al. 2004).
Zusatzlich stimuliert pAkt - durch Einbau der Hexokinasen | und Il in die auRere
Mitochondrienmembran - die mitochondrienassoziierte Hexokinaseaktivitat,
wodurch vermehrt Glukose zu Glukose-6-phosphat phosphoryliert wird
(Majewski et al. 2004a, Robey und Hay 2005).

Daruber hinaus fordert pAkt indirekt die Glykogensynthese (Cross et al. 1995).
Normalerweise wird die Glykogensynthase durch die Glykogen-Synthase-
Kinase 313 phosphoryliert und damit inaktiviert, was schlieRlich zur Hemmung
der Glykogensynthese flhrt. Akt inaktiviert jedoch die GSK3R, so dass deren
hemmende Wirkung auf die Glykogensynthase entfallt, wodurch die
Glykogensynthese gefordert wird (Cross et al. 1995, Klein et al. 1996, Cross et
al. 1997). Der Anstol® zur genaueren Erforschung der Bedeutung der Akt-
Kinase flr den Kohlenhydratstoffwechsel wurde mit der Entdeckung ihres
ersten Substrates, der Glykogen-Synthase-Kinase 33, gegeben.

Akt hat nicht nur erheblichen Einfluss auf den Zuckerstoffwechsel sondern auch
Effekte auf den Fettstoffwechsel, indem es die R-Oxidation der Fettsauren
hemmt (DeBerardinis et al. 2006) und die Fettsauresynthese aus Glukose- und
Pyruvatvorstufen fir den Aufbau von Zellmembranen férdert (Bauer et al. 2005,
Young und Anderson 2008). Durch die phosphorylierte Akt wird ein wichtiges
Enzym des Fettsdureabbaus, die Carnitin-Palmitoyltransferase 1A, gehemmt
(Buzzai et al. 2005), wahrend die Fettsauresynthese durch vermehrte
Transkription der erforderlichen Enzyme unterstitzt wird (Porstmann et al.
2005).

In vielen Tumorzellen wurde Akt konstitutiv phosphoryliert und damit in seiner
aktivierten Form vorgefunden (Sun et al. 2001). Die Uberaktivitat der Akt-
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Kinasen konnte bereits in zahlreichen Tumorentitdten, wie auch beim
Mammakarzinom beobachtet werden (Testa et al. 2001, Cantley 2002). Anhand
von Tiermodellen wurde nachgewiesen, dass Abwandlungen in den Akt-
Signalwegen alleine oder im Zusammenhang mit anderen genetischen
Storungen Malignitat induzieren kdnnen bzw. zu hoher malignen Phanotypen
fuhren (Di Cristophano und Pandolfi 2000, Luo et al. 2003, Bellacosa et al.
2004, Bjornsti und Houghton 2004). Die Aktivierung des Onkoproteins Akt flhrt
zu einem hochgradig glykolytischen Phanotyp von Krebszellen (Elstrom et al.
2004), das heil’t, dass die Akt-Aktivierung direkt an der erhdhten Glykolyserate
in Tumorzellen unter aeroben Bedingungen, also dem sogenannten Warburg-
Effekt beteiligt ist (Elstrom et al. 2004). In Krebszellen mit konstitutiv
phosphoryliertem Akt ist die Glykolyserate erhoht, wahrend die oxidative
Phosphorylierung unverandert bleibt, wie indirekt Uber Messungen des
Sauerstoffverbrauchs gezeigt werden konnte (Elstrom et al. 2004).

Da Glukoseaufnahme und -verstoffwechslung in Krebszellen im Vergleich zum
zellularen Bedarf normaler Zellen exzessiv erhdht sind, kommt es in entarteten
Zellen zu vermehrter Laktatproduktion (Elstrom et al. 2004). Durch die erhohte
Glukoseaufnahme und erhodhte Glukose-6-Phosphatkonzentrationen stimuliert
pAkt die aerobe Glykolyse in Krebszellen (Elstrom et al. 2004). Glukose-6-
Phosphat wird entweder via Fruktose-6-Phosphat zu Phosphoenolpyruvat
metabolisiert oder in den Pentosephosphatzyklus eingeschleust. Maligne Zellen
mit konstitutiv aktiviertem Akt sind zwingend abhangig von Glukose als
Energiequelle und sterben bei Glukoseentzug. Dies geschieht, weil Akt die 3-
Oxidation der Fettsduren verhindert, die in normalen Zellen bei Abwesenheit
von Glukose Energie liefert (Elstrom et al. 2004, Majewski et al. 2004a).

Neben den zahlreichen Auswirkungen, die die Akt-Aktivierung auf den
Energiestoffwechsel von Krebszellen hat, ist sie auch fur andere
charakteristische Eigenschaften verantwortlich. Beispielsweise stimuliert pAkt
Uber verschiedene Zwischenschritte die Angiogenese, die im Zellkern geregelt
wird (Linderholm et al. 2003, Xia et al. 2006) und hemmt durch Aktivierung der
Hexokinase auch die Apoptose. Hexokinasen beeinflussen die Funktion

verschiedener Molekile, die eine wichtige Rolle bei der Unterdrickung des
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programmierten Zelltodes in malignen Zellen spielen (Pastorino et al. 2002,
Rathmell et al. 2003, Majewski et al. 2004b), denn die Akt-vermittelte
Aktivierung der Hexokinase bewirkt die Freisetzung von Cytochrom C aus den
Mitochondrien ins Zytoplasma, was zur Verhinderung der Apoptose fluhrt
(Gottlob et al. 2001, Bryson et al. 2002, Robey und Hay 2005).

In jungster Zeit fanden sich Hinweise dafur, dass Defekte in der Zellatmung zur
Aktivierung von Akt und damit zu den beschriebenen Stoffwechsel-
veranderungen fuhren kdnnen (Pastorino et al. 2006a). Aufgrund der zentralen
Rolle der Serin-Threoninkinase Akt im Tumorstoffwechsel ist sie als moglicher
Ansatzpunkt fur die zuklnftige Krebstherapie sehr interessant und

vielversprechend.

1.3 Fragestellung

In dieser Arbeit wird der Glukosestoffwechsel des Mammakarzinoms anhand
der Glykolysemarker Tumor-M2-PK und pAkt untersucht. Die Bedeutung dieser
Indikatoren als Schllsselenzyme fur die aerobe Glykolyse soll herausgearbeitet
werden. Es soll ermittelt werden, ob der semiquantitative Nachweis von Tumor-
M2-PK bzw. pAkt im Mammakarzinomgewebe mit dem Erkrankungsstadium
bzw. -verlauf zusammenhangt und ob das Vorhandensein der Glykolysemarker
eine prognostische und pradiktive Relevanz besitzt. Prognosefaktoren geben
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung Informationen Uber den zu erwartenden
Krankheitsverlauf, im Hinblick auf Rezidivfreiheit und Gesamtuberleben, die
unabhangig von der Therapie sind. Prognostische Faktoren spiegeln die
Fahigkeit des Tumors zur Proliferation, Invasion und Metastasierung wieder.
Pradiktive Faktoren sagen die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens eines
Tumors auf eine bestimmte Therapie voraus. Sie sind entweder selbst
Angriffspunkt der Therapie, oder ihre Expression ist ein Epiphdnomen der
Therapiewirksamkeit bzw. -resistenz (Decker et al. 2009). Damit zuverlassige
Aussagen moglich sind, wurde ein Patientenkollektiv mit besonders langem,
mindestens 13jahrigem Nachbeobachtungszeitraum seit Erstdiagnose gewahlt.
Alle 160 Patientinnen wurden brusterhaltend operiert und an der Universitats-

Frauenklinik Wirzburg behandelt. Die Uberlebensdaten werden durch
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Aktenstudium und Kontaktierung der Patientinnen erhoben und die
Charakteristika und Uberlebenskurven des Kollektivs ermittelt. Die erhobenen
Daten werden mit den Ergebnissen der immunhistochemischen Farbungen
abgeglichen, um zu Uberprufen, ob ein Zusammenhang zwischen der jeweiligen
Expression von Tumor-M2-PK und pAkt sowie den Uberlebensdaten besteht.
Bei der Auswertung werden folgende Parameter berlcksichtigt: das Alter bei
Diagnosestellung, die Mortalitat, die Uberlebenszeit, die Todesursache, das
Tumorstadium, der Lymphknotenstatus, der Ostrogen- und Progesteron-
rezeptorstatus sowie das Auftreten von Rezidiven oder Metastasen. Auf diese
Weise soll der Frage nachgegangen werden, ob Tumor-M2-PK und pAkt in
Zukunft als Prognoseindikatoren beim Mammakarzinom eingesetzt werden
konnen und ob die Hemmung der Glykolyse eine mdgliche Therapieoption
bietet.
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2 Material und Methode

2.1 Patientengut

Im Rahmen dieser Studie werden 160 Mammakarzinompatientinnen erfasst, die
im Zeitraum zwischen 1985 und 1995 an der Universitats-Frauenklinik
Wdirzburg einer brusterhaltenden Therapie unterzogen wurden. Die
Altersverteilung des Patientenkollektivs (Abb. 4) umfasste Patientinnen mit
einem Durchschnittsalter von 52 Jahren, von denen die jungste Patientin zum
Diagnosezeitpunkt 19 und die alteste Patientin 79 Jahre alt war. Der

Haufigkeitsgipfel lag zwischen 50 und 55 Jahren.
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Abb. 4: Altersverteilung im Patientenkollektiv

Fur das Datum der Erstdiagnose wurde stets der Tag der primaren
Tumorexzision gewahlt, an dem die Diagnose invasives Karzinom - nach
histologischer Begutachtung mittels Schnellschnitt - bestatigt war.
Brusterhaltende Therapie bedeutet in den hier berlcksichtigten Fallen die
Tumorexzirpation mit anschlieBender Axilladissektion, wobei die Lymphknoten
und das umliegende Fettgewebe der Level | und Il entfernt wurden. Ziel der
Lymphonodektomie war es, mindestens zehn Lymphknoten fuar die

histopathologische Begutachtung zu erhalten. Darauf folgend schloss sich die
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Radiatio des verbliebenen Mammagewebes und gegebenenfalls zusatzlich eine
zytostatische Therapie bzw. Hormonbehandlung an. Das Stadium der
Tumorerkrankung wurde histopathologisch anhand der TNM-Klassifikation
festgelegt, wobei erganzend die genaue Anzahl der untersuchten und
befallenen Lymphknoten erfasst wurde.

Mit 126 lagen die Mehrzahl der Tumoren bei Diagnosestellung im Stadium T
(78,8%), 33 (20,6%) im Stadium T, und ein Tumor (0,6%) im Tz-Stadium vor.
Bei 58 (36,2%) Patientinnen des vorliegenden Kollektivs waren die
Lymphknoten tumorbefallen, wahrend die restlichen 102 Patientinnen (63,8%)
einen negativen Nodalstatus aufwiesen. Keine der Mammakarzinom-
patientinnen wies zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Fernmetastasen auf. Bei der
histopathologischen Begutachtung wurde auch eine Unterscheidung zwischen
verschiedenen Tumorentitaten vorgenommen, wobei lobulare und duktale
Karzinome die grof3e Mehrheit stellten. AuRerdem wurden vereinzelt medullare,
muzindse, tubuldre Karzinome, sowie jeweils ein papillares und ein
Siegelringzell-Karzinom gefunden. Ab 1989 kam die immunhistologische
Bestimmung von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren hinzu. 92
Gewebeproben wurden auf ER untersucht, von denen 35 (38,0%) positiv und
57 (62,0%) negativ waren. Der PR wurde bei 88 Mammakarzinomen bestimmt,
dies ergab positive Werte fur 46 (52,3%) Proben, wahrend bei 42 (47,7%) keine
Progesteronrezeptoren nachgewiesen werden konnten. Uber einen Zeitraum
von mindestens 13 Jahren wurde der weitere Krankheitsverlauf individuell
beobachtet und dokumentiert, falls die Patientinnen nicht vorher verstorben
waren. Die gesammelten Uberlebensdaten beinhalten genaue Informationen
bezlglich des Auftretens von Rezidiven und Metastasen mit dem jeweiligen
Diagnosedatum. AulRerdem wurde der Uberlebenszeitraum seit Erstdiagnose,
gegebenenfalls mit Sterbejahr und Todesursache festgehalten.

Die Abb. 5 bietet einen Uberblick liber die ermittelten klinisch-pathologischen

Charakteristika des Patientenkollektivs.
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Anzahl Prozentsatz

TumorgroBe

T, 126 78,8
T, 33 20,6
T3 1 0,6
Lymphknotenstatus

No 102 63,8
Ni3 58 36,2
Ostrogenrezeptorstatus

negativ 57 62,0
positiv 35 38,0
unbekannt 68
Progesteronrezeptorstatus

negativ 42 47,7
positiv 46 52,3
unbekannt 72

Rezidiv

nein 34 56,7
ja 26 43,3
unbekannt 100

Metastasen

nein 36 52,9
ja 32 471
unbekannt 92

Uberlebenszeit (> 13 Jahre)

nein 61 38,6
ja 97 61,4
unbekannt 2

Tod am Mammakarzinom

nein 5 23,8
ja 16 76,2
unbekannt 139

Abb. 5: Charakteristika des Patientenkollektivs
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Zwischen 13 und 23 Jahre nach Diagnosestellung lebten 60,6% (97) der
Patientinnen, 38,1% (61) waren bereits verstorben. Die genaue Todesursache
konnte nur fur 21 Patientinnen ermittelt werden - 16 sind hiervon am
Mammakarzinom verstorben. Bezlglich des Auftretens von In-Brust-Rezidiven
liegen Daten von 60 Patientinnen vor. Von diesen erlitten nach erfolgter
Therapie 26 ein lokoregionares Rezidiv, 34 blieben bis heute rezidivfrei. Fur
insgesamt 68 Studienteilnehmer konnten Daten erhoben werden, ob

Fernmetastasen aufgetreten sind, dies war bei 32 Frauen der Fall.

2.2 Immunhistochemische Farbung

2.2.1 Materialiste
— Objekttrager: Super Frost Plus OT, R. Langenbrinck, Teningen,
Deutschland
— Xylol, Baker, Holland
— Ethanol, Baker, Holland
— Methanol, Baker, Holland
— Technischer Alkohol vergallt Uber die Universitatsversorgung der
Universitat Warzburg, Deutschland
— Wasserstoffperoxid (H202), Merck, Darmstadt, Deutschland
— Mikrowellenpuffer: Zitronensaure-Monohydrat 0,2g/100ml Aqua dest.
abgepuffert auf pH 6 mit 2N Natronlauge (NaOH)
0 Zitronensaure-Monohydrat, Merck, Darmstadt, Deutschland
o Natronlauge (NaOH) 2N, Merck, Darmstadt, Deutschland
— Phosphat gepufferte Saline (PBS): 10 Tabletten Oxoid auf einen Liter
Aqua dest.
o PBS Oxoid Tabletten, Oxoid, Hampshire, UK
— Antikorperlosung: Dako Cytomation Antibody Diluent with Background
Reducing Components, DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup,
Denmark
— Ziegen-Normalserum (1:5 in PBS): DakoCytomation Denmark A/S,

Glostrup, Denmark
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— Hamalaun, Sigma, Taufkirchen, Deutschland
— VitroClud, R. Langenbrinck, Teningen, Deutschland
— Entwicklerldsung Diamino-Benzidin (DAB): DAB-Substratkit DCS (1
Tropfen/ml) DCS Innovative Diagnostik Systeme, Hamburg, Deutschland
o DCS Chromoline DAB-Konzentrat
o DCS Chromoline DAB-Substratpuffer
— DAKO LSAB2® (Labeled Streptavidin-Biotin2) System-HRP (Horseradish
Peroxidase), Dako North America, Inc., Carpinteria, CA, USA
0 Biotenylated link
o Streptavidin-HRP
— M2-PK-Antikorper (1:250 in Antikdrperlésung), (DF4, ScheBo Biotech
AG, Giessen, Deutschland
— pAkt-Antikdrper (1:100 in Antikorperlosung), Abcam ab28821, rabbit
polyclonal, Abcam plc, Cambridge, UK

2.2.2 Farbeprotokolle fir die immunhistochemische Farbung mit
Antikorpern gegen Tumor-M2-PK und pAkt
Von den in Paraffin eingebetteten Tumorblocken wurden mit dem
Schlittenmikrotom 2 ym dunne Schnitte hergestellt, auf dem Wasserbad (Aqua
destillata kalt und 50°C) gestreckt und dann auf Super Frost Plus Objekttrager
aufgezogen. Nach der Trocknung Uber Nacht bei Raumtemperatur, erfolgte das
Entparaffinieren und Hydratisieren. Hierfur wurden die Praparate zunachst in
einem zweimaligen Xylol-Bad fur je zehn Minuten entparaffiniert und dann in
absteigender Alkoholreihe, zuerst zweimal zwei Minuten in 100%igem Ethanol,
anschlieBend in absteigenden Konzentrationen bis Ethanol 70,0% unter
stetigem Auf- und Abbewegen in den Flussigkeiten hydratisiert und zum
Abschluss in Aqua dest. grundlich gespult. Fur die Vorbehandlung, zur
Demaskierung der Proteine, wurde zunachst eine Zitronensaure-
Monohydratlésung aus 0,2 g Zitronensauremonohydrat pro 100 ml Aqua dest.
hergestellt und mit zweimolarer Natronlauge auf pH 6,0 titriert. In dieser Lésung
wurden die Praparate zweimal fur die pAkt- bzw. dreimal fur die M2-PK-
Farbung je funf Minuten lang bei 750 Watt gekocht und nach 20minutigem

Abkuhlen mit Aqua dest. gespult. Zur Blockierung der endogenen Peroxidase
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wurden die Schnitte in 3%iger Wasserstoffperoxidlosung (aus 30%igem H,0,
mit Methanol im Verhaltnis 1:10 verdinnt) zehn Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Spulung mit Aqua dest. und zur pH-
Angleichung wurden die Obijekttrager flir zwei Minuten in PBS belassen.
Unspezifische Bindungskapazitaten im Gewebe wurden mit 20%igem
Ziegennormalserum in PBS fur 15 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. Nach
Inkubation wurde die Losung von den Objekttragern abgekippt und im
Anschluss daran der jeweilige primare Antikdrper gegen M2-PK oder pAkt
aufgetragen. Fur die M2-PK-Farbung wurde das Antikdrperkonzentrat 1:250, far
die pAkt-Farbung im Verhaltnis 1:100 mit Dako Antibody Diluent verdunnt. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht, bei 4°C im Kuhlschrank. Am darauf folgenden
Tag wurde zunachst funfmal mit PBS gespdllt, bevor die Detektion mit dem
Dako LSAB2® System-HRP bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurde. Diese
Detektion setzte sich zusammen aus jeweils 15 minutiger Inkubation mit dem
biotinylierten sekundaren Antikorper, gefolgt von HRP-markiertem Streptavidin.
Intermittierend wurde ausgiebig mit PBS gewaschen. Die erfolgte Reaktion
wurde mittels DAB-Substratkit DCS laut Angaben des Herstellers sichtbar
gemacht (1 Tropfen des DCS Chromoline DAB-Konzentrats mit 1 ml DCS
Chromoline DAB-Substratpuffer verdinnt). Die Reaktion wurde fur funf Minuten
bei Raumtemperatur durchgefuhrt, so dass das Signal deutlich erkennbar war.
Im Anschluss wurde nochmals finfmal mit PBS, sowie mit Leitungswasser und
Aqua dest. gespult. Die Kernfarbung erfolgte durch zweiminutiges Bad in
Hamalaun nach Mayer. Anschlieend wurde in Leitungswasser geblaut, mit
Aqua dest. gespdlt, Uber die aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert und

mittels Xylol als Intermedium mit Vitroclud eingedeckt.

2.3 Bestimmung des immunreaktiven Scores fiir Tumor-M2-PK und
pAkt

Anhand der immunhistochemischen Farbungen wurde der Expressionsgrad von

Tumor-M2-PK und pAkt festgestellt. Die Praparate wurden zunachst

histopathologisch begutachtet und das Tumorgewebe dann wie folgt bewertet.

Eine Ubersicht zur Errechnung der immunreaktiven Scores bietet Abb. 6:
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Farbeintensitat Positive Zellen

0 keine Reaktion 0 Keine

schwache Reaktion weniger als 10,0%

zwischen 10,0 und 49,9%

1
2 mafige Reaktion
3

starke Reaktion zwischen 50,0 und 79,9%

Bl W N =

mindestens 80,0%

Abb. 6: Ubersicht zur Errechnung der IRS

Zur semiquantitativen Evaluation der Anzahl positiv angefarbter Tumorzellen
wurden Punktzahlen zwischen eins und vier definiert. Ein Score von eins
bedeutet, dass weniger als 10,0% der Tumorzellen eine Farbung aufweisen, bei
einem Wert von zwei sind 10,0-49,9% der malignen Zellen angefarbt, bei drei
sind es zwischen 50,0 und 79,9% und mit vier wurden Praparate bewertet, bei
denen mindestens 80% der Mammakarzinomzellen eine Farbung zeigten.

Um die Intensitat der Farbung zu ermessen, wurden ahnliche Scores definiert.
Bei fehlender Farbung wurde der Wert null vergeben, fur eine schwache
Farbeintensitat der Wert eins. Die Ziffer zwei steht fur moderate und drei
bedeutet starke Farbung.

Die positive Farbung zeigt sich bei dem M2-PK-Antikdrper lediglich im
Zytoplasma, wahrend der pAkt-Antikdrper sowohl das Zytoplasma als auch die
Zellmembran und den Nukleus anfarben kann (Abb. 7a und b).

7‘a l = ‘ b

’ ' < \

Abb. 7: Mammakarzinomgewebe bei 250-facher Vergrofierung
Abb. 7a: pAkt-Farbung der Mammakarzinomzellen ~ Abb. 7b: M2-PK-Farbung der Mammakarzinomzellen

Die linke Abbildung (Abb. 7a) zeigt eine pAkt-Farbung, hier ist deutlich die
Kernfarbung, sowie eine Anfarbung der Zellmembran zu erkennen, wahrend
Kern- sowie Plasmamembranfarbung auf dem rechten Foto mit M2-PK-Farbung

(Abb. 7b) fehlen. Beide Praparate zeigen eine mittelstark ausgepragte

24



Anfarbung des Zytoplasmas.

Der verwendete AntikOrper ab28821 bindet spezifisch an das vollstandig
aktivierte phosphorylierte pAkt-1 (Ser-473), erkennt aber aufgrund von
Sequenzhomologien auch pAkt-2 (Ser-473) und pAkt-3 (Ser-473). Fir die
Tumor-M2-PK-Farbungen  wurde Klon DF4 eines  monoklonalen
Mausantikorpers verwendet, dessen spezifischer Ligand die Ratten- oder
menschliche M2-PK ist und der keinerlei Kreuzreaktivitat mit der L-
Pyruvatkinase zeigt.

Es folgen Beispiele (Abb. 8a-f), die die unterschiedliche Farbeintensitat, anhand

von Praparaten, die fur diese Studie hergestellt und gefarbt wurden, zeigen.

a b
c d
e f i 3 6

¢

-

Abb. 8: Mammakarzinomgewebe bei 250-facher Vergrofierung

Abb. 8a zeigt schwache, 8c mittlere und 8e starke Intensitdt der M2-PK-Farbung in Mamma-
karzinomgewebe

Abb. 8b zeigt schwache, 8d mittlere und 8f starke Farbungen der pAkt-Farbung in Mamma-
karzinomgewebe
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Durch Multiplizieren der beiden Werte fur Anzahl der gefarbten Tumorzellen,
sowie Intensitat der Farbung erhalt man den immunreaktiven Score (IRS), wie
er ursprunglich zur Ermittlung des Hormonrezeptorstatus beim Mamma-
karzinom entwickelt wurde (Remmele und Stegner 1987).

Um eine bessere statistische Auswertung zu ermoglichen, werden die
Farbungen nach dem IRS Score zusatzlich in positive und negative
Farbereaktionen aufgeteilt und als cut-off-Werte bezeichnet. Als positive cut-
offs werden IRS-Scores grolder vier gewertet, IRS-Scores kleiner oder gleich
vier werden als negative Farbereaktion und damit fehlende Antigenexpression
gewertet.

2.4 Statistische Auswertung

Fir die statistischen Berechnungen kam SPSS fir Windows, Version 15.0
(SPSS Inc., U.S.A.) zum Einsatz.

Die Darstellung der kontinuierlichen Variablen erfolgte aus Mittelwerten,
wahrend als Streumale die Standardabweichungen gewahlt wurden.

Die kontinuierlichen Variablen wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests
hinsichtlich ihrer Normalverteilung Uberpruft. Signifikanzen p<0,05 gelten als
nicht normalverteilt.

FUr zwei unabhangige, nicht normalverteilte Stichproben (Kolmogorov-Smirnov-
Test: p<0,05) wurde bei den Mittelwertvergleichen ausschlie3lich der Mann-
Whitney-U-Test als nichtparametrischer Test herangezogen.

Die kategorisierten Daten wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests bzw. des
exakten Tests nach Fisher ausgewertet.

Bei allen durchgeflihrten Tests erfolgte eine zweiseitige Signifikanztberprifung.
Zur vergleichbaren Quantifizierung der Testergebnisse wurden p-Werte
ermittelt, wobei fur alle statistischen Tests p<0,05 als statistisch signifikant
angenommen wurde. P-Werte, die kleiner oder gleich 0,01 sind gelten als sehr
signifikant. Bei p>0,05 kann nicht von einer Signifikanz ausgegangen werden,
bei Werten, die grof3er als 0,05 und kleiner als 0,08 sind spricht man jedoch von
grenzwertiger Signifikanz.

Die Uberlebensstatistiken wurden anhand von Kaplan-Meier-Analysen
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durchgefuhrt. Dabei wurden kontinuierliche Daten durch den Mittelwert
kategorisiert, so dass ein Vergleich der Mortalitat in den beiden Gruppen
erfolgen konnte. Anhand von Kaplan-Meier-Analysen werden die
chronographischen Veranderungen einzelner Parameter innerhalb des
Patientenkollektivs dargestellt.

Als Testverfahren zum Vergleich der Sterberaten wurde Log Rank verwendet.

In der multivarianten Analyse wurden die Parameter hinsichtlich ihres

unabhangigen Einflusses auf die Mortalitat durch die Coxregression uberpruft.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika des Kollektivs

Die immunhistochemische Auswertung der Mammakarzinomgewebeproben
ergibt in 70,0% der Falle (112 Praparate) positive Werte fur M2-PK und in
58,1% (93 Praparate) positive Ergebnisse fur pAkt (Abb. 9).

Zahl Prozentsatz

M2-PK-Expression

negativ 48 30,0
positiv 112 70,0
pAkt-Expression

negativ 67 41,9
positiv 93 58,1

Abb. 9: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen fir M2-PK und pAkt

Um Mittelwertvergleiche flr alle Parameter zu erméglichen, werden zusatzlich
Mittelwerte fiir das Alter bei Diagnosestellung, die Uberlebenszeit und den
Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptorstatus gebildet. Es ergeben sich folglich
jeweils zwei Gruppen, eine mit Werten kleiner oder gleich dem Mittelwert und
eine mit Werten groRRer als der Mittelwert.

Das durchschnittliche Patientenalter liegt bei 52 Jahren. Fur die
Hormonrezeptoren ergeben sich mittlere IRS von vier fiir Ostrogen- und funf fir
Progesteronrezeptoren.

Die Uberlebenszeit der Patientinnen variiert zwischen weniger als einem bis zu
maximal 22 Jahren fir Patientinnen, bei denen die Erstdiagnose bereits 1985
erfolgt war (Abb. 10). Die mittlere Uberlebenszeit betragt 13 Jahre bei einem
Nachbeobachtungszeitraum von mindestens 13 Jahren nach Erstdiagnose.
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Haufigkeit (n)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Uberlebenszeit (Jahre)

Abb. 10: Verteilung der Uberlebenszeiten im Patientenkollektiv

Die genaue Todesursache liel3 sich nur von wenigen Studienteilnehmern
ermitteln, so dass diese Daten aufgrund zu geringer Anzahl aus der Wertung
genommen werden.

Alle erfassten Stichproben werden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf
Normalverteilung Uberpruft. Es zeigt sich, dass alle Parameter nicht
normalverteilt (p<0,05), d. h. unabhangig voneinander sind und somit in keinem

direkten Zusammenhang zueinander stehen.

3.2 Kaplan-Meier-Analysen

Die Prozedur ,Kaplan-Meier” stellt eine Methode dar, um Modelle, welche die
Zeit bis zum Eintreten des Ereignisses angeben, in Gegenwart zensierter Falle
zu schatzen. Das Kaplan-Meier-Modell basiert auf der Schatzung bedingter
Wahrscheinlichkeiten zu jedem Zeitpunkt eines auftretenden Ereignisses und
auf der Bildung des Produktgrenzwertes dieser Wahrscheinlichkeiten zur
Schatzung der Uberlebensrate zu jedem Zeitpunkt.

In die Kaplan-Meier-Statistik gehen Daten von 157 der insgesamt 160
Patientinnen ein, da von den Ubrigen drei Patientinnen die Uberlebenszeit nicht
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bekannt ist.

Die Gesamtmortalitat des Patientenkollektivs stellt sich Uber einen Zeitraum von
23 Jahren wie folgt dar (Abb. 11):

100

80

60—

40

Uberlebende (%)

20

0 | | | |
0 5 10 15 20 25
Zeit (Jahre)

Abb. 11: Gesamtmortalitat im Zeitverlauf

Betrachtet man die Sterblichkeit (Abb. 11), so ergibt sich durch die Kaplan-
Meier-Analysen eine Gesamtmortalitdt von 38,2%. Die geschatzte mittlere
Uberlebenszeit betragt 16,4 Jahre mit einem 95%-Konfidenzintervall von 15,2
bis 17,6 Jahren. Die Zahl der Uberlebenden bleibt bei denjenigen, die bereits
die ersten 17 Jahre Uberlebt haben, konstant bei 61,8%.

In den ersten 5 Jahren nach Diagnosestellung uUberlebten 88,0% der
Patientinnen; die 10-JahreslUberlebensrate lag bei 73,0%; 15 Jahre nach

Primardiagnose sank die Uberlebensrate auf 64,0%, zu Studienende betrug sie
61,8% (Abb. 11).
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In der folgenden Abb. 12 sind die Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analysen zu
den verschiedenen klinischen Parametern dargestellt. Beispielsweise betragt
die Uberlebensrate der Patientinnen, die bei Diagnosestellung nicht lter als 52
Jahre waren 65,5%, wahrend von den uber 52 Jahrigen lediglich 57,5% das

Studienende erlebt haben.

Uberlebensraten am Studienende in Abhéngigkeit von verschiedenen Faktoren

Alter </=52a >52a
65,5% 57,5%
TumorgroRe T, T,
60,2% 69,7%
Nodalstatus N, No
51,8% 67,3%
ER positiv negativ
76,5% 63,2%
PR positiv negativ
73,3% 61,9%
Rezidiv ja nein
46,2% 91,2%
Metastasen ja nein
16,1% 97,2%
M2-PK/cut-off positiv negativ
66,7% 50,0%
pAkt/cut-off positiv negativ
58,7% 66,2%

Abb. 12: Ubersicht iber die Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analysen

Fir das Patientenalter bei Diagnosestellung kann kein signifikanter Einfluss auf
das Uberleben (Log Rank: p=0,320) festgestellt werden.

Es besteht ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang der geschatzten
Uberlebenszeit mit verschiedenen T-Stadien (p=0,500). Beziiglich der Mortalitat
werden die Stadien T1 und T, untersucht, das Stadium T3 wird aufgrund der

geringen Haufigkeit (n=1) aus der Analyse herausgenommen.
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Die Mortalitat ist bei Patientinnen, die bei Diagnosestellung einen negativen
Lymphknotenstatus aufwiesen im Vergleich zu Patientinnen mit befallenen
Lymphknoten signifikant geringer (Abb. 13).

100

80

S
()]

2 60
2 Nodalstatus
% i JTnegativ
= Jpositiv

20

0 I I I I
0 5 10 15 20 25
Zeit (Jahre)

Abb. 13: Mortalitat in Abhangigkeit vom Nodalstatus

Das bedeutet, dass die geschatzte Uberlebenszeit bei nodalpositivem Status
signifikant kurzer als bei nodalnegativem Status ist (14,8a [Cl 12,7a - 16,8a] vs.
17,3a [Cl 159a - 18,7a]; Log Rank: p=0,045). Am Ende des
Beobachtungszeitraumes war knapp die Halfte (48,2%) der Patientinnen mit
befallenen Lymphknoten verstorben, hingegen lebten noch 67,3% der

Studienteilnehmerinnen ohne Lymphknotenmetastasen.
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Insgesamt war der Ostrogenrezeptorstatus fir 91 Tumorgewebeproben
bekannt. Abb. 14 stellt die Mortalitat in  Abhangigkeit vom
Ostrogenrezeptorstatus dar:

100 =

80—
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§ 60— ER/cut-off
% JTnegativ
T positiv
2 40
D
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Zeit (Jahre)

Abb. 14: Mortalitat in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus

Die geschéatzte Uberlebenszeit ist bei Patientinnen mit positvem ER-
Rezeptorstatus (ER-IRS>4) etwas langer, allerdings nicht signifikant langer, als
bei den Patientinnen mit fehlenden ER-Rezeptoren im Tumorgewebe (ER-
IRS</=4) (14,9a [CI 13,5a - 16,3a] vs. 16,1a [Cl 14,0a - 18,1a]; Log Rank:
p=0,160). Abb. 14 zeigt, dass am Ende der Studienzeit 76,5% der
Studienteilnehmerinnen mit positivem ER Uberlebt haben, wahrend von den

Patientinnen mit negativem Rezeptorstatus etwas mehr als 63,2% uberlebt
haben.
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Der Progesteronrezeptorstatus lag bei 87 Gewebeproben vor. Die Mortalitat in
Abhangigkeit vom Progesteronrezeptorstatus wird aus Abb. 15 ersichtlich:
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Abb. 15: Mortalitat in Abhangigkeit vom Progesteronrezeptorstatus

Auch hier (bertrifft die geschatzte Uberlebenszeit der Patientinnen mit
nachgewiesenen PR-Rezeptoren (PR-IRS>4) geringflgig die Lebenserwartung
bzw. geschatzte Uberlebenszeit der Patientinnen, bei denen kein PR-Rezeptor
im Tumorgewebe nachgewiesen werden konnte (IRS</=4) (15,3 a [Cl 14,0a -
16,7a] vs. 15,8a [Cl 13,3a - 18,3a]; Log Rank: p=0,190). Letztendlich haben
73,3% der PR-Rezeptor-Positiven und 61,9% der Patientinnen mit PR-

negativen Karzinomen bis zum Abschluss der Studie Uberlebt, wie aus Abb. 15
deutlich wird.
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Aus Abb. 16 werden sehr signifikante unterschiedliche Uberlebensraten in
Abhangigkeit vom Auftreten eines Rezidivs deutlich:
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Abb. 16: Mortalitat in Abhangigkeit vom Auftreten eines Rezidivs

Die geschatzte Uberlebenszeit ist bei Auftreten eines Rezidivs signifikant kiirzer
als bei Rezidivfreiheit (13,0a [Cl 10,0a - 16,0a] vs. 21,1a [CI 20,2a - 22,0a]; Log
Rank: p<0,001). Von denjenigen Patientinnen, bei denen bis zum Abschluss
der Beobachtung kein Rezidiv vorliegt, leben am Ende noch 91,2%, wahrend
nur 46,2% der Patientinnen, die ein In-Brust-Rezidiv erlitten hatten, das
Studienende erlebt haben (Abb. 16).
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Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Metastasen und der

Mortalitatsrate ist sehr signifikant, wie die folgende Abb. 17 veranschaulicht:
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Abb. 17: Mortalitat in Abhangigkeit vom Auftreten von Metastasen

Far Patientinnen, bei denen Metastasen aufgetreten sind, ergibt sich eine
signifikant kiirzere geschéatzte Uberlebenszeit im Vergleich zu Patientinnen
ohne Metastasen (8,4a [Cl 6,1a - 10,6a] vs. 21,7a [Cl 21,1a - 22,3a]; Log Rank:
p<0,001). Aus Abb. 17 wird deutlich, dass 16,1% der Patientinnen mit
Metastasen bis zum Zeitpunkt des Studienendes uberlebt haben. Von der

Gruppe ohne Metastasen leben hingegen noch 97,2%.
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Abb. 18 zeigt den grenzwertig signifikanten Unterschied im Uberleben von
Patientinnen mit positiven und negativen M2-PK/cut-off-Werten:
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Abb. 18: Mortalitat in Abhangigkeit vom M2-PK/cut-off

Die geschatzte Uberlebenszeit ist bei fehlender M2-PK-Expression (IRS</=4)
grenzwertig signifikant kurzer als bei vorhandener M2-PK-Expression (IRS>4)
(14,7a [Cl 12,4a - 17,0a] vs. 17,1a [Cl 15,8a - 18,5a]; Log Rank: p=0,058). Wie
aus Abb. 18 zu erkennen ist, haben 66,7% der Patientinnen mit positivem M2-
PK (M2-PK-IRS>4) und 50,0% der Patientinnen ohne M2-PK-Expression (M2-
PK-IRS</=4) das Ende der Nachbeobachtungszeit erlebt.
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Die geringe Differenz der Uberlebensraten bei unterschiedlichen pAkt/cut-offs
zeigt Abb. 19.
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Abb. 19: Mortalitat in Abhangigkeit vom pAkt/cut-off

Bei positivem pAkt/cut-off-Wert (pAkt-IRS>4) liegt die geschatzte
Uberlebensrate unter der geschatzten Uberlebensrate von Patientinnen mit
pAkt-IRS<=4. Dies ist jedoch nicht signifikant (15,9a [CIl 14,3a - 17,5a] vs. 17,1a
[Cl 15,3a - 18,8a]; Log Rank: p=0,340). Abb. 19 vergleicht die
Uberlebenskurven von Patientinnen mit positivem und negativem pAkt/cut-off.
Zu Studienende weicht die Mortalitat der Patienten mit pAkt-IRS>4, um nur

wenige Prozentpunkte von denjenigen ohne pAkt-Expression (pAkt-IRS</=4)
ab.

3.3 Vergleich der Expression von M2-PK und pAkt

Der Chi-Quadrat-Test ergibt keinen signifikanten Zusammenhang fur die
immunreaktiven Scores von M2-PK und pAkt (p=1,000) und die
entsprechenden cut-off-Werte (p=0,600).
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3.4 Vergleich verschiedener Parameter mit M2-PK-Expression

Im Folgenden wird der Expressionsgrad von M2-PK (M2-PK-IRS) mit
verschiedenen Parametern verglichen, um mdgliche Zusammenhange
aufzuzeigen: Patientenalter zum Diagnosezeitpunkt, Mortalitat, Uberlebenszeit,
Tumorstadium (T-Stadium), Lymphknotenstatus (N-Stadium), Nachweis von
Ostrogen (ER)- und Progesteronrezeptoren (PR) im Tumorgewebe, Auftreten
von Rezidiven und Metastasen und Expression von pAkt. Anschlielend werden
die gleichen Berechnungen fir den M2-PK/cut-off-Wert vorgenommen. Die Abb.
20 zeigt die Signifikanzniveaus beim Vergleich der M2-PK-Expression mit den
Patientendaten.

Signifikanzniveau Signifikanzniveau

M2-PK Mann-Whitney- M2-PK Chi-Quadrat-

IRS U-Test cut-off Test
Alter bei Diagnose ns p=0,591 ns p=0,865
Mortalitat (lebt j/n) s p=0,013 s p=0,049
Uberlebenszeit ns p=0,154 ns p=0,385
T-Stadium ns p=0,563 ns p=0,568
Lymphknotenstatus ns p=0,743 ns p=0,720
ER ns p=0,625 ns p=1,000
PR ns p=0,793 ns p=0,439
Rezidiv ns p=0,646 ns p=0,760
Metastasen ns p=0,476 ns p=0,292

Abb. 20: Signifikanzniveaus beim Vergleich der M2-PK-Expression mit den Patientendaten

Der Mann-Whitney-U-Test weist nach, dass das Alter bei Primardiagnose
keinen signifikanten Einfluss auf den ermittelten M2-PK-Wert hat (p=0,591).
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Die aus Abb. 20 ersichtlichen signifikanten Unterschiede der M2-PK-IRS von
Uberlebenden und Verstorbenen verifiziert Abb. 21:
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Abb. 21: Unterschiede des M2-PK/IRS bei Uberlebenden und Verstorbenen

Beim Vergleich der M2-PK-IRS von verstorbenen und noch lebenden
Patientinnen (Abb. 21) zeigt sich, dass Patientinnen, die innerhalb des
Beobachtungszeitraumes verstorben sind, signifikant niedrigere M2-PK-Werte
haben als Patientinnen, die noch am Leben sind (p=0,013).

Zwischen den immunreaktiven Scores fiir M2-PK und der Uberlebenszeit kann
kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden (p=0,154).

Die Tumorstadien T1 und T, weisen keinen signifikanten Einfluss auf die
ermittelten M2-PK-Werte (p=0,563) auf. Das Stadium T3 wird aufgrund der
geringen Anzahl (n=1) nicht in die Auswertung mit einbezogen.

Fir die Vergleiche der M2-PK-Werte mit dem Nodalstatus (p=0,743) und mit der
Auspragung der Ostrogen- (p=0,625) bzw. Progesteronrezeptoren (p=0,793)
zeigt sich ebenfalls keine Signifikanz.

Der Mann-Whitney-U-Test ergibt keine signifikanten Zusammenhange zwischen
dem Auspragungsgrad der M2-PK und dem Auftreten von Rezidiven (p=0,646)
oder Metastasen (p=0,476).

Mittels Chi-Quadrat-Test werden Berechnungen, in denen die oben genannten
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Parameter mit dem M2-PK/cut-off-Wert abgeglichen werden, durchgeflhrt.

Fir die Variablen Patientenalter bei Erstdiagnose (p=0,865), Uberlebenszeit
(p=0,871), Tumorstadium (p=0,568), Lymphknotenstatus (p=0,720), Ostrogen-
rezeptorstatus (p=1,000), Progesteronrezeptorstatus (p=0,439), Rezidiv
(p=0,760) und Metastasen (p=0,292) ist ebenfalls keine Signifikanz
nachweisbar.

Das in Abb. 20 beschriebene signifikante Ergebnis flr die Mortalitat mit
p=0,049, wird durch Abb. 22 veranschaulicht:
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Abb. 22: Unterschiede des M2-PK/cut-off bei Uberlebenden und Verstorbenen

Von den Patienten, die am Ende der Studie noch lebten haben 76,3% positive
und nur 23,7% negative M2-PK/cut-offs. Bei den Verstorbenen sind 60,7% M2-
PK-positiv und 39,3% negativ. Insgesamt betrachtet weisen 70,3% der

Patientinnen (n=111) eine M2-PK-Uberexpression auf.
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3.5 Vergleich verschiedener Parameter mit pAkt-Expression
Das Patientenalter bei Diagnosestellung, die Mortalitat, die Uberlebenszeit, das
Tumorstadium, der Lymphknotenstatus, das Vorhandensein von Progesteron-

bzw. Ostrogenrezeptoren im Tumorgewebe, sowie das Auftreten von Rezidiven

und Metastasen werden im Folgenden jeweils mit dem Auspragungsgrad von
pAkt (pAkt-IRS) und mit dem pAkt/cut-off-Wert verglichen (Abb. 23).

Signifikanzniveau Signifikanzniveau

pAkt Mann-Whitney- pAkt Chi-Quadrat-

IRS U-Test cut-off Test
Alter bei Diagnose ns p=0,116 s p=0,038
Mortalitat (lebt j/n) ns p=0,841 ns p=0,324
Uberlebenszeit ns p=0,654 ns p=0,871
T-Stadium ns p=0,673 ns p=0,523
Lymphknotenstatus ns p=0,894 ns p=0,319
ER ns p=0,106 ns p=0,080
PR ns p=0,545 ns p=1,000
Rezidiv ns p=0,837 ns p=1,000
Metastasen ns p=0,980 ns p=0,626

Abb. 23: Signifikanzniveaus beim Vergleich der pAkt-Expression mit den Patientendaten

In Bezug auf das Patientenalter bei Erstdiagnose Iasst sich fur pAkt-IRS keine
Signifikanz nachweisen (p=0,116).

Ebenfalls kein signifikantes Ergebnis liefern die Berechnungen zu Mortalitat
(p=0,841) und Uberlebenszeit (p=0,654).

Auch zwischen dem T-Stadium (p=0,673), dem Lymphknotenstatus (p=0,894),
der Ausbildung von ER- (p=0,106) und PR-Rezeptoren (p=0,545) sowie dem
Auftreten von Rezidiven (p=0,837) und Metastasen (p=0,980) verglichen mit

pAkt-Werten findet sich kein Hinweis auf einen signifikanten Zusammenhang.
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Betrachtet man jedoch den pAkt/cut-off zeigen sich signifikante Unterschiede in
Abhangigkeit vom Patientenalter wie auch Abb. 24 veranschaulicht.

(%)

60—

pAkt/cut-off
. negativ
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Alter

Abb. 24: Unterschiede des pAkt/cut-off in Abhangigkeit vom Alter

Vergleicht man den pAkt/cut-off mit jeweils einer Patientengruppe, deren Alter
zum Zeitpunkt der Diagnose unterhalb des Mittelwertes liegt bzw. dem
Mittelwert entspricht und einer Gruppe von Patientinnen deren Alter den
Mittelwert Ubersteigt (Abb. 24), so kann mit Hilfe des exakten Tests nach
Fischer eine signifikant héhere Expression von pAkt im Tumorgewebe von
Patientinnen unterhalb des Durchschnittsalters von 52 Jahren nachgewiesen
werden (p=0,038).

Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem pAkt/cut-off und
der Mortalitét (p=0,324), der Uberlebenszeit (p=0,871), dem Tumorstadium
(p=0,523), dem Lymphknotenstatus (p=0,319), dem PR (p=1,000), sowie dem
Auftreten von Rezidiven (p=1,000) oder Metastasen (p=0,626).

Bezliglich des Ostrogenrezeptorstatus zeigt sich im Chi-Quadrat-Test ebenfalls
kein signifikantes Ergebnis (p=0,080), jedoch ein Trend zu positivem pAkt-

Nachweis bei negativer Hormonrezeptorexpression.
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3.6 Cox-Regressionsanalyse

Zur Ermittlung unabhangiger Prognosefaktoren fiir die Uberlebenszeit wird die
Cox-Regressionsanalyse verwendet. In die Analyse fliellen die Werte Alter bei
Diagnosestellung, T-Stadium, Lymphknotenstatus, M2-PK/cut-off und pAkt/cut-
off ein.

Aufgrund unvollstandiger Datenerfassung werden die Parameter ER- und PR-
Rezeptorstatus, sowie aufgetretene Rezidive oder Metastasen nicht in die
Analyse mit einbezogen.

Das Alter und der Lymphknotenstatus werden als unabhangige Determinanten
der Mortalitat identifiziert (p=0,032 bzw. p=0,011), wahrend fur den M2-PK/cut-
off-Wert eine grenzwertige Signifikanz als unabhangige Determinante fur
Mortalitat besteht (p=0,059).

Keine Signifikanz bestehen fur das Tumorstadium (p=0,353) und den pAkt/cut-
off (p=0,182).
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4 Diskussion

Brustkrebs ist eine sehr gut untersuchte Tumorentitat, trotzdem ist bisher nur
wenig Uber die Einflisse des Glukosestoffwechsels auf die Progredienz der
Erkrankung und die Uberlebenszeit bekannt. Indikatoren fiir Veranderungen im
Zuckerstoffwechsel wurde in der Vergangenheit nur wenig Aufmerksamkeit
gewidmet. In letzter Zeit erlangten verschiedene Glykolysemarker, die den in
Krebszellen abgewandelten Glukosemetabolismus anzeigen, wachsendes
Interesse. Uber die prognostische Relevanz, die die Expression dieser Marker
im Mammakarzinomgewebe besitzt, ist bis heute nur wenig bekannt. Inwiefern
sie als mdgliche therapeutische Ansatzpunkte in der Krebsbehandlung dienen
konnen und welche Bedeutung sie als pradiktive Faktoren haben, muss noch
genauer erforscht werden.

In dieser experimentellen Studie wurde primares Mammakarzinomgewebe von
160 Patientinnen auf die Expression von M2-PK und pAkt untersucht. Um
zuverlassige prognostische Aussagen zu ermdglichen, wurde ein Kollektiv mit
einer sehr langen Nachbeobachtungszeit von mindestens 13 Jahren nach
Diagnosestellung und brusterhaltender operativer Therapie ausgewahlt. Von
den Patientinnen wurden Daten erhoben, die Informationen Uber das Stadium
der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (T-Stadium, Nodalstatus),
den Hormonrezeptorstatus, das Alter, die aufgetretenen Metastasen und
Rezidive sowie die krankheitsspezifische Mortalitat beinhalten. Die
gesammelten Uberlebensdaten wurden statistisch ausgewertet und mit den

Resultaten der immunhistochemischen Farbungen in Bezug gesetzt.

4.1 Charakteristika des Patientenkollektivs

Im Vergleich zu Studien, die sich mit der allgemeinen Prognose und bereits
etablierten Prognosefaktoren des Mammakarzinoms befassen, ist ein Kollektiv
von 160 Patientinnen relativ klein und der Beobachtungszeitraum
durchschnittlich (z. B.: Hatteville: n=3180, 20a; Arriagada: n=2410, 25a). Das
gilt aber nicht fur die Untersuchungen, die bisher zur Tumor-M2-PK und zum

pAkt beim Mammakarzinom durchgefuhrt wurden. Insbesondere flir M2-PK sind
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die Fallzahlen und Beobachtungszeitraume dieser Studien kleiner als in der
vorliegenden Arbeit (Liftner. n=67, 4 Wochen; Thomas: n=18, 12 Monate;
Hoopmann: n=20, 13 Monate). In Bezug auf pAkt sind bereits groflere
Patientenzahlen untersucht worden, aber in diesen Studien waren die
Beobachtungszeitraume kulrzer: Kirkegaard: n=402, 6,45a; Andre: n=781, 10a;
Tokunaga: n=252; maximal 14a; Schmitz. n=99, 10a; Vestey: n=95, 51
Monate). Der Nachbeobachtungszeitraum dieser Arbeit mit mindestens 13 bis
zu 23 Jahren nach Primardiagnose ist verglichen mit friheren Studien, die die
prognostische und pradiktive Relevanz von Glykolysemarkern untersucht
haben, ungewdhnlich lang.

Das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung ist mit 52 Jahren niedriger als der
Bundesdurchschnitt. Laut RKI liegt das mittlere Erkrankungsalter flr Brustkrebs
in Deutschland aktuell bei 63 Jahren (Batzler et al. 2008). Ubereinstimmend mit
den Daten des statistischen Bundesamts ist in der vorliegenden Studie ein
Anstieg der Inzidenzrate mit zunehmendem Alter, insbesondere zwischen dem
30. und dem 50. Lebensjahr, zu beobachten (Giersiepen et al. 2005).

Bei den Patientinnen der UFK in Wurzburg lagen zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung uberwiegend Tumoren vor, die kleiner als 2 cm (78,8% T4-
Tumoren) oder maximal 5 cm (20,6% T2-Tumoren) grol3 waren. Lediglich 0,6%
der Karzinome wurden im bereits fortgeschrittenen Stadium T3 diagnostiziert.
Die Daten des Woirzburger Kollektivs spiegeln exakt die Ergebnisse aus
deutschlandweiten Mammographie-Screening-Untersuchungen  wider, bei
denen 79,5% der Karzinome im Stadium T4, 19,6% im Stadium T, und 0,9% im
Stadium T3 diagnostiziert worden sind (Giersiepen et al. 2005).
Lymphknotenmetastasen wurden bei den Studienteilnehmerinnen aus
Waurzburg haufiger festgestellt (36,2%) als bei Teilnehmerinnen bundesweiter
Fraherkennungsmal3nahmen (16,9%). Das liegt jedoch in erster Linie daran,
dass fur die vorliegende Studie nur Patientinnen mit invasiven Karzinomen
rekrutiert wurden, wahrend Giersiepen in die Auswertungen des
Mammographie-Screenings auch nichtinvasive Vorstufen (Carcinomata in situ)
einbezogen hat.

Bei der histologischen Klassifikation stimmt die Haufigkeitsverteilung des
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Wurzburger Kollektivs mit internationalen Daten uberein, wonach die duktalen
(70,0-80,0%) und lobularen Karzinome (10,0-15,0%) die weitaus haufigsten
sind.

Im Mittelpunkt der Brustkrebsbehandlung steht nach wie vor die lokale
Entfernung des Tumors (Kreienberg et al. 2008). Orientierend am
Tumorstadium wurde bei allen Studienteilnehmerinnen als operative Therapie
eine brusterhaltende Operation mit Axilladissektion durchgeflhrt. Allgemein
wird diese Operationsmethode heute in 70,0-80,0% der Falle angewandt und
wird in aller Regel mit der Entfernung der Achsellymphknoten kombiniert
(Giersiepen et al. 2005). Im Anschluss an die Operation erfolgte als
therapeutischer  Standard die = Nachbestrahlung des  verbliebenen
Mammagewebes. Die Auswahl weiterer systemisch wirksamer Therapien
erfolgte bei den 160 Patientinnen dieser Studie, wie allgemein ublich, nach
Risikostratifizierung.

Ein wichtiges Kriterium fir die Auswahl der adjuvanten Therapiemethoden ist
der Hormonrezeptorstatus. Die Expression der Hormonrezeptoren im
Mammakarzinomgewebe wird erst seit 1989 untersucht. Deshalb war der
Ostrogenrezeptorstatus nur fir 92 und der Progesteronrezeptorstatus fiir 88
Gewebeproben bestimmt worden, wovon 38,0% eine ER- und 52,3% eine PR-
Expression aufwiesen. In der internationalen Literatur finden sich
unterschiedliche Expressionsgrade fir den Ostrogenrezeptor, sie liegen
deutlich hoher als im Kollektiv dieser Studie. Der Anteil an ER-positiven
Karzinomen variiert zwischen 59,3% (Schmitz et al. 2004), 61,0% (Vestey et al.
2005), 66,8% (Cafiizares et al. 2001) und 78,3% (Hilsenbeck et al. 1998).

Die Haufigkeit, mit der in den untersuchten Gewebeproben PR-Expression
nachgewiesen wurde, liegt nur knapp Uber dem Durchschnitt der Resultate aus
anderen Studien, bei denen von 46,6% (Tokunaga et al. 2006) bis 54,7%
(Canizares et al. 2001) PR-positive Tumoren gefunden worden sind.

Fir die liickenlose Erfassung von Uberlebensdaten sind ein hohes MaR an
Compliance und exakte Dokumentation erforderlich. So lasst sich erklaren,
dass lediglich von 60 Patientinnen bekannt ist, ob sich ein Rezidiv entwickelt

hat, und dass die gesammelten Daten nicht mit den Haufigkeiten der
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Gesamtbevolkerung ubereinstimmen. In Warzburg ist bei 43,3% (n=26) der 60
Patientinnen ein lokoregionares Rezidiv aufgetreten, wahrend laut RKI nur in
5,0-8,0% der Falle mit einem In-Brust-Rezidiv zu rechnen ist (Giersiepen et al.
2005). Diese Diskrepanz ist wohl dadurch entstanden, dass Rezidivfreiheit
meistens nicht explizit dokumentiert wird und dass die Patientinnen der
vorliegenden Studie sehr lange nachbeobachtet worden sind. Unter der
Annahme, dass die Patientinnen, deren Krankheitsverlauf in puncto Rezidiv
unbekannt ist, nicht dokumentiert wurden, da sie rezidivfrei geblieben sind, lage
die Haufigkeit fur ein In-Brust-Rezidiv mit 16,3% deutlich niedriger.

Ebenso schwierig ist die Datenregistrierung fur das Auftreten von
Fernmetastasen. Dies ist moglicherweise ein Grund dafiur, dass es keine
Vergleichsdaten des RKI fur die Haufigkeit des Auftretens von Fernmetastasen
bei deutschen Brustkrebspatientinnen gibt. AuRerdem flhren die systematische
Suche nach Fernmetastasen, sowie deren fruhe Erkennung und Behandlung
laut RKI zu keinem Uberlebensvorteil (Giersiepen et al. 2005). In der
Wdirzburger Studie koénnen diesbezuglich Angaben zu 68 Probandinnen
gemacht werden. Bei 47,1% dieser Frauen waren wahrend des
Nachbeobachtungszeitraums Metastasen zu verzeichnen. In anderen Studien
mit groReren Teilnehmerzahlen wurden seltener Metastasen beobachtet. Bei
einer Nachbeobachtungszeit zwischen 8 und 25 Jahren werden in der Literatur
folgende Werte genannt: Pass 12,0%, Touboul 14,0%, Veronesi (1995) 18,5%
und Kini 19,0%. Da die Abweichungen von der Literatur auch in puncto
Metastasen drastisch sind, liegt hier die gleiche Vermutung nahe wie bei den
Werten fur Rezidive. Nimmt man auch hier an, dass die Mehrzahl der
unbekannten Verlaufe nicht dokumentierte Metastasenfreiheit bedeutet, so lage
die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von Fernmetastasen nur bei 20,0%.
Bezlglich der Uberlebenszeit ergeben sich aufgrund der statistischen
Auswertungsmethode Ungenauigkeiten. Die Uberlebenskurve stellt sich fir
Uberlebenszeiten, die mehr als 13 Jahre betragen verzerrt dar: Der
Rekrutierungszeitraum umfasst die Jahre 1985 bis 1995, also insgesamt 10
Jahre. Der Nachbeobachtungszeitraum endet fur alle Studienteilnehmer im Jahr
2008. Das heildt, dass sich fur Patientinnen, die erst 1995 in die Studie
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aufgenommen wurden, eine maximal mégliche Uberlebenszeit von lediglich 13
Jahren ergibt. Betrachtet man die Uberlebenszeiten 14 bis 23 Jahre, so sinken
die Haufigkeiten fiir das Uberleben schon allein wegen abnehmender
Patientenzahlen. Es lasst sich also nur eingeschrankt eine Aussage Uber die
mittlere Uberlebenszeit treffen. Eine weitere Einschrankung der Aussagekraft
beziiglich der Uberlebenszeit ergibt sich wie folgt: Weil nicht in jedem Jahr
gleich viele Patientinnen fur die Studie rekrutiert werden konnten, sind auch
Uberlebenszeiten, die geringer als 13 Jahre sind, nur bedingt fiir eine Aussage
bezlglich der Uberlebensrate verwendbar.

Daten zum krankheitsspezifischen Uberleben, die das Mammakarzinom als
Todesursache dokumentieren, sind nur schwer zu erheben. Die genaue
Todesursache konnte in der vorliegenden Studie nur fir 21 Patientinnen eruiert
werden, wovon 76,2% an Brustkrebs verstorben sind. Aufgrund der geringen
Anzahl sind diesbezuglich keine verlasslichen statistischen Aussagen maglich.
Es fand sich beziiglich des krankheitsspezifischen Uberlebens nur eine Studie
mit Vergleichswerten. Von Schmitz wird berichtet, dass sich die Todesursache
fur 27 von insgesamt 106 Studienteilnehmerinnen nachvollziehen lies. Hiervon

waren 70,1% der Patientinnen an Brustkrebs verstorben (Schmitz et al. 2004).

4.2 Diskussion der Kaplan-Meier-Analysen und Cox-Regression

Bei den Kaplan-Meier-Analysen gelten bezlglich der Mortalitatsraten die
gleichen Einschrankungen in der Aussagekraft wie bereits fur die
Uberlebenszeit beschrieben, da der Rekrutierungszeitraum einen Zeitraum von
10 Jahren umfasst und sich somit unterschiedliche Ausgangswerte fur den
Startzeitpunkt der Nachbeobachtungsphase ergeben. Diese Ungenauigkeiten
basieren auf der statistischen Auswertungsmethode, die jedoch allgemein fur
diese Art von Daten angewendet wird. Um Vergleiche mit nationalen Daten des
deutschen Krebsregisters und anderen Studien zu ermdglichen, wurde zur
Schatzung der Mortalitatsraten trotz der erwahnten Unklarheiten die Methode
nach Kaplan-Meier eingesetzt. Gleichwohl sollte in Zukunft eine Prufung der
Aussagekraft dieses Rechenwegs erfolgen und es ist empfehlenswert, andere

Verfahren fir die Erstellung von Uberlebensstatistiken anzuwenden.
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Die geschatzte mittlere Uberlebenszeit der brusterhaltend therapierten
Patientinnen dieser Studie betragt 16,4 Jahre. Die Funfjahresgesamt-
uberlebensrate liegt bei 88,0% und damit Uber der Funfjahresuberlebensrate
des saarlandischen Krebsregisters aus dem Diagnosezeitraum 1990 bis 94, die
laut RKI 78,0% betragt. Die relative 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit
liegt Uber alle Stadien hinweg in Deutschland aktuell bei 81,0% (Batzler et al.
2008). In der vorliegenden Studie waren nach 10 Jahren 73,0%, nach 15
Jahren 64,0% und am Studienende noch 61,8% der Patientinnen am Leben.
Fir die Uberlebensraten 10 bzw. 15 Jahre nach Primardiagnose liegen keine
bundesweiten Vergleichsdaten vor. Insgesamt lasst sich feststellen, dass der
Krankheitsverlauf in den ersten finf Jahren nach Diagnosestellung bei den
Patientinnen aus Wdurzburg gunstiger ausgefallen ist, als nach
bundesdeutschem Durchschnitt zu erwarten gewesen ware.

Im vorliegenden Kollektiv hatte das Alter bei Diagnosestellung keinen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben, es konnte jedoch durch die Cox-
Regressionsanalyse als unabhangige Determinante der Mortalitat identifiziert
werden. Untersuchungen an groReren Patientenkollektiven haben hingegen
gezeigt, dass Frauen unter 35 Jahren eine signifikant schlechtere Prognose
aufweisen (Kroman et al. 2000, Kaufmann et al. 2005, Soerjomataram et al.
2008). Gleiches qilt auch fur Frauen, die bei Diagnosestellung alter als 70 Jahre
sind (Fisher et al. 2001, Arriagada et al. 2006, Soerjomataram et al. 2008).
Internationale Experten stimmen darin Uberein, dass ein Erkrankungsalter unter
35 Jahren ein nachteiliger Faktor fur die Prognose ist (Goldhirsch et al. 2007),
was durch aggressivere Tumoreigenschaften bei jingeren Patienten erklart wird
(Cluze et al. 2009). Bei der Studie von Maggard besitzt das Alter bei
Diagnosestellung auch nach Kontrolle anderer etablierter Prognosefaktoren
eine signifikante Relevanz (Maggard et al. 2003). Ob es wirklich einen Bezug
zwischen dem Alter und dem Uberleben gibt, wird jedoch derzeit noch
kontrovers diskutiert (Cluze et al. 2009). Die Ergebnisse der vorliegenden
Studie unterstitzen die Aussage von Rapiti, dass das Alter keinen prognostisch
relevanten Faktor darstellt (Rapiti et al. 2005).

Das Tumorstadium dient international als etablierter Prognosefaktor (Decker et
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al. 2009). Verschiedene Studien an bis zu 24.740 Brustkrebspatientinnen
zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Tumordurchmesser und der
Uberlebenszeit auf (Quiet et al. 1995, Rosen et al. 1993, Carter et al. 1989). Im
Rahmen dieser Arbeit konnte zwischen der TumorgroRe und der
Uberlebenszeit durch die Kaplan-Meier- und die Cox-Regressionsanalyse kein
signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden. Im Gegenteil, am
Studienende lag die Mortalitatsrate bei Patienten mit To-Tumoren unter der
Rate derjenigen mit Tq-Tumoren. Dies lasst sich am ehesten durch die
heterogene Verteilung der TumorgroRen im Kollektiv erklaren, denn die grofl3e
Mehrzahl (123 von insgesamt 156) der Studienteilnehmerinnen wiesen
Tumoren unter 2 cm Durchmesser (T4) auf. Lediglich 33 Frauen hatten groRere
Tumoren im Stadium T».

Der axillare Lymphknotenstatus ist der starkste Prognosefaktor (Decker et al.
2009). Sind die Lymphknoten befallen, so erhoht sich die Mortalitdt um das
Vier- bis Achtfache. Auch das Rezidivrisiko ist dann so stark erhdht, dass allein
anhand dieses einen Faktors die Entscheidung fir eine adjuvante systemische
Therapie getroffen wird (Arriagada et al. 2006). Die prognostische Aussagekraft
des Lymphknotenstatus wird eindeutig durch die vorliegende Studie an den
Wiirzburger Patientinnen bestétigt, denn die geschétzte Uberlebenszeit war bei
positivem Nodalstatus signifikant kirzer als bei den nodalnegativen
Patientinnen. AuRerdem konnte der Nodalstatus auch in der multivarianten
Cox-Regressionsanalyse als starkster Prognosefaktor bestatigt werden.

Im Zeitverlauf lieR sich beobachten, dass der Nachweis von Ostrogen- sowie
Progesteronrezeptoren einen Uberlebensvorteil fiir die Patientinnen bedeutet,
der fUr nur Progesteronrezeptorpositive etwas geringer ausfallt. Exprimiert das
Karzinom keine ER, so erhoht dies die Mortalitat um das 1,5- bis 2-fache
(McGuire et al. 1990). Das Vorhandensein von Hormonrezeptoren lasst
Voraussagen uber das Ansprechen einer Hormontherapie zu (Clarke et al.
2005) und dient daher eher als pradiktiver denn als prognostischer Marker
(Harris et al. 2007, Soerjomataram et al. 2008). Allerdings kann die pradiktive
Aussagekraft auch von der unterschiedlich starken Expression beider
Hormonrezeptoren abhangen (Goldhirsch et al. 2007, Decker et al. 2009). Die
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prognostische Aussagekraft des ER- und PR-Status ist laut verschiedener
Studien als gering einzustufen (Vorgias et al. 2001, Vincent-Salomon et al.
2001) oder sogar vernachlassigbar klein (Reed et al. 2000). Dies gilt laut Costa
vor allem fur die ersten Jahre nach Diagnosestellung (Costa et al. 2002),
wahrend Hilsenbeck gegenteilige Beobachtungen gemacht hat (Hilsenbeck et
al. 1998).

Die geschatzte Uberlebenszeit der Patientinnen war signifikant kiirzer, wenn
Metastasen oder ein Rezidiv aufgetreten sind. Diese Beobachtungen werden
laut Soerjomataram 2008 durch die internationale Literatur eindeutig bestatigt
(Fisher et al. 2001, Hatteville et al. 2002, Wapnir et al. 2006). Hatteville
berichtet, dass die Uberlebenswahrscheinlichkeit 20 Jahre nach
Diagnosestellung von 78,0% auf 72,0% bei rezidiviertem und auf lediglich
18,0% bei metastasiertem Mammakarzinom sinkt. In dieser Studie, mit einer
Nachbeobachtungszeit von 23 Jahren, war der Unterschied noch deutlicher.
Hier betrug die Uberlebensrate fiir Patientinnen ohne Rezidiv 91,2% und sank,
sobald ein Rezidiv zu verzeichnen war, auf 46,2% ab. Bei Vorliegen von
Metastasen war das Bild noch deutlicher, hier verringerte sich die
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 97,2% auf 16,1%.

4.3 Die prognostische Bedeutung der M2-PK-Expression

Die prognostische und pradiktive Aussagekraft der Tumor-M2-Pyruvatkinase
wurde bereits fur viele Krebsarten untersucht. Die meisten Studien basieren auf
Vergleichen der Tumor-M2-PK-Plasmakonzentration mit etablierten Prognose-
markern und dem Krankheitsverlauf. Diese Methode wurde durch Eigenbrodt
entwickelt, der durch Untersuchungen an menschlichen Tumoren zeigen
konnte, dass Tumorzellen die dimere Form der M2-Pyruvatkinase
uberexprimieren. Dabei korrelierte die Malignitat mit der quantitativen
Determinierung der M2-PK (Eigenbrodt et al. 1992). Seither wurden viele
Studien durchgefuhrt, die zeigten, dass der quantitative Nachweis von M2-PK
zur Diagnosestellung und Therapiekontrolle bei verschiedenen Krebs-
erkrankungen dienen kann.

Fir folgende Tumorentitaten liegen diesbezlglich signifikante Ergebnisse vor:
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Das Mammakarzinom (Luftner et al. 2000, Hoopmann et al. 2002, Luftner et al.
2003, Thomas et al. 2005), gastrointestinale Karzinome (Eigenbrodt et al. 1997,
Hardt et al. 2000, Schulze 2000, Liftner et al. 2001, Kim et al. 2003, Schneider
und Schulze 2003b, Zhang et al. 2004, Schneider et al. 2005), das
Zervixkarzinom (Kaura et al. 2004, Jeschke 2008), das Ovarialkarzinom
(Ahmed et al. 2007), das Bronchialkarzinom (Schneider et al. 2000a, Sapoutzis
und Oremek 2002, Schneider et al. 2002, Schneider et al. 2003a), das
Nierenzellkarzinom (Oremek et al. 1999, Oremek et al. 2000, Roigas et al.
2000, Hegele et al. 2003), das Pankreaskarzinom (Oremek et al. 1997,
Cerwenka et al. 1999, Ventrucci et al. 2004), sowie das Melanom (Ugurel et al.
2005). Hingegen konnte dem Grad der M2-PK-Expression fur Schilddrisen-
(Bena-Boupda et al. 2003), Hoden- (Pottek et al. 2000), Blasen- und
Prostatakarzinome (Roigas et al. 2001, Hegele et al. 2003), neuroendokrine
(Pezzilli et al. 2003), sowie hamatologische Tumorerkrankungen (Oremek et al.
2003, Staib et al. 2006) keine Bedeutung beigemessen werden.

Da bereits vielversprechende Ergebnisse zur Relevanz der Tumor-M2-PK bei
Brustkrebs durch die Bestimmung der Plasmakonzentration erzielt wurden,
wurde in der vorliegenden Studie direkt das Mammakarzinomgewebe mittels
monoklonaler Antikorper auf tumorspezifische dimere M2-PK untersucht, um zu
eruieren, ob der Auspragungsgrad zum Diagnosezeitpunkt mit dem langfristigen
klinischen Verlauf in Verbindung steht (Benesch et al. 2010). Die
immunhistochemische Auswertung der Gewebeproben zeigte in 70,0% (n=112)
der Karzinome eine Uberexpression des M2-PK Dimers (Abb. 9). Fiir die M2-
Pyruvatkinase-Farbung in Mammakarzinomgewebe kénnen in der gangigen
Literatur keine Referenzwerte gefunden werden, da in bisherigen Studien
lediglich Blutuntersuchungen vorgenommen worden sind.

Fur den M2-PK/cut-off zeigte sich in der Cox-Regressionsanalyse eine
grenzwertige Signifikanz als unabhangige Determinante der Mortalitat und die
geschatzte Uberlebenszeit von Patientinnen mit GbermaRig starker M2-PK-
Expression im Tumorgewebe war grenzwertig signifikant langer (Abb. 18). Am
Studienende waren 66,7% der M2-PK-Positiven am Leben, jedoch nur 50,0%

der Negativen. Ahnliche Resultate ergaben sich auch fir den M2-PK-IRS.
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Patientinnen, die innerhalb des Beobachtungszeitraums verstorben sind, hatten
signifikant niedrigere M2-PK-Werte (Abb. 21). Somit kommt in Betracht, dass
die Rolle der M2-PK in einer verhaltnismalig langsam wachsenden
Tumorentitdt, wie dem Mammakarzinom, eine andere ist als in schneller
proliferierenden Krebsarten, wie zum Beispiel Kolon- oder Ovarialkarzinomen
(Benesch et al. 2010). Fur Tumorentitaten mit langsamem Erkrankungsprogress
scheint die Energiegewinnung ein wichtigerer Faktor als die Zellteilung zu sein
(Schmidt et al. 2010). Es ist also denkbar, dass Tumorzellen, bei denen die
Energiegewinnung im Vordergrund steht, vor allem die tetramere Isoform der
M2-PK aufweisen und damit die gleichen Eigenschaften wie normale,
proliferierende Zellen besitzen (Mazurek et al. 2005). Dies erklart auch, dass
Mammakarzinomzellen in den relativ frihen Erkrankungsstadien, die in dieser
Arbeit untersucht wurden, einen niedrigeren MZ2-PK-Expressionsgrad
aufweisen. Um die M2-PK eindeutig als unabhangigen Prognosefaktor fur das
Langzeituberleben bei Brustkrebs zu identifizieren, sollten in der Zukunft
Untersuchungen an groflReren Kollektiven durchgefuhrt werden, da hier
signifikante Werte zu erwarten sind.

Zwischen der Uberlebenszeit und der Konformation der M2-PK konnte kein
Zusammenhang festgestellt werden. Der Auspragungsgrad der dimeren M2-PK
(M2-PK-IRS) im Mammakarzinomgewebe fungiert zwar langfristig als
prognostischer Faktor fiir das Uberleben von Brustkrebspatientinnen, er lasst
aber keine Aussagen Uber die Uberlebenszeit zu.

Beim Vergleich der Expression der Tumor-M2-PK (M2-PK-IRS und M2-PK/cut-
off) im Tumorgewebe mit weiteren Charakteristika des Kollektivs konnte fur die
Parameter Patientenalter, TumorgroBe, Lymphknoten-, Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus (Benesch et al. 2010), sowie das Auftreten von
Rezidiven und Metastasen kein signifikanter Zusammenhang festgestellt
werden. FUr diese klinischen Daten liegen bislang keine Referenzwerte zum
Mammakarzinom vor, da die bisherigen Untersuchungen zu diesem Thema an
kleinen Kollektiven mit fortgeschrittenen Krankheitsstadien durchgefuhrt worden
sind (Luftner et al. 2000, Hoopmann et al. 2002, Luftner et al. 2003, Thomas et

al. 2005) und die Mehrzahl der Aussagen zur prognostischen und pradiktiven
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Relevanz der Tumor-M2-PK anhand von Plasmakonzentrationen getroffen
worden sind (Luftner et al. 2000, Hoopmann et al. 2002, Luftner et al. 2003,
Thomas et al. 2005).

Von Zwerschke wurde anhand einer Studie an Fibroblasten beschrieben, dass
es in hoherem Alter vermehrt zu einer Tetramerisierung der M2-PK kommt
(Zwerschke et al. 2003, Mazurek et al. 2005). Somit ware bei hoherem
Patientenalter mit niedrigeren Tumor-M2-PK-Werten zu rechnen gewesen. Da
kein Zusammenhang zwischen der M2-PK-Expression im Tumorgewebe und
dem Alter nachweisbar war, gilt diese Beobachtung offensichtlich nicht fur die
M2-PK-Verteilung in Mammakarzinomzellen.

Eine Korrelation zwischen fortschreitendem Tumorstadium und einem Anstieg
der M2-PK-Plasmakonzentration konnte bei verschiedenen Krebserkrankungen
nachgewiesen werden. Dies gilt beispielsweise fur das Nierenzellkarzinom
(Wechsel et al. 1999), Zervixkarzinom (Jeschke 2008) und Lungenkarzinom
(Schneider et al. 2000b). Schneider berichtet in einer anderen Studie an
Lungenkrebspatienten aul’erdem, dass Primartumoren unterschiedliche
Expressionsgrade bezuglich M2-PK aufweisen, wahrend Metastasen stets
durch einheitlich hohe Mengen an M2-PK charakterisiert sind (Schneider et al.
2002). Die Erkenntnisse der vorliegenden Studie stimmen insofern mit dieser
Aussage uberein, dass aufgrund eines heterogenen Verteilungsmusters von
M2-PK kein Zusammenhang zwischen dem Auspragungsgrad von M2-PK im
primaren Brustkrebsgewebe und den Faktoren TumorgroRe oder Nodalstatus
hergestellt werden konnte. Eine Korrelation zwischen der Plasma-M2-PK-
Konzentration und positivem Lymphknotenstatus konnten Thomas fur das
Mammakarzinom sowie Jeschke fur das Zervixkarzinom nachweisen (Thomas
et al. 2005, Jeschke 2008).

Bei der Gegenuberstellung der M2-Pyruvatkinaseexpression der Patienten-
proben mit dem spateren Auftreten von Rezidiven oder Metastasen zeigten sich
keine Hinweise auf einen signifikanten Zusammenhang. In verschiedenen
Studien konnte ein signifikanter Anstieg der M2-PK-Konzentration im Blut bei
Metastasierung beobachtet werden. Dies gilt fur das Mammakarzinom (Schulze

2003), das Zervixkarzinom (Jeschke 2008), das Nierenzellkarzinom (Roigas et
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al. 2000), das Pankreaskarzinom (Cerwenka et al. 1999, Ventrucci et al. 2004)
sowie fur verschiedene gastrointestinale Krebsarten (Schulze 2000, Kim et al.
2003, Hardt et al. 2004). Lediglich beim Hodenkarzinom bestanden keine
Unterschiede zwischen den metastasierten und nicht-metastasierten Stadien
(Pottek et al. 2000). Beim Mammakarzinom kann die Bestimmung der M2-PK
im Operationspraparat nicht als prognostisches Indiz fur die Krankheits-
progredienz dienen.

Weder fiir den Ostrogen- noch fiir den Progesteronrezeptorstatus konnte ein
signifikanter Zusammenhang mit der Expression des Glykolyseindikators
Tumor-M2-Pyruvatkinase aufgezeigt werden. Es liegen diesbezlglich keine
verwertbaren Referenzwerte aus anderen Studien vor. Der Auspragungsgrad
der Tumor-M2-Pyruvatkinase im Brustkrebsgewebe gibt keinen Aufschluss Uber
den Hormonrezeptorstatus.

Wie bereits erwahnt, besitzen auch Tumorzellen M2-Pyruvatkinasen mit der
Fahigkeit zur Konformationsanderung, so dass es den malignen Zellen madglich
ist, ihren Stoffwechsel je nach Bedarf anzupassen und gegebenenfalls vermehrt
dimere M2-PK zu exprimieren (Mazurek et al. 2005). Nach derzeitigem
Wissensstand konnte in Tumorzellen noch nie eine M2-PK nachgewiesen
werden, die ihre Fahigkeit zur Konformationsanderung verloren hatte. Es ist
also davon auszugehen, dass diese Eigenschaft zwingend notwendig fur das
Zelliberleben, auch in Krebszellen, ist (Mazurek et al. 2005). Berlcksichtigt
man nun zusatzlich, dass jede in der Studie untersuchte Gewebeprobe nur eine
Momentaufnahme des Tumorstoffwechsels zum Entnahmezeitpunkt wieder-
spiegelt, so ist es mdglich, dass der messbare Expressionsgrad der dimeren

bzw. tetrameren M2-PK zeitlichen Schwankungen unterworfen ist.

4.4 Die prognostische Bedeutung der pAkt-Expression

Die Relevanz von pAkt fir den Tumormetabolismus wurde bereits in mehreren
Studien beschrieben und erst kirzlich zusammengefasst (Young und Anderson
2008). Die konstitutiv aktivierte Akt-Kinase wurde durch Bellacosa in den
folgenden Tumorarten nachgewiesen: Mammakarzinome, Gliome, Schild-

drisenkarzinome, Bronchialkarzinome, Magenkarzinome, Pankreaskarzinome,
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Gallengangskarzinome, Ovarialkarzinome, Prostatakarzinome, Nierenzell-
karzinome, Endometriumkarzinome, sowie hamatologische Krebserkrankungen
(Bellacosa et al. 2005). Dies fuhrte zu der Frage, ob pAkt auch ein
entscheidender Faktor fir das Uberleben von Brustkrebszellen sein konnte,
denn die Bedeutung der pAkt-Expression als prognostischer und pradiktiver
Faktor beim Mammakarzinom ist bislang nur in relativ wenigen Studien mit
heterogenen Kollektiven untersucht worden (Stal et al. 2003, Sastre-Garau et
al. 2004, Schmitz et al. 2004, Kirkegaard et al. 2005, Vestey et al. 2005,
Tokunaga et al. 2006, Cannings et al. 2007, Andre et al. 2008).

Die  immunhistochemische  Auswertung der 160 Mammakarzinom-
gewebeproben ergab in 58,1% (n=93) der Falle eine pAkt-Uberexpression
(Abb. 9). Fur pAkt zeigten sich in vorherigen Studien unterschiedliche
Auspragungsgrade mit immunhistochemischem Nachweis von Uberexpression
bei 15,0% bis 81,0% der untersuchten Gewebeproben (Andre: 15,0% (119 von
781 Proben); Tokunaga: 33,3% (85 von 252 Proben); Schmitz: 64,6% (64 von
99 Proben); Vestey: 81,0% (77 von 95 Proben)).

Die Kaplan-Meier-Analyse ergab nur minimale, nicht signifikante Unterschiede
fur die Mortalitatsraten von Patientinnen mit und ohne pAkt Uberexprimierende
Tumoren (Abb. 19) und auch die multivariante Cox-Regressionanalyse zeigte,
dass der pAkt/cut-off nicht als unabhangiger Prognosefaktor dienen kann. Die
Hohe des pAkt-IRS stand ebenfalls in keinem signifikanten Verhaltnis zur
Mortalitat der Mammakarzinompatientinnen. Vestey konnte in einer Studie an
Patientinnen mit invasiv duktalen Karzinomen ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied in den Uberlebensraten abhangig vom Grad der pAkt-Expression
feststellen (Vestey et al. 2005). Zum gleichen Ergebnis kam auch eine Studie,
die zusatzlich zwischen einer Gruppe, die adjuvante Chemotherapie und einer
Gruppe ohne adjuvante Therapie unterschieden hatte (Andre et al. 2008). Im
Gegensatz dazu fuhrten andere Studien zu dem Ergebnis, dass pAkt einen
Indikator fur schlechteres ,Outcome® darstellt (Schmitz et al. 2004, Kirkegaard
et al. 2005).

Schmitz berichtet in einer Studie an 99 nodalnegativen Brustkrebspatientinnen

Uber signifikante Zusammenhange zwischen dem Uberleben und der
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Uberlebenszeit, in Abhangigkeit vom pAkt-Vorkommen in den Krebszellen. Je
schwacher die Farbung fur pAkt ausfallt, desto besser seien die
Uberlebensaussichten (Schmitz et al. 2004).

Die Ergebnisse vergangener Arbeiten sind kontrovers und die Bestimmung der
pAkt-Auspragung in einem Kollektiv mit nodalpositiven und nodalnegativen
Patientinnen lasst keine prognostischen Aussagen bezuglich Mortalitat und
Uberlebenszeit zu. Diese Studie unterstiitzt die Hypothese, dass die Akt-
Expression nicht als prognostischer Indikator fiir schlechtere Uberlebensraten
einsetzbar ist.

Zwischen dem Alter bei Primardiagnose und dem Auspragungsgrad von pAkt
(PAkt-IRS) liel sich kein Zusammenhang feststellen. Frihere Studien an
Brustkrebspatientinnen konnten ebenfalls keine eindeutige Beziehung zwischen
deren Alter und der pAkt-Auspragung herstellen (Vestey et al. 2005, Tokunaga
et al. 2006, Andre et al. 2008). Im Kollektiv der UFK Wurzburg zeigte sich, dass
Patientinnen unterhalb des Durchschnittsalters von 52 Jahren signifikant
haufiger eine pAkt-Uberexpression aufweisen (positiver pAkt/cut-off). Bei den
alteren Studienteilnehmerinnen war das Verhaltnis zwischen pAkt/cut-off-
Positiven und -Negativen ausgeglichen, so dass pAkt-Uberexpression mit
jungerem Alter assoziiert werden kann, das heil’t, bei jungeren
Mammakarzinompatientinnen kommt es haufiger zur Kkonstitutiven Akt-
Aktvierung (Benesch et al. 2010).

Vergleiche der pAkt-Expression (pAkt-IRS und pAkt/cut-off) mit den folgenden
Charakteristika des Kollektivs ergaben keine Hinweise auf einen signifikanten
Zusammenhang: Uberlebenszeit, Tumorgrofe, Nodal- und PR-Status, sowie
das Auftreten von Rezidiven und Metastasen im Verlauf.

Unterschiede der Uberlebenszeiten im Vergleich zur pAkt-Expression fielen nur
gering aus und auch im Hinblick auf das Tumorstadium und den
Expressionssgrad von pAkt (pAkt-IRS und pAkt/cut-off) zeigte sich kein
signifikantes Resultat. Vergleichbare andere Studien kamen zu dem gleichen
Ergebnis. Lediglich Vestey berichtet in seiner Publikation, an der allerdings
auch mastektomierte Patientinnen teilnahmen, von einer signifikanten Relation

zwischen TumorgroRe bei invasiv duktalen Mammakarzinomen und der pAkt-
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Farbeintensitat. In einem Kollektiv mit unterschiedlichen histologischen
Mammakarzinomsubtypen und brusterhaltend operierten Patientinnen korreliert
die pAkt-Expression jedoch nicht mit der Tumorgrofe.

Fir die Gegenuberstellung von Lymphknotenstatus und pAkt-Farbung finden
sich unterschiedliche Aussagen in der Literatur. Beim Wurzburger Kollektiv
stand die Auspragung von pAkt im Tumorgewebe in keinem Bezug zum
Nodalstatus. Wahrend in einer Abhandlung Uber invasiv duktale Karzinome die
gleichen Beobachtungen gemacht wurden (Vestey et al. 2005), berichten
andere Autoren von einem signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und der Expression von pAkt
(Kirkegaard et al. 2005, Tokunaga et al. 2006, Andre et al. 2008). Das
Verhaltnis zwischen der pAkt-Uberexpression und Lymphknotenbefall beim
Mammakarzinom muss noch genauer abgeklart werden.

Zwischen dem krankheitsfreien Uberleben und der pAkt-Expression konnte
keine Verbindung nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis passt zu friheren
Untersuchungen, bei denen ebenfalls keine relevanten Unterschiede zwischen
pAkt-Positiven und -Negativen festgestellt wurden (Vestey et al. 2005,
Tokunaga et al. 2006). Auch Kirkegaard beobachtete in keiner der beiden
Gruppen signifikant haufiger Rezidive. Einzig Pérez-Tenorio und Stal stellten
bei Patientinnen mit UbermaRig starkem pAkt-Nachweis, die alle eine
Hormontherapie erhalten hatten, signifikant haufiger Metastasen im Verlauf fest
(Pérez-Tenorio und Stal 2002). Der pAkt-IRS und der pAkt/cut-off lassen als
alleinige Parameter im Allgemeinen keine Aussagen uber den zu erwartenden
Krankheitsverlauf zu.

Der pAkt-IRS und der Ostrogenrezeptorstatus standen ebenfalls in keiner
Beziehung zueinander, jedoch zeigte sich bei Tumoren mit pAkt-
Uberexpression (pAkt/cut-off) ein deutlicher Trend zu negativem ER-Status
(Benesch et al. 2010). Dieses Ergebnis liefert eine Erklarung fir die
Beobachtung von Clark, dass hohe Akt-Aktivitat beim Mammakarzinom mit
Resistenz gegenuber Hormontherapie assoziiert ist (Clark et al. 2002). Im
Gegensatz dazu wird in verschiedenen Veroffentlichungen berichtet, dass kein

Zusammenhang zwischen ER- und pAkt-Expression beobachtet werden konnte
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(Vestey et al. 2005, Tokunaga et al. 2006, Andre et al. 2008). Jedoch stellt
Andre sein Ergebnis selbst in Frage, da bereits nachgewiesen worden ist, dass
nur extranukleare ER, die durch die routinemallig Bestimmung nicht erfasst
werden, mit der Akt-Signalkaskade interagieren (Kim et al. 2006). Letztendlich
sollten zusatzliche Studien an einer grolieren Patientenzahl durchgefuhrt
werden, weil dann signifikante Ergebnisse zu erwarten sind und der Nachweis
des phosphorylierten Akts dann zuklnftig als pradiktiver Faktor beim Einsatz
von Hormontherapien dienen kénnte.

Der Zusammenhang zwischen der Expression von Progesteronrezeptoren und
pAkt (IRS und cut-off) wurde noch nicht oft untersucht. Fur das vorliegende
Kollektiv ergab sich kein signifikantes Ergebnis. Tokunaga konnte bei
Patientinnen, die eine adjuvante Hormontherapie erhalten haben, eine inverse
Korrelation zwischen der PR-Expression und dem pAkt-Nachweis im
Brustkrebsgewebe aufzeigen (Tokunaga et al. 2006). Derzeit gibt es keine
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der pAkt-Expression und dem

PR-Status in einem heterogenen Kollektiv.

4.5 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die beiden Glykolysemarker
pAkt und M2-PK fur prospektive diagnostische Methoden geeignet sein
konnten. Die Anwendung von Glykolyseinhibitoren fur therapeutische Zwecke
erscheint sinnvoll.

Um die M2-PK-Uberexpression eindeutig als unabhangigen Prognosefaktor fiir
das Langzeituberleben von Mammakarzinompatientinnen zu bestatigen, sollten
Untersuchungen an einem noch gréfieren Kollektiv durchgeflhrt werden. Die
routinemafige Untersuchung des Brustkrebsgewebes auf M2-PK konnte beim
Entscheidungsfindungsprozess fur individuelle Therapiekonzepte hilfreich sein.
Da die Mortalitatsrate bei Patientinnen mit positivem M2-PK/cut-off niedriger ist,
stellt sich auch die Frage, welche Rolle die aerobe Glykolyse beim
Mammakarzinom tatsachlich spielt. Zur weiteren Klarung mussen Forschungs-
methoden angewandt werden, die die Stoffwechselvorgange und deren

Anderungen im Zeitverlauf sichtbar machen. Mit den bisher genutzten
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Methoden waren nur Momentaufnahmen moglich, es bleibt somit unklar, wann
die Konformationsanderung der M2-PK erfolgt. Es ware sinnvoll, Vergleiche
zwischen der Plasmakonzentration der Tumor-M2-PK und deren Expression im
Primartumor zum Operationszeitpunkt durchzufihren, sowie die Expression der
M2-PK in den Metastasen des Mammakarzinoms zu untersuchen.

Der Zuckerstoffwechsel bietet mannigfaltige Moglichkeiten fur Therapieansatze.
Die Uberlegungen reichen vom Glukoseentzug durch ketogene Diat, Uber
Glukoseinhibitoren wie 3-Brompyruvat und Lonidamine, Glukoseanaloga, wie 2-
Desoxyglukose, Hemmern des Glukosetransports wie Phloretin oder dem
Tyrosinkinasehemmer Imatinib bis hin zu verschiedenen HIF-Inhibitoren.
Aufgrund der Erkenntnisse, die in dieser Studie gewonnen werden konnten,
sollte die Relevanz dieser Glykolyseinhibitoren fur die Mammakarzinomtherapie
weiter erforscht werden.

Die statistischen Vergleiche zwischen etablierten Prognosefaktoren und pAkt
konnten pAkt nicht als prognostisch relevanten Faktor fur das Mammakarzinom
identifizieren. Jedoch zeigten sich Hinweise, dass die pAkt-Uberexpression mit
negativem Ostrogenrezeptorstatus assoziiert ist. Um diese Beobachtung zu
konkretisieren und aufgrund der kontroversen Datenlage anderer Arbeiten, sind
diesbezlglich Studien an einem grofieren Kollektiv erforderlich.

Bestatigt sich das Ergebnis, so hatte dies weitreichende Folgen fir die
Brustkrebstherapie, was etwa den Einsatz von Tamoxifen betrifft, und wirde mit
friheren Beobachtungen einhergehen, wonach Patientinnen mit negativem Akt-
Status einen signifikanten Nutzen aus der Aromataseinhibitor- bzw. Tamoxifen-
Therapie ziehen (Stal et al. 2003).

Die Resultate kénnen auch Auswirkungen auf die Anwendung anderer
Therapiemethoden haben, die in Akt-mediierte Stoffwechselwege eingreifen. In
verschiedenen Publikationen wurde beispielsweise fur Anthracycline wie
Doxorubicin, sowie = Rapamycin und -Analoga (mTOR-Inhibitoren),
Chemotherapieresistenz  im Zusammenhang mit der pAkt-Expression
beschrieben (zusammengefasst durch (Thompson und Thompson 2004, Andre
et al. 2008)). Die vorliegenden Studienergebnisse in Zusammenschau mit der

Literatur lassen vermuten, dass sowohl pAkt als auch M2-PK pradiktive
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Faktoren fur den Erfolg verschiedener Therapien sind. Um Aufschluss Uber den
Vorhersagewert der Expression der Glycolysemarker pAkt und M2-PK far den
Therapieerfolg zu erhalten, sollten diese im Rahmen groler Therapiestudien
untersucht werden.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sind von erheblicher klinischer Relevanz, da sie
in Zukunft eine individuellere Therapie der Brustkrebspatientinnen ermaoglichen

kénnen (Benesch et al. 2010).
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5 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die haufigste Neoplasie bei Frauen. Die
Uberlebensaussichten haben sich in den letzten Jahrzehnten deutlich
verbessert, was auf sensiblere Untersuchungsmethoden und die
Therapieoptimierung zurtuckzufuhren ist. Eine gro3e Rolle spielt auch der
Einsatz von Prognosefaktoren. Trotz allen Fortschritts ist Brustkrebs weiterhin
die fuhrende Todesursache unter den Krebserkrankungen bei Frauen. Grolde
Hoffnung wird in neue Therapiemethoden gesetzt, die in den Glukose-
stoffwechsel eingreifen. In letzter Zeit erlangten Glykolysemarker, die als
Indikatoren fir den veranderten Kohlenhydratstoffwechsel in Tumorzellen
dienen, wachsendes Interesse. Obwohl Brustkrebs eine bereits haufig
untersuchte Tumorentitat ist, ist der Einfluss des Glukosestoffwechsels auf die
Fahigkeit zur Metastasierung und die Uberlebenszeit unbekannt.

Fir diese Studie wurde eine Gruppe von 160 Patientinnen ausgewahlt, die vor
mehr als 13 Jahren wegen einer Brustkrebsneuerkrankung behandelt wurden.
Das bei der Operation entnommene Gewebe des primaren Mammakarzinoms
wurde immunhistochemisch auf die Expression von Tumor-M2-PK und pAkt,
zweier ausgewahlter Schlusselenzyme der Tumorglykolyse, untersucht. Mit
Hilfe monoklonaler Antikorper, die spezifisch an die dimere Isoform der M2-PK
und das pAkt binden, wurden von jeder Probe der Expressionsgrad dieser
beiden Marker sowie der immunreaktive Score bestimmt.

Die Ergebnisse der Farbungen wurden mit klinisch-pathologischen- und
Uberlebensdaten der Patientinnen abgeglichen, um Informationen (iber die
prognostische Relevanz dieser Marker zu erhalten.

Eine Uberexpression konnte in 58% der Falle fir M2-PK- und in 70% fiir pAkt
nachgewiesen werden. Die Ubermalig starke Expression der dimeren M2-
Pyruvatkinase konnte als unabhangiger Prognosefaktor flr das
Langzeitiberleben beim Mammakarzinom identifiziert werden und die
Mortalitatsrate bei Patientinnen mit positivem M2-PK/cut-off war deutlich
geringer (Benesch et al. 2010). Bei Frauen unter 52 Jahren und im
Zusammenhang mit negativem Ostrogenrezeptorstatus wurde héaufiger die
konstitutive Akt-Aktivierung beobachtet (Benesch et al. 2010).
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Die routinemalRige Bestimmung der M2-PK konnte in Zukunft bei der
Entwicklung individueller Behandlungskonzepte zum Einsatz kommen und die
pAkt konnte als pradiktiver Faktor fur die adjuvanten Therapie des Mamma-

karzinoms dienen (Benesch et al. 2010).
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