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Einleitung

1 Einleitung

Das Mamma-Karzinom ist sowohl in Deutschland als auch weltweit fihrend bei der
Zahl der Krebserkrankungen bei Frauen. Im Vergleich zu anderen Tumorentitaten hat
das Mamma-Karzinom eine gute Prognose mit einem relativen 5-Jahres-Uberleben
von 88% bei Frauen und 77% bei Mannern bzw. einem relativen 10-Jahres-Uberleben
von 82% bei Frauen und 65% bei Mannern [1]. Trotzdem treten — je nach
Tumoreigenschaften und Therapieform — in etwa 4-40% der Falle Lokalrezidive auf [3].
Zusatzlich zur emotionalen und psychosozialen Belastung der Patientin bzw. des
Patienten infolge der erneuten Krebsdiagnose verringert sich dann auch das relative
5-Jahres-Uberleben auf 50-65% [4]. Es sind Risikofaktoren bekannt, die die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines Lokalrezidivs erhdhen. Hierzu zahlen
beispielsweise ein junges Alter bei Erstdiagnose, ein hohes Tumor-Grading oder ein
negativer Hormonrezeptor-Status [5, 6]. Ublicherweise erfolgt die Entdeckung eines
Lokalrezidivs im Rahmen der Tumornachsorge bzw. durch die Patientin oder den
Patienten selbst bei der Tastuntersuchung der Brust [7].

Es ist von essentieller Bedeutung, Einflussfaktoren zu kennen, die die Progression von
Mamma-Karzinomen fordern, um so Patientinnen und Patienten mit einem hohen
Risiko, ein Lokalrezidiv zu erleiden, von denen mit einem niedrigen Risiko separieren
zu konnen. Idealerweise sollten anhand dieser Einflussfaktoren Screening-
Instrumente abgeleitet werden, die in der Lage sind, Lokalrezidive noch vor der
Entdeckung in der Tumornachsorge zu erfassen oder das Auftreten von Lokalrezidiven

sogar vorhersagen zu kdnnen.

Einen vielversprechenden Ansatz im Rahmen dieser Problemstellung bieten
microRNAs (miRNAs). MiRNAs wurden erstmals 1993 von der Arbeitsgruppe um
Rosalind Lee beschrieben [8]. Sie sind kurze, etwa 20-24 Nukleotide lange,
einzelstrangige, nicht-codierende RNA-Molekile [9]. Nach der Erstentdeckung im
Nematoden C. elegans wurden auch in humanen Geweben aktuell iber 1900 miRNAs
identifiziert [10]. Sie sind Uber eine Translationshemmung von messenger RNA
entscheidend an der Entwicklung und Differenzierung embryonaler Gewebe beteiligt

[8]. Schnell lag der Forschungsschwerpunkt bei miRNAs nicht mehr ausschlie3lich auf
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der Untersuchung physiologischer Entwicklungsvorgange, sondern auch in der
Analyse der Rolle von miRNAs in der Entstehung von Tumorerkrankungen und
anderen Krankheiten. Hier konnte bei verschiedenen Tumorentitaten ein
dysreguliertes Expressionsverhalten beobachtet werden, wodurch miRNAs immer
mehr in den Fokus der Untersuchungen riickten [11]. Die Erkenntnis, dass miRNAs
physiologische Prozesse wie Zellteilung und Apoptose beeinflussen, machte eine
Beteiligung in der Entstehung von Krebserkrankungen wahrscheinlich [12]. Eine
dysregulierte Expression verschiedener miRNAs wurde auch im Mamma-Karzinom
beobachtet [13-15].

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurde als Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
definiert, die miRNA-Expression in Brustkrebsgewebe von Prim&rtumoren und
Lokalrezidiven zu untersuchen und mit prognostischen Merkmalen des Tumors in
Korrelation zu setzen. Es sollte untersucht werden, ob mithilfe der Expressionsanalyse
spezifischer miRNAs Aussagen uber die Progression der Krebserkrankung getroffen
werden kdnnen. Hierzu kann zukunftig ebenfalls evaluiert werden, ob die untersuchten
mMiRNAs zur Verwendung als Screening-Biomarker geeignet sind oder ob diese

mMiRNAs in einem therapeutischen Konzept eine Rolle spielen kénnten.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Das Mammakarzinom

2.1.1 Epidemiologie

Die haufigste Krebserkrankung bei Frauen stellt sowohl weltweit als auch in
Deutschland das Mamma-Karzinom dar. Der Anteil von Mamma-Karzinomen an allen
Tumorentitaten betrug 2014 in Deutschland 30,5% (Abbildung 1) [1, 16]. Das Robert-
Koch-Institut verzeichnete 2014 69.220 Neuerkrankungen bei Frauen und 650
Neuerkrankungen bei Mannern. Der Anteil an neuerkrankten Mannern liegt somit bei
1% der Gesamt-Inzidenz. Zusatzlich zu den manifesten Mamma-Karzinomen liegt die
jahrliche Inzidenz von Prakanzerosen bei ca. 6.000. Etwa jede 8. Frau erkrankt im

Laufe ihres Lebens an einem Mamma-Karzinom [1].
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil des Mamma-Karzinoms an allen Krebsneuerkrankungen
in Deutschland 2014, entnommen aus [1]

Das durchschnittliche Alter bei Erstdiagnose lag im Jahr 2013 bei Frauen bei 64,3
Jahren und bei Ma&nnern bei 69,9 Jahren. Im Jahr 2014 sind 17.670 Frauen und 43
Manner infolge einer Brustkrebserkrankung in Deutschland verstorben. Seit Mitte der
1990er-Jahre wird insbesondere bei den Frauen unter 70 Jahren eine leichte
Verringerung der Mortalitatsraten beobachtet [17]. Das relative 5-Jahres-Uberleben
betragt bei Frauen 88% und bei Mannern 77%. Das relative 10-Jahres-Uberleben
betragt bei Frauen 82%, bei Mannern 65%. Innerhalb Deutschlands sind sowohl

Inzidenz als auch Mortalitéat in den neuen Bundeslandern im Vergleich zu den alten
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Bundeslandern geringer [1]. Weltweit gesehen besteht ein West-Ost-Gefalle: So findet
sich die hochste Pravalenz in Nordamerika, die geringste in Asien [17]. Lokalrezidive
treten nach erfolgter Brust-erhaltender Therapie (BET) in Kombination mit einer
Strahlentherapie in 14,3% der Mamma-Karzinome auf. Nach einer BET ohne

nachfolgende Strahlentherapie treten in 39,2% der Félle Lokalrezidive auf [3].

2.1.2 Risikofaktoren

In der Atiologie des Mamma-Karzinoms spielen vor allem hormonelle und hereditare
Risikofaktoren eine Rolle. Zu den hormonellen Einflussgrof3en zahlt eine frihe
Menarche und spate Menopause, Nulliparitat und ein hoheres Alter bei der Geburt des
ersten Kindes [1]. Eine Hormonersatztherapie in der Postmenopause [18] und die
Einnahme oraler Kontrazeptiva erhthen ebenfalls das Risiko, an einem Mamma-
Karzinom zu erkranken. Insgesamt geht ein erhohter Ostrogenspiegel bei
pramenopausalen Frauen mit dem erhdhten Risiko einher, ein Mamma-Karzinom zu
entwickeln [19]. AuBerdem gelten Ubergewicht und Adipositas, Bewegungsmangel
und Alkohol als Risikofaktoren. Der Einfluss von Nikotin wird kontrovers diskutiert [20,
21].

Zu den hereditaren Risikofaktoren werden Mutationen in den Tumorsuppressorgenen
BRCAL und BRCA2 gezahlt. Diese Genmutationen bedingen ebenfalls ein erhéhtes
Risiko, u.a. an einem Ovarialkarzinom zu erkranken [22]. Daruiber hinaus z&hlen ein
sehr dichtes Brustdrisengewebe [23], bestimmte gutartige Brustgewebs-
veranderungen, wie z.B. die atypische duktale Hyperplasie [24], und eine
Strahlentherapie im Bereich des Thorax zu den Risikofaktoren einer
Brustkrebsentwicklung [1]. Das Brustkrebsrisiko erhoht sich mit steigendem
Lebensalter [25].

2.1.3 Klinische und histopathologische Klassifikation

Die klinische Einteilung der Mamma-Karzinome erfolgt nach der TNM-Klassifikation,
welche von P. Denoix entwickelt und seit 1950 von der UICC (Union for International
Cancer Control) weitergefuhrt wurde. In diese Klassifikation gehen drei Aspekte ein:
die GrolRe des Tumors (T), der Befall regiondrer Lymphknoten (N) und das

Vorhandensein von Fernmetastasen (M) [26]. Die Hauptmetastasierungsorte des
4
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Mamma-Karzinoms sind dabei Knochen, Lunge, Leber und ZNS [27]. Anhand der
Einteilung in die TNM-Klassifikation wird eine Einteilung in die UICC-Stadien 0-1V

vorgenommen, welche vor allem klinische Relevanz haben [26].

Die histopathologische Klassifikation der Mamma-Karzinome umfasst eine Einteilung
in invasiv-lobulare und invasiv-duktale Karzinome. Invasiv-lobulare Karzinome
machen etwa 10% aller Mamma-Karzinome aus und gehen vom Epithel der
Drusenldppchen aus. Haufig kommen sie bilateral und multizentrisch vor. Invasiv-
duktale Karzinome haben ihren Ursprung im Epithel des Milchgangsystems. Die
invasiv-duktalen Karzinome vom ,no specific type“ (NST) machen etwa 80 % aller
Mamma-Karzinome aus. Zusatzlich gibt es noch duktale Sonderformen, wie
medullare, muzinése, papillare, tubulare und inflammatorische Karzinome [28, 29].

Im Zuge der histopathologischen Charakterisierung des Tumorpraparates erfolgt das
Grading nach Elston & Ellis [26]. Hierbei werden die Tumorzellen hinsichtlich
Mitoserate, Tubulusbildung und Zellkernatypien beurteilt und in die Grade G1-G3
eingeteilt. Je hoher G dabei ist, desto weniger differenziert und desto maligner sind die
begutachteten Tumorzellen [28, 29]. AuRBerdem wird eine immunhistochemische
Bestimmung des Rezeptorstatus von HER2, Ostrogen- und Progesteronrezeptoren
vorgenommen. Der Rezeptorstatus ist vor allem in der Planung der Therapie [4] und
bei der Prognosebestimmung wichtig [29].

Die Risikolasionen des Mamma-Karzinoms werden in duktale intraepitheliale
Neoplasien und in lobulare intraepithelialie Neoplasien (LIN) unterteilt. Zu den duktalen
intraepithelialen Neoplasie gehort die atypische duktale Hyperplasie (ADH) und das
duktale Carcinoma in situ (DCIS). Eine Sonderform des DCIS ist der Morbus Paget.
Hierbei ist das DCIS in der Epidermis der Mamille lokalisiert. Die Basalmembran des

Epithels ist bei allen Risikolasionen noch intakt [28, 29].

Klinisch wurden auf3erdem intrinsische Subtypen des Mamma-Karzinoms festgelegt.
Diese Subtypen unterscheiden sich in ihrem klinischen Verlauf und dem Ansprechen
auf die verfigbaren Therapeutika. Mithilfe einer immunhistochemischen Einteilung

wird in 4 Subtypen unterschieden (Tabelle 1) [30].
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Tabelle 1: Intrinsische Subtypen des Mamma-Karzinoms [30]

Intrinsischer Subtyp Immunhistochemische Charakterisierung
Luminal A ER/PR pos., HER2 neg. Ki-67 niedrig
Luminal B - ER/PR pos., HER2 neg., Ki-67 hoch

- ER/PR pos., HER2 pos., Ki-67 hoch oder niedrig
HER2-positiv ER/PR neg., HER2 pos.
triple-negativ ER/PR neg., HER2 neg.
(auch ,basal-like” genannt)

2.1.4 Symptomatik

Das Leitsymptom des Mamma-Karzinoms ist ein derber Knoten bei Palpation der
Brust. Jeder palpable Knoten der Mamma ist malignomverdéchtig und daher
abklarungsbedurftig. Au3erdem kdénnen Vorwélbungen oder Einziehungen der Haut
auftreten, sowie eine sogenannte Orangenhaut, welche durch ein intradermales
Lymphddem hervorgerufen wird. Weitere Symptome konnen Mamillenretraktion oder
Mamillensekretion (meist einseitig und blutig-seros) sein. Beim Morbus Paget kommt
es haufig zu einem Ekzem der Mamille [31]. Eine einseitige Rétung der Brust mit
Uberwarmung und Druckschmerzhaftigkeit kann auf ein inflammatorisches Mamma-
Karzinom hindeuten. Vergrof3erte, derbe, nicht-druckdolente Lymphknoten in der Axilla

konnen ein Hinweis auf Lymphknoten-Metastasen eines Mamma-Karzinoms sein [32].

2.1.5 Diagnosestellung

Bei der Diagnosestellung von Mamma-Karzinomen haben insbesondere die
Mammografie, die Sonografie und die Magnetresonanztomographie (MRT) einen
hohen Stellenwert. Dabei hat die Mammografie vor allem bei Frauen in der
Postmenopause bei weniger dichtem Brustdrisengewebe und die Sonografie bei eher
jungen Frauen mit sehr dichtem Driisengewebe hohen diagnostischen Wert [33]. In
Deutschland wurde das Mammografie-Screening zwischen den Jahren 2005 und 2009
eingefuhrt. Dabei werden alle in Deutschland wohnhaften Frauen zwischen 50 und 69
Jahren postalisch alle 2 Jahre zu einer Mammografie eingeladen. 2016 lag die

Teilnahmerate bei 51%. Nach der flachendeckenden Einfuhrung des Mammografie-
6
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Programms konnte ein Anstieg der In situ-Karzinome an der Gesamtzahl der
Karzinome festgestellt werden. 2000-2005 betrug der Anteil an In situ-Karzinomen
etwa 7%, 2016 lag dieser Anteil bei 18%. Aul3erdem wurde eine Veranderung der
GrolRenverteilung invasiver Karzinome beobachtet. So lag der Anteil an invasiven
Karzinomen = 20 mm 2000-2005 noch bei 44%, wahrend 2016 der Anteil an invasiven

Karzinomen = 20 mm nur noch 17% betrug (Abbildung 2) [34].

20002005 2016 Screening-
Zielbevilkerung Folgeuntersuchungen
H =10mm B =10mm
B = 1020 mm B = 10-20 mm

a4 100 % =20 mm >20mm

m GroBe unbekannt m GroBe unbekannt

Abbildung 2: GroRenverteilung invasiver Karzinome in der Zielbevélkerung vor und nach
Einfuhrung des Mammografie-Programms, entnommen aus [34]

Zusatzlich zu Pravention im Screening kann die Mammografie auch zur Abklarung
klinisch oder sonografisch auffalliger Befunde, im Rahmen das Stagings und in der
Nachsorge zur Anwendung kommen. Die Befundung erfolgt nach dem BI-RADS
(Breast Imaging-Reporting And Data System) des American College of Radiology
(ACR).

Ergdnzend zur Mammografie, bei dichtem Brustdrisengewebe und zur
Differentialdiagnose von zystischen und soliden Lasionen kann eine Sonografie der
Brust erfolgen. Die Magnetresonanztomographie mit Kontrastmittelgabe kommt nur
bei speziellen Indikationen zum Einsatz. Sie kann beispielsweise bei der
Differenzierung von Narbengewebe zu Tumorgewebe in der Nachsorge oder bei
Hochrisiko-Patientinnen mit BRCA1-Mutation durchgefiihrt werden. Eine Galaktografie

wird bei pathologischer Mamillensekretion durchgeflhrt.

Die Diagnosesicherung muss obligat histologisch erfolgen. Hier kommen vor allem

Ultraschall-gesteuerte oder Mammografie-gesteuerte Biopsien zum Einsatz. Eine
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offene Biopsie ist bei ungunstiger Lage des tumorverdachtigen Areals (z.B. nahe der
Thoraxwand) sinnvoll. Bei Mamillensekretion kann eine Sekretzytologie angestrebt
werden [4, 27, 32].

Das praoperative Staging umfasst eine Mammografie der kontralateralen Brust sowie
eine vollstandige gynékologische Untersuchung inklusive Sonografie. Eine weitere
Ausbreitungsdiagnostik wird nur bei spezifischen Symptomen, die eine Metastasierung
wahrscheinlich machen, und bei Patientinnen mit hohem Risiko fir eine
Fernmetastasierung (Alter <40 Jahre, N=21, T=23) durchgefihrt. Dann kommen
zusatzlich ein Rontgen-Thorax, eine Leber-Sonografie und eventuell eine CT von

Thorax und Abdomen sowie eine Skelettszintigrafie zum Einsatz [32].

2.1.6 Therapie

Die Therapie des Mamma-Karzinoms erfolgt multimodal und angepasst an die
histologischen und molekularpathologischen Eigenschaften der Tumorzellen.
Grundsatzlich kommen die Operation des Tumors, eine Strahlentherapie und die
Systemtherapie, in Form von Chemotherapie, targeted therapy oder endokriner

Therapie, zum Einsatz [4].

Beim Uberwiegenden Teil der Mamma-Karzinome wird eine operative Behandlung
angestrebt. Hier kommt in 60-70% der Falle die Brust-erhaltende Therapie (BET) zur
Anwendung. Dabei wird der Tumor unter Erhaltung des restlichen
Brustdriisengewebes mit einem Sicherheitsabstand aus der betroffenen Brust entfernt.
Ist das Verhaltnis von Tumor- zu Brustgrof3e unginstig, so wird eine Mastektomie, die
Entfernung der gesamten Brust, durchgefuhrt. Eine Mastektomie wird ebenfalls in
Betracht gezogen, wenn beispielsweise eine postoperative Bestrahlung der Restbrust
durch die Patientin oder den Patienten abgelehnt wird, ein grof3er Hautbefall vorliegt
oder Tumormasse trotz Nachresektionen persistiert. Wahrend der Tumoroperation
wird eine Biopsie des Sentinel-Lymphknotens vorgenommen. Dieser - haufig auch
~Wachter-Lymphknoten“ genannte - Lymphknoten ist der erste Lymphknoten im
Abflussgebiet eines Mamma-Karzinoms. Mithilfe eines Farbstoffes oder Radionuklids
wird der Sentinel-Lymphknoten markiert, reseziert und histologisch untersucht. Bei

fehlendem Befall des Wachter-Lymphknotens wird kein weiterer Lymphknoten
8
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entnommen. Hierdurch wird die mdgliche Komplikation eines Lymphédems infolge
einer axillaren Lymphknoten-Dissektion bei trotzdem hoher Therapiesicherheit
vermieden. Falls mehr als 3 axillare Lymphknoten von Tumorzellen befallen sind, wird
eine axillare Lymphknoten-Dissektion vorgenommen, bei der mindestens 10
Lymphknoten entfernt und histologisch untersucht werden. Eine axillare Dissektion
erfolgt ebenso, wenn ein axillarer Lymphknotenbefall schon klinisch nachgewiesen
wurde, eine Sentinel-Lymphknoten-Biopsie im Zuge der OP nicht moglich ist oder eine
adjuvante Bestrahlung schon im Vorfeld der OP durch die Patientin abgelehnt wurde.
Der Brustaufbau geschieht entweder gleichzeitig mit der Tumoroperation oder in einer
zweiten OP mit autologem Gewebe (z.B. M. latissimus dorsi-Plastik) bzw. durch den

Einsatz einer Prothese [4, 32].

Die Strahlentherapie der Restbrust ist obligater Bestandteil der Therapie nach erfolgter
BET [4, 32]. Sie wird zur lokalen Kontrolle und zur Verringerung des Lokalrezidiv-
Risikos sowie der Brustkrebs-spezifischen Mortalitat eingesetzt [35]. Da sich etwa 70-
80% der intramammaren Rezidive im ehemaligen Tumorbett entwickeln, kommt bei
einigen Patientinnen eine Boost-Bestrahlung des ehemaligen Tumorbetts zur
Anwendung. Hierbei wird lokal im ehemaligen Tumorbett mit einer hdheren
Strahlendosis behandelt. Diese Therapieform kommt vor allem bei Patientinnen unter
60 Jahren zum Einsatz [36]. Nach einer Mastektomie wird nur bei spezifischen
Indikationen, wie beispielsweise bei Vorliegen eines T3- oder T4-Tumors, >3
befallenen Lymphknoten, Nicht-Erreichen einer RO-Situation oder bei jungen
Patientinnen mit hohem Rezidivrisiko eine Nachbestrahlung durchgefihrt. Die
lokoregionaren Lymphabflussgebiete werden bei positivem Sentinel-Lymphknoten und
fehlender Axilladissektion (durch Kontraindikationen oder Ablehnung dieser durch die
Patientin) bestrahlt. Eine palliative Bestrahlung erfolgt vor allem bei Knochen- und

Hirnmetastasen [4, 32].

Bei der neoadjuvanten (praoperativen) Systemtherapie unterscheidet man endokrine
Therapie, targeted therapy und Chemotherapie. Eine neoadjuvante Chemotherapie
sollte bei einem inflammatorischen oder primar inoperablem Mamma-Karzinom mit
einer Anthrazyklin- und Taxan-haltigen Wirkstoffkombination durchgefuhrt werden.

Eine endokrine neoadjuvante Therapie kann bei postmenopausalen Patientinnen mit
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positivem Hormonrezeptorstatus in einer multimorbiden oder primar inoperablen

Situation erwogen werden [30].

In der adjuvanten Situation soll die Chemotherapie bei triple-negativen Karzinomen,
Luminal B-Tumoren mit hohem Rezidivrisiko und HER2-positiven Tumoren (ab T1b
bzw. T1la, NO wenn G3, hohes Ki-67 oder ER/PR neg. vorliegen) durchgefiihrt werden
[30]. Eine Meta-Analyse der Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group
(EBCTCG) aus dem Jahr 2012 zeigte hier einen prognostischen Vorteil von
Anthrazyklin- und Taxan-haltigen Chemotherapie-Konzepten gegeniber anderen
Konzepten in Bezug auf rezidiv-freies und Gesamtiberleben [37]. Des Weiteren

kommen auch platinhaltige Therapieschemata zur Anwendung [4].

Eine endokrine Therapie ist bei positivem Hormonrezeptorstatus generell indiziert, um
die Brustkrebs-spezifische Mortalitat zu senken [38]. Bei der endokrinen Therapie
werden pramenopausal GnRH-Analoga (z.B. Leuprorelin) und selektive
Ostrogenrezeptor-Modulatoren (z.B. Tamoxifen) eingesetzt. AuRerdem kann auch
eine Ovarektomie durchgefiihrt werden. Postmenopausal kommen Aromatase-
Hemmstoffe (z.B. Exemestan) und selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren zum
Einsatz [4]. Postmenopausale Patientinnen mit einem hohen Lokalrezidiv-Risiko
sollten initial einen Aromatase-Inhibitor erhalten [39]. Im UICC-Stadium | sollte die
endokrine Therapie fur funf Jahre durchgefuhrt werden, wohingegen in den UICC-

Stadien Il und Ill eine Therapiedauer von bis zu zehn Jahren angestrebt wird [40].

Die targeted therapy (zielgerichtete Therapie) kommt vor allem bei HER2-positiven
Mamma-Karzinomen zur Anwendung. HER2-lUberexprimierende Mamma-Karzinome
machen ca. 20% aller Falle aus. Bei diesen Tumoren ist der epidermale
Wachstumsfaktorrezeptor HER2 durch eine Genamplifikation Uberexprimiert, was mit
Tumorentstehung und einem aggressiveren Verlauf assoziiert ist. Mithilfe eines
Antikorpers, der an die extrazellulare Komponente des Rezeptors bindet, wird das
Wachstum der Tumorzellen gehemmt. Zu dieser Substanzklasse gehdren etwa
Trastuzumab und Pertuzumab. Der Antikérper wird in Kombination mit einer

Chemotherapie tber ein Jahr gegeben [4, 32].
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An die Therapie schlie3en sich regelmaRige Nachsorgeuntersuchungen an, welche
der Erkennung von Lokalrezidiven und therapiebedingten Neben- und Folgewirkungen
(z.B. Lymphodem, Sensibilitatsstérungen, Organfunktionseinschrankungen) dienen.
Diese beinhalten eine Anamnese, eine Tastuntersuchung der betroffenen Brust und
der kontralateralen Brust, der Thoraxwand, der Axilla und dem Lymphabflussgebiet
sowie eine gynakologische Untersuchung. Sie finden in den ersten drei Jahren
vierteljahrlich, im vierten und funften Jahr halbjahrlich und ab dem sechsten Jahr
jahrlich statt. Zusatzlich soll jahrlich eine Mammografie der ipsilateralen und
kontralateralen Brust und ggf. auch eine Sonografie stattfinden. Bei Hochrisiko-
Patientinnen ist in speziellen Fallen (z.B. schlechte Abgrenzbarkeit von Narbe zu
moglichem Rezidiv) auch eine MRT indiziert. Apparative Untersuchungen
(ausgenommen Mammografie und Sonografie) und Labordiagnostik werden nur bei

einem Verdacht auf ein Lokalrezidiv oder Fernmetastasen eingeleitet [30, 32].

2.1.7 Prognose

Die Prognose des Mamma-Karzinoms ist von verschiedenen Faktoren abhangig. Das
10-Jahres-Uberleben fiir invasiv-lobulare und invasiv-duktale Mamma-Karzinome
betragt 35% bzw. 30%. Die duktalen Sonderformen (z.B. medullare Karzinome) haben
mit =2 60% 10-Jahres-Uberleben eine deutlich bessere Prognose [28]. Die Prognose ist
ebenfalls abhangig von der individuellen Einstufung des Tumors in das TNM-System:
so haben groRRere und nodal-positive Karzinome eine schlechtere Prognose. Eine
primare Fernmetastasierung (M1) ist auch mit einem schlechteren Outcome assoziiert.
Das relative 10-Jahres-Uberleben betragt bei M1-Status 12,6% (Abbildung 3) [41].
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ICD-10 CE0: Bésartige Nm!lbl'gﬁ\::lng der Brustdrise (Frauen)
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Abbildung 3: Relatives Uberleben fiir Patientinnen mit Mamma-Karzinom nach pTNM 1998-2016
im Einzugsgebiet des Tumorregisters Minchen, entnommen aus [41]

Eine ungunstige Prognose besteht auch bei einem hohem Grading des Tumors und
Befall von Blut- und LymphgefaRen, sowie Haut- und Muskelinfiltration. Uber 75-
Jahrige und Patientinnen unter 35 Jahren mit Lymphknotenmetastasen haben
ebenfalls eine schlechtere Prognose. Der Rezeptorstatus ist von hoher prognostischer
Relevanz. So korreliert der Expressionsgrad von Ostrogen- und Progesteron-
rezeptoren mit dem Ansprechen auf eine endokrine Therapie. Dementsprechend
haben triple-negative Mamma-Karzinome eine schlechtere Prognose [28, 29]. Das
nukleédre Antigen Ki-67 gilt als Proliferationsmarker und kann Aufschluss Uber das
Tumorzellwachstum geben. Eine hohe Expression von Ki-67 im Tumorgewebe ist
assoziiert mit einem schlechteren Gesamtiiberleben [42]. Die tumorassoziierten
Proteolyse-Faktoren Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator (UPA) und Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) erleichtern die Adhéasion und Invasion von Tumorzellen
und bedingen so bei einer erhdhten Konzentration im Tumorgewebe ein hdheres

Metastasierungsrisiko und ein verringertes Gesamtiiberleben. Die Expression dieser
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Faktoren kann daher eine Entscheidungshilfe in der Therapieplanung bei nodal-

negativen Tumoren sein [43, 44].

2.1.8 Lokalrezidiv

Als Lokalrezidiv (LR) wird das Wiederauftreten des Brustkrebs intramammar und im
Bereich der ipsilateralen Thoraxwand bezeichnet. Hiervon kann das regionale Rezidiv
abgegrenzt werden, welches im Bereich der ipsilateralen axillaren Lymphknoten oder
im Bereich der ipsilateralen Clavicula auftritt. Lokalrezidiv und regionales Rezidiv
werden als lokoregionares Rezidiv zusammengefasst [30]. Die lokoregionaren
Rezidive kann man in ,echte Rezidive und neue Primartumoren an gleicher
Lokalisation unterscheiden. Echte Rezidive haben einen aggressiveren Verlauf und
sind haufiger invasive, infiltrierende Karzinome. Sie sind assoziiert mit einem kirzeren
Gesamtluberleben. Neue Primartumoren gehen mit einer besseren Prognose
hinsichtlich des Gesamtiiberlebens, aber auch mit einer héheren Assoziation zu
BRCA-Mutationen einher [45, 46]. Die Inzidenz eines intramammaren Rezidivs nach
BET mit anschlieRender Radiatio liegt bei ca. 8% (5-Jahres-Uberleben: 65%).
Thoraxwand-Rezidive treten in ca. 4% der Falle nach Mastektomie auf (5-Jahres-
Uberleben: 50%), multifokale Rezidive in 16% (5-Jahres-Uberleben: 21%) [4]. Eine
Strahlentherapie nach BET senkt das Risiko ein Lokalrezidiv zu entwickeln deutlich:
LR-Risiko 39% bei BET ohne Radiatio vs. 14% bei BET mit Radiatio [3]. Das Risiko fur
das Auftreten eines Lokalrezidivs ist innerhalb der ersten 5 Jahre nach Diagnose des
Primarius am gréf3ten [47]. Risikofaktoren fur das Auftreten eines Lokalrezidivs sind
junges Alter bei Erstdiagnose, R1-Situation, nicht erfolgte Strahlentherapie nach BET,
ausgebliebene endokrine Therapie bei positivem Hormonrezeptorstatus, ein
inflammatorisches Mamma-Karzinom, Multifokalitat, medialer Tumorsitz innerhalb der
Brust, eine ausgedehnte intraduktale Komponente und das Vorliegen peritumoraler
Gefal3- und Lymphgefal3invasion. Ebenfalls haben die Anzahl befallener axillarer
Lymphknoten, ein hohes Ki-67, hohes Grading, Tumorgrof3e > 2 cm bei NO-Status, ein
hoher BMI und negativer Hormonrezeptor-Status einen Einfluss auf das Risiko, ein
Lokalrezidiv zu entwickeln [4-6]. HERZ2-positive und triple-negative Mamma-
Karzinome entwickeln haufiger ein Lokalrezidiv als Luminal A- und Luminal B-Tumoren
[6, 48].
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Die Entdeckung eines Lokalrezidivs erfolgt haufig im Rahmen der Tumor-Nachsorge
oder bei der selbststandigen Tastuntersuchung der Brust durch die Patientin oder den
Patienten [7]. Nach der Diagnosestellung sollte vor Einleitung einer Behandlung ein
komplettes Staging per Thorax- und Abdomen-CT, eine histologische Sicherung des
Lokalrezidivs und eine Re-Evaluation bezlglich des Hormonrezeptor- und HER2-
Status erfolgen [6], da bei Patientinnen mit einem Lokalrezidiv ein erhéhtes Risiko fur

eine Fernmetastasierung besteht [49].

Bei intramammaren Rezidiven sollte eine Mastektomie angestrebt werden. In
Einzelfallen mit glnstigen Tumoreigenschaften kann jedoch auch eine Brust-
erhaltende Therapie mit anschlieBender Bestrahlung in Frage kommen. Bei
Thoraxwand-Rezidiven kann eine lokale Exzision sowie die Entfernung von Teilen der
Thoraxwand (z.B. Rippenteilresektion) in Betracht gezogen werden. Hierbei missen
jedoch eine mogliche Fernmetastasierung ausgeschlossen und die Komorbiditaten der
Patientin sowie die Tumoreigenschaften kritisch in die Therapieentscheidung
einbezogen werden. Eine Radiatio der Thoraxwand sollte erfolgen, wenn noch keine
Bestrahlung erfolgt ist oder das Risikoprofil bezlglich der Operation ungunstig ist [4,
50]. Bei positivem Hormonrezeptor-Status sollte grundsatzlich eine endokrine
Therapie erfolgen. Von einer Chemotherapie profitieren vor allem Patientinnen mit

negativem Hormonrezeptorstatus [51].

2.1.9 Tumormarker

Als Tumormarker werden Substanzen bezeichnet, deren Menge bei Vorliegen einer
Malignomerkrankung vorallem in Korperflissigkeiten (z.B. Blut) in erhéhtem Malf3
bestimmt werden kann. Haufig handelt es sich dabei um Proteine. Tumormarker
werden zur Verlaufsbeurteilung, zum Therapiemonitoring und zur Erkennung von
moglicherweise auftretenden Rezidiven herangezogen [52]. Beispielsweise wird das
carcinoembryonale Antigen (CEA) als Tumormarker bei verschiedenen
Adenokarzinomen, wie dem Colon- als auch dem Mamma-Karzinom, eingesetzt [53,
54]. Die klinische Relevanz der Bestimmung von Tumormarkern im Blut nimmt jedoch
beim Mamma-Karzinom im Vergleich zur Bestimmung der histopathologischen
Merkmale des Tumors eine untergeordnete Rolle ein [52]. Insgesamt sind im Rahmen

der diagnostischen  Mdglichkeiten bei Mammakarzinomen noch keine
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zufriedenstellenden Tumormarker etabliert, die durch einfache Blutentnahmen
unkomplizierte Verlaufsbeurteilungen zulassen wirden. Die Arbeitsgruppe um Ibrahim
stellte 2020 fest, dass die Bestimmung von miRNA-21 im Serum sensitiver als die
Bestimmung der gangigen Tumormarker CEA und CA 15-3 zur Diagnostik von
Mamma-Karzinomen ist [55]. In diesem Kontext er6ffnen microRNAs ein bisher wenig

beachtetes Feld an Mdglichkeiten.
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2.2 MicroRNA (miRNA)

Die Erstbeschreibung von microRNAs (miRNA) erfolgte 1993 durch die Arbeitsgruppe
um Rosalind Lee. Sie beschrieben die MiRNA lin-4 in
Caenorhabditis elegans (C. elegans). Lin-4 codierte nicht fiir ein Protein, konnte aber
durch Anlagerung an die 3‘UTR der mRNA von lin-14 deren Translation behindern.
Dies fuhrte zu einer Down-Regulation des Proteins lin-14 auf posttranskriptioneller
Ebene [8, 56]. Lin-14 hat eine zentrale Rolle in der embryonalen Entwicklung und
Differenzierung von C. elegans. Wenige Jahre spater wurde let-7 als zweite miRNA
identifiziert, welche ebenfalls Entwicklungsvorgange reguliert. Diese miRNA wurde
jedoch nicht nur in C. elegans, sondern auch in Drosophila melanogaster,
verschiedenen humanen Geweben und Geweben anderer Wirbeltiere gefunden [57,
58]. Aufgrund der Beteiligung in der embryonalen Entwicklung von C. elegans, aber
auch der Relevanz fur humane Entwicklungsprozesse wurden in den folgenden Jahren
groRe Anstrengungen in die weitere Erforschung der miRNAs gesteckt. Der Begriff
microRNA wurde 2001 durch die Arbeitsgruppen um Lagos-Quintana et al., Lee et al.
und Lau et al. gepragt [9, 59, 60].

2.2.1 Biogenese

MicroRNAs sind kurze, etwa 20-24 Nukleotide lange, einzelstrangige, nicht-codierende
RNA-Molekule [9]. Die miRNA-Gene liegen im gesamten Genom verteilt [61]. Hierbei
konnen sie in Gruppierungen, sog. ,Clustern®, vorliegen, welche dann gemeinsam
transkribiert werden [59]. Sie kdnnen allerdings auch vollig unabhéngig im Genom
liegen oder sie befinden sich nach dem Promotor des spéater zu regulierenden Gens
und kénnen so gemeinsam mit der zu regulierenden mRNA transkribiert werden [62].
Die Reifung von miRNAs erfolgt in mehreren Schritten (

Abbildung 4). Nach ihrer Transkription durch die RNA-Polymerase Il wird die miRNA
zunachst als primary microRNA (pri-miRNA) bezeichnet und bildet eine Doppelstrang-
und Schleifenstruktur aus [63, 64]. Noch im Nucleus wird die pri-miRNA durch die
RNase Il Drosha zur etwa 70 nt langen precursor microRNA (pre-miRNA) prozessiert
[65, 66]. Mithilfe von Ran-GTP als Cofaktor wird die pre-miRNA dann tber Exportin-5
aus dem Nucleus in das Zytoplasma der Zelle geschleust [67]. Die weitere Reifung der
pre-miRNA erfolgt im Zytoplasma durch die RNase Il Dicer, sodass in diesem

16



Literaturdiskussion

Prozessierungsschritt die reife miRNA entsteht [68-70]. Im Folgenden lagern sich die
reife miRNA und der RISC (RNA-induced silencing complex) zusammen. Der RISC ist
ein Enzymkomplex, der unter anderem Argonaute-Protein enthalt und die Anlagerung
der miRNA an die Ziel-mRNA ermdglicht [71]. Die miRNA lagert sich dann mit ihrer
sog. ,seed region“ an die 3'UTR der Ziel-mRNA an. Die ,seed region“ ist ein ca. 7 nt
langer Abschnitt der miRNA, der entweder vollstéandig oder nur partiell komplementér
zur mRNA ist. Wenn miRNA und mRNA vollstandig komplementéar aneinander binden,
wird der Abbau der mRNA durch die Endonuklease Argonaute2 eingeleitet, bei einer
partiellen Komplementaritat wird die Translation der mRNA nachfolgend inhibiert [72-
75]. Die Reifung der miRNA unterliegt eigenen Regulationsmechanismen: so wird
beispielsweise die Endonuklease Dicer von manchen miRNAs inhibiert [76], Dicer
reguliert sich per Autoinhibition durch die interne Helikase-Domane selbst [77] und

auch miRNAs regulieren sich gegenseitig [78].
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Abbildung 4: Prozessierung und Reifung von miRNA, enthommen aus [79]
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2.2.2 Funktion

MicroRNAs  sind physiologisch malf3geblich an Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen beteiligt. Diese Annahme begriindete sich schon bei der
Erstbeschreibung in C. elegans 1993 und wurde in den folgenden Jahren durch
verschiedene Knockout-Versuche nochmals untermauert. So zeigten Bernstein et al.
2003 und Wang et al. 2007, dass Knockouts des miRNA-Biogenese-Enzyms Dicer und
DGCRS als Cofaktor von Drosha im Mausmodell zu embryonaler Letalitat fihrten [80,
81]. Ebenso =zeigte der Knockout von Argonaute2-Protein in embryonalen
Stammzellen eine verlangsamte Zellerneuerung und Zelldifferenzierung [82]. So kann
man verschiedenen miRNAs einen Einfluss auf die neuronale Entwicklung [83-85], die
Differenzierung von Hautzellen [86], die Differenzierung von hamatopoetischen
Stammzelllinien [87, 88] und vielen weiteren physiologischen Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen zuschreiben. Aktuell sind in der internationalen microRNA-
Datenbank miRBase fir 271 Spezies insgesamt 38 589 miRNAs aufgefiihrt. Dem
Homo sapiens werden davon mehr als 1900 miRNAs zugesprochen [10]. Es wird
angenommen, dass miRNAs ca. 1% des menschlichen Genoms ausmachen und diese
etwa 30% der protein-codierenden Gene regulieren [63, 74].

2.2.3 Dysregulation in Krankheiten

MiRNAs sind in verschiedenen Krankheiten dysreguliert. In kardiovaskularen
Erkrankungen ist beispielsweise die miRNA-21 wahrend der Fibrose von
Kardiomyozyten signifikant hochreguliert, was eine kardiale Hypertrophiebildung
beglnstigt [89]. Demgegenuber steht die miRNA-1, welche physiologisch Calcium-
Signalwege Uber Calmodulin reguliert und somit eine kardiale Hypertrophie begrenzt
[90]. Des Weiteren sind hohe Level der miRNA-29-Familie (miRNA-29a/b/c) aufgrund
einer fortschreitenden Zytokin-vermittelten (3-Zell-Dysfunktion mit der Entwicklung
eines Diabetes mellitus Typ 1 assoziiert [91]. Bei der Betrachtung neurodegenerativer
Erkrankungen konnte nachgewiesen werden, dass miRNA-133b, welche spezifisch in
dopaminergen Neuronen exprimiert wird und die Entwicklung und Reifung
dopaminerger Neurone reguliert, bei Morbus Parkinson im Mittelhirngewebe nicht
gefunden werden kann [92]. Im Feld der Autoimmunerkrankungen konnte die miRNA-

203 in Psoriasis-betroffenen Arealen im Vergleich zu gesunder Haut in deutlich
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héherem Mal3 aus Keratinozyten isoliert werden [93] und die miRNAs-146a und -155
scheinen einen maRgeblichen Einfluss auf Zellen im Synovialgewebe beziglich deren
TNF-a-Synthese bei Rheumatoider Arthritis zu haben [94-96].

Auch in Malignomen konnte wenige Jahre nach der Entdeckung der ersten miRNAs
ein verandertes miRNA-Expressionsverhalten beobachtet werden. So beschrieb die
Arbeitsgruppe um Calin 2002 das Fehlen der miRNA-15a und -16 bei Patienten mit
chronischer lymphatischer Leukamie (CLL). Die Gene dieser miRNAs liegen auf dem
Chromosom 13914, welches haufig bei CLL-Patienten deletiert ist [97]. Zwei Jahre
spater formulierten Calin et al. die Annahme, dass eine Vielzahl von miRNAs in
verschiedensten Tumorentitaten eine Rolle spielen, da etwa die Hélfte aller miRNA-
Gene in fragilen oder mit der Entwicklung von Malignomen assoziierten Regionen des
Genoms liegen [11]. Auch eine dysregulierte Synthese der miRNA-Biogenese-Enzyme
bewirkt in humanen Krebszellen ein verandertes Verhalten. So zeigten Merritt et al.,
dass erniedrigte Dicer-Level in Zellen von Ovarial-Karzinomen mit einem kirzeren
krankheitsfreien Uberleben assoziiert waren [98]. Durch das veranderte, dysregulierte
Expressionsverhalten wirken manche miRNAs wie Onkogene und férdern so die
Entartung oder die Ubermafige Proliferation von Zellen; sie werden als ,oncomiR"
bezeichnet. Dies betrifft etwa die miRNA-10b und -21 in Brustkrebszellen. Dem
gegeniber stehen die miRNAs, die wie Tumorsuppressoren wirken, wie z.B. miR-
125b [99].

In Brustkrebs-Geweben konnte eine Dysregulation einiger miRNAs beobachtet
werden. Die Expression von miRNA-9, miRNA-10b, miRNA-21, miRNA-181a, miRNA-
210 und miRNA-375 wurde erhéht im Vergleich zu gesundem Gewebe beschrieben.
Dabei korrelierten die dysregulierten Expressionslevel mit einem kirzeren Krankheits-
freiem Uberleben oder einem hoheren Risiko der Entwicklung von Rezidiven [13, 100-
106]. Des Weiteren konnten miRNAs auch mit Metastasierung [107] und Resistenz
gegenuber Tamoxifen als endokriner Therapie in humanem Brustkrebs in Verbindung
gebracht werden [108, 109].
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2.2.4 miRNA-9
Es existieren 3 Gene fir die miRNA-9: miR9-1, miR9-2 und miR9-3. Sie liegen auf

Chromosom 1, 5 und 15 [10]. Zuerst wurde die miRNA-9 im Zusammenhang mit der
Entwicklung und Differenzierung neuronalen Gewebes beschrieben. Es wurden
dynamisch wechselnde Expressionslevel in den verschiedenen Phasen der
Neurogenese beobachtet [110-112]. Im Zuge dieser Erkenntnisse wurden
verschiedene Zielstrukturen der miRNAs im Kontext der neuronalen Entwicklung
identifiziert. Dazu gehoren unter anderem Transkriptionsfaktoren wie ZIC5, FOXG1
und GSX2, sowie Molektle im Notch-Signalweg (z.B. HES1, HER5, HERG6) [113-117].
In verschiedenen Tumorentitédten wurde die miRNA-9 dysreguliert gefunden: so ist sie
z.B. in Hodgkin-Lymphomen, Brustkrebs, Zervixkarzinomen, Colon- und
Magenkarzinomen hochreguliert und in Leuk&mien und Lungenkrebs herunterreguliert
[118]. Durch die Identifizierung von E-Cadherin als direkte Zielstruktur erscheint eine
Beteiligung in der Migration von Tumorzellen wahrscheinlich [100, 119]. Aul3erdem
konnte gezeigt werden, dass bei einer erhéhten Expression von miRNA-9 die
Zellproliferation in Magen- und Zervixkarzinomen gesteigert ist [120, 121]. In
Brustkrebszellen scheint der Ostrogen-Rezeptor ein direktes Ziel der miRNA-9 zu sein.
Diese Annahme geht in vitro mit einer erhdhten Tamoxifen-Resistenz einher [122].
MiRNA-9 selbst wird durch den Transkriptionsfaktor PROX1 reguliert [119]. Die
Dysregulation von miRNA-9 in Krebszellen hat auch einen Einfluss auf das Outcome
von Patienten. So zeigte eine Meta-Analyse von 17 Studien, dass in vielen
Tumorentitaten (inklusive Mamma-Karzinomen) erhdhte Expressionslevel mit einem
kurzeren Krankheits- und lokalrezidiv-freien Uberleben und einem kiirzeren Gesamt-
Uberleben einhergingen. Eine Ausnahme bildet das Ovarial-Karzinom, bei dem
erniedrigte Expressionslevel zu einem schlechteren Outcome gefihrt haben [14].

2.2.5 miRNA-10b

Das miRNA-10b-Gen befindet sich auf Chromosom 2 [10]. In der Literatur werden
verschiedene Zielstrukturen und damit regulierte Signalwege von miRNA-10b
beschrieben [123]. Die Expression von miRNA-10b selbst wird unter anderem durch
den Transkriptionsfaktor TWIST1 oder ein Protein aus dem Epstein-Barr-Virus (LMP1)
reguliert [124, 125]. Ma et al. zeigten 2007, dass die Regulation von HOXD10 durch
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miRNA-10b eine Uberexpression des pro-metastatischen Faktors RHOC bewirkt [124].
AulRerdem wird E-Cadherin indirekt durch miRNA-10b negativ beeinflusst [126, 127].
Diese Daten veranschaulichen die Beteiligung von miRNA-10b in der Initilerung von
Metastasierung und Zellmigration. AufRerdem konnte gezeigt werden, dass die
Expression positiv mit der HER2-Expression und negativ mit der Expression von
Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren im Mamma-Karzinom Korreliert [127]. In
Brustkrebsgewebe konnte auch eine deutlich erh6hte miRNA-10b-Expression im
Vergleich zu gesunden Kontrollen gezeigt werden [128]. Huang et al. zeigten 2017 in
einer Meta-Analyse, dass eine hohe miRNA-10b-Expression mit einem schlechten
Outcome beziiglich des Gesamt-Uberlebens assoziiert ist [129]. Ebenso ist eine hohe
MiRNA-10b-Expression mit einem kirzeren Krankheits- bzw. Rezidiv-freiem
Uberleben assoziiert [101, 130].

2.2.6 mMiRNA-21
Das miR-21-Gen ist auf Chromosom 17 lokalisiert [10]. MiRNA-21 wurde in

verschiedenen Tumorarten inklusive des Mamma-Karzinoms tiberexprimiert gefunden
[102, 128, 131]. In der Literatur findet man zahlreiche Hinweise fur die Beteiligung der
MiRNA-21 in der Tumorentstehung und -progression, in der Metastasierung und in
anti-apoptotischen Vorgangen [131-135]. Aufl3erdem ist eine Vielzahl mdglicher
Zielstrukturen beschrieben [136]. Unter anderem sind dort Regulatoren des Zellzyklus,
wie z.B. CDC25A [137], sowie PDCD4 als vermutlich pro-apoptotischen Faktor [134,
138] und der Tumorsuppressor PTEN beschrieben [139, 140]. Die miRNA-21 selbst
wird durch die Transkriptionsfaktoren STAT3 und NFkB reguliert. Diese Regulation ist
Interleukin-6- und Interferon-abhangig [133, 141]. Hohe Expressionslevel der miRNA-
21 im Knochenmark von Patienten mit Mamma-Karzinom korrelieren signifikant mit

kirzerem Rezidiv-freien und kiirzerem Gesamtiberleben [103, 142].

2.2.7 miRNA-181a

Fur die miRNA-181a sind zwei Gen-Loci bekannt: miR-181a-1 wird auf Chromosom 1
und miR-181a-2 auf Chromosom 9 codiert [10]. MiRNA-181a tragt physiologisch
wesentlich zur Differenzierung von B-Lymphozyten [143] und zur Modulation der T-

Zell-Sensitivitdat und -Selektion bei [144]. In der Entwicklung von Blut- und
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Lymphgefal3en ist miRNA-181a Uber PROX1 als Zielstruktur beteiligt [145]. Als weitere
potentielle Zielstrukturen wurden in der Literatur unter anderem PTEN, als Regulator
des PI3K-Signalweges, der Tumorsuppressor ATM, als Regulator in der
Reparaturkaskade bei DNA-Schéadigungen und das anti-apoptotisch wirksame BCL-2
beschrieben [103, 146-149]. Jiao et al. haben miIRNA-181a in einen Zusammenhang
mit der MDR (multi drug resistance) in MCF7-Zellen gebracht und haben als mogliches

ursachliches Target BCRP (breast cancer resistance protein) vorgeschlagen [150].

2.2.8 miRNA-210

Das miR-210-Gen ist auf Chromosom 11 lokalisiert [10]. Die miRNA-210 wird vor allem
im Kontext der Hypoxie beschrieben. Sie wird bei hypoxischen Stoffwechsellagen
durch den Hypoxie-induzierbaren Faktor-1a (HIF-1a) induziert und somit vermehrt
exprimiert [151]. Als mdgliche Zielstrukturen sind unter anderem RAD52, welches ein
Element des homologen DNA-Reparaturmechanismus ist, TWIST1, welches als
Regulator der epithelial-mesenchymalen Transition im klarzelligen Nierenzellkarzinom
beschrieben ist, und SOCS1 sowie TNIP1 als Bestandteile des NFkB-Signalweges
beschrieben [152-155]. In glatten Muskelzellen von Pulmonalarterien hat miRNA-210
bei Hypoxie Uber den Transkriptionsfaktor E2F3 als Target einen anti-apoptotischen
Effekt [156] und in Brustkrebszelllinien wurde sie in einen Zusammenhang mit einer
hoheren Zellproliferation, -migration und -invasion gebracht [15]. In triple-negativen
Mamma-Karzinomen sind die Expressionslevel von miRNA-210 signifikant h6her als
bei Ostrogen- und Progesteron-Rezeptor-positivem/HER2-negativem Brustkrebs. Die
hdhere Expression von miRNA-210 sowohl im Tumorgewebe als auch im Blutplasma
ist mit einem schlechteren Outcome und dem hoheren Risiko fur eine
Fernmetastasierung assoziiert. In ER-positiven Mamma-Karzinomen sind hohe
mMiRNA-210-Expressionswerte mit einem hoheren Risiko fur Rezidive assoziiert [15,
104, 157, 158].

2.2.9 miRNA-375

Die miRNA-375 ist auf Chromosom 2 codiert [10]. Zuerst wurde sie von der
Arbeitsgruppe um Poy 2004 als Pankreas-spezifische microRNA beschrieben, die die

Insulinsekretion in den pankreatischen B-Zellen reguliert. MiRNA-375 vermindert dabei
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unabhéangig vom Glucose-Metabolismus und Ca?*-Spiegel die Insulinsekretion. In den
Pankreaszellen wurden Myotropin und PDK1 als Targets identifiziert, welche
Signalmolekile im PI3K-Weg sind [159, 160]. Als weitere Zielstrukturen wurden die
Januskinase 2 (JAK2) als Bestandteil des JAK/STAT-Signalweges im Magen-
Karzinom und IGF1R im Osophagus-Karzinom gefunden [161, 162]. In verschiedenen
Tumorentitaten, wie z.B. dem hepatozellularen Karzinom (HCC), dem Magen-
Karzinom und dem Melanom, ist miRNA-375 herunterreguliert [163]. Im Gegensatz
hierzu steht die Uberexpression von miRNA-375 im Brustkrebs. Es konnte gezeigt
werden, dass eine hohe Expression von miRNA-375 vor allem Ostrogenrezeptor-
positiven Brustkrebs betrifft. Es wurde RASD1 als Target identifiziert, welches
physiologisch die Expression von ERa (Ostrogen-Rezeptor a) inhibiert. Das hohe
MiRNA-375-Expressionslevel korreliert mit einem hohen ERa-Level. Gleichzeitig
scheint aber ERa die Expression von miRNA-375 ebenfalls positiv zu beeinflussen
[164, 165]. Zehentmayr et al. zeigten, dass eine hohe Expression von miRNA-375 mit
dem hoheren Risiko ein Lokalrezidiv zu entwickeln assoziiert ist [105]. Andere Autoren
beschreiben eine niedrigere Expression der miRNA-375 im Mamma-Karzinom im
Vergleich zu gesundem Brustgewebe und schreiben ihr eine Wirkung als

Tumorsuppressor zu [166, 167].
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Dampfsterilisator Varioklav (HP-Labortechnik, Oberschleil3heim), Eismaschine
Scotsman AF 100 (Scotsman Ice Systems, Mailand, Italien), Gefrierschrank -20°C
(Liebherr, Bulle, Schweiz), Gefrierschrank -80°C HeraFreeze (Heraeus, Hanau),
Heizblock Thermoschittler pro (CellMedia, Elsteraue), Kihlschrank 4°C Cooler
(Liebherr, Bulle, Schweiz), Laborabzug Airflow Controller AC2 (Waldner, Wangen),
Labor-Feinwaage (Sartorius, Gottingen), Minizentrifuge Sprout (Heathrow Scientific,
Vernon Hills, USA), Perfect Spin Lightcycler Platten-Zentrifuge (PeqlLab, Erlangen),
pH-Meter 211 (Hanna Instruments, Kehl am Rhein), Real-Time PCR System
LightCycler 480 Il (Roche, Mannheim), Sicherheitswerkbank SteriFlow (Heraeus,
Hanau), Spektrophotometer NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), Thermocycler Mastercycler epgradient S (Eppendorf, Hamburg),
Tischzentrifuge 5415 C (Eppendorf, Hamburg), Vortexschittler Vibrofix VF 1 (IKA-
Labortechnik, Staufen), Zentrifuge 5804 R (Eppendorf, Hamburg)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Einweghandschuhe Nitril SemperCare (Semperit, Singapur), Framestar 96-Well PCR-
Platten (4titude Ltd, Berlin), PCR Tubes 0,2 ml (STARLAB, Hamburg), Pipettenspitzen
TipOne FilterTips (0,5-10 pL, 2-20 pL, 20-200 pL, 101-1000 pL) (STARLAB; Hamburg),
Polypropylen-Réhrchen 50 ml, (Greiner BioOne, Frickenhausen), Q-Stick Adhesive
Foil fur Framestar 96-Well PCR-Platten (4titude, Berlin), Safe-Lock Reaktionsgefalde
(0,5ml, 1,5 ml, 2 ml, 5 ml, 50 ml) (Eppendorf, Hamburg), Serologische Einwegpipetten
Cellstar (Greiner BioOne, Frickenhausen), Terralin Liquid (Schilke & Mayr,
Norderstedt), 8-Strip PCR-Tubes (STARLAB, Hamburg)

3.1.3 Gebrauchsmaterialien

Pipettierhilfe Accu-Jet Pipetboy (Brand, Wertheim), Pipetten Eppendorf Research Plus
(0,5-10 pL, 2-20 pL, 1-100pL, 20-200 pL, 100-1000 pL) (Eppendorf, Hamburg)
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3.1.4 Chemikalien

Aqua dest. (B. Braun, Melsungen), Ethanol 100% p.a. (Honeywell Riedel-de-Haén,

Seelze), HCI 37% (Merck, Darmstadt), Nuklease-freies Wasser (Quantabio, Beverly,
USA), RiboLock RNase-Inhibitor (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), Tris-HCI
Puffer p.a. (Carl Roth, Karlsruhe), Trypsin EDTA (Gibco Life Technologies, Carlsbad,
USA), Xylol p.a. (Carl Roth, Karlsruhe)

3.1.5 Puffer

TE-Puffer 810 nM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0):

12,11 mg Tris-HCI

0,37 mg EDTA
10 ml Aqua dest.

mit HCI 37% auf pH 8,0 eingestellt und anschlieRend filtriert.

3.1.6 Kit-Systeme

miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden)
PerfeCTa SYBR Green SuperMix (Quantabio, Beverly, USA)
gScript microRNA cDNA Synthesis Kit (Quantabio, Beverly, USA)

3.1.7 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von Metabion (Planegg, Deutschland) bezogen und in der

gRT-PCR verwendet.

RNU6

RNU48

Universal Primer
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-10b-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-210-3p

5-GCAAATTCGTGAAGCGTTCC-3

5 -CTCTGAGTGTGTCGCTGATGC-3’
5"-GCATAGACCTGAATGGCGGTA-3’
5-CGCTCTTTGGTTATCTAGCTGTATG-3’
5 -CGTACCCTGTAGAACCGAATTTGT-3’
5 -GCTAAAGTGCTTATAGTGCAGGT-3"

5 -CATTCAACGCTGTCGGTGAG-3

5 -TGTGACAGCGGCTGAAAA-3’
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hsa-miR-375 5 -GTTCGGCTCGCGTGAAA-3

3.1.8 Gewebeproben

Die verwendeten Paraffin-Gewebeschnitte stammen von Patientinnen, die zwischen
1998 und 2016 in der Universitadtsmedizin Mainz aufgrund eines Mamma-Karzinoms
operiert wurden und bei denen Tumorgewebe entnommen wurde. Es wurden nur
Gewebeproben eingeschlossen, bei denen zusatzlich zum Gewebe des Primarius
auch Gewebe von Lymphknotenmetastasen und/oder Lokalrezidiven zur Verfigung
standen. Aul3erdem wurden nur diejenigen Patientinnen eingeschlossen, denen bei
Erstdiagnose des Mamma-Karzinoms in der Poliklinik fur Geburtshilfe und
Frauengesundheit Blutproben zu Forschungszwecken entnommen wurden. Alle
Patientinnen gaben ein schriftliches Einverstandnis, dass ihr Gewebe, ihre Blutproben
und ihre personenbezogenen Daten in anonymisierter Form zu medizinischen
Forschungszwecken verwendet werden durfen. Die Diagnosestellung des Mamma-
Karzinoms erfolgte durch einen Pathologen der Universitéatsmedizin Mainz anhand der
Histologie des entnommenen Gewebes. Die Gewebeproben (Primartumoren,
Lymphknotenmetastasen, Lokalrezidive) wurden von der Gewebe-Biobank der
Universitatsmedizin Mainz zur Verfiigung gestellt und in Ubereinstimmung mit den
Regularien der Gewebe-Biobank verwendet. Ein Ethikvotum liegt vor (Ethikvotum Nr.
837.36016 (10679)).

3.2 Methoden

3.2.1 Steriles Arbeiten

Aufgrund ubiquitdr vorkommender RNasen (besonders im Bereich der menschlichen
Haut) erfordert der Umgang mit Geweben, mit denen eine Isolation von RNA/MiRNA
vorgenommen werden soll, besondere VorsichtsmalRnahmen. Daher wurde bei allen
Arbeitsschritten der folgenden Methoden Einweghandschuhe getragen und die
Extraktion der Gesamt-RNA einschlie3lich der miRNA an einer Sterilwerkbank
durchgefuhrt.
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3.2.2 Extraktion der Gesamt-RNA einschliefRlich der miRNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA einschliel3lich der microRNA erfolgte mithilfe des
miRNeasy FFPE Kits von Qiagen. Das Herstellerprotokoll wurde in der folgenden
Weise modifiziert. Es wurden von der jeweiligen Gewebeprobe vier Paraffinschnitte a
10 um Dicke verwendet. Zum Herauslosen des Paraffins wurden zuerst zweimal
jeweils zwei 10 um-Paraffinschnitte in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben
und 1 ml Xylol p.a. hinzugefiigt, zehn Sekunden auf dem Vortexschuttler gemischt und
zehn Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde der Xylol-Uberstand sorgféltig abpipettiert
und der Xylol-Schritt zweifach wiederholt. Um jegliches Xylol aus den Gewebeproben
zu entfernen, wurde 1 ml Ethanol 100% hinzugegeben, zehn Sekunden auf dem
Vortexschuttler gemischt und fiinf Minuten inkubiert. Der Ethanol-Uberstand wurde
sorgfaltig abpipettiert und der Schritt wurde einmal wiederholt. Anschlie3end wurden
die Gewebeschnitte 30 Minuten bei 37°C mit gedffnetem Deckel in einem Heizblock
inkubiert, um jegliches Ethanol aus dem Gewebe zu entfernen. Sobald die
Gewebestlcke trocken und somit auch frei von Ethanol waren, wurden 150 pl PKD-
Puffer hinzugegeben und per Vortexschittler gemischt. Zur Degradation der
vorhandenen Proteine wurden 10 pl Proteinase K hinzugefigt und es folgten 15
Minuten Inkubationszeit bei 56°C, sowie 15 Minuten bei 80°C im Heizblock.
AnschlieBend wurde die Reaktion abgestoppt, indem die Reaktionsgefal3e drei
Minuten auf Eis gelagert wurden. Es folgte eine 15-minitige Zentrifugation bei
20.000 g. Das so hergestellte Pellet enthielt hauptsachlich Zellabfall und quervernetzte
DNA. Daher wurde der flussige Uberstand in ein neues 2 ml Eppendorf-
ReaktionsgefalR Uberfuhrt. Zum Entfernen jeglicher DNA aus der Gewebeprobe
wurden 16 pl DNase Booster Puffer und 10 pul RNase-freie DNase | hinzugegeben,
gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurden 320 pl
RBC-Puffer hinzugegeben und mit dem Reaktionsansatz vermischt. Im n&chsten
Schritt wurden 1120 pl Ethanol 100% hinzugegeben und durch sofortiges Auf- und
Abpipettieren vermischt. 700 pl der Probe wurden dann auf eine RNeasy MinElute-
spin column gegeben, welche in einem 2 ml-Auffanggefal platziert war. Es folgten 15
Sekunden Zentrifugation bei 8.000 g; das Eluat wurde verworfen. Dieser Schritt wurde
wiederholt, bis die gesamte Probe durch die RNeasy MinElute-spin column gelaufen
war. Im Anschluss wurden 500 pl RPE-Puffer auf die RNeasy MinElute-spin column

gegeben und zwei Minuten bei 8.000 g zentrifugiert und das Eluat wurde abermals
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verworfen. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Nun wurde die RNeasy MinElute-
spin column in ein neues 2 ml Auffanggefald tberfihrt und finf Minuten bei 8.000 g
zentrifugiert, um die Membran der S&ule zu trocknen. Die Elution der RNA (inklusive
mMiRNA) erfolgte, nachdem die RNeasy MinElute-spin column in ein neues 1,5 ml
Auffanggefald tberfihrt wurde, durch Zugabe von 20 pl RNase-freiem Wasser auf die
Membran der Saule mit einer einminutigen Inkubation. Im Anschluss erfolgte eine
Zentrifugation bei 8.000 g fur eine Minute. Das Eluat wurde aufgenommen und
abermals auf die Membran gegeben und nochmals nach einminitiger Inkubationszeit
fur eine Minute bei 8.000 g zentrifugiert. Zu den 18 ul Eluat (bei 2 pl Totraumvolumen
der RNeasy MinElute-spin column) wurde 1 pl des RNase-Inibitors RibolLock
hinzugegeben, um vor ungewolltem RNA-Abbau durch Ribonukleasen zu schitzen.
Nach der Quantifizierung der Gesamt-RNA-Konzentration und der Reinheits-
bestimmung der RNA am NanoDrop One wurde die RNA bis zur weiteren Verarbeitung

bei -80°C gelagert.

3.2.3 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung der RNA

Die Quantifizierung der Gesamt-RNA-Konzentration und die Reinheitsbestimmung der
RNA erfolgte spektralphotometrisch am NanoDrop One im Anschluss an die RNA-
Extraktion. Dazu wurde zur Bestimmung eines Referenzwertes zuerst eine
Leermessung mit 1 pl Nuklease-freiem Wasser vorgenommen und anschlie3end
jeweils 1 pl der Probe zur Messung eingesetzt. Anhand des Absorptionsmaximums bei
einer Wellenlange von 260 nm wird die optische Dichte (ODz2e0) der Probe gemessen.
Diese Wellenlange entspricht dem Absorptionsmaximum von Nukleinsauren,
einschlie3lich der miRNA. Auf3erdem wird die optische Dichte bei den Wellenlangen
280 nm (OD2so), welche dem Absorptionsmaximum von Proteinen entspricht, und 230
nm (OD230), welche Aufschluss Uber eine Verunreinigung mit organischen Substanzen
gibt, gemessen. Aus der Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm kann
rechnerisch mit Hilfe des Lambert-Beer schen-Gesetzes die Konzentration der
Gesamt-RNA ermittelt werden. Die Reinheit der Probe in Bezug auf RNA lasst sich
durch die Bildung der Quotienten von ODz2s0 zu OD2so und von OD2so zu ODz2so
beurteilen. Hierbei sollte OD260/OD2so bei reiner RNA bei ca. 2,0 und OD260/OD230 bei
ca. 1,8 bis 2,2 liegen [168].
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3.2.4 cDNA-Synthese

Die isolierte miRNA wurde im Anschluss an die Extraktion in cDNA umgeschrieben,
damit diese als Template in der gqRT-PCR eingesetzt werden konnte. Die cDNA-
Synthese wurde mit Hilfe des gqScript microRNA cDNA Synthesis Kit von Quantabio
durchgefiihrt. Dabei wurde die Synthese entsprechend den Angaben des
Herstellerprotokolls durchgefihrt.

Die Synthese ist in zwei Schritte gegliedert: die Poly(A)-Tailing-Reaktion und die
cDNA-Synthese-Reaktion. Im ersten Reaktionsschritt wird mithilfe der Poly(A)-
Polymerase ein Poly(A)-Schwanz am 3"-Ende der miRNA synthetisiert, damit im
nachfolgenden zweiten Schritt ein Oligo-dT-Adapter-Primer daran binden und eine
Reverse Transkriptase in Anwesenheit von dNTPs die miRNA in cDNA umschreiben

kann. Dieser Schritt ist wichtig, da nur DNA in der qRT-PCR eingesetzt werden kann.

Die in Tabelle 2 aufgefihrten Komponenten wurden in einem 0,2 ml Eppendorf-
ReaktionsgefalR auf Eis gemischt und anschliel3end zentrifugiert. Die Gesamt-RNA
musste laut Herstellerprotokoll mit Nuklease-freiem Wasser auf 1000 ng/pl eingestellt
werden. Nachfolgend wurde sie im Thermocycler bei 37°C fur 60 Minuten und

anschlieRend bei 70°C fir funf Minuten inkubiert.

Tabelle 2: Reaktionsansatz der Poly(A) Tailing-Reaktion (Schritt 1)

Komponente Volumen [ul]
Poly(A) Tailing-Puffer 2
Poly(A)-Polymerase 1
Gesamt-RNA in Nuklease-freiem Wasser (1 pg/ul) 7
Gesamtvolumen 10

Die in Tabelle 3 aufgefihrten Komponenten wurden auf Eis vermischt, zentrifugiert
und anschlielRend zuerst bei 42°C fir 20 Minuten inkubiert und dann bei 85°C fur funf

Minuten im Thermocycler inkubiert.
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Tabelle 3: Reaktionsansatz der cDNA-Synthese-Reaktion (Schritt 2)

Komponente Volumen [ul]
Poly(A) Tailing-Reaktionsansatz 10
microRNA cDNA Reaktionsmix 9
Reverse Transkriptase 1
Gesamtvolumen 20

Die Konzentration der vorliegenden cDNA betrug nun 1000 ng/ul. Das
Reaktionsprodukt wurde mit TE-Puffer im Verhaltnis von 1:100 fur den Einsatz in der
gRT-PCR verdinnt. Auferdem wurde eine der 1:100 verdinnten Proben zur
Herstellung einer Standardreihe verwendet. Dazu wurde diese Probe nochmals in den
Stufen 1:2,5, 1:5, 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 mit TE-Puffer verdiinnt. Bis zum Einsatz in
der qRT-PCR wurde die verdunnte cDNA bei -20°C gelagert.

3.25 gRT-PCR

Die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) basiert auf dem
Konzept der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die PCR dient der Amplifikation
definierter Nukleotidsequenzen. Hierzu werden in einem Reaktionsansatz die zu
amplifizierende DNA (Template), eine hitzestabile DNA-Polymerase, zwei spezifische
Oligonukleotid-Sequenzen, welche als Primer selektiv an die zu amplifizierende DNA
binden und somit die Startpunkte der Synthese bestimmen, Desoxyribonukleosid-
triphosphate (dNTPs) und spezifische Pufferldsungen hinzugegeben. Der
Reaktionsansatz wird dann in einen Thermocycler platziert und es folgen 30-50 Zyklen
der folgenden drei Schritte. Im ersten Schritt, der Denaturierung, werden die DNA-
Doppelstréange bei einer Temperatur von ca. 95°C voneinander getrennt. Im zweiten
Schritt (Annealing) lagern sich bei ca. 55-65°C die Primer an die komplementare
Sequenz der zu amplifizierenden DNA an. Im dritten Schritt findet die Elongation des
neuen komplementaren DNA-Strangs durch die DNA-Polymerase ausgehend vom
Primer statt. Dieser Schritt findet bei ca. 70°C statt. Der so hergestellte DNA-
Doppelstrang besteht dann aus einem Original-Einzelstrang und einem neu

synthetisierten Einzelstrang [169].
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Die gRT-PCR ist eine Weiterentwicklung der PCR, welche die DNA-Templates nicht
nur amplifiziert, sondern zusatzlich auch quantifiziert. Hierzu ist der Einsatz
fluoreszenzmarkierter Reagenzien nétig. Mit Hilfe des bei der Synthese abgegebenen
Fluoreszenzsignals wird die amplifizierte DNA quantifiziert [170]. Die Detektion des
Fluoreszenzsignals erfolgt in einem speziellen Thermocycler mit integrierter

Detektionseinheit (Lightcycler).

In der vorliegenden Arbeit wurde das PerfeCTa SYBR Green-System der Firma
Quantabio verwendet. Dabei wurde ein Universal Primer, welcher am Oligo-dT-
Adapter-Primer des im cDNA-Synthese-Schritt entstandenen Produkts komplementar
bindet, verwendet. Zur Amplifikation und Quantifizierung der gewahlten miRNAs wurde
aul3erdem zusatzlich jeweils ein miRNA-spezifischer Primer zum Reaktionsansatz
hinzugefligt (Abbildung 5).

g miRNA
AN NN A 1

Poly A polymerase

Paly-A Tailing mO ATP

N TN T AAAAARARARAAAAA

¢DNA Synthesis TN AAAAAAAAAAAAAAA

dNTPs Oligo-dT Adapter Primer

Reverse
Transcriptase

ST T T AAAAAAAAAAAAAAA

€

miR-Specific Primer

—

gPCR with
SYBR Green SuperMix

|

Universal PCR
Primer

Abbildung 5: Reaktionsschritte der cDNA-Synthese und der gqRT-PCR, entnommen aus [171]
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Folgender Reaktionsansatz wurde in Dupletts in die 96 Well PCR-Platten pipettiert

(Tabelle 4). In jedem PCR-Lauf wurden gleichzeitig zwei Negativproben gemessen,

um mdgliche Verunreinigungen des Reaktionsansatzes auszuschlie3en. Hierbei

wurde anstatt der cDNA 4 ul Nuklease-freies Wasser hinzugegeben.

Tabelle 4: Reaktionsansatz fur die qRT-PCR

Komponente Volumen [ul]
PerfeCTa SYBR Green SuperMix 10
Spezifischer miRNA-Primer (10 puM) 0,4
Universal Primer (10 uM) 0,4
Nuklease-freies Wasser 5,2
1:100 verdunnte cDNA 4
Gesamtvolumen 20

Im Anschluss wurde die 96 Well-PCR-Platte luftdicht verschlossen und zentrifugiert

und der beschriebene Reaktionsansatz mit den folgenden Reaktionsbedingungen im

Lightcycler inkubiert.

Enzymaktivierung

PCR (45 Zyklen)

95°C, 2 Min.

Denaturierung 95°C, 5 Sek.
Annealing 60°C, 15 Sek.
Elongation 70°C, 15 Sek.

(mit Floureszenzdetektion)

Die Cp-Werte der Proben-Dupletts wurden gemittelt und die Konzentration der

amplifizierten DNA in Bezug auf die Standardreihe relativ quantifiziert. Dabei wurde fur

alle Proben mit einer Cp-Standardabweichung > 0,3 und einem Cp-Wert > 40 bei drei

wiederholten Messungen ein Wert von 0 angenommen.
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3.2.6 Follow Up

Das Follow Up der Patientinnen, deren Tumorproben analysiert wurden, wurde mit
Hilfe des Kklinikinternen Informationssystems SAP erhoben. Es wurden
patientenbezogene Daten (z.B. Geburtsdatum), tumorbezogene Daten (z.B. TNM-
Klassifikation) und therapiebezogene Daten in das Follow Up aufgenommen. Eine
Anonymisierung der patientenbezogenen Daten erfolgte unmittelbar im Anschluss an
die Datenerhebung. Die erhobenen Parameter werden detailliert im Anhang

aufgefuhrt.

3.2.7 Statistische Auswertung

Zur Aufbereitung der Daten aus der gRT-PCR und zum Erheben des Follow Up wurde
Microsoft Excel verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte dann mit IBM SPSS
Statistics 23. Die Analysen zu Uberlebenszeiten und Lokalrezidiv-freien Uberlebens-
zeiten wurden mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven grafisch dargestellt und mit dem Log-
Rank-Test auf Signifikanz Uberpruft. Bivariate Korrelationsanalysen der miRNA-
Expressionslevel erfolgten mit dem Spearman-Rho-Test. Die Korrelation der miRNA-
Expression mit tumorbezogenen und prognostischen Merkmalen erfolgte mit dem
Mann-Whitney-U- und dem Kruskal-Wallis-Test. Eine statistische Signifikanz wurde
bei einem p-Wert < 0,05 angenommen. Die Angabe der miRNA-Expressionswerte

erfolgte in relativen Einheiten (r.E.).
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Expressionsanalyse 6 verschiedener miRNAs
in Mamma-Karzinom-Gewebeproben von 102 Patientinnen, die im Zeitraum von 1998
bis 2016 aufgrund eines Mamma-Karzinoms an der Universitdtsmedizin Mainz operiert
wurden, vorgenommen. In der statistischen Analyse erfolgte eine deskriptive
Darstellung der patienten- und tumorbezogenen Daten, die Korrelation aller miRNA-
Expressionslevel  untereinander, eine Analyse der miRNA-abhangigen
Uberlebenszeiten und die Korrelation der miRNA-Expression mit tumorbezogenen und
prognostischen Merkmalen. Bei der Darstellung der Ergebnisse werden nur

signifikante oder statistisch auffallige Auswertungen aufgefthrt.

4.1 Deskriptive Statistik des Patientenkollektivs

Insgesamt wurden die Gewebeproben von 102 Patientinnen untersucht. Es wurden
keine Mamma-Karzinom-Gewebeproben von mannlichen Patienten in die
Untersuchungen einbezogen. Das mediane Alter der Patientinnen bei Erstdiagnose
des Mamma-Karzinoms lag bei 61,4 Jahren (31,7 - 91,5 Jahre). 10 Patientinnen (9,6%)
verstarben wahrend der Nachbeobachtungszeit. Der Tod trat im Median nach 3,2
Jahren (1,1 — 7,7 Jahre) ein. Die mediane Nachbeobachtungsdauer betrug 2,6 Jahre
(0,1 — 16,6 Jahre), wovon eine Patientin direkt im Anschluss an die Prim&rtumor-OP
lost to follow up war (Abbildung 6). Die mediane Nachbeobachtungsdauer der Nicht-

verstorbenen Patientinnen betrug dabei 2,7 Jahre (0,1 — 16,6 Jahre).
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung des Gesamtiiberlebens im Patientenkollektiv.
Dargestellt sind die Uberlebenszeitdaten von 102 Patientinnen. 10 Patientinnen verstarben in der
Nachbeobachtungszeit. Jedes Todesereignis ist mit einer Stufe dargestellt. Vertikale Striche
kennzeichnen rechtszensierte Daten. Die maximale Nachbeobachtungsdauer betrug 16,6 Jahre.

Ein Grol3teil der Primartumoren war vom invasiv-duktalen Typ (,NST“). Dabei wiesen
ca. zwei Drittel der Patientinnen ein begleitendes DCIS auf. Drei Patientinnen hatten
schon bei Diagnose des Primarius Fernmetastasen. Der Ostrogenrezeptor-Status war
bei 84,3% der Falle positiv und 16,7% der Tumoren wiesen eine Uberexpression von
HER?2 auf (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Deskriptive Statistik der erhobenen Merkmale der Primartumoren.

Parameter Auspragung Haufigkeit | Prozentwert
Histologie invasiv-duktal 75 73,5
invasiv-lobular 13 12,7

gemischt duktal/lobular 2 2,0

muzindses Adeno-Ca 3 2,9

metaplastisch 1 1,0

DCIS 1 1,0

medullar 1 1,0

mikropapillar 3 2,9

apokrin 1 1,0

fehlende Angabe 2 2,0

Lokalisation rechts unifokal 44 43,1
links unifokal 41 40,2

rechts multizentrisch 8,8

links multizentrisch 7 6,9

beidseits 1 1,0

begleitendes DCIS kein DCIS 35 34,3
DCIS 67 65,7

begleitende LIN keine LIN 93 91,2
LIN 9 8,8

TumorgréfZe (T) T1 46 45,1
T2 43 42,2

T3 12 11,8

T4 0 0

fehlende Angabe 1

Nodalstatus (N) NO 60 58,8
N1 25 24,5

N2 10 9,8

N3 5 4,9

NX 2,0

Metastasierung (M) MO 97 95,1
M1 3 2,9
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Mx 2 2,0
Grading (G) Gl 11 10,8
G2 48 47,1
G3 42 41,2
fehlende Angabe 1 1,0
Residualtumor (R) RO 90 88,2
R1 7 6,9
fehlende Angabe 5 4,9
Ostrogenrezeptor-Status negativ 16 15,7
positiv 86 84,3
Progesteronrezeptor-Status | negativ 31 30,4
positiv 70 68,6
fehlende Angabe 1 1,0
HER2-Status negativ 85 83,3
positiv 17 16,7

Vier von 102 Patientinnen (3,9%) entwickelten Fernmetastasen. Es traten bei jeweils

drei Patientinnen pulmonale und hepatische Metastasen auf. AuRerdem traten

insgesamt je eine ossare, kutane, zerebrale und ovariale Metastase auf. Eine Patientin

hatte drei Metastasen an verschiedenen Lokalisationen (Tabelle 6).

Tabelle 6: Deskriptive Statistik der erhobenen Merkmale der Fernmetastasen.

Parameter

Auspragung

Haufigkeit

Prozentwert

Fernmetastasierung

keine Fernmetastase

Fernmetastase

98

96,1
3,9

Lokalisation

(Mehrfachnennung maoglich)

pulmonal
hepatisch
ossar
kutan
zerebral

ovarial

e N = RIS
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22 der 102 Patientinnen entwickelten ein Lokalrezidiv (22,6%). Die Zeit bis zum
Auftreten des Lokalrezidivs betrug im Median 2,7 Jahre (0,9 — 8,7 Jahre) (Abbildung
7).
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung des Lokalrezidiv-freien Uberlebens im
Patientenkollektiv.

Analyse des Lokalrezidiv-freien Uberlebens von 102 Patientinnen. Es traten 22 Ereignisse ein.
Ereignisse sind durch eine Stufe dargestellt. Vertikale Striche stellen rechtszensierte Daten dar. Die
maximale Nachbeobachtungszeit betrug 8,7 Jahre.

Die Lokalrezidive waren vor allem Tumoren vom ,nicht-spezifischen Typ“ (invasiv-
duktal). Fast die Halfte der Lokalrezidive (45,5%) wurden im Stadium T1 reseziert.
54,5% der Tumoren waren Ostrogenrezeptor-positiv und 13,6% zeigten eine HER2-

Uberexpression (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Deskriptive Statistik der erhobenen Merkmale der Lokalrezidive.

Parameter Auspragung Haufigkeit | Prozentwert
Histologie invasiv-duktal 14 63,6
invasiv-lobular 1 4.5
muzindses Adeno-Ca 1 4,5
Adenokarzinom 2 9,1
metaplastisch 2 9,1
fehlende Angabe 2 9,1
Lokalisation linke Mamma 9 40,9
rechte Mamma 6 27,3
linke Thoraxwand 3 13,6
rechte Thoraxwand 2 9,1
linke Axilla 2 9,1
rechte Axilla 0 0
Tumorgrof3e (T) TO, Tis 1 4,5
Tl 10 45,5
T2 6 27,3
T3 0 0
T4 1 4.5
fehlende Angabe 4 18,2
Nodalstatus (N) NO 6 27,3
N1 2 9,1
N2 2 9,1
N3 1 4.5
NX 7 31,8
fehlende Angabe 4 18,2
Metastasierung (M) MO 14 63,6
M1 1 4,5
fehlende Angabe 7 31,8
Grading (G) Gl 0 0
G2 5 22,7
G3 13 59,1
fehlende Angabe 4 18,2
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Residualtumor (R) RO 16 72,7
R1 2 9,1
fehlende Angabe 4 18,2
Ostrogenrezeptor-Status negativ 10 45,5
positiv 12 54,5
Progesteronrezeptor-Status | negativ 13 59,1
positiv 9 40,9
HER2-Status negativ 19 86,4
positiv 3 13,6

Bei allen 102 Patientinnen wurde eine operative Therapie des Primartumors
durchgefuhrt. Dabei erhielten 74 Patientinnen (72,5%) eine Brust-erhaltende Therapie
und 28 Patientinnen (27,5%) eine Mastektomie. Bei 34 Patientinnen (33,3%) musste
eine Nachresektion vorgenommen werden. Des Weiteren erfolgten bei den meisten

Patientinnen eine Systemtherapie und eine postoperative Bestrahlung (Tabelle 8).

Tabelle 8: Systemtherapie und Bestrahlung im Rahmen der Primartumor-Diagnose.

Therapieart Auspragung H&aufigkeit | Prozentwert
neoadjuvante Chemotherapie | erhalten 1 1,0
nicht erhalten 101 99,0

adjuvante Chemotherapie erhalten 53 53,0
nicht erhalten 49 48,0

Bestrahlung erhalten 79 77,5
nicht erhalten 23 22,5

endokrine Therapie erhalten 79 77,5
nicht erhalten 23 22,5

Trastuzumab-Therapie erhalten 12 11,8
nicht erhalten 90 88,2

Bei allen 22 Patientinnen, die ein Lokalrezidiv entwickelten, wurde eine operative

Therapie durchgefuhrt. 11 Patientinnen (50%) erhielten eine Mastektomie, 8

40



Ergebnisse

Patientinnen (36,7%) eine Tumorexzision (z.B. nach bereits stattgefundener
Mastektomie beim Priméartumor). Bei den restlichen Patientinnen wurde eine Brust-
erhaltende Therapie durchgefuhrt. In Abhangigkeit der jeweiligen prognostischen
Faktoren und bereits durchgefiihrter Therapieverfahren wurden im Anschluss an die

OP eine Systemtherapie und/oder eine Bestrahlung eingeleitet (Tabelle 9).

Tabelle 9: Systemtherapie und Bestrahlung im Rahmen der Lokalrezidiv-Diagnose.

Therapieart Auspragung Haufigkeit | Prozentwert
adjuvante Chemotherapie erhalten 10 45,5
nicht erhalten 12 54,5
Bestrahlung erhalten 9 40,9
nicht erhalten 13 59,1
endokrine Therapie erhalten 11 50,0
nicht erhalten 11 50,0
Trastuzumab-Therapie erhalten 3 13,6
nicht erhalten 19 86,4

4.2 Einfluss der miRNA-Expression auf das Uberleben

Bei den Kaplan-Meier-Analysen wurden alle Patientinnen eingeschlossen, bei denen
die miRNA-Expression in den Primartumoren untersucht wurde (n=96). Fur die
Analysen wurde das Patientenkollektiv anhand der miRNA-Expression in zwei
Gruppen (Expression < Median versus Expression > Median) unterteilt und einander
gegeniibergestellt. Signifikanzen beziglich mdglicher Uberlebenszeitunterschiede

wurden mittels Log-Rank-Test ermittelt und bei einem p < 0,05 angenommen.

4.2.1 Einfluss der miRNA-Expression auf das Gesamtiberleben

Zuerst wurde eine Kaplan-Meier-Analyse hinsichtlich des Gesamtiberlebens in
Abhéangigkeit der miRNA-9-Expression durchgefthrt. In einer leichten Tendenz zeigte

sich ein geringer Uberlebensvorteil fir die Patientinnen mit hoher Expression an

41



Ergebnisse

MiRNA-9. Dieser Unterschied beruhte jedoch nur auf 2 Todesféllen und ist nicht
signifikant (p = 0,872) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve zum Zusammenhang von miRNA-9-Expression und
Gesamtiberleben

Dargestellt ist die Uberlebenszeitanalyse des gesamten Patientenkollektivs in Abhangigkeit der miRNA-
9-Expression. Das Kollektiv wurde in zwei Gruppen (Expression < Median versus Expression > Median)
aufgeteilt. Die Signifikanz wurde mit einem Log-Rank-Test ermittelt und bei einem p < 0,05
angenommen. Ereignisse sind durch eine Stufe dargestellt. Rechtszensierten Daten werden durch
vertikale Striche dargestellt.

Bei der Kaplan-Meier-Analyse zum Gesamtiberleben in Abhangigkeit des miRNA-21-
Expressionslevels zeigte sich eine leichte Tendenz, dass Patienten mit einer hohen
miRNA-21-Expression langfristig einen Uberlebensvorteil gegeniiber den Patientinnen
mit geringer miRNA-21-Expression haben. Der Unterschied dieser zwei Gruppen ist
jedoch ebenfalls nicht signifikant (p = 0,627) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve zum Zusammenhang von miRNA-21-Expression und
Gesamtiberleben

Dargestellt ist die Uberlebenszeitanalyse des gesamten Patientenkollektivs in Abhangigkeit der miRNA-
21-Expression. Das Kollektiv wurde in zwei Gruppen (Expression < Median versus Expression >
Median) aufgeteilt. Die Signifikanz wurde mit einem Log-Rank-Test ermittelt und bei einem p < 0,05
angenommen. Ereignisse sind durch eine Stufe dargestellt. Rechtszensierten Daten werden durch
vertikale Striche dargestellt.

Des Weiteren wurde die Uberlebenszeit hinsichtlich der miRNA-181a-Expression
analysiert. In der Gruppe der Patientinnen mit miRNA-181a-Expression < Median
verstarb nur eine von insgesamt 48 Patientinnen (2,1%). Demgegenuber stand die
Gruppe mit Expression > Median mit 8 Todesereignissen (16,7%). Langfristig zeigte
sich die Tendenz, dass die Patientinnen mit geringer miRNA-181a-Expression einen
Vorteil bezuglich des Uberlebens hatten. Es konnte allerdings kein signifikanter
Unterschied ermittelt werden (p = 0,091) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve zum Zusammenhang von miRNA-18la-Expression und
Gesamtiberleben

Dargestellt sind die Uberlebenszeitdaten des gesamten Patientenkollektivs in Abhangigkeit der miRNA-
181a-Expression. Das Kollektiv wurde in zwei Gruppen (Expression < Median versus Expression >
Median) unterteilt. Die Signifikanz wurde mit einem Log-Rank-Test ermittelt und bei einem p < 0,05
angenommen. Ereignisse sind durch eine Stufe dargestellt. Rechtszensierten Daten werden durch
vertikale Striche dargestellt.

Bei genauerer Betrachtung der vorherigen Uberlebenszeitanalyse (Abbildung 10) fallt
jedoch auf, dass die einzige verstorbene Patientin der Gruppe mit miRNA-181a-
Expression < Median besonders friih verstorben ist. Die Zeitspanne von der
Erstdiagnose des Primarius bis zum Todeszeitpunkt lag hier bei weniger als einem
Monat, wahrend die Zeitspanne bis zum Versterben bei allen anderen verstorbenen
Patientinnen des Kollektivs mindestens 1 Jahr betrug. Bei einer erneuten, modifizierten
Analyse des Gesamtuberlebens im Zusammenhang mit der miRNA-181a-Expression
unter Nicht-Bericksichtigung der besonders frih verstorbenen Patientin, zeigte sich
ein signifikanter Uberlebensvorteil einer miRNA-181a-Expression < Median (p = 0,027)
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Modifizierte Kaplan-Meier-Kurve zum Zusammenhang von miRNA-181a-
Expression und Gesamtiiberleben

Dargestellt sind die modifizierten Uberlebenszeitdaten des Patientenkollektivs ohne Beriicksichtigung
der besonders friih verstorbenen Patientin in Abhangigkeit der miRNA-181a-Expression. Das Kollektiv
wurde in zwei Gruppen (Expression < Median versus Expression > Median) unterteilt. Die Signifikanz
wurde mit einem Log-Rank-Test ermittelt und bei einem p < 0,05 angenommen. Ereignisse sind durch
eine Stufe dargestellt. Rechtszensierten Daten werden durch vertikale Striche dargestellt.

AnschlieBend wurde eine Kaplan-Meier-Analyse zum Gesamtiberleben in
Abhangigkeit der miRNA-210-Expression vorgenommen. Trotz fehlenden Nachweises
eines signifikanten Unterschieds (p = 0,106) ist eine Tendenz ersichtlich. In der Gruppe
mit geringer miRNA-210-Expression (Expression < Median) traten langfristig gesehen
weniger Todesfélle ein als in der Gruppe mit hoher miRNA-210-Expression (1
Todesfall versus 8 Todesfalle) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve zum Zusammenhang von miRNA-210-Expression und
Gesamtiberleben

Dargestellt sind die Uberlebenszeitdaten des gesamten Patientenkollektivs in Abhangigkeit der miRNA-
210-Expression. Das Kollektiv wurde in zwei Gruppen (Expression £ Median versus Expression >
Median) unterteilt. Die Signifikanz wurde mit einem Log-Rank-Test ermittelt und bei einem p < 0,05
angenommen. Ereignisse sind durch eine Stufe dargestellt. Rechtszensierten Daten werden durch
vertikale Striche dargestellt.

Aufgrund der leichten Tendenz bezuglich eines Uberlebensvorteils, wurde auch bei
dieser Uberlebenszeitanalyse eine Modifizierung des Patientenkollektivs unter Nicht-
Berucksichtigung der vorher beschriebenen besonders friih verstorbenen Patientin
vorgenommen. Hier zeigte sich ebenfalls in der modifizierten Betrachtung ein
Uberlebensvorteil der Gruppe mit miRNA-210-Expression < Median (p = 0,032)
(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Modifizierte Kaplan-Meier-Kurve zum Zusammenhang von miRNA-210-
Expression und Gesamtiberleben

Dargestellt sind die modifizierten Uberlebenszeitdaten des Patientenkollektivs ohne Beriicksichtigung
der besonders frih verstorbenen Patientin in Abhangigkeit der miRNA-210-Expression. Das Kollektiv
wurde in zwei Gruppen (Expression < Median versus Expression > Median) unterteilt. Die Signifikanz
wurde mit einem Log-Rank-Test ermittelt und bei einem p < 0,05 angenommen. Ereignisse sind durch
eine Stufe dargestellt. Rechtszensierten Daten werden durch vertikale Striche dargestellt.

Die Uberlebenszeitanalyse beziiglich des Gesamtiiberlebens in Abhangigkeit der
miRNA-375-Expression zeigte einen geringen Vorteil des langfristigen Uberlebens bei
einer niedrigen miRNA-375-Expression. In beiden Gruppen traten etwa gleich viele
Todesfalle auf (4 Todesfalle bei Expression < Median versus 5 Todesfélle bei
Expression > Median). Der Unterschied ist sehr gering und statistisch nicht signifikant
(p = 0,888) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurve zum Zusammenhang von miRNA-375-Expression und
Gesamtiberleben

Dargestellt sind die Uberlebenszeitdaten des gesamten Patientenkollektivs in Abhangigkeit der miRNA-
375-Expression. Das Kollektiv wurde in zwei Gruppen (Expression £ Median versus Expression >
Median) unterteilt. Die Signifikanz wurde mit einem Log-Rank-Test ermittelt und bei einem p < 0,05
angenommen. Ereignisse sind durch eine Stufe dargestellt. Rechtszensierten Daten werden durch
vertikale Striche dargestellt.

4.2.2 Einfluss der miRNA-Expression auf das Lokalrezidiv-freie

Uberleben

Die Analyse der Uberlebenszeitdaten zeigte einen signifikanten Unterschied des
Lokalrezidiv-freien Uberlebens in Abhangigkeit der Expression ausschlieBlich bei
mMiRNA-210 (p = 0,022). In der Gruppe mit miRNA-210-Expression unterhalb des
Medians (n=48) traten lediglich drei Falle von Lokalrezidiven (6,3%) ein, wohingegen
in der Gruppe mit hoher miRNA-210-Expression (n=48) 16 Lokalrezidive (33,3%)
beobachtet wurden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve zum Zusammenhang von miRNA-210-Expression und
Lokalrezidiv-freiem Uberleben

Dargestellt sind die Lokalrezidiv-freien Uberlebenszeitdaten des gesamten Patientenkollektivs in
Abhéngigkeit der miRNA-210-Expression. Das Kollektiv wurde in zwei Gruppen (Expression < Median
versus Expression > Median) unterteilt. Die Signifikanz wurde mit einem-Log Rank-Test ermittelt und
bei einem p < 0,05 angenommen. Ereignisse sind durch eine Stufe dargestellt. Rechtszensierten Daten
werden durch vertikale Striche dargestellt.

4.3 Korrelation der miRNA-Expressionslevel

Mit dem Spearman-Rho-Test wurde untersucht, ob Zusammenhange der miRNA-
Expressionen untereinander in den verschiedenen Gewebetypen bestehen. Diese
Korrelationsanalysen wurden innerhalb der Gewebetypen, aber auch Gewebe-

Ubergreifend vorgenommen. Eine Signifikanz wurde bei einem p < 0,05 angenommen.

4.3.1 Gewebe-gebundene Korrelation der miRNA-Expressionslevel

Im Primartumorgewebe zeigte sich ein positiver Zusammenhang bei der Expression
von MiRNA-9 und miRNA-21 (r = 0,353, R2 = 0,0004, p = 0,001), bei der Expression
von miRNA-10b und miRNA-21 (r = 0,510, R2 = 0,137, p < 0,001) und bei der
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Expression von miRNA-181a und miRNA-210 (r = 0,603, Rz = 0,596, p < 0,001).
Demgegenlber stand eine negative Korrelation der Expression von miRNA-10b und
miRNA-210 (r = -0,207, R2 = 0,040, p = 0,043) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Korrelationsanalyse der miRNAs im Primarius.

Dargestellt sind Korrelationsanalysen der miRNAs im Primarius mittels Spearman-Rho-Test. Positive
Zusammenhange zeigten sich bei der Untersuchung der miRNA-9- und miRNA-21-Expression, der
MiRNA-10b- und miRNA-21-Expression und der miRNA-181a- und miRNA-210-Expression. Ein
negativer Zusammenhang bestand bei der Korrelation der Expressionslevel von miRNA-10b und
mMiRNA-210. Extremwerte werden nicht dargestellt.

Bei der Betrachtung der miRNA-Expression in den Lokalrezidiv-Gewebeproben (n =
17) zeigte sich ein signifikanter positiver Zusammenhang der miRNA-10b- und miRNA-
21-Expression (r = 0,520, R2= 0,160, p = 0,033) (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Korrelationsanalyse der miRNAs im Lokalrezidiv.

Dargestellt ist die Korrelationsanalyse der Expressionslevel von miRNA-10b und miRNA-21 im
Lokalrezidiv mittels Spearman-Rho-Test. Es besteht ein positiver Zusammenhang (r = 0,520, Rz =
0,160, p = 0,033). Extremwerte werden nicht dargestellt.

AnschlieBend wurde noch die mIiRNA-Expression in den Lymphknoten-
Gewebeproben auf Korrelationen gepriift. Es konnte beobachtet werden, dass sowohl
MiRNA-9 und miRNA-21 (r = 0,476, R?2 = 0,024, p = 0,005) als auch miRNA-181a und
miRNA-210 (r = 0,696, R2 = 0,189, p < 0,001) im Lymphknotengewebe positiv
korrelieren (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Korrelationsanalyse der miRNAs im Lymphknoten.

Dargestellt sind die Korrelationsanalysen der miRNAs im Lymphknotengewebe mittels Spearman-Rho-
Test. Es korrelieren sowohl miRNA-9 und miRNA-21, als auch miRNA-181a und miRNA-210 positiv
miteinander. Extremwerte werden nicht dargestellt.
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4.3.2 Gewebe-uUbergreifende Korrelation der miRNA-Expressionslevel

Bei der Gewebe-lbergreifenden Korrelationsanalyse zeigte sich ein negativer
Zusammenhang der Expression von miRNA-210 im Primarius und der Expression von
MiRNA-375 im Lokalrezidiv (r = - 0,560, Rz = 0,098, p = 0,037) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Gewebe-ubergreifende Korrelationsanalyse der miRNA-Expression im Primarius
und im Lokalrezidiv.

Dargestellt ist der Zusammenhang von miRNA-210-Expression im Primarius und miRNA-375-
Expression im Lokalrezidiv mittels Spearman-Rho-Test. Die miRNAs korrelieren negativ miteinander (r
=-0,560, R2=0,098, p = 0,037). Extremwerte werden nicht dargestellt.

Anschlie3end wurde die Expression korrespondierender miRNAs in Primartumor- und
Lymphknoten-Gewebe korreliert (n = 30). Hier zeigte sich bei allen untersuchten
miRNAs, mit Ausnahme von miRNA-21, ein signifikanter positiver Zusammenhang.
Dabei ergaben sich folgende Korrelationen: miRNA-9-Expression im Primarius und
Lymphknoten (r = 0,410, R2 = 0,820, p = 0,024), miRNA-10b-Expression im Primarius
und Lymphknoten (r = 0,497, R? = 0,054, p = 0,005), miRNA-181a im Primarius und
Lymphknoten (r = 0,540, R? = 0,064, p = 0,002), miRNA-210 in Primarius und
Lymphknoten (r = 0,408, R? = 0,134, p = 0,025), miRNA-375 in Primarius und
Lymphknoten (r = 0,584, R2 = 0,048, p = 0,001) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Gewebe-uibergreifende Korrelationsanalyse der miRNA-Expression
korrespondierender miRNAs im Primarius und im Lymphknoten.

Dargestellt sind die miRNAs-9, -10b, -181a, -210 und -375 jeweils im Primarius im Zusammenhang mit
ihren korrespondierenden miRNAs im Lymphknoten. Alle dargestellten miRNAs korrelieren positiv
miteinander. Extremwerte werden nicht dargestellt.

AulRerdem zeigten sich bei der Betrachtung von Primarius- und Lymphknoten-Gewebe
ebenfalls positive Zusammenhange der miRNA-181a im Primarius mit folgenden im
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Lymphknoten exprimierten miRNAs: miRNA-9 (r = 0,439, R2 = 0,159, p = 0,015),
miRNA-21 (r = 0,540, R2 = 0,005, p = 0,002) und miRNA-210 (r = 0,468, R2= 0,135, p
=0,009). Ebenso konnte ein positiver Zusammenhang von miRNA-210 im Primartumor
mit miRNA-9 (r = 0,445, R2=0,150, p = 0,014) und miRNA-181a (r = 0,393, R2=0,041,
p = 0,032) (jeweils im Lymphknoten) gezeigt werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Gewebe-uibergreifende Korrelationsanalyse der miRNA-Expression im Primarius
und im Lymphknoten.

Die miRNA-181a-Expression im Primarius korreliert positiv mit der miRNA-9-Expression, der miRNA-
21-Expression und der miRNA-210-Expression im Lymphknoten (Grafik A-C). Ein positiver
Zusammenhang besteht ebenfalls zwischen der miRNA-210-Expression im Primartumor und der
MiRNA-9- sowie der miRNA-181a-Expression im Lymphknoten (Grafik D und E). Extremwerte werden
nicht dargestellt.
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4.4 Korrelation der miRNA-Expression mit Tumormerkmalen

Die folgenden Analysen untersuchen die miRNA-Expression in den verschiedenen
Geweben in Abhangigkeit der Tumormerkmale (z.B. TNM-Status, Grading oder
Ostrogenrezeptorstatus) im Primarius und Lokalrezidiv. Dabei wurden Mann-Whitney-
U- und Kruskal-Wallis-Tests angewendet. Eine Signifikanz wurde bei einem p < 0,05
angenommen. Es wurden nur statistisch signifikante Ergebnisse im folgenden
Abschnitt aufgefihrt.

4.4.1 Korrelation der miRNA-Expression des Primarius mit Merkmalen

des Primarius

Die miNRA-Expression in den Primartumoren von 96 Patientinnen wurde mit den
Merkmalen der Prim&rtumoren korreliert. In dieser Gruppe hatten 10 Patientinnen ein
G1-Stadium (10,4%), 47 Patientinnen ein G2-Stadium (49,0%) und 39 Patientinnen
ein G3-Stadium 40,6%). Die miRNA-9-Expression nhahm mit steigendem G-Stadium
zu (G1l-Median = 0,38 versus G3-Median = 0,80), wohingegen die miRNA-10b-
Expression mit héherem G-Stadium abnahm (G1-Median = 7,78 versus G3-Median =
3,88). Die miRNA-181a-Expression war im G2-Stadium am niedrigsten mit einem
Median von 1,58 im Vergleich zum G1-Stadium mit einem Median von 1,91 und zum
G3-Stadium mit 2,34. MiIRNA-210 zeigt wiederum eine steigende Tendenz mit
steigendem G-Stadium (G1-Median = 0,29 versus G3-Stadium = 0,65) (Abbildung 22).
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Abbildung 22: MiRNA-Expression im Primarius in Abhangigkeit des G-Stadiums des Primarius.
Die Korrelation erfolgt mit einem Kruskal-Wallis-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-9-, miRNA-10b-, miRNA-181a- und miRNA-210-
Expression im Primarius in Abhangigkeit des G-Stadiums des Primarius. Extremwerte werden nicht
gezeigt.

Von den 96 Patientinnen waren bei der Erstdiagnose des Primartumors 43 Frauen im
Stadium T1 (44,8%), 41 im Stadium T2 (42,7%) und 12 im Stadium T3 (12,5%). Keine
Patientin des untersuchten Kollektivs wies ein T4-Stadium auf. Die miRNA-21-
Expression stand in einem signifikanten Zusammenhang mit dem T-Stadium (p =
0,015). Mit steigendem T-Stadium nahm die mediane miRNA-21-Expression zu (T1-
Median = 0,49, T2-Median = 0,69, T3-Median = 0,78) (Abbildung 23).
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Abbildung 23: MiRNA-21-Expression im Primarius in Abhé&ngigkeit des T-Stadiums des
Primarius.

Die Korrelation erfolgte mit einem Kruskal-Wallis-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-21-Expression im Primarius in Abhangigkeit des T-
Stadiums des Primarius. Extremwerte werden nicht gezeigt.

Im untersuchten Kollektiv wiesen 16 Patientinnen (16,7%) einen Ostrogenrezeptor-
negativen Primartumor und 80 Patientinnen (83,3%) einen Ostrogenrezeptor-positiven
Primartumor auf. Zwei miRNAs waren bei Ostrogenrezeptor-positiven (ER-positiv)
Primartumoren signifikant hdher exprimiert: miRNA-10b (ER-negativ-Median =
3,19versus ER-positiv-Median = 6,51, p = 0,002) und miRNA-375 (ER-negativ-Median
= 0,17 versus ER-positiv-Median = 0,54, p = 0,026). Dem gegenuber standen zwei
miRNAs, die bei Ostrogenrezeptor-negativen Primartumoren signifikant hoher
exprimiert waren: miRNA-210 (ER-negativ-Median = 0,97 versus ER-positiv-Median =
0,41, p <0,001) und miRNA-9 (ER-negativ-Median = 1,32 versus ER-positiv-Median =
0,41, p = 0,001) (Abbildung 24).
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Abbildung 24: MiRNA-Expression im Primarius in Abhangigkeit des Ostrogenrezeptorstatus im
Primarius.

Die Korrelation erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-10b-Expression (Grafik A), der miRNA-375-
Expression (Grafik B), der miRNA-210-Expression (Grafik C) und der miRNA-9-Expression (Grafik D)
im Primarius in Abhangigkeit des Ostrogenrezeptorstatus des Primarius. Extremwerte werden nicht
gezeigt.

Es wurde ebenfalls die miRNA-Expression im Primarius in Abhangigkeit des
Progesteronrezeptorstatus untersucht. Bei 66 Patientinnen (68,8%) war im
Primartumor-Gewebe der Progesteronrezeptorstatus positiv (PR-positiv), bei 29
Patientinnen (30,2%) exprimierte der Primartumor keinen Progesteronrezeptor.
MIiRNA-10b zeigte sich bei den Progesteronrezeptor-positiven Primartumoren
signifikant hoher exprimiert (Median = 6,51) als bei den Progesteronrezeptor-
negativen Primartumoren (Median = 4,16) (p = 0,040). Die drei folgenden miRNAs
waren in Progesteronrezeptor-negativen Primartumoren signifikant hoher exprimiert:
mMiRNA-9 (PR-negativ-Median = 1,26 versus PR-positiv-Median = 0,36, p < 0,001),
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MiRNA-210 (PR-negativ-Median = 0,56 versus PR-positiv-Median = 0,41, p = 0,026)
und miRNA-18l1a (PR-negativ-Median = 2,50 versus PR-positiv-Median = 1,68, p =
0,018) (Abbildung 25).
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Abbildung 25: MiRNA-Expression im Primarius in Abhangigkeit des Progesteronrezeptorstatus
im Primarius.

Die Korrelationen erfolgten mit einem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und
75%-Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-10b-Expression (Grafik A), der miRNA-375-
Expression (Grafik B), der miRNA-210-Expression (Grafik C) und der miRNA-9-Expression (Grafik D)
im Primarius in Abhangigkeit des Ostrogenrezeptorstatus des Primarius. Extremwerte werden nicht
gezeigt.

Die Betrachtung des HER2-Status im Primarius zeigte 80 HERZ2-negative
Primartumoren (83,3%) und 16 HER2-positive Primartumoren (16,7%). In HER2-
positiven Primartumoren war miRNA-9 etwa 2-fach hoher exprimiert (Median = 0,84)
als in HER2-negativen Primartumoren (Median = 0,41) (p = 0,023) (Abbildung 26).
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Abbildung 26: MiRNA-9-Expression im Primarius in Abhangigkeit des HER2-Status des
Primarius.

Die Korrelation erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-9-Expression im Primarius in Abhéangigkeit des
HER2-Status des Primarius. Extremwerte werden nicht gezeigt.

Im untersuchten Kollektiv (n = 96) entwickelten 19 Patientinnen (19,8%) im spateren
Verlauf ein Lokalrezidiv. 77 Patientinnen (80,2%) blieben frei von Lokalrezidiven.
MiRNA-10b war bei Patientinnen, die kein Lokalrezidiv entwickelten, signifikant héher
exprimiert (Median = 6,18) als bei Patientinnen, die ein Lokalrezidiv im Verlauf
entwickelten (Median = 3,28) (p = 0,020). Zwei miRNAs waren hingegen bei
Patientinnen, die ein Lokalrezidiv erlitten, hoher exprimiert: miRNA-181a (kein
Lokalrezidiv-Median = 1,70 versus Lokalrezidiv-Median = 2,85, p = 0,002) und miRNA-
210 (kein Lokalrezidiv-Median = 0,41 versus Lokalrezidiv-Median = 5,83, p < 0,001)
(Abbildung 27).
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Abbildung 27: MiRNA-Expression im Primarius in Abhangigkeit der Entwicklung eines
nachfolgenden Lokalrezidivs.

Die Korrelation erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-10b, miRNA-181a- und miRNA-210-Expression im
Primarius in Abhangigkeit der Entwicklung eines nachfolgenden Lokalrezidivs. Extremwerte werden
nicht gezeigt.

4.4.2 Korrelation der miRNA-Expression des Primarius mit Merkmalen

des Lokalrezidivs

Im Folgenden wurde die miRNA-Expression des Primarius in Abhangigkeit der
Merkmale der Lokalrezidive in einem Kollektiv von 19 Patientinnen untersucht. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Expression von miRNA-375 bei Korrelation mit dem
T-Stadium des Lokalrezidivs signifikant verschieden ist. Jeweils eine Patientin befand
sich im Stadium TO/Tis bzw. T4, 8 Patientinnen (42,1%) im T1-Stadium und 5
Patientinnen (26,3%) im T2-Stadium. Die miRNA-375-Expression betrug im T1-
Stadium im Median 0,13 und im T2-Stadium 1,63 (p = 0,020) (Abbildung 28).
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Abbildung 28: MiRNA-375-Expression im Primarius in Korrelation mit dem T-Stadiums des
Lokalrezidivs.

Die Korrelation erfolgte mit einem Kruskal-Wallis-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-375-Expression im Primarius in Korrelation mit dem
T-Stadium des Lokalrezidivs. Im Stadium , TO, Tis*“ und ,T4“ ist jeweils nur ein Wert in das Testverfahren
eingegangen. Extremwerte werden nicht gezeigt.

Bezlglich des Progesteronrezeptorstatus (PR-Status) teilte sich das Kollektiv in 11
PR-negative (57,9%) und 8 PR-positive Patientinnen (42,1%) auf. Die miRNA-9-
Expression im Primarius war bei den im Lokalrezidiv PR-negativen Patientinnen
(Median = 2,02) signifikant hdher als bei den im Lokalrezidiv PR-positiven Patientinnen
(Median = 0,21, p = 0,034) (Abbildung 29).
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Abbildung 29: MiRNA-9-Expression im Primarius in Korrelation mit dem
Progesteronrezeptorstatus im Lokalrezidiv.

Die Korrelation erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-9-Expression im Primarius in Korrelation mit dem
Progesteronrezeptorstatus des Lokalrezidivs. Extremwerte werden nicht gezeigt.

Unter den 19 betrachteten Patientinnen waren 17 Patientinnen beim Lokalrezidiv
HER2-negativ (89,5%) und 2 Patientinnen HER2-positiv (10,5%). Bei HER2-
Negativitdt im Lokalrezidiv fand sich eine hoéhere miRNA-18la-Expression des
Primarius (Median = 3,27) als bei HER2-Positivitat im Lokalrezidiv (Median = 1,19) (p
= 0,034) (Abbildung 30).
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Abbildung 30: MiRNA-18la-Expression im Primarius in Korrelation mit dem HER2-Status im
Lokalrezidiv.

Die Korrelation erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-18la-Expression im Primarius in Korrelation mit
dem HER2-Status des Lokalrezidivs. Extremwerte werden nicht gezeigt.

4.4.3 Korrelation der miRNA-Expression des Lokalrezidivs mit

Merkmalen des Lokalrezidivs

Es wurden die miRNA-Expressionswerte des Lokalrezidivs von 17 Patientinnen mit
den Merkmalen des Lokalrezidiv korreliert. Bei funf Patientinnen war der
Ostrogenrezeptorstatus des Lokalrezidivs negativ (29,4%), bei 12 Patientinnen war
das Lokalrezidiv-Gewebe ER-positiv (70,6%). In den ER-positiven Lokalrezidiven war
die miRNA-375-Expression signifikant héher (Median = 1,55) als in den ER-negativen
Tumoren (Median = 0,02) (p = 0,009) (Abbildung 31).
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Abbildung 31: miRNA-375-Expression im Lokalrezidiv in Abhé&ngigkeit des
Ostrogenrezeptorstatus im Lokalrezidiv.

Die Korrelation erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-375-Expression im Lokalrezidiv in
Ostrogenrezeptorstatus des Lokalrezidivs. Extremwerte werden nicht gezeigt.

4.4.4 Korrelation der miRNA-Expression des Lymphknotens mit

Merkmalen des Primarius

Bei der Korrelation der miRNA-Expression im Lymphknoten mit Tumormerkmalen des
Primarius wurden 33 Patientinnen eingeschlossen. 27 dieser Patientinnen hatten zum
Primartumor ein begleitendes DCIS (81,1%), sechs Patientinnen hatten kein DCIS
(18,9%). Bei den Patientinnen ohne begleitendes DCIS konnte eine signifikant hohere
MiRNA-210-Expression (Median = 4,37) im Lymphknoten im Vergleich zu Patientinnen
mit DCIS (Median = 0,26) beobachtet werden (p = 0,017) (Abbildung 32).

66



Ergebnisse

o p=0,017

miR-210-Expression im Lymphknoten

T —

T T
kein DCIS DCIS

begleitendes DCIS beim Primarius

Abbildung 32: MiRNA-210-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit dem Vorhandensein
eines begleitenden DCIS im Primarius.

Die Korrelation erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-210-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit
dem Vorhandensein eines begleitenden DCIS im Primarius. Extremwerte werden nicht gezeigt.

In diesem Kollektiv hatten aul3erdem 3 Patientinnen (9,9%) beim Primarius eine
begleitende lobulare intraepitheliale Neoplasie (LIN), 30 Patientinnen (90,1%) erlitten
keine begleitende LIN. Die Patientinnen mit begleitender LIN exprimierten im
Lymphknoten signifikant hohere Werte an miRNA-375 (Median = 0,74) als
Patientinnen ohne LIN (Median = 0,09, p = 0,028) (Abbildung 33).
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Abbildung 33: MiRNA-375-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit dem Vorhandensein
einer begleitenden LIN im Primarius.

Die Korrelation erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-375-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit
dem Vorhandensein einer begleitenden LIN im Primarius. Extremwerte werden nicht gezeigt.

AuBBerdem konnte eine positive Korrelation der miRNA-10b-Expression im
Lymphknoten mit dem T-Stadium des Primarius gezeigt werden. Dreizehn
Patientinnen (39,4%) dieses Kollektivs hatten Stadium T1, 15 Patientinnen (45,5%)
hatten Stadium T2 und 5 Patientinnen (15,1%) hatten Stadium T3. Die mediane
Expression betrug im T1-Stadium 2,57, im T2-Stadium 6,14 und im T3-Stadium 6,83.
Die Expression von miRNA-10b im Lymphknoten stieg also mit hdherem T-Stadium
des Primarius signifikant an (p = 0,027) (Abbildung 34).
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Abbildung 34: MiRNA-10b-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit dem T-Stadium des
Primarius.

Die Korrelation erfolgte mit einem Kruskal-Wallis-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-10b-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit
dem T-Stadium des Primarius. Extremwerte werden nicht gezeigt.

Bei der Korrelation der miRNA-Expression im Lymphknoten mit dem G-Stadium des
Primarius zeigten sich miRNA-9 und miRNA-375 als signifikant unterschiedlich in den
verschiedenen G-Stadien. So stieg die miRNA-9-Expression mit héherem G-Stadium
kontinuierlich an (G1-Median = 0,22 versus G3-Median = 0,91, p = 0,004). MiRNA-375
wurde am hdchsten in den Gewebeproben des G2-Stadiums exprimiert (Median =
0,52), wohingegen Gewebeproben des G1-Stadiums (Median = 0,14) und G3-
Stadiums (Median = 0,04) deutlich weniger miRNA-375 exprimierten (p = 0,006)
(Abbildung 35).
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Abbildung 35: MiRNA-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit dem Grading des
Primarius.

Die Korrelationen erfolgten mit einem Kruskal-Wallis-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit dem
Grading des Primarius. Extremwerte werden nicht gezeigt.

Eine Korrelation von miRNA-9 und -375 fand sich ebenfalls bei der Betrachtung des
Ostrogenrezeptorstatus des Primarius. MiRNA-9 wird in ER-negativen Primartumoren
(Median = 1,20) signifikant hoher exprimiert als in ER-positiven Primartumoren
(Median = 0,72, p = 0,020). MiRNA-375 hingegen wird in ER-positiven Primartumoren
(Median = 0,15) starker exprimiert als in ER-negativen Primartumoren (Median = 0,04,
p = 0,020) (Abbildung 36).
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Abbildung 36: MiRNA-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit dem
Ostrogenrezeptorstatus des Primarius.

Die Korrelationen erfolgten mit einem Kruskal-Wallis-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit dem
Ostrogenrezeptorstatus des Primarius. Extremwerte werden nicht gezeigt.
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Auch bei der Analyse des Progesteronrezeptorstatus des Primarius konnte eine
Korrelation von miRNA-9 und miRNA-375 im Lymphknoten nachgewiesen werden.
Auch hier verhielten sich die beiden miRNAs gegenlaufig. MIiRNA-9 wurde im
Lymphknoten bei PR-negativen Primartumoren (Median = 1,19) signifikant héher
exprimiert als bei PR-positiven Primartumoren (Median = 0,23, p = 0,003).
Demgegenlber steht miRNA-375 mit einer héheren Expression im Lymphknoten bei
PR-positivem Primarius (Median = 0,74) im Vergleich zu PR-negativen Primé&rtumoren
(Median = 0,10, p = 0,033) (Abbildung 37).
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Abbildung 37: MiRNA-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit dem
Progesteronrezeptorstatus des Primarius.

Die Korrelationen erfolgten mit einem Kruskal-Wallis-Test. Dargestellt sind die Mediane, 25%- und 75%-
Quartile, sowie Minimum und Maximum der miRNA-Expression im Lymphknoten in Korrelation mit dem
Progesteronrezeptorstatus des Primarius. Extremwerte werden nicht gezeigt.

4.5 Einfluss der Systemtherapie des Primarius auf die miRNA-
Expression im Lokalrezidiv

Es erfolgte eine Betrachtung der miRNA-Expression im Lokalrezidiv nach erfolgter
Systemtherapie beim Primarius. Hierbei zeigte sich eine signifikant hhere miRNA-
210-Expression im Lokalrezidiv, wenn eine adjuvante Chemotherapie bei Diagnose
des Primarius erfolgte (Median = 1,11). Die Expression bei nicht erfolgter
Chemotherapie war deutlich geringer (Median = 0,38). MiRNA-10b war signifikant
hoher exprimiert in Lokalrezidiven mit erfolgter endokriner Therapie des Primarius

(Median = 6,65) im Vergleich zu keiner endokrinen Therapie beim Primarius (Median
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= 2,76). Bei Patientinnen, die im Rahmen der Primartumor-Diagnose Trastuzumab
erhielten, war die miRNA-21-Expression im Lokalrezidiv signifikant hoher exprimiert
(Median = 2,24) als bei Patientinnen ohne Trastuzumab-Gabe (Median = 0,58)
(Abbildung 38). In diesem Kontext muss jedoch berlcksichtigt werden, dass
ausschlieBlich Patientinnen mit positivem Hormonrezeptorstatus eine endokrine
Therapie erhalten und nur Patientinnen mit positivem HERZ2-Rezeptorstatus mit
Trastuzumab behandelt werden. In den Korrelationsanalysen B und C der Abbildung
38 stellen sich also die Subgruppen der ER-positiven/ER-negativen bzw. der HER2-

positiven/HER2-negativen Patientinnen dar.
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Abbildung 38: Korrelation der miRNA-Expression im Lokalrezidiv in Abhangigkeit der erfolgten
Systemtherapie bei Diaghose des Primarius.

Grafik A zeigt eine signifikant h6here Expression von miRNA-210 im Lokalrezidiv nach adjuvanter
Chemotherapie des Primarius (p = 0,006). Grafik B stellt die Expression von miRNA-10b in
Lokalrezidiven mit und ohne endokrine Therapie beim Primarius dar. Sie ist bei erfolgter endokriner
Therapie signifikant erhoht (p = 0,043). Grafik C zeigt die signifikant erhthte Expression von miRNA-21
im Lokalrezidiv nach Trastuzumab-Gabe beim Primarius (p = 0,015). Die Signifikanzen wurden jeweils
mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt. Extremwerte werden in den Grafiken nicht angezeigt.
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5 Diskussion

Im Jahr 2000 postulierten Hanahan und Weinberg die hallmarks of cancer [172]. In
der Uberarbeiteten Version von 2011 werden 10 Eigenschaften beschrieben, die die
meisten Krebszellen aufweisen und zu ihrem dysregulierten Verhalten befahigen
(Abbildung 39). Dazu gehéren die Aufrechterhaltung von Wachstumssignalen, das
Umgehen von wachstumshemmenden Signalen, das Verhindern einer Immunantwort,
die Befahigung zu replikativer Immortalitat, die tumorférdernde Inflammationsreaktion,
die Aktivierung von Invasion und Metastasierung, die Férderung der Angiogenese, die
Genom-Instabilitdit und das Vorhandensein von Mutationen, das Verhindern von
Apoptose sowie ein dysregulierter Zellmetabolismus [2]. Im Folgenden soll aufgezeigt
werden, wie die in dieser Arbeit untersuchten miRNAs durch den Abbau von mRNAs
oder die Inhibition der Translation bestimmter mRNAs auf die hallmarks of cancer

Einfluss nehmen und so die Progression tumordser Veranderungen fordern kénnen.
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Abbildung 39: hallmarks of cancer, modifiziert nach [2]
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5.1 miRNA-9

Der miRNA-9 wird in der Literatur mehrheitlich eine begunstigende Rolle hinsichtlich
des Tumorwachstums und der Tumorprogression zugeschrieben. So inhibiert miRNA-
9 beispielsweise die Translation der mMRNA des epithelialen Zelladhasionsmolekiils E-
Cadherin, wodurch in vitro die Metastasierung begunstigt wird [100, 119, 173, 174].
Aufgrund der hohen miRNA-9-Expression in Mamma-Karzinomen kénnte auch in vivo
ein Metastasierungs-fordernder Effekt durch die miRNA-9 vorliegen. Pillai et al.
identifizierten den Ostrogenrezeptor als direkte Zielstruktur im Mamma-Karzinom,
wodurch sich eine erhéhte Resistenz gegentber einer Therapie mit Tamoxifen ergab
[122].

Die negative Korrelation der miRNA-9 konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nur fir
den Ostrogenrezeptor, sondern auch fiir den Progesteronrezeptor gezeigt werden.
Des Weiteren zeigte sich ein signifikanter Expressionsunterschied der miRNA-9 im
Primarius in Abh&ngigkeit des G-Stadiums im Primarius. Je hoher die miRNA-9-
Expression gemessen wurde, desto héher war das G-Stadium. In h6heren G-Stadien
werden Zellen beobachtet, die deutlich starker vom urspringlichen Gewebe
abweichen und somit ein maligneres Verhalten aufweisen als Zellen eines niedrigeren
G-Stadiums bzw. im Vergleich zu gesundem Gewebe [28]. Diese Zellen haben also
entweder durch Mutationen oder andere Einflisse eine Transformation durchlaufen.
Im Regelfall wird bei solch dysregulierten Zellen die Apoptose eingeleitet [175].
MiRNA-9 hat jedoch als direkte Zielstruktur FOXO1, ein Transkriptionsfaktor und
Schlusselmolekil im PI3K/AKT-Signalweg, der eine pro-apoptotische Signalkaskade
einleitet [176]. Durch die negative Beeinflussung von FOXO1 kann miRNA-9 anti-
apoptotische Effekte ausiiben. AuRerdem inhibiert miRNA-9 die Translation von CK1a
und GSK-3p3, welche Bestandteile des Wnt/B-Catenin-Signalweges sind. Diese beiden
Molekuile bilden zusammen mit anderen Proteinen einen inhibitorischen Komplex mit
B-Catenin, woraufhin eine Ubiquitinierung und der anschlieRende Abbau von frei im
Cytosol vorliegendem B-Catenin eingeleitet wird. Durch die Bindung des Wnt-Liganden
am sog. Frizzled-Rezeptor wird eine Signalkaskade eingeleitet, bei der die
inhibitorische Wirkung von GSK-3B und CK1a aufgehoben wird und somit 3-Catenin
die Transkription verschiedener Zielgene einleiten kann. Wenn allerdings die

hemmenden Proteine CK1a und GSK-3[ aufgrund der Repression durch miRNA-9 nur
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reduziert vorhanden sind, ist die transkriptionsférdernde Wirkung von (-Catenin
unreguliert und konstitutiv aktiv, wodurch sich tumorwachstumsfordernde Effekte
ergeben konnen [177]. Die wachstumsfordernde Wirkung von miRNA-9 koénnte
aulRerdem in der negativen Regulation von Patched (PTCH1) begrindet sein, einem
fundamentalen, regulatorischen Bestandteil des Sonic Hedgehog-Signalwegs, der bei
Abwesenheit des Hedgehog-Liganden die Gentranskription inhibiert. Kommt es jedoch
durch miRNA-9 zu einer verminderten Patched-Translation, so befindet sich die Sonic
Hedgehog-Signalkaskade im dauerhaft aktivierten Zustand mit daraus folgender
kontinuierlich aktivierter Transkription von proliferations- und angiogeneseférdernden
Genen [178, 179].

5.2 miRNA-10b

Eine hohe miRNA-10b-Expression ist in der Literatur mit einem kirzeren Rezidiv-
freiem und Gesamtiberleben sowie Metastasierung assoziiert beschrieben [101, 124,
130]. Pro-metastatische Effekte konnten von miRNA-10b durch die
Translationshemmung des Transkriptionsfaktors HOXD10 hervorgerufen werden,
wodurch die pro-metastatische GTPase RHOC signifikant hochreguliert wird [124, 180,
181]. Das Tumorwachstum und die Entdifferenzierung der Tumorzellen kénnten
auBerdem durch die negative Regulation des apoptosis protease activating factor-1
(APAF-1) hervorgerufen werden [182-184]. APAF-1 bildet zusammen mit Cytochrom
¢, dATP und Caspase 9 das Apoptosom und initiiert so die Apoptose von Zellen [185].
Diese Erkenntnisse kénnten ebenso mit der Translationshemmung von Kriuppel-like
factor 4 (KLF4) erklart werden. KLF4 agiert als Suppressor des Zellzyklus und bewirkt
so eine Hemmung des Zellwachstums. Eine herunterregulierte Expression von KLF4
war in kolorektalen Karzinomen und Osteosarkomen mit héherer Zellproliferation und
Metastasierung assoziiert [186-188]. Die miRNA-10b-Expression selbst wird durch den
Transkriptionsfaktor TWISTL1 induziert [124, 189, 190] und durch TGF-B1 stimuliert
[182].

Im Kontrast hierzu stehen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Hohe miRNA-10b-
Expressionslevel im Primartumor korrelieren signifikant mit einem niedrigeren G-

Stadium, also mit Tumoren, die sich durch einen geringeren Malignitatsgrad
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auszeichnen. AuRerdem findet sich eine hohere mIRNA-10b-Expression bei
Patientinnen mit positivem Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus im Primarius.
Daraus ergeben sich bessere Therapiemdglichkeiten mit endokrin wirksamen
Therapeutika, wodurch auch das hier beobachtete Nicht-Auftreten von Lokalrezidiven
im Verlauf bei hohen miRNA-10b-Expressionsleveln im Primarius begunstigt werden
kobnnte [39]. Dai et al. zeigten, dass mIiRNA-10b die Expression der
Phosphatidylinositol 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha (PIK3CA) in Fibroblasten
hemmt, sodass nachfolgend der PI3K/AKT-Signalweg inhibiert wird. Die PI3K ist eine
wichtige Effektor-Kinase innerhalb des PI3K/AKT-Signalwegs, welche unter ATP-
Verbrauch Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinsositol-3,4,5-
trisphosphat (PIP3) phosphoryliert und damit die proliferationsférdernde und anti-
apoptotische Signalkaskade in Gang setzt [191]. Sollte diese Hemmung der PIK3CA
ebenfalls in Mamma-Karzinom-Zellen nachweisbar sein, konnte der prognostisch

gunstige Effekt einer hohen miRNA-10b-Expression dadurch zu erkléaren sein.

5.3 miRNA-21

Die vorliegende Arbeit zeigte hthere miRNA-21-Expressionswerte in Lokalrezidiven
von Patientinnen mit positivem HER2-Status des Primarius und somit auch einer
Trastuzumab-Gabe im Rahmen der Systemtherapie des Primarius. De Mattos-Arruda
et al. zeigten 2015 eine Hochregulierung von miRNA-21 in HER2-positiven Mamma-
Karzinomen nach Trastuzumab-Gabe. Patientinnen, bei denen miRNA-21
hochreguliert war, hatten ein schlechteres Therapieansprechen auf Trastuzumab als
Patienten mit niedriger miRNA-21-Expression. Deshalb wurde vorgeschlagen, miRNA-

21 als spezifischen Biomarker fiur Trastuzumab-Resistenz zu verwenden [192].

AulRerdem wurde als direkte Zielstruktur von miRNA-21 in Brustkrebsgewebe
Phosphatidylinositol-3-kinase regulatory subunit 1 (PIK3R1) identifiziert. Die
Phosphytidylinositol-3-kinase (PI3K) ist eine wichtige Effektorkaskade im PISK/AKT-
Signalweg und besteht aus einer Kkatalytischen, sowie einer regulatorischen
Untereinheit. Beim Fehlen entsprechender upstream-Signale wird die Aktivitat der
PI3K durch die regulatorische Untereinheit gehemmt. Bei gehemmter Expression der

PIK3R1 kommt es also zur Deregulation der PI3K mit vermehrter Aktivierung von AKT

76



Diskussion

[193]. Auch Programmed cell death protein 4 (PDCD4) wird durch miRNA-21 in
Mamma-Karzinomen negativ reguliert. In diesem Zusammenhang wird auch mehrfach
die Assoziation hoher miRNA-21-Expression mit Resistenz der Mamma-Karzinome
gegenuber Chemotherapie und Trastuzumab-Gabe diskutiert [192, 194, 195]. PDCD4

ist ein Initiator der Apoptose und wird auch AKT-vermittelt negativ reguliert [196].

5.4 miRNA-181a

Eine hohere miRNA-181a-Expression im Knochenmark von Patientinnen mit Mamma-
Karzinom zeigte eine Assoziation mit einem kirzeren Rezidiv-freiem und einem
kurzeren Gesamtiuberleben [103]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine Korrelation
von hoher miRNA-181a-Expression im Primarius mit dem Auftreten von Lokalrezidiven
gezeigt werden. Es konnte jedoch im Gegensatz zur Studie von Ota et al. kein
signifikanter Unterschied im Rahmen der Uberlebenszeitanalysen festgestellt werden.
Hinsichtlich des Gesamtiberlebens zeigt sich dennoch ein leichter Trend im Sinne
einer Uberlegenheit bei geringer miRNA-181a-Expression (Expression < Median) im

Primartumor (p = 0,091).

Zur Entdifferenzierung von Tumorzellen tragt miRNA-181a bei, indem es u.a. ataxia
teleangiectasia mutated (ATM) negativ reguliert [147, 197]. ATM gehdrt zu den
wichtigen Schlisselmolekilen in der DNA-Reparatur. Es wird bei DNA-
Doppelstrangbrichen aktiviert und phosphoryliert weitere Effektoren, wie z.B. p53.
Durch die Phosphorylierung von p53 wird dieses wiederum aktiviert und stoppt den
Zellzyklus oder leitet die Apoptose ein. Hierdurch werden Zellen mit geschadigter und
fehlerhafter DNA eliminiert [198]. Bcl-2-associated X protein (BAX) ist ein pro-
apoptotischer Faktor und wird negativ durch miRNA-181a reguliert. Eine niedrigere
BAX-Expression ist in der triple-negativen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 mit einem
hoheren Zelliberleben und Metastasierung assoziiert [199]. AulRerdem wird die
Translation von Wnt inhibitory factor-1 (WIF1) durch miRNA-181a gehemmt, was bei
akuter lymphatischer Leukdmie durch Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs zu
verstarktem Zellwachstum fuhrte [200]. Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass
eine Hochregulierung von miRNA-181a auch im Mamma-Karzinom mit einem weniger

differenzierten Phéanotyp einhergehen koénnte. Dies lasst sich jedoch mit den
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Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht bestatigen. Zwar sind die Expressionslevel
an miRNA-18la in G3-Primartumoren hoher als in G2-Tumoren, aber auch G1-

Tumoren zeigen eine hohere miRNA-181a-Expression als G2-Tumoren.

5.5 miRNA-210

Die Transkription von miRNA-210 wird bei hypoxischen Stoffwechsellagen oder in
hypoxischen Geweben tber den Hypoxie-induzierbaren Faktor-1a (HIF-1a) induziert
[201-203]. Als direkte Zielstruktur fir miRNA-210 wird in der Literatur HIF-3a diskutiert,
welches die Expression von HIF-1a negativ kontrolliert. Durch die
Translationshemmung von HIF-3a ergibt sich somit ein miRNA-210-vermitteltes
positives Feedback fur HIF-1a [204, 205]. MIRNA-210 inhibiert auf3erdem die
Expression von Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase 1-like (GPD1L). Dies ist ein
Enzym, das zu einer erh6hten Aktivitat der Prolyl-Hydroxylase (PHD)-Aktivitat beitragt.
PHD wiederum leitet den Abbau von HIF-1a durch das Proteasom ein. Auch hieraus
ergibt sich ein miRNA-210-vermittelter positiver Feedback-Mechanismus fur HIF-1a
[206-208]. HIF-1a ist ein Transkriptionsfaktor, der mehr als 800 Gene reguliert. Durch
Regulation seiner Zielgene hat HIF-1a auch in der Karzinogenese eine entscheidende
Rolle. So wird z.B. Uber die vermehrte Expression von Wachstumsfaktoren oder
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren das Tumorwachstum begunstigt. Ebenfalls
sind Metastasierungs-begunstigende Effekte durch die indirekte, negative Regulation
von E-Cadherin beschrieben [209, 210]. Eine erhohte Expression von HIF-1a im
Tumorgewebe korreliert bei Patientinnen mit Brustkrebs mit einem héheren Risiko

eines Krankheitsrickfalls bezuglich Metastasierung und Lokalrezidiven [211].

Bcl-2 adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 3 (BNIP3), ein pro-apoptotischer
Faktor, ist ein weiteres Target der miRNA-210 [212, 213]. BRCA-associated RING
domain protein 1 (BARD1) ist fur die Stabilitat von BRCAL von grofR3er Wichtigkeit und
bildet mit BRCAL einen funktionalen Komplex. Sowohl BARD1 als auch BRCAl
werden tumorsuppressive Eigenschaften zugeschrieben. So spielen sie bei DNA-
Schadigungen eine groRe Rolle, da der gebildete Komplex die homologe
Rekombination und damit verbunden die DNA-Reparatur einleitet [214]. BRCA1-

Mutationen sind zusammen mit BRCA2-Mutationen haupturséchlich fur hereditare
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Mamma- und Ovarial-Karzinome [215]. MiIRNA-210 hemmt die Expression von BARD1
[216]. Die geringeren Konzentrationen an BARD1 kdnnten einen @hnlichen Effekt wie
eine BRCA1-Mutation haben und so die Entartung von Zellen férdern. Dies wirde die
Korrelation von hohen miRNA-210-Werten im Primartumor mit hGheren G-Stadien des

Primarius erklaren.

5.5.1 Einfluss von Chemotherapie auf die miRNA-210-Expression im

Lokalrezidiv

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigte sich im Lokalrezidiv eine signifikant héhere
Expression von miRNA-210 bei Patientinnen, die im Rahmen der Primartumor-
Diagnose eine adjuvante Chemotherapie erhalten haben, als bei Patientinnen ohne
Chemotherapie. Eine zytotoxische Therapie (z.B. Platin-haltige Substanzen) induziert
bei sich schnell teilenden Zellen DNA-Schaden, woraufhin die Zelle durch Apoptose
oder Nekrose untergeht [217]. Pu et al. zeigten in einer Kohorte mit 55 Mamma-
Karzinom-Patienten, dass bei 12 Patienten (21,8%) nach Gabe einer Doxorubicin-
/Docetaxel-haltigen neoadjuvanten Chemotherapie eine Tumornekrose im
entnommenen Tumorpraparat nachgewiesen werden konnte [218]. Auf3erdem werden
durch Zytostatika Endothel-Zellen geschadigt, was sich langfristig meist in kardialen
Spatfolgen, wie z.B. arterieller Hypertension oder dem Auftreten von Myokardinfarkten,
widerspiegelt. Es wurde aber auch gezeigt, dass die Endothelzell-Dysfunktion eine
geringere Relaxationsfahigkeit von Arterien bewirkt [219, 220]. Sowohl durch die
Nekrose als auch durch das geschadigte Endothel der Blutgefal3e, woraus eine
eingeschrankte Vasodilatation resultiert, kénnte ein hypoxisches Milieu beglnstigt
oder sogar verursacht werden. Dabei sind Areale, in denen Tumorzellen aufgrund
einer R1-Situation zurlckgeblieben sind, pradestiniert fur die Ausbildung eines
hypoxischen Milieus. Infolge der Hypoxie kdnnte vermehrt HIF-1a exprimiert werden,
wodurch nachgeschaltet auch mIRNA-210 starker exprimiert wird. Diese
Uberexpression von miRNA-210 kann durch die unter Kapitel 5.5 genannten
tumorwachstumsfordernden Effekte die Bildung eines Lokalrezidivs begunstigen.
Ebenso konnte ein Tumorwachstum durch die erhdhte Expression von HIF-1a und
dessen nachgeschalteter vermehrter Expression von Zielgenen begunstigt werden.

Ein ebenso denkbarer Ansatz ware die Uberlegung, dass ein hypoxisches Milieu auch
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durch hohere Tumorstadien gefordert werden koénnte. Es konnte jedoch keine
Korrelation der miRNA-210-Expression im Priméartumor mit den T-Stadien im Primarius

gefunden werden.

5.5.2 Einfluss von miRNA-210 auf das Lokalrezidiv-freie Uberleben

Als einzige der sechs untersuchten miRNAs zeigte das Expressionslevel von miRNA-
210 einen signifikanten Unterschied im Hinblick auf das Lokalrezidiv-freie Uberleben.
Patientinnen mit geringer miRNA-210-Expression (Expression < Median) zeigten eine
giinstigere Prognose hinsichtlich des Lokalrezidiv-freien Uberlebens als Patientinnen
mit hoher miRNA-210-Expression (Expression > Median). Die schlechte Prognose bei
hoher miRNA-210-Expression kénnte mit der Korrelation mit hohen G-Stadien und
dem negativen Hormonrezeptorstatus, sowohl beim Ostrogen- als auch beim
Progesteronrezeptor, erklart werden. Die hdheren G-Stadien gehen mit einem
maligneren Potential der Tumorzellen einher [28, 29]. Der negative
Hormonrezeptorstatus ist mit einer schlechteren Therapiemdglichkeit durch endokrin
wirksame Medikamente vergesellschaftet [39]. Diese Faktoren beglnstigen die

Entstehung eines Lokalrezidivs.

AuBerdem zeigte sich eine negative Korrelation von miRNA-10b- und miRNA-210-
Expressionsleveln im Primartumor. Dies konnte in einer indirekten negativen
Regulation von miRNA-10b durch miRNA-210 begrundet sein. MiRNA-210 hemmt die
Translation des Transkriptionsfaktors TWIST1 [154], welcher die Transkription von
MiRNA-10b induziert [189, 190]. AuRerdem wird SMAD4 als direkte Zielstruktur von
MiRNA-210 beschrieben [221]. SMAD4 ist ein Co-Faktor der Signaltransduktions-
kaskade des TGF-B-Signalwegs. Bei Bindung von TGF-B an den TGF-B-Rezeptor
kommt es zur Phosphorylierung und damit Aktivierung von SMAD2 und SMAD3. Diese
lagern sich dann mit SMAD4 zusammen, translozieren in den Zellkern und aktivieren
die Transkription [222]. Hierbei wird unter anderem auch die Transkription von miRNA-
10b induziert [182]. Durch die miRNA-210-vermittelte negative Regulation von SMADA4
kommt es also nachfolgend auch zu einer geringeren miRNA-10b-Expression. Die
ungunstigen prognostischen Effekte von miRNA-210 kdnnten also zum einen durch
die hohe Expression von miRNA-210 und der damit verbundenen Regulation

tumorsuppressiver Zielstrukturen erklart werden (Absatz 5.5). Zum anderen kénnte
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aber auch die negative Regulation von miRNA-10b und den mit niedriger miRNA-10b-
Expression verbundenen unginstigen Effekten ursachlich fir die progressive Wirkung

hoher miRNA-210-Expressionslevel sein.

5.6 miRNA-375

In der Literatur bestehen kontroverse Ansichten, was die Expression von miRNA-375
im Mamma-Karzinom anbelangt. Im Vergleich zu gesundem Brustgewebe scheint
MiRNA-375 hoher exprimiert zu sein [105]; es wird jedoch auch von geringeren
MiRNA-375-Expressionsleveln im Mamma-Karzinom berichtet [166, 167]. Einigkeit
besteht jedoch darin, dass die Dysregulation der miRNA-375-Expression das

Tumorwachstum begunstigt.

Fur die Annahme, dass miRNA-375 als Onkogen angesehen werden sollte, sprechen
die Erkenntnisse von Mussnhich et al. Sie zeigten, dass miRNA-375 in Cetuximab-
resistenten Colon-Karzinomenzellen hoher exprimiert war als in Cetuximab-sensitiven
Zellen. Als direkte Zielstruktur wurde PH domain and leucine-rich repeat protein
phosphatase 1 (PHLPP1) identifiziert. Dieses Molekil hemmt die Aktivitdt von AKT im
PI3K/AKT-Signalweg, wodurch Proliferation und Zelliberleben verringert werden. Im
Falle der Hemmung von PHLPP1 durch miRNA-375-vermittelte Translations-

hemmung, wirde die Hemmung des PI3K/AKT-Signalwegs jedoch wegfallen [223].

Fur eine tumorsuppressive Rolle von miRNA-375 wirde sprechen, dass miRNA-375
in Plattenepithelkarzinomen im Bereich von Kopf und Hals programmed cell death 1
ligand 1 (PD-L1) negativ reguliert [224]. Programmed cell death protein 1 (PD-1) ist ein
Oberflachenrezeptor, der von Immunzellen, bspw. zytotoxischen T-Zellen, exprimiert
wird. Der entsprechende Ligand PD-L1 wird unter anderem auch von Tumorzellen auf
ihrer Oberflache exprimiert. Bei Bindung des Liganden an PD-1 wird die Immunzelle
inaktiviert. Somit kann die Tumorzelle einer Immunantwort entgehen. PD-L1 kann auch
auf der Oberflache von einem Teil der Mamma-Karzinomzellen bestimmt werden. Die

Bestimmung dieses Merkmals findet aber noch keine breite Anwendung [225].
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Sowohl im hepatozellularen Karzinom (HCC) als auch im papillaren Schilddriisen-
Karzinom konnte der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor HER2 als direkte
Zielstruktur der miRNA-375 identifiziert werden. In den untersuchten Tumoren wurde
eine geringe MIRNA-375-Expression mit folgender Uberexpression von HER2
beobachtet, was mit einer hoheren Zellproliferation und Zellmigration assoziiert war
[226, 227]. In Mamma-Karzinomen findet sich in 15 % der Falle eine Uberexpression
von HERZ2, dies sind die sog. HER2-positiven Mamma-Karzinome [228]. In den
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnten jedoch keine signifikanten
Expressionsunterschiede des HER2-Status in Abhangigkeit der miRNA-375-
Expression gefunden werden. Daher erscheint es sinnvoll, noch weitere
Untersuchungen beziglich der Regulation von HER2 durch miRNA-375 im Mamma-
Karzinom anzustellen. In diesem Zusammenhang betrachtet konnten von der miRNA-

375 tumorsuppressive Effekte ausgehen.

Auch Metadherin (MTDH) wird in der Literatur als direkte Zielstruktur von miRNA-375
in verschiedenen Tumorentitéaten, wie kolorektalen, Cervix- und auch Mamma-
Karzinomen, beschrieben. MTDH ist in vielen Tumorentitaten hochreguliert und
aktiviert nachgeschaltete proliferationsfordernde und anti-apoptotische Signal-
kaskaden (NFkB- und PI3K/AKT-Signalweg). So ist MTDH mit einem schlechteren
klinischen Outcome, einem héheren Risiko fir Metastasierung und auch Resistenz
gegentber Chemotherapie assoziiert [229-231]. Ward et al. konnten niedrigere
MiRNA-375-Expressionslevel in Tamoxifen-resistenten MCF-7-Brustkrebszellen im
Vergleich zu Wildtyp-MCF-7-Zellen nachweisen. In den Tamoxifen-resistenten Zellen
war miRNA-375 signifikant herunterreguliert und MTDH zeigte eine deutliche
Uberexpression. Durch Re-Expression von miRNA-375 sowie durch RNA-Interferenz-
vermitteltes Silencing von MTDH konnten die Zellen wieder fir Tamoxifen sensibilisiert
werden [232]. Die Re-Sensibilisierung fir Tamoxifen kénnte jedoch auch an der
indirekten Regulation des Ostrogenrezeptors a (ERa) durch miRNA-375 liegen. Ras-
dexamethasone induced 1 (RASD1) ist ein negativer Regulator der ERa-Expression.
Die RASD1-Translation wird jedoch von miRNA-375 negativ reguliert, sodass hohe
MiRNA-375-Expressionslevel mit einer hohen Rezeptordichte an ERa auf MCF-7-

Zellen assoziiert sind [164]. Zellinger et al. zeigten ebenfalls, dass miIRNA-375 direkt
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RASD1 negativ reguliert und dass erhohte Expressionswerte von miRNA-375

signifikant mit einem erhdhten Auftreten von Lokalrezidiven korrelierten [233].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen ebenfalls signifikante Korrelationen von
miRNA-375 mit dem Ostrogenrezeptorstatus. In ER-positiven Primartumoren lagen
signifikant hoéhere mMIRNA-375-Expressionswerte im Vergleich zu ER-negativen
Primartumoren vor. Dieser Sachverhalt zeigt sich auch bei der miRNA-375-Expression
im Lokalrezidiv und dem Ostrogenrezeptorstatus im Lokalrezidiv. Eine hohere
Ostrogenrezeptor-Expression fordert das Zellwachstum, da Ostrogenrezeptoren
selbst bei der Bindung von Ostrogen als Ligand als Transkriptionsfaktoren wirken und
dadurch die Transkription aktivieren kénnen [234]. So kdnnte der miRNA-375 in
diesem Zusammenhang eher eine onkogene Rolle zugeschrieben werden. Die
erhohte Expression von Ostrogen-Rezeptoren bietet allerdings ebenso den
potentiellen Vorteil eines erhéhten Ansprechens des Tumors auf eine endokrine

Therapie.

In den Uberlebenszeitanalysen finden sich beziiglich der miRNA-375-Expression
keine signifikanten Unterschiede. Es ist jedoch ein minimaler Trend bezlglich des
Gesamtuberlebens sichtbar. Anhand der Kaplan-Meier-Kurven kann vermutet werden,
dass eine geringe mMIRNA-375-Expression (Expression < Median) einen
Uberlebensvorteil im Vergleich zu hoher miRNA-375-Expression (Expression >
Median) bietet. Dieser Sachverhalt wirde die These unterstiitzen, dass miRNA-375

eine onkogene Wirkung hat.

5.7 miRNAs als Biomarker

MIiRNAs konnen aus verschiedensten Korperfllssigkeiten, wie z.B. Blutserum oder
Blutplasma, Urin, Muttermilch, Speichel und Peritonealflissigkeit isoliert werden [235].
Die miRNAs sind extrazellular sehr stabil und RNase-resistent, weil sie in Exosomen,
Proteinkomplexen mit Argonaute2, Mikrovesikeln oder Lipidkomplexen vorliegen.
Gerade das Vorkommen von miRNAs in einem Komplex mit Argonaute2 lasst die
Vermutung zu, dass funktionelle RISC-Komplexe auch im Blut vorliegen [99, 236, 237].

Blutanalysen konnten als Biomarker fur Brustkrebs fungieren [238]. Die Ergebnisse
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der vorliegenden Arbeit zeigten einen signifikanten Unterschied im Auftreten von
Lokalrezidiven in Abhangigkeit der Expressionslevel von miRNA-10b, miRNA-181a
und MiRNA-210 im Primartumor. Bei hoher Expression von miRNA-181a und miRNA-
210 und erniedrigter Expression von miRNA-10b traten haufiger Lokalrezidive auf. Nur
fur eine erhohte Expression von miRNA-210 im Primartumor konnte auch in den
Kaplan-Meier-Analysen ein signifikanter Nachteil im Lokalrezidiv-freien, jedoch nicht
im Gesamtluberleben, gezeigt werden. So liegt es nahe, dass zumindest miRNA-210
als Biomarker zur Prognose des Auftretens von Lokalrezidiven fungieren konnte.
Relevant ware dieser Sachverhalt vor allem fur die Planung der Tumor-Nachsorge.
SchlieBlich stellt sich die Frage, ob sich &hnliche Korrelationen der
Tumoreigenschaften mit miRNAs ergeben, die beispielsweise aus Blutplasma isoliert
wurden. Fir miRNA-9 und miRNA-10b zeigte sich kurzlich in anderen Studien, dass
erhohte Serumwerte fir die jeweilige miRNA im Serum von Mamma-Karzinom-
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen bestimmt werden konnten [239-241].
Die von Liu et al. beschriebene positive Korrelation der miRNA-21-Expressionslevel in
Gewebeproben und Plasmaexosomen unterstiitzen den Ansatz, miRNAs als
Biomarker zu nutzen [242]. Lopes et al. schlagen die Bestimmung von miRNA-210 im
Plasma zur Nutzung als liquid biopsy vor [243]. Insgesamt erscheint daher eine
anschlielende Expressionsanalyse von miRNA-210, miRNA-10b und miRNA-181a im
Blutplasma der Patientinnen des Studienkollektivs sinnvoll.

5.8 miRNAs als Therapeutikum

Aufgrund der Vielzahl neuer Erkenntnisse beziglich miRNAs, ihrer Zielstrukturen und
der Auswirkungen von miRNAs auf verschiedenste Krankheiten riicken miRNAs immer
weiter in den Fokus zur Entwicklung neuer Therapieoptionen. Dabei kénnten zum
einen miRNAs als Angriffspunkt neuer medikamentdser Therapien fungieren und zum
anderen konnten miRNAs selbst als Therapeutikum eingesetzt werden [244]. Dazu
mussen allerdings Transportsysteme fiir die miRNAs geschaffen werden, um diese im
aktiven Zustand selektiv nur zu den Zielzellen zu bringen, ohne dass physiologische
Prozesse beeinflusst werden. Aul3erdem miussen diese Carrier biologisch abbaubar
oder renal auszuscheiden sein [245]. In der Zukunft kdnnten eventuell Lipid-basierte

Nanopartikel als Carrier zum Einsatz kommen. So konnten im Mausmodell schon
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erfolgreich miRNAs Uber Lipid-Komplexe zu kanzerésen Geweben gebracht werden,
um dort ihre spezifischen Funktionen auszutiben [246, 247]. Dieser Sachverhalt
konnte im Kontext der miRNA-375 therapeutischen Nutzen bringen. In der
Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass miRNA-375 die Expression des Ostrogen-
Rezeptors a (ER a) indirekt Uber die Regulation von RASD1 positiv reguliert [164]. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit untermauern diese Annahme ebenfalls.
Tamoxifen-resistente Brustkrebszellen der MCF-7-Zelllinie konnten in vitro durch Re-
Expression von miRNA-375 und der daraus folgenden erhdhten Expression von
Ostrogenrezeptoren wieder gegeniber Tamoxifen, welches ein kompetitiver
Antagonist des Ostrogenrezeptors ist, sensibilisiert werden [232]. Daher sollten in vivo-
Untersuchungen erfolgen, um die Relevanz der Verabreichung von miRNA-375 zur
Therapie einer bestehenden Tamoxifen-Resistenz bei negativem Ostrogenrezeptor-
status zu klaren. Dies ist vor allem interessant, da das Risiko der Entwicklung eines
Lokalrezidivs signifikant hoher ist, wenn keine suffiziente Hormon-Therapie bei ER-
positiven Tumoren erfolgt [38, 40]. Andererseits sollte jedoch im Rahmen dieser
Studien zunachst in vitro kritisch eine mdoglicherweise auftretende UbermalRige
Proliferation der Tumorzellen unter Re-Expression des Ostrogenrezeptors betrachtet
werden. Andreano et al. zeigten aul3erdem, dass die Potenz von Antagonisten des
Ostrogenrezeptors in Zellen, die mutierte Ostrogenrezeptoren exprimierten, reduziert
war, sofern die Expression der mutierten ER im Vergleich zu den Wildtyp-ER erhoht
war. Durch Erhéhung der Wildtyp-ER-Expression normalisierte sich die Wirkung der
mutierten Ostrogenrezeptoren. Die genaue Wirkweise ist hier allerdings noch
ungeklart [248]. Auch in diesem Kontext ware die Erprobung von miRNA-375 in einem
therapeutischen Ansatz interessant, um eine Wirkverstarkung von ER-Antagonisten,
wie z.B. Tamoxifen, zu untersuchen. Anhand der vorliegenden Ergebnisse kénnte
auch eine Untersuchung der therapeutischen Gabe von miRNA-10b erwogen werden.
Obwohl andere Studien in der Vergangenheit ein besseres Outcome hinsichtlich des
Uberlebens bei niedrigen miRNA-10b-Expressionsleveln zeigten [101, 124, 130],
korreliert die erh6hte Expression von miRNA-10b in der vorliegenden Arbeit signifikant
positiv mit dem Ostrogenrezeptorstatus. Falls eine direkte oder indirekte Regulation
des Ostrogenrezeptors durch miRNA-10b in weiteren Untersuchungen nachgewiesen
werden kann, konnte ebenfalls eine Tamoxifen-Sensibilisierung bei der

therapeutischen Gabe von miRNA-10b untersucht werden.
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Einen anderen Ansatz zum therapeutischen Einsatz von miRNAs stellen sog. ,anti-
miRNAs* dar. Dies sind Oligonukleotide, die komplementér an eine spezifische miRNA
binden. Somit wird die Anlagerung der miRNA an ihre Ziel-mRNA verhindert und die
spezifische Funktion der miRNA herabgesetzt [249]. Anti-miRNAs kdnnen ebenso die
Freisetzung von miRNAs aus dem RISC, also dem aktiven RNA-interferierenden
Komplex, bewirken [250]. Diese Wirkweisen kdnnten man sich bei onkogen wirkenden
mMiRNAs, wie z.B. miRNA-9, zunutze machen. Diese miRNA wird als negativer
Regulator des Ostrogenrezeptors beschrieben [122], was ebenfalls durch die
Ergebnisse einer negativen Korrelation der miRNA-9-Expression mit dem
Ostrogenrezeptor der vorliegenden Arbeit untermauert werden kann. Mithilfe des
Einsatzes einer anti-miRNA-9 konnte die Ostrogenrezeptordichte auf den Tumorzellen
erhoht und der Tumor somit fir die Therapie mit selektiven Ostrogenrezeptor-
Modulatoren (SERM), wie Tamoxifen, sensibilisiert werden. Hier misste jedoch zuerst
in vitro ein tumorwachstumsférdernder Effekt durch die ani-miRNA-9-vermittelte
Hochregulation der Ostrogenrezeptoren auf den Tumorzellen ausgeschlossen

werden.

5.9 Methodenkritik

Tumorgewebe ist sehr heterogen aufgebaut [251]. Eine wie hier erfolgte Analyse von
10 pum dicken Gewebeschnitten kann also nicht die Gesamtheit der miRNA-Expression
des Tumors allumfassend widerspiegeln. Daher wére eine Variation der Ergebnisse

bei Verwendung anderer Gewebeschnitte des gleichen Tumors nicht auszuschliel3en.

Die Zeit der Lagerung der Paraffinschnitte konnte einen Einfluss auf die Menge der
isolierten MIRNAs gehabt haben. Boisen et al. zeigten, dass eine langere
Aufbewahrungsdauer von Paraffin-fixiertem Pankreas-Karzinomgewebe einen
signifikanten Effekt auf die miRNA-Expressionslevel hatte [252]. Die Lagerungszeit der
verwendeten Gewebeproben variierte zwischen einem und 18 Jahren. Die
Verwendung frischen Tumorgewebes konnte bezlglich der verringerten
Expressionslevel infolge einer verlangerten Lagerungszeit von Vorteil sein.

Grundsatzlich konnte aber kein signifikanter Unterschied bei der Expressionsanalyse
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verschiedener miRNAs in frischem und Formalin-fixiertem Paraffingewebe gezeigt
werden [253, 254]. Daher erscheint die Verwendung von Paraffingewebe, welches
eine maglichst kurze Lagerungszeit aufweist, am sinnvollsten, da sich Paraffingewebe
durch eine breite Verflugbarkeit in vielen Biobanken auszeichnet.

Die Verwendung von Paraffingewebe, welches eine mdglichst kurze Lagerungszeit
aufwies, bedingte im Rahmen der Nachverfolgung der Patientinnen eine kirzere
Follow Up-Zeit als allgemein Ublich. Die mediane Nachbeobachtungsdauer betragt in
der vorliegenden Arbeit 2,6 Jahre. Im Hinblick auf die mediane Zeit bis zur Entwicklung
eines Lokalrezidivs von 2,7 Jahren scheint ein erneutes Erheben des Follow Ups nach
z.B. insgesamt 5 Jahren hdchst sinnvoll zu sein. Hieraus konnten sich neue
Erkenntnisse bezuglich der prognostischen Aussagekraft der miRNA-Expression im

Hinblick auf die Progression des Mamma-Karzinoms ergeben.

5.10 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Expression von sechs miRNAs auf
die Progression des Mamma-Karzinoms untersucht. Es zeigte sich, dass die
Expressionslevel der miRNAs mit einigen Merkmalen des Tumors signifikant
korrelieren. Bei einer hohen Expression von miRNA-210 konnte zudem ein
signifikanter Effekt auf das Lokalrezidiv-freie Uberleben von Brustkrebs-Patientinnen
beobachtet werden. Daher bietet sich die weitere Evaluation von miRNA-210 als
mdogliches Screening-Instrument im Hinblick auf das Auftreten von Lokalrezidiven an.
Aufgrund der besseren Verfiigbarkeit von Blutproben sollte der Fokus der
Untersuchungen auf der Expressionsanalyse von miRNAs im Blutplasma liegen. Die
Isolation von miRNAs aus Blutplasma ist prinzipiell mdglich [235]. In den
nachfolgenden Versuchen sollte geklart werden, ob die vorliegenden Ergebnisse mit
der miRNA-Expression im Blutplasma der betroffenen Patientinnen tbereinstimmen.
Plasmaproben aller Patientinnen, deren Tumorgewebe untersucht wurde, liegen vor
und konnten zu diesem Zweck verwendet werden. Der Vorteil dieser Screening-
Methode ware die Moglichkeit des kontinuierlichen Monitorings der Patientinnen und

der mdglichst frihen Einleitung einer adaquaten Therapie.
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Die Hochregulation von miRNA-210 in Lokalrezidiven nach erfolgter Chemotherapie-
Gabe bei der Primartumor-Therapie gibt Anlass dazu, den Zusammenhang eines
hypoxischen Tumormilieus und der wechselseitigen Beeinflussung von HIF-1a und
MiRNA-210 weiter zu untersuchen [204, 205].

Ebenso muss die Moglichkeit eines therapeutischen Einsatzes von miRNAs untersucht
werden. Einen guten Ansatz in diesem Kontext bietet miRNA-375. Es zeigte sich in
der vorliegenden Arbeit eine positive Korrelation des Ostrogenrezeptor-Status mit dem
Expressionslevel von miRNA-375. Vorhergehende Studien beschrieben eine indirekte,
positive Regulation von ER a durch miRNA-375 [164]. Besonders bei triple-negativen
Mamma-Karzinomen, welche eine vergleichsweise schlechte Prognose aufgrund der
eingeschrankten Therapiezugénglichkeit haben [28], konnte ein therapeutischer
Einsatz von miRNAs zur Erhdéhung der Sensibilitit gegenlber einer endokrinen

Therapie eine weitreichende Prognoseverbesserung bewirken.

AuRerdem sollte die Expression von miRNA-10b in Mamma-Karzinomen nochmal
genau untersucht werden, da die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu
den Erkenntnissen vorhergehender Studien stehen. Die vorliegenden Ergebnisse
lassen allesamt einen vorteilhaften Zusammenhang einer hohen miRNA-10b-
Expression bezlglich der Tumormerkmale und der Prognose von Brustkrebs
vermuten, wahrend in der Literatur ein schlechteres Outcome bei hohen miRNA-10b-

Expressionsleveln beobachtet wurde [124, 130].
Die hier vorgeschlagenen anschlielienden Untersuchungen kdnnten dazu beitragen,

das Auftreten von Lokalrezidiven friher zu erkennen und den Patientenkomfort durch

Reduzierung der Invasivitat diagnostischer Ma3Rnahmen zu erhdéhen.
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6 Zusammenfassung

Jahrlich erkranken etwa 70.000 Menschen in Deutschland an Brustkrebs. Das
Mamma-Karzinom ist mit einem Anteil von ca. 30% aller Krebserkrankungen die
haufigste Tumorerkrankung bei Frauen. Sobald bei einer Frau ein Lokalrezidiv auftritt,
verringert sich das 5-Jahres-Uberleben von 88% auf etwa 50-65%. Es sind
verschiedene Risikofaktoren fur die Entstehung eines Lokalrezidivs bekannt. Dazu
zéhlen unter anderem ein junges Alter bei Erstdiagnose, ein hohes Grading des
Primartumors, eine postoperative R1-Situation und eine ausgebliebene Bestrahlung
der Restbrust nach erfolgter Brust-erhaltender Therapie. Da ca. 30% der Patientinnen
bei Erstdiagnose junger als 55 Jahre alt sind, ist es wichtig, Einflussfaktoren fur die
Progression des Mamma-Karzinoms zu kennen. Zudem ist es sinnvoll, Screening-
Instrumente zu entwickeln, um das Risiko des Auftretens von Lokalrezidiven

zuverlassig und friihzeitig abschatzen zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit sollte hierzu der Zusammenhang der Expression von
miRNAs und dem Outcome von Brustkrebs-Patientinnen untersucht werden. Es
wurden 6 miRNAs ausgewahlt, deren Expressionslevel in Mamma-Karzinomen in
vorhergehenden Studien als dysreguliert beschrieben und denen progressions-
fordende Eigenschaften zugeschrieben wurden. Die Expression dieser 6 miRNAs
wurde im  Brustkrebsgewebe von  Mamma-Karzinom-Patientinnen  der
Universitdtsmedizin Mainz untersucht und mit dem Follow Up der Patientinnen
korreliert. Hierzu erfolgte die Isolation von Gesamt-RNA einschlief3lich der miRNA aus
Paraffingewebeschnitten von Primartumoren, befallenen Lymphknoten und
Lokalrezidiven. Mittels einer gRT-PCR erfolgte die Analyse der Expressionslevel von
6 MiIRNAs: miRNA-9, miRNA-10b, miRNA-21, miRNA-181a, miRNA-210 und miRNA-
375.

Es zeigten sich signifikante Korrelationen der miRNA-Expressionslevel im Primarius
mit Tumormerkmalen, wie z.B. Grading, ER- und PR-Status und HER2-Status. Zudem
korrelierte die Expression von 3 miRNAs im Prim&rtumor signifikant mit dem Auftreten
eines Lokalrezidivs im Verlauf der Erkrankung. Bei hohen Expressionsleveln von
MiRNA-181a und miRNA-210 und niedriger miRNA-10b-Expression trat haufiger ein
Lokalrezidiv auf. Eine Kaplan-Meier-Analyse des Lokalrezidiv-freien Uberlebens in
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Abhangigkeit der miRNA-210-Expression zeigte einen signifikanten Unterschied.
Diese Ergebnisse geben Anlass dazu, miRNA-210 im Hinblick auf die Nutzung als
Screening-Parameter fur Lokalrezidive weiter zu untersuchen. Da eine signifikante
Uberexpression von miRNA-210 in Lokalrezidiven nach Chemotherapie-Gabe bei der
Primartumordiagnose gezeigt wurde, sollte auch der Einfluss eines hypoxischen
Tumormilieus und dem daraus folgenden positiven Feedback-Mechanismus von HIF-
1a und miRNA-210 beztglich der moglichen Progression des Mamma-Karzinoms und
der Entstehung eines Lokalrezidivs untersucht werden. AufRerdem wurden signifikante
Korrelationen von 4 miRNAs (miRNA-9, miRNA-10b, miRNA-210 und miRNA-375) mit
dem Ostrogenrezeptorstatus beobachtet. Dies gibt Anlass zu Uberlegungen, die
entsprechenden miRNAs als therapeutische Targets oder die miRNA selbst als
Therapieform zu betrachten. Insbesondere die in der Literatur beschriebene positive
Regulation des Ostrogenrezeptors durch miRNA-375, welche mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit Ubereinstimmen, sollte Anlass fir weitere Analysen beztiglich des
maoglichen Einsatzes dieser miRNA zur Erhdhung der Sensibilitdt fur endokrine
Therapien des Mamma-Karzinoms geben.
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8 Anhang

8.1 Abkirzungsverzeichnis

ACR
ADH
AKT
APAF-1
ATM
BARD1
Bax
Bcl-2
BCRP
BET
BI-RADS
BMI
BNIP3
BRCA
bzw.
Ca

ca.
CDC25A
cDNA
CK1la
CLL

CT
dATP
DCIS
DNA
DNase
dNTP
EDTA
ER

ERa

American College of Radiology

atypische duktale Hyperplasie

Gen, codierend fur Proteinkinase B
apoptosis protease activating factor-1
Ataxia teleangiectasia mutated
BRCA-associated RING domain protein 1
Bcl-2-associated X protein

B-cell lymphoma 2

breast cancer resistance protein
Brust-erhaltende Therapie

Breast Imaging-Reporting And Data System
body mass index

Bcl-2 adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 3
Breast cancer 1/2, early onset, Tumorsuppressorgene
beziehungsweise

Karzinom

circa

Cell divison cycle 25A

complementary DNA

Caseinkinase 1a

chronische lymphatische Leukamie
Computertomographie
Desoxyadenosintriphosphat

duktales Carcinoma in situ
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
Ostrogenrezeptor

Ostrogen-Rezeptor a
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FFPE
FOXG1
FOXO1
GnRH
GPD1L
GSK-3p3
GSX2
GTP
GTPase
HCC
HER2
HERS
HER6
HES1
HIF-1a
HIF-3a
HOXD10
IGF-1
IGF1R
JAK2
KLF4
LIN
LMP1
LR
MCF-7
MDA-MB-231
MDR
MRNA
mMiRNA
MRT
MTDH
neg.
NFkB

formalin-fixed paraffin-embedded
forkhead box protein G1

forkhead box protein O1

Gonadotropin releasing hormone
Glycerol-3-phosphatdehydrogenase 1-like
Glykogensynthase-Kinase 33

GS Homeobox 2

Guanosintriphosphat
Guanosintriphosphatasen
hepatocellulares Carcinom

human epidermal growth factor receptor 2
hairy-related 5

hairy-related 6

hairy and enhancer of split-1
Hypoxie-induzierbarer Faktor 1a
Hypoxie-induzierbarer Faktor 3a
Homeobox D10

Insulin-like growth factor 1

Insulin-like growth factor receptor 1
Januskinase 2

Kruppel-like factor 4

lobulare intraepitheliale Neoplasie
Epstein-Barr-Virus latent membrane protein 1
Lokalrezidiv

Michigan Cancer Foundation-7 (Brustkrebszelllinie)
humane Brustkrebszelllinie, Adenokarzinom
multi drug resistance

messenger RNA

microRNA

Magnetresonanztomographie

Metadherin

negativ

Nuclear factor kappa B
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NST

nt

OoP

p53
PAI-1
p.a.
PCR
PDCD4
PDK1
PD-1
PD-L1
PHD
PHLPP1
PI3K
PIK3CA
PIK3R1
PIP2
PIPs
pos.

PR
pre-miRNA
pri-miRNA
PROX1
PTEN
RASD1
RHOC
RISC
RKI
RNA
RNasen
SERM
SMAD4
SOCs1

no specific type

Nukleotide

Operation

Tumorsuppressor
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1

pro analysi, analyserein
Polymerase-Kettenreaktion

Programmed cell death 4
Phosphoinositide-dependent kinase 1
programmed cell death 1

programmed cell death 1 ligand 1
Prolyl-Hydroxylase

PH domain and leucine-rich repeat protein phosphatase 1
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-3-kinase Catalytic Subunit Alpha
Phosphatidylinositol-3-kinase regulatory subunit 1
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat

positiv

Progesteronrezeptor

precursor microRNA

primary microRNA

Prospero homeobox protein 1

Phosphatase and tensin homolog

Ras-related dexamethasone induced protein 1
Ras homolog family member C

RNA-induced silencing complex
Robert-Koch-Institut

Ribonukleinsaure

Ribonukleasen

Selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator
Tumorsuppressorgen

Suppressor of cytokine signaling 1
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sog.
STAT3
TGF-B1
TNBC
TNIP1
TWIST1
UICC
uPA
UTR
val.
WIF1
WNT
ZIC5
ZNS
z.B.

sogenannt

Signal transducer and activator of transcription 3
transforming growth factor S1

triple-negative breast cancer

TNF-a Induced Protein 3 Interacting Protein 1
Twist-related protein 1

Union for International Cancer Control
Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator
untranslatierte Region

vergleiche

Whnt inhibitory factor-1

wingless int-1

Zinc finger protein of cerebellum 5

zentrales Nervensystem

zum Beispiel
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8.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Prozentualer Anteil des Mamma-Karzinoms an allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2014,
ENENOMIMEN QUS [1] c.neveeeeeieeeeee ettt e ettt e e ettt e et e e ettt e e s atea s s aste e e sttt e s sastaaesasseasesnsteasssstnessanssaasssssesennns 3
Abbildung 2: Gréfienverteilung invasiver Karzinome in der Zielbevélkerung vor und nach Einfiihrung des
Mammografie-Programms, @NtnOMMEN QUS [34] .........ueeeeeeeeeeeieeeeeieeeeteeeestte e ettt e e s taaaeesteaeesssssaesisssaaessesanans 7
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8.4 Follow Up-Datenerhebung

Die folgende Tabelle fasst die erhobenen Daten zu den verwendeten Gewebeproben

Zusammen.

Geburtsdatum der Pat.

Follow Up-Status der Pat.

Todesdatum

Todesursache

Datum der letzten Beobachtung

Primarius

Datum der Erstdiagnose
Entitat

Lokalisation
Begleitendes DCIS
Begleitende LIN
TumorgroélZe (T)
Nodalstatus (N)
Metastasierung (M)
Grading (G)
Residualtumor (R)
Ostrogenrezeptor-Status
Progesteronrezeptor-Status
HER2-Status
Ki-67-Expression

Fernmetastasierung

vorhanden/nicht vorhanden

pulmonale Metastasierung?

Datum der pulmonalen Metastasierung
hepatische Metastasierung?

Datum der hepatischen Metastasierung
ossare Metastasierung?

Datum der osséren Metastasierung
cutane Metastasierung?

Datum der cutanen Metastasierung

121




Anhang

Cerebrale Metastasierung?
Datum der cerebralen Metastasierung
Metastasierung an anderer Lokalisation?

Datum der Metastasierung an anderer Lok.

Lokalrezidiv

vorhanden/nicht vorhanden
Datum der Erstdiagnose
Lokalisation

Entitat

TumorgroélZe (T)
Nodalstatus (N)
Metastasierung (M)
Grading (G)

Residualtumor (R)
Ostrogenrezeptor-Status
Progesteronrezeptor-Status
HERZ2-Status
Ki-67-Expression

zweites Lokalrezidiv

vorhanden/nicht vorhanden
Datum der Erstdiagnose

Lokalisation

Therapie des Primarius

erfolgt/nicht erfolgt

OoP?

Art der OP

OP-Datum

Nachresektion?

Datum der Nachresektion
neoadjuvante Chemotherapie?

Datum der neoadjuvanten Chemotherapie
Adjuvante Chemotherapie?

Datum der adjuvanten Chemotherapie
Bestrahlung?

Datum der Bestrahlung

endokrine Therapie?
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Datum der endokrinen Therapie
Trastuzumab-Gabe?

Datum der Trastuzumab-Gabe

Therapie des Lokalrezidivs

erfolgt/nicht erfolgt

OoP?

Art der OP

OP-Datum

Nachresektion?

Datum der Nachresektion
Adjuvante Chemotherapie?
Datum der adjuvanten Chemotherapie
Bestrahlung?

Datum der Bestrahlung
endokrine Therapie?

Datum der endokrinen Therapie
Trastuzumab-Gabe?

Datum der Trastuzumab-Gabe
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8.5 Werte zu den Abbildungen

Abbildung 6
Uberlebenstabelle
Kumulierter Anteil Uberlebender Anzahl der Anzahl der
zum Zeitpunkt kumulativen verbliebenen
Zeit Status Schatzer Standardfehler Ereignisse Falle

1 ,058 | lost to follow up 0 101
2 ,077 | Pat. verstorben ,990 ,010 1 100
3 ,099 | Pat. lebt 1 99
4 , 153 | Pat. lebt 1 98
5 ,803 | Pat. lebt 1 97
6 ,882 | Pat. lebt 1 96
7 ,995 | Pat. lebt 1 95
8 1,126 | Pat. verstorben ,980 ,014 2 94
9 1,340 | Pat. lebt 2 93
10 1,375 | Pat. lebt 2 92
11 1,460 | Pat. lebt 2 91
12 1,690 | Pat. lebt 2 90
13 1,753 | Pat. lebt 2 89
14 1,811 | Pat. verstorben ,969 ,018 3 88
15 1,948 | Pat. lebt 3 87
16 2,030 | Pat. lebt 3 86
17 2,047 | Pat. lebt 3 85
18 2,063 | Pat. lebt 3 84
19 2,068 | Pat. lebt 3 83
20 2,074 | Pat. lebt 3 82
21 2,085 | Pat. lebt 3 81
22 2,162 | Pat. verstorben ,957 ,021 4 80
23 2,181 | Pat. lebt 4 79
24 2,230 | Pat. lebt 4 78
25 2,230 | Pat. lebt 4 7
26 2,241 | Pat. lebt 4 76
27 2,318 | Pat. lebt 4 75
28 2,342 | Pat. lebt 4 74
29 2,414 | Pat. lebt 4 73
30 2,438 | Pat. lebt 4 72
31 2,468 | Pat. lebt 4 71
32 2,479 | Pat. lebt 4 70
33 2,485 | Pat. lebt 4 69
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34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

2,507
2,526
2,532
2,532
2,551
2,553
2,564
2,570
2,575
2,581
2,595
2,597
2,608
2,611
2,641
2,663
2,677
2,677
2,685
2,688
2,723
2,729
2,729
2,827
2,849
2,860
2,877
2,912
2,918
2,932
2,951
2,953
2,964
2,970
3,036
3,063
3,074
3,090
3,110
3,126
3,164
3,178
3,192

Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.

lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
lebt
verstorben
lebt
lebt
lebt
lebt

,926

,037
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68
67
66
65
64
63
62
61
60
59
58
57
56
55
54
53
52
51
50
49
48
47
46
45
44
43
42
41
40
39
38
37
36
35
34
33
32
31
30
29
28
27
26
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77 3,216 | Pat. lebt 5 25
78 3,271 | Pat. lebt 5 24
79 3,290 | Pat. lebt 5 23
80 3,307 | Pat. verstorben ,886 ,053 6 22
81 3,482 | Pat. lebt 6 21
82 3,564 | Pat. lebt 6 20
83 3,570 | Pat. lebt 6 19
84 3,641 | Pat. lebt 6 18
85 3,655 | Pat. lebt 6 17
86 3,671 | Pat. lebt 6 16
87 3,715 | Pat. verstorben ,830 ,073 7 15
88 3,729 | Pat. lebt 7 14
89 3,863 | Pat. lebt 7 13
90 5,071 | Pat. lebt 7 12
91 6,211 | Pat. verstorben , 761 ,094 8 11
92 6,332 | Pat. verstorben ,692 ,108 9 10
93 6,499 | Pat. lebt 9 9
94 7,658 | Pat. verstorben ,615 ,120 10 8
95 7,863 | Pat. lebt 10 7
96 8,386 | Pat. lebt 10 6
97 9,148 | Pat. lebt 10 5
98 11,318 | Pat. lebt 10 4
99 11,827 | Pat. lebt 10 3
100 12,227 | Pat. lebt 10 2
101 14,521 | Pat. lebt 10 1
102 16,578 | Pat. lebt 10 0
Abbildung 7
Uberlebenstabelle
Kumulierter Anteil Uberlebender Anzahl der Anzahl der
zum Zeitpunkt kumulativen verbliebenen
Zeit Status Schétzer Standardfehler Ereignisse Falle

1 ,058 | kein Lokalrezidiv 0 101
2 ,077 | kein Lokalrezidiv 0 100
3 ,099 | kein Lokalrezidiv 0 99
4 ,153 | kein Lokalrezidiv 0 98
5 ,803 | kein Lokalrezidiv 0 97
6 ,855 | Lokalrezidiv ,990 ,010 1 96
7 ,882 | kein Lokalrezidiv 1 95
8 ,995 | kein Lokalrezidiv 1 94
9 1,140 | Lokalrezidiv ,979 ,015 2 93
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

1,175
1,247
1,290
1,340
1,375
1,460
1,679
1,688
1,707
1,753
1,811
1,948
1,981
2,030
2,047
2,063
2,068
2,074
2,085
2,085
2,162
2,181
2,230
2,230
2,241
2,318
2,342
2,414
2,438
2,468
2,479
2,485
2,507
2,526
2,532
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2,551
2,553
2,564
2,570
2,575
2,581
2,597

Lokalrezidiv
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kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
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kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
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kein Lokalrezidiv
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kein Lokalrezidiv
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92
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81
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76
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65
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59
58
57
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55
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51
50
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53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

2,600
2,608
2,611
2,641
2,663
2,677
2,677
2,685
2,688
2,723
2,729
2,729
2,827
2,849
2,860
2,877
2,877
2,912
2,918
2,951
2,953
2,964
2,970
3,036
3,063
3,090
3,126
3,164
3,178
3,192
3,216
3,271
3,290
3,422
3,482
3,553
3,570
3,641
3,655
3,671
3,729
3,863
3,984

Lokalrezidiv

kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
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kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
Lokalrezidiv

kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
Lokalrezidiv

kein Lokalrezidiv
Lokalrezidiv

kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv
kein Lokalrezidiv

Lokalrezidiv

,874

,849

,799

, 746

,652

,036

,043

,063

,078

111
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11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
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12
12
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96 4,923 | Lokalrezidiv ,559 ,128 16 6
97 5,622 [ Lokalrezidiv ,466 ,137 17 5
98 6,441 | Lokalrezidiv ,373 ,137 18 4
99 6,595 | Lokalrezidiv ,280 131 19 3
100 7,937 | Lokalrezidiv ,186 ,116 20 2
101 7,967 | Lokalrezidiv ,093 ,088 21 1
102 8,660 | Lokalrezidiv ,000 ,000 22 0
Abbildung 8
z g der Fallverarbeitung _
Gesamtvergleiche

miR-9-Expression im Zensiert —
Primarius aufgeteilt nach Anzahl der Freineitsgrad
Median Gesamtzahl | Ereignisse Prozent Chi-Quadrat 8 Sig.

iR-9-Expressi =
Mg Pression = 48 4 44 | 917% | [ Log Rank (Mante-Cox) 026 1 a72
miR-9-Expression = Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die
Median 48 5 43 89.6% verschiedenen Stufen von miR-9-Expression im Primarius aufgeteilt
Gesamt 96 g 87 90,6% nach Median.

Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
Mittelwert? Median

) o 95%-Konfidenzintervall 95%-kKonfidenzintervall
miR-9-Expression im

Primarius aufgetsilt nach Standardfehle Untere Standardfehle Untere

Median Schatzer r Grenze Obere Grenze | Schatzer r Grenze Ohere Grenze

iR-9-Expressi =

Modpan T ression = 7.624 1,337 5,004 10244 | 7,658 1,650 4424 10,891
miR-9-Expression = .

Wadian 13,301 1,536 10,290 16,311

Gesamt 12,009 1,468 9,222 14,875

a. Die Schatzung ist auf die langste Oberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist.

Abbildung 9
Zi if: g der Faltverarbeitung

- — Gesamtvergleiche
miR-21-Expressionim Zensiert
Primarius aufgeteilt nach Anzahl der Freiheitsgrac
Median Gesamtzahl Ereignisse N Frozent Chi-Quadrat a Sig
miR-21-Expression ==
Wedian 43 5 43 85,6% Log Rank (Mantel-Cox) 236 1 627
miR-21-Expression = I p 1 91 7% Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fir die
Median ' verschiedenen Stufen von miR-21-Expression im Primarius
Gesamt 96 9 87 90,6% aufgeteilt nach Median.

Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

Mittelwert? Median

. § L 95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
miR-21-Expression im
Primarius aufgeteilt nach Standardfehle Untere Standardfehle Untere
Median Schatzer r Grenze Obere Grenze | Schatzer r Grenze Obere Grenze
miR-21-Expression ==
Medi;n g 8,220 1,313 5,647 10,793 7,658
miR-21-Expression =
Median 13,938 1,663 10,893 16,983
Gesamt 12,008 1,468 9,222 14,975

a. Die Schitzung ist auf die l&ngste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist.
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Abbildung 10

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

miR-181a-Expression im R— Zensiert Gesamtvergleiche
Primarius aufgeteilt nach nzahl der spTR—
Median Gesamtzahl Ereignisse M Prozent _ Freineitsgrad .
- —— Chi-Quadrat e Sig.
miR-181a-Expression == 18 1 47 97 9%
Median ' Log Rank (Mantel-Cox) 2,857 1 09
miR-181a-Expression > 48 8 40 83.3% Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fir die
Median ' § R R R . . "
verschiedenen Stufen von miR-181a-Expression im Primarius
Gesamt 96 9 a7 90,6% aufgeteilt nach Median.
Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
Mittelwert® Median
) o 95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
mik-181a-Expression im
Primarius aufgetailt nach Standardfehle Untere Standardfehle Untere
Median Schatzer r Grenze Obere Grenze | Schatzer r Grenze Ohbere Grenze
miR-181a-Expression ==
Median g 7,697 164 7,376 8,019
miR-181a-Expression =
Median p 10,878 1,658 7,629 14,128
Gesamt 12,089 1,468 9,222 14,975
a. Die Schitzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist.
Abbildung 12
Zusammenfassung der Fallverarbeitung
miR-210-Expressionim Zensiert Gesamtvergleiche
Primarius aufgeteilt nach Anzahl der —
Median Gesamizahl Ereignisse M Prozent . Freiheitsarad .
miR-210-Expression == 18 1 47 97 9% Chi-Quadrat e Sig.
Median ' Log Rank (Mantel-Cox) 2,606 1 106
mﬂdégn-Expressmn > 18 5 10 | 833% Test auf Gleichheit der Oberlebensverteilungen fir die
verschiedenen Stufen von miR-210-Expression im Primarius
Gesamt 96 ] a7 90,6% aufgeteilt nach Median.
Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
Mittelwert? Median
‘oA i 95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
miR-210-Expression im
Primarius aufgeteilt nach Standardfehle Untere Standardfehle Untere
Median Schatzer r Grenze Ohere Grenze | Schatzer r Grenze Ohere Grenze
miR-210-Expression ==
Medi;n P 7647 164 7,376 8,019
miR-210-Expression =
Median P 11,069 1,615 7,904 14,234
Gesamt 12,089 1,468 9,222 14,975
a. Die Schatzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist.
Abbildung 14
Zusammenfassung der Fallverarbeitung
miR-375-Expression im Anzahi d Zensiert Gesa rgleiche
Primarius aufgeteilt nach nzahl der Freiheitsgrad
i reigni M Prozent . .
Mg;@r;s - : Gesamtzahl Ereignisse rozen Chi-Quadrat o Sig.
miR-375-Expression <=
Median 48 4 44 917% Log Rank (Mantel-Cox) 020 1 885
miR-375-Expression = 45 5 43 85 6% Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die
Median ! - i i - inm i i i
verschiedenen Stufen von miR-375-Expression im Primarius
Gesamt 96 9 87 90,6% aufgeteilt nach Median.
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Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

Mittelwert? Median
. o 95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
miR-375-Expressionim
Primarius aufgeteilt nach Standardfehle Untere Standardfehle Untere
Median Schatzer r Grenze Obere Grenze | Schatzer r Grenze Obere Grenze
miR-375-Expression ==
Median 13,143 1,017 9,386 16,898
miR-375-Expression =
Median 10,638 1,818 7,660 13,615
Gesamt 12,009 1,468 9,222 14,875
a. Die Schatzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist.
Abbildung 15
Zusammenfassung der Fallverarbeitung
mMiR-210-Expression im At Zensiert Gesamtvergleiche
Primarius aufgeteilt nach nzahl der S T p—
Tn?;ﬁ:[]-Exm-ession <= S e . proeen! Chi-Quadrat FlElhE;thlad Sig.
Median 48 3 45 | 938% Log Rank {Mantel-Cox) 5,266 1 022
miR-210-Expression > 4 18 12 66.7% Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fir die
Median ' verschiedenen Stufen von miR-210-Expression im Primarius
Gesamt 96 19 77 80,2% aufgeteilt nach Median.
Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
Mittelwert? Median
. o 95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
miR-210-Expressionim
Primarius aufgeteilt nach Standardfehle Untere Standardfehle Untere
Median Schétzer r Grenze Obere Grenze | Schatzer r Grenze Obere Grenze
miR-210-Expression <= .
Median 5,451 145 5,166 5735 5622 000
miR-210-Expression = . -
Median 5227 JGBB 3,878 6,576 6,441 1,833 2,848 10,034
Gesamt 5,764 600 45493 6,946 6,441 1,543 3416 9,466
a. Die Schatzung ist auf die [dngste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist.
Abbildung 22
MiRNA-Expression 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-9-Expression im G1 0,18946 0,37802 0,50983
Primarius G2 0,22000 0,39956 1,04169
G3 0,33547 0,80001 3,31882
miR-10b-Expression im G1 6,18139 7,77898 11,98404
Primarius G2 4,24972 6,71038 9,03311
G3 2,05801 3,88047 6,82476
miR-181a-Expression im G1 0,89377 1,90536 3,03027
Primarius G2 1,25200 1,57628 2,17819
G3 1,47803 2,33971 3,52469
miR-210-Expression im G1 0,17999 0,29227 0,60374
Primarius G2 0,17497 0,38141 0,49411
G3 0,43961 0,65433 1,21486
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Abbildung 23
MiRNA-Expression 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-21-Expression im T1 0,25718 0,49185 0,78075
Primarius T2 0,43565 0,69326 1,05947
T3 0,57624 0,78494 1,04429
Abbildung 24
MiRNA-Expression 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-9-Expression im ER-negativ 0,65233 1,31816 11,73670
Primarius ER-positiv 0,19541 0,41397 1,13464
miR-10b-Expression im ER-negativ 1,31518 3,19490 5,34215
Primarius ER-positiv 3,47222 6,50785 9,56400
miR-210-Expression im ER-negativ 0,62132 0,97262 2,25659
Primarius ER-positiv 0,19819 0,40826 0,59013
miR-375-Expression im ER-negativ 0,04879 0,16870 0,60510
Primarius ER-positiv 0,19311 0,54130 1,14412
Abbildung 25
MiRNA-Expression 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-9-Expression im PR-negativ 0,56377 1,25548 3,52068
Primarius PR-positiv 0,18946 0,35717 0,69435
miR-10b-Expression im PR-negativ 2,12272 4,15953 7,02847
Primarius PR-positiv 3,59496 6,50785 8,88022
miR-210-Expression im PR-negativ 0,31471 0,55684 1,01064
Primarius PR-positiv 0,19981 0,40826 0,59688
miR-181a-Expression im PR-negativ 1,56156 2,50391 3,71333
Primarius PR-positiv 1,24783 1,67921 2,56452

Abbildung 26
MiRNA-Expression

25%-Quantil  Median

75%-Quantil

miR-9-Expression im
Primarius

HER2 negativ

HER2 positiv

0,19541

0,65126

0,41397

0,83619

1,28848

2,27283
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Abbildung 27
MiRNA-Expression 25%-Quantil  Median 75%-Quantil
miR-10b-Expression im kein Lokalrezidiv 3,60274 6,18139 8,88022
Primarius
Lokalrezidiv 1,87976 3,27785 6,12918
miR-181a-Expression im kein Lokalrezidiv 1,23932 1,69673 2,58948
Primarius
Lokalrezidiv 2,02884 2,84927 4,74729
miR-210-Expression im kein Lokalrezidiv 0,19658 0,40742 0,59688
Primarius
Lokalrezidiv 0,51120 1,18714 452123
Abbildung 28
MiRNA-Expression | 25%-Quantil Median 5%-Quantil
miR-375-Expression im T1 0,04879 0,12521 0,29123
Primarius T2 0,99060 1,21260 1,62569
Abbildung 29
miRNA-Expression | 25%-Quantil  Median 75%-Quantil
miR-9-Expression im PR-negativ 0,54597 2,02235 3,11202
Primarius PR-positiv 0,09323 0,20593 0,89803
Abbildung 30
MiRNA-Expression 25%-Quantil  Median 75%-Quantil
miR-181a-Expression im HER2 negativ 2,33250 3,26905 4,76649
Primarius
HER?2 positiv 0,96694 1,19372 1,42050
Abbildung 31
MiRNA-Expression | 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-375-Expression im ER-negativ 0,01309 0,02126 0,08413
Lokalrezidiv ER-positiv 0,14909 1,55084 1,93331
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Abbildung 32
MiRNA-Expression | 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-210-Expression im kein DCIS 0,43809 4,36811 4,94705
Lymphknoten DCIS 0,19759 0,25832 0,53915
Abbildung 33
MiRNA-Expression | 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-375-Expression im keine LIN 0,01723 0,09469 0,18978
Lymphknoten LIN 0,68962 0,74381 6,17912
Abbildung 34
MiRNA-Expression 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-10b-Expression im T1 1,42190 2,56997 4,10187
Lymphknoten T2 3,90570 6,13580 9,49935
T3 3,93121 6,82903 6,93732
Abbildung 35
MiRNA-Expression 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-9-Expression im G1 0,15380 0,21507 0,27778
Lymphknoten G2 0,13279 0,21701 0,42679
G3 0,55234 0,90841 2,71094
miR-375-Expression im G1 0,07970 0,14218 0,14228
Lymphknoten G2 0,13749 0,51866 2,05494
G3 0,00937 0,03694 0,08895
Abbildung 36
MiRNA-Expression 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-9-Expression im ER- 0,59697 1,19594 11,10697
Lymphknoten negativ
ER- 0,17760 0,32992 0,72392
positiv
miR-375-Expression im ER- 0,00278 0,03579 0,06169
Lymphknoten negativ
ER- 0,04432 0,14558 0,74381
positiv
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Abbildung 37
MiRNA-Expression 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-9-Expression im PR- 0,43333 1,18935 3,93841
Lymphknoten negativ
PR- 0,13279 0,22634 0,50772
positiv
miR-375-Expression im PR- 0,01094 0,04931 0,09848
Lymphknoten negativ
PR- 0,05990 0,18118 0,74381
positiv
Abbildung 38
A
MiRNA- 25%-Quantil Median 75%-Quantil
Expression
miR-210-Expression keine 0,28027 0,37852 0,43609
im Lokalrezidiv adjuvante
Chemotherapie
adjuvante 0,77079 1,11040 2,07586
Chemotherapie
B
MiRNA-Expression 25%-Quantil Median 75%-Quantil
miR-10b-Expression im keine 2,20117 2,75679 3,43380
Lokalrezidiv endokrine
Therapie
endokrine 4,22993 6,65262 11,35200
Therapie
C
MiRNA- 25%-Quantil Median 75%-Quantil
Expression
miR-21-Expression im keine 0,45898 0,57952 0,92466
Lokalrezidiv Trastuzumab-
Gabe
Trastuzumab- 1,33182 2,24491 3,15800
Gabe
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8.6 Danksagung

(in der elektronischen Version entfernt)
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8.7 Lebenslauf

(in der elektronischen Version entfernt)
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