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1 Einleitung 
Das triple-negative Mammakarzinom (TNBC) zeichnet sich dadurch aus, dass weder 

Progesteron (PR)-, Östrogen (ER)- noch HER2/neu (human epidermal growth factor 

receptor 2)-Rezeptoren vermehrt exprimiert werden, welche als Charakteristika anderer 

Formen von Brustkrebs gelten und Zielstrukturen bereits etablierter Therapien darstellen 

(1). Progesteron-, Östrogen- und HER2/neu-positive Tumoren weisen luminale 

Genexpressionsmuster auf, wohingegen TNBC-Tumoren sowohl luminale als auch 

basale Muster aufweisen (2). Die Prävalenz des TNBC liegt bei circa 10-15% (3) aller 

Brustkrebserkrankungen und ist durch eine schlechte Prognose und schlechteres 

Gesamtüberleben (3), besondere Aggressivität und einer höheren Inzidenz bei jungen 

und insbesondere afro-amerikanischen, afrikanischen und lateinamerikanischen Frauen 

gekennzeichnet (1, 3, 4). Das 5-Jahres-Überleben beläuft sich auf ca. 77% im Vergleich 

zu ca. 93% bei anderen Brustkrebsarten (5). Außerdem werden früh auftretende Rezidive 

(10-15% pro Jahr, im Vergleich zu 3-5% bei anderen Formen von Brustkrebs) (5), 

bestimmte Genmutationen (z. B. BRCA1), und ein fortgeschrittenes Stadium bei 

Erstdiagnose mit dieser bestimmten Form des Brustkrebs in Verbindung gebracht (1). 

Weitere Auffälligkeiten bei Erstdiagnose sind größere Primärtumoren, bereits befallene 

axiale Lymphknoten und schlechter ausfallende Prognoseindizes (3).  Die Tumoren 

metastasieren überwiegend in Lunge, Leber und das zentrale Nervensystem (3). Das 

triple-negative Mammakarzinom weist verschiedene Subtypen auf (“Basal like (BL)-1”, 

“BL-2”, “immune-modulatory”, “luminal androgen receptor”, “mesenchymal”, 

“mesenchymal/stem like subtype” und “claudin low subtype”), die ein Ausdruck des hohen 

Maßes an Heterogenität dieser Erkrankung sind (6, 7). Die molekulare Charakterisierung 

dieser Subtypen wurden von einigen Forschern u.a. mithilfe von Genexpressionsanalysen 

(GEP = “gene expression profiles”) vorgenommen. Für die Forschung nach einer 

geeigneten spezifischen, individuellen Therapie spielt die Unterscheidung in diese 

Subgruppen eine große Rolle (3). Aufgrund dieser ausgeprägten Heterogenität zeigt es 

sich als schwierig geeignete, effektive Behandlungen zu etablieren. Die Therapie der 

ersten Wahl besteht aktuell aus einer neoadjuvanten Chemotherapie (auch adjuvant 

angewandt), einer darauffolgenden Operation (partielle bzw. vollständige Mastektomie) 

und einer anschließenden Radiotherapie, sowie ggf. einer postneoadjuvanten Therapie 

(8). Die Tumoren des triple-negativen Mammakarzinoms weisen, aufgrund von 
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genetischen Veränderungen, eine gewisse Immunogenität auf, was eine Immunantwort 

des körpereigenen Immunsystems zur Folge hat (8, 9). Es kommt zu einer Infiltration des 

Tumors mit Immunzellen und einer entsprechenden Immunantwort des Körpers (5). Somit 

liegt die Erforschung einer bisher noch nicht etablierten, targetspezifischen Therapie nahe 

und ist deshalb Gegenstand aktueller Forschung, wie auch dieser Arbeit. Das Ziel des 

Projekts ist die Identifizierung von tumorspezifischen, immunogenen Antigenen als 

therapeutische Zielstruktur bei triple-negativem Mammakarzinom. 

Im Vorfeld wurde die Spezifität zirkulierender Antikörper in Blutproben von 36 TNBC-

Patientinnen mittels Phage Display durch TRON Mainz analysiert. Anhand der Analyse 

wurden Antikörper gegen zwei Antigenstrukturen der Moleküle KDM5B und CBX5 

identifiziert, deren Konzentration im Blut der TNBC-Patientinnen erhöht war, nicht jedoch 

im Blut von gesunden Probandinnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels 

immunhistochemischer Färbung an 36 zu den analysierten Blutproben 

korrespondierenden TNBC-Paraffinschnitten untersucht, ob und wie stark die 

entsprechenden Antigene in den Tumoren des genannten Kollektivs exprimiert werden. 

Eine Auswertung der gefärbten Schnitte wurde mittels des immunreaktiven Scores (IRS) 

vorgenommen. Durch diesen Score konnte eine Aussage über die Farbintensität und den 

Anteil positiver Zellen und somit über die Expression des detektierten Antigens getroffen 

werden. Des Weiteren wurden statistische Tests zur Aufdeckung bestehender 

Korrelationen der Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen mit Daten eines 

bereits bestehenden Follow-ups durchgeführt. Hierbei sollen für diese Arbeit folgende 

wichtige Fragestellungen beantwortet werden: Sind die Antigene CBX5 und KDM5B in 

den korrespondierenden TNBC-Paraffinschnitten nachweisbar und in welcher 

Ausprägung? Gibt es eine Korrelation zwischen Antigenexpression und Tumor, bezüglich 

seiner Größe, seiner Metastasierung oder des Lymphknotenbefalls? Hängt die 

Expression mit dem Alter und dem kumulativen Überleben der Patientinnen zusammen? 

Hat der Grad der Expression der Antigene einen Einfluss auf die Aspekte der 

Tumorprogression?  

Die Proteine CBX5 und KDM5B spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der 

Genexpression, sodass der Einfluss auf eine Tumorentstehung bei einer Dysfunktion der 

Proteine naheliegt. Somit stellt diese Arbeit einen Baustein für die Identifizierung von 

CBX5 und KDM5B als potenzielle therapeutische Zielstrukturen dar.  
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2 Literaturdiskussion 
2.1 Zielgerichtete Therapien beim triple-negativen Mammakarzinom 

Im Folgenden wird die aktuelle Forschung bezüglich des triple-negativen 

Mammakarzinoms, insbesondere zielgerichteter Therapien, dargestellt. Im Allgemeinen 

gibt es zahlreiche Moleküle, die Einfluss auf die Entstehung und Progression des triple-

negativen Mammakarzinoms haben und Ansatzpunkte für zielgerichtete Therapien sind. 

In den folgenden Kapiteln werden einige von ihnen diskutiert. Eine umfassende 

Zusammenfassung liefert Alam et al. (10, 11). Eine Übersicht über aktuelle 

Therapiemöglichkeiten bietet Yin et al. (12), sowie Borri et al. (13) und Bianchini et al (14).  

2.1.1 Biomarker 

Studien konnten zeigen, dass Androgen-Rezeptor (AR)-positive TNBC-Patientinnen1 ein 

besseres Outcome haben, als Androgen-Rezeptor-negative TNBC-Patientinnen. 

Immunhistochemische Untersuchungen zeigten eine Expression von AR bei TNBC 

zwischen 10 und 90%. AR-positive-Patientinnen wiesen eine Risikoreduktion einer 

Tumorprogression oder zu sterben um 48% auf im Vergleich zu AR-negativen 

Patientinnen. Eine Korrelation zum Gesamtüberleben konnte jedoch nicht gezeigt werden. 

Außerdem verhalten sich AR-positive Tumoren resistenter gegenüber Chemotherapien. 

Therapien mit Antiandrogenen, wie z. B. Bicalutamid und Enzalutamid, konnten die 

klinische Benefitrate in Studien erhöhen (3). 

 

Besonders microRNAs, sowie lncRNAs (“long non-coding RNAs”) konnten in Studien als 

potenzielle Biomarker präsentiert werden. microRNAs enthalten nur wenig Nukleotide und 

spielen eine Rolle bei der Regulierung der Expression von Genen. Für TNBC wurden vor 

allem miRNAS der miR-34-Gruppe (miR-34a, miR-34b, miR-34c) als Biomarker 

untersucht. Nachdem festgestellt wurde, dass miR-34a als Tumorsuppressor agiert und 

somit eine negative Wirkung auf das Tumorwachstum hat, Zellzyklusarrest und Apoptose 

einleitet und die Zellteilung stoppt, wurde eine liposomale Kopie, MRX34, zur 

zielgerichteten Therapie entwickelt und wird aktuell erprobt. Es konnte herausgefunden 

werden, dass z. B. die lnc-RNA “Long non-coding RNA in non-homologous end joining 

pathway 1” (LINP1) die DNA-Reparatur bei DNA-Doppelstrangbrüchen unterstützt, 

 
1 Die im gesamten Text verwendete weibliche Form bezieht auch die männliche Form mit ein. 
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woraus geschlussfolgert wurde, dass eine Blockierung dieses Moleküls eine 

Sensitivierung für Radiotherapie zur Folge haben könnte. Weitere miRNAs und lncRNAs 

werden bezüglich ihrer Eigenschaften und Eignung zur Therapie in der aktuellen 

Forschung untersucht (3). 

Weitere Moleküle, die aktuell als potentielle Biomarker untersucht werden, sind ctDNA 

(“plasma circulating tumor dna”), “circulating tumor cells” (CTC), “DNA methylation loci”, 

Notch-Rezeptoren und der Phosphoinositid 3-kinase-“(PI3K)/protein kinase B 

(AKT)/mammalian target of rapamycin (mTOR)-dependent-Signalweg” (3). 

2.1.2 Zytostatika 

Die Therapie des TNBCs bestand in den USA in den letzten 40 Jahren aus verschiedenen 

Chemotherapien. Anthracycline in den 1970ern, Gemcitabine, Vinorelbine und Taxane in 

den 1990er Jahren, sowie Capecitabine und Nab-paclitaxel in den Jahren von 2000-2009. 

Ab dem Jahr 2010 kamen Medikamente wie Carboplatin/Cisplatin (BRCA+) und Eribulin 

hinzu (5). Heutzutage gilt eine Zytostatika-Therapie bei TNBC mit Anthrazyklinen und 

Taxanen als Grundlage für eine adjuvante oder primäre Chemotherapie und platinhaltige 

Chemotherapeutika bei einer neoadjuvanten Indikation (15). 

2.1.3  Zerstörung der Zellkernfunktionen 

Auch der Transkriptionsfaktor p53 spielt eine Rolle in der bisherigen TNBC-Forschung. 

Das Protein wird bei beschädigter DNA stärker exprimiert und führt zum Arrest der Zelle, 

bis der Defekt repariert ist oder die Zelle in Apoptose geht. Somit unterdrückt es 

normalerweise die Tumorzellentstehung. Ein mutiertes p53-Gen tritt bei circa 30% aller 

Brustkrebsarten und in circa 80-90% bei TNBC auf und führt zu einer Fehlfunktion des 

p53-Proteins zugunsten des Tumorwachstums. Die Unterdrückung des Wachstums wird 

aufgehoben, die Zellen proliferieren und gelangen nicht in Apoptose. Hierbei wird 

zwischen einer missense Mutation (geringe bis hohe Expression) und einer Deletion 

(keine Expression) des Gens unterschieden, wobei die missense Mutation mit einer 

geringen Expression eine schlechtere Prognose als eine missense Mutation mit einer 

hohen Expression des p53-Gens zeigte (“5-years-DRFS [=distant recurrence-free 

survival]: low vs high, 50.0% vs 87.8%” (3)). Die Deletion wiederum konnte nicht mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert werden. Eine hohe p53-Expression bei N0-TNBC-

Patientinnen zeigte ein signifikant höheres Gesamtüberleben als bei geringer p53-

Expression (3).  
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Einen Ansatz für eine zielgerichtete Therapie zeigte u. a. (16) der Mechanismus des 

Moleküls PRIMA-1/ PRIMA-1MET (methyliertes PRIMA-1 (“p53 reactivation and induction 

of massive apoptosis”)), das an das mutierte p53-Protein bindet, eine Reaktivierung des 

Proteins induziert und dieses daraufhin wieder eine Apoptose einleiten kann (3). Wang et 

al. stellten fest, dass eine Inhibition der Histon-Demethylase KDM5B eine erhöhte p53-

Konzentration und eine vermehrte Apoptoserate von Brustkrebszellen zur Folge hat (17). 

2.1.4  Signaltranduktionshemmung 

Tyrosinkinasen wie EGFR (“epidermal growth factor receptor”) und c-KIT, die in TNBC 

möglicherweise ebenfalls stärker exprimiert werden oder mutiert vorliegen, sind mit einer 

schlechteren Prognose (EGFR), kürzerem Gesamtüberleben (EGFR, c-KIT), höherem 

Grading (EGFR) und Metastasierung (EGFR) assoziiert. Wobei sich die Ergebnisse der 

Studien stark unterscheiden und die Thematik kontrovers diskutiert wird. Eine Therapie 

mit Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) ist naheliegend, jedoch konnte bisher weder eine TKI-

Therapie noch eine Therapie mit monoklonalen Antikörpern signifikante Ergebnisse 

erzielen (EGFR) (17). 

2.1.5 Immuntherapie 

Die Erforschung einer zielgerichteten Therapie im Sinne einer Immuntherapie gegen 

Brustkrebs wurde erst in den letzten Jahren forciert, da lange Zeit davon ausgegangen 

wurde, dass diese Krebsart keine ausreichende Immunogenität aufweise. Ende 2019 gab 

es insgesamt ca. 300 klinische Studien, die sich mit Immuntherapien bei TNBC, 

überwiegend bereits metastasiert, beschäftigten. Davon befanden sich die meisten in 

Phase 1 und 2 (5).  

 

Mittlerweile ist jedoch klar, dass TNBC, aufgrund vermehrt auftretender somatischer 

Mutationen, Neoantigene und einer erhöhten Expression von Immuncheckpoint-Genen, 

eine hohe Immunogenität aufweist, insbesondere im Vergleich zu anderen Formen von 

Brustkrebs. Ebenso konnten Transkripte bestimmter Immunzell-Proteine und 

tumorinfiltrierende Lymphozyten (TILs) als prognostische und prädiktive Marker 

identifiziert werden. Eine erhöhte Konzentration an TILs in TNBC-Tumoren wird u.a. mit 

einer besseren Prognose und einem besseren Ansprechen auf neoadjuvante 

Chemotherapie in Verbindung gebracht. Es wurden jedoch ebenso inverse Korrelationen 

zwischen dem Auftreten somatischer Mutationen und immuninfiltrierenden Zellen 
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beobachtet. In diesem Bereich besteht also weiterhin Forschungsbedarf, um die 

Bedeutung der unterschiedlichen Ausprägungen aufzuklären (18).  

 

Im Bereich der zielgerichteten Therapie begann die Forschung zunächst mit PARP-

Inhibitoren, wie Talazoparib (5). PARP-Inhibitoren hemmen das Enzym Poly(ADP-ribose)-

Polymerase (PARP), das wiederum eine wichtige Rolle in der DNA-Reparatur spielt, 

indem es Einzelstrangbrüche erkennt und die DNA-Reparatur, insbesondere 

Basenexzisionsreparaturen, mit Hilfe von mono-/poly-ADP-Ribosylierung initiiert. Hierfür 

benötigt es Nicotinamid (NAD+) als Substrat, dessen Bindestelle am Enzym durch einen 

PARP-Inhibitor (PARPi) blockiert und somit die Funktionalität des Enzyms eingeschränkt 

wird. Aus nicht-reparierten Einzelstrangbrüchen resultieren im weiteren Verlauf 

Doppelstrangbrüche. In BRCA-mutierten Zellen führt dies zu einer Apoptose der Zelle, 

nicht aber in nicht-BRCA-mutierten Zellen (19). PARP-Inhibitoren sind deshalb in Zellen 

(Tumoren) mit einer BRCA-Mutation effektiver, was zu einer EU-weiten Zulassung der 

Medikamente Talazoparib (2019) (20) und Olaparib (2019) (21) bei einer zusätzlichen 

BRCA1/2-Mutation führte. Dadurch kann aber nur eine kleine Subgruppe von Brustkrebs, 

bzw. TNBCs behandelt werden (19). Eine Therapie mit Talazoparib zeigte im Vergleich 

zur Standardtherapie mit Capecitabin, Eribulin, Gemcitabin und Vinorelbin ein längeres 

progressionsfreies Überleben (“progression-free survival” (PFS)), ein längeres medianes 

Gesamtüberleben (“median overall survival”) und ein komplettes Verschwinden aller 

bekannten Tumorparameter bei 5,5% aller Patientinnen (“complete response” (CR)). 

Außerdem führte die Therapie mit PARP-Inhibitoren zu einem besseren Outcome 

bezüglich der Lebensqualität (Studie Embraca) (22). Studien mit Olaparib (Studie 

Olympiad) (23) zeigten ähnliche Ergebnisse (5). Die Kombination von PARP-Inhibitoren 

mit Checkpoint-Inhibitoren ist Gegenstand aktueller Forschung (24). 

 

Die Erforschung von Checkpoint-Inhibitoren wie CTLA-4-Inhibitoren (“cytotoxic T-

lymphocyte-associated Protein 4”) und PD-1-Inhibitoren (“programmed cell death protein 

1”), die beim Malignen Melanom und Lungenkarzinom bereits vielversprechend waren, 

zeigten im Einsatz gegen Brustkrebs zunächst keine relevanten Ergebnisse (5). Weitere 

Forschungen ergaben, dass PDL-1 (“programmed cell death 1 ligand”), ein Ligand, der an 

den PD-1-Rezeptor auf der Oberfläche von aktivierten T-Zellen bindet, auch in TNBC stark 

exprimiert wird und potenziell als prädiktiver Marker bei fortgeschrittenem TNBC genutzt 

werden kann (5, 18). Der durch die Bindung ablaufende PD1/PDL1-Pathway führt zu einer 
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Unterdrückung der T-Zell-vermittelten Immunreaktion (5). Tumoren machen sich die 

Unterdrückung des körpereigenen Immunsystems zunutze, indem sie viel PDL-1 

exprimieren. Durch die Hemmung des PDL-1 wird das Immunsystem somit wieder 

aktiviert (5). PDL-1 gilt mittlerweile als wichtigster Immuncheckpoint bei Brustkrebs, und 

zeigte vielversprechende therapeutische Ergebnisse bei fortgeschrittenem Stadium in 

Kombination mit Chemotherapie oder PARP-Inhibitoren. Die Effektivität in frühem 

Stadium ist Gegenstand aktueller Forschung (18). Die Behandlung mit PDL-1-Inhibitoren 

kann jedoch im Rahmen von Autoimmunreaktionen gravierende Nebenwirkungen, wie z. 

B. Entzündungen der inneren Organe (Hypophysitis, Colitis, Thyreoiditis, Hepatitis), 

verursachen, die lebensbedrohlich sein können (18, 25). Pembrolizumab, ein PD-1-

Inhibitor, wurde in Kombination mit Chemotherapie bereits im Juli 2021 von der FDA 

(“Food and Drug Administration”) als Therapie für Patientinnen mit “high-risk” TNBC 

genehmigt (14). Auch in Deutschland ist Pembrolizumab zugelassen und in der Leitlinie 

etabliert (26). Ebenso wurde der PDL-1-Inhibitor Atezolizumab in der Kombination mit 

Nab-Paclitaxel, ein Taxan, bei nicht resezierbarem, da lokal fortgeschrittenem, oder 

metastasiertem Tumor zugelassen (24). 

 

Ein weiteres Target für Immuncheckpoint-Inhibitoren ist das CTLA-4. Hierbei handelt es 

sich um einen Rezeptor auf den Oberflächen von aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen, 

der wiederum eine inhibierende Wirkung auf T-Zellen hat. Der Effekt von PD-1-Inhibitoren 

(Pembrolizumab, Nivolumab, Atezolizumab (27) u. a.), PDL-2-Inhibitoren (Durvalumab, 

Atezolizumab) und CTLA-4-Inhibitoren (Ipilimubab, Tremelimumab) und anderen 

Checkpoint-Inhibitoren, wie z. B. IMP321, BTLA, VISTA, TIM3 und CD47 (5), in 

Kombination mit verschiedenen Chemo- und Radiotherapien, ist Gegenstand der 

aktuellen TNBC-Forschung (28). 

 

VEGF (“vascular endothelial growth factor”) spielt eine wichtige Rolle bei der Angiogenese 

des Tumors. In ca. 30-60% der TNBC-Patientinnen wird das VEGF-Gen stärker exprimiert 

und ist außerdem mit einer schlechteren Prognose und Überleben assoziiert. Für die 

verstärkte Expression sind vor allem Hypoxie, Stickstoffmonoxid, Onkogene und 

Tumorsuppressorgene verantwortlich. Es existiert bereits eine Antikörpertherapie mit 

Bevacizumab, die gegen das VEGF-Antigen gerichtet ist. Auch wenn die Ansprechraten 

durch die Therapie nachweislich stiegen, konnten entsprechende Studien keinen 

signifikanten Unterschied im Gesamtüberleben feststellen (3). 
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Weitere immuntherapeutische Ansätze bestehen in der Entwicklung von Impfstoffen mit 

tumorspezifischen Antigenen oder Viren (29), um das körpereigene Immunsystem 

sensibler gegen den Tumor zu machen. Hierbei stellt die Instabilität des TNBC-Genoms 

eine Problematik dar (28). 

 

Ziel ist es die Antigenpräsentierung mittels Impfung zu optimieren. Bisher zeigten sich 

Ansätze in der Impfstoffforschung bei Brustkrebs als nicht besonders effektiv. Die als 

Zielstruktur forcierten Tumorantigene, wie z. B. HER-2, sind dem Immunsystem bereits 

bekannt, woraus eine geringe Immunantwort resultiert. Erfolgsversprechender sind 

hingegen Neoantigene, detektiert durch “Next Generation Sequencing” (NGS), die dem 

Immunsystem noch nicht in dem Maße bekannt sind und somit zu einer ausreichenden 

Immunreaktion führen können. Es gibt Ansätze das Immunsystem mit besonders 

immunogenen, individuellen Neoantigenen mittels RNA-Impfstoffen zu aktivieren und 

somit z. B. eine Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren effektiver zu machen (18). Die 

Tumorantigene CBX5 und KDM5B, die den experimentellen Schwerpunkt dieser Arbeit 

darstellen, könnten möglicherweise solche Neoantigene darstellen und als Zielstrukturen 

einer targetspezifischen Therapie dienen. 

 

Eine neuartige Therapieoption stellen ADCs (“Antibody-drug conjugates”) dar. Es handelt 

sich hierbei um einen rekombinanten monoklonalen Antikörper, der mit einer 

zytotoxischen Komponente verlinkt ist, somit nur spezifisch Krebszellen angreift und 

gesunde Zellen verschont. Angriffspunkte sind beispielsweise TROP2 (“tumor-associated 

calcium signal transducer 2”) und der Zinktransporter ZIP6, Transmembranproteine, die 

sich auch in TNBC-Zellen befinden (14).  

 

Große Unterschiede in atypischen Mustern klinischer Ansprechraten und die damit 

einhergehende variierende Effektivität der Therapie stellen die Forschung für zukünftige 

Therapiekonzepte und klinisch praktizierende Ärzte und Ärztinnen bei der Wahl der 

richtigen Therapie für jedes Individuum vor eine große Herausforderung. Weitere noch 

nicht ausreichend erforschte Hürden der Immuntherapie sind unerwünschte 

Nebenwirkungen durch die Hochregulierung des Immunsystems, und der Umgang mit 

diesen. Außerdem zeigten Studien, dass eine Immuntherapie, die zusätzlich zu einer 

Chemotherapie eingesetzt wurde, die Nebenwirkungen der Chemotherapie erhöhen 

können, was ein zusätzliches und weitreichenderes Monitoring erfordert (5). Letztlich wird 



Literaturdiskussion 

9 

 

in der TNBC- Forschung große Hoffnung auf die Immuntherapie gesetzt – der große 

Durchbruch blieb aber bisher aus (28). Ziel weiterer Studien sollte es sein das Mikromilieu 

der Tumoren besser zu verstehen und neue Biomarker zu identifizieren (5). 

Grundlagenforschung im Labor, wie auch für diese Arbeit, bieten sich hierfür an. 

 

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde die Spezifität zirkulierender Antikörper in Blutproben von 

36 TNBC-Patientinnen mittels Phage Display analysiert. Bei diesem Verfahren werden 

bestimmte Peptide auf der Oberfläche von Bakteriophagen präsentiert. Hierfür wird die 

DNA eines bestimmten Peptids mit der eines Phagenhüllproteins verknüpft und in die DNA 

des Bakteriophagen integriert. Somit synthetisiert der Bakteriophage ein moduliertes 

Phagenhüllprotein und transportiert dieses an seine Oberfläche, um es dort zu 

präsentierten. Eine Wiederholung dieses Vorgangs mit Millionen verschiedener Proteine 

führt zu einer Bakteriophagen-Bibliothek mit entsprechender Diversität. Anschließend 

werden beim sog. “Biopanning-Verfahren” (Nobelpreis für Chemie 2018) die Antikörper 

aus dem Blut der TNBC-Patientinnen immobilisiert und mit der Phagen-Bibliothek 

inkubiert. Die passenden Bakteriophagen binden mit ihren modulierten 

Phagenhüllproteinen an den entsprechenden Zielmolekülen, den Antikörpern; die nicht-

passenden werden im folgenden Waschvorgang entfernt. Die übrig gebliebenen 

Bakteriophagen werden eluiert, in Bakterien amplifiziert und vermehrt und für eine weitere 

Selektionsrunde verwendet. Durch viele aufeinander folgende Selektionsrunden kann 

eine hohe Affinität zu den Bindungspartnern sichergestellt und die Antikörper im Blut 

identifiziert werden, indem ihre Aminosäuresequenz mit einer Proteinsequenzdatenbank 

(“NCBI blastp program”) verglichen wird (30). Es zeigte sich, dass insbesondere 

Antikörper, die gegen die Antigene KDM5B und CBX5 gerichtet sind, in den Blutproben 

nachweisbar waren. 

In der zweiten Phase, deren Schwerpunkt diese Arbeit darstellt, wurden die Antigene 

KDM5B und CBX5 an korrespondierenden TNBC-Paraffinschnitten immunhistochemisch 

detektiert. Die Genprodukte KDM5B und CBX5 sind auch unter JARID1B und HP1α 

bekannt. In dieser Arbeit werden überwiegend die Bezeichnungen KDM5B und CBX5 

verwendet. 
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2.2 CBX5 und KDM5B 

2.2.1  CBX5 

Bisher sind acht Subtypen der CBX-Proteine (CBX1-8), auch bezeichnet als Chromobox 

protein family, bekannt und werden in zwei Gruppen aufgeteilt: CBX2, CBX4, CBX6, CBX7 

und CBX8 sind Bestandteile des polycomb repressive complex 1 (PRC 1), der wiederum 

als einer von drei enzymatischen Komplexen zur Polycomb group (PcG) gezählt wird. 

CBX1, CBX3 und CBX5 gelten als Isoformen des Heterochromatin-Protein 1 (HP1) (31, 

32). 

Die PcG spielt eine wichtige Rolle bei der epigenetischen Modifikation und der Regulation 

der Transkription, insbesondere in der embryonalen Entwicklung, der Differenzierung von 

Stammzellen und der Gewebshomöostase. Es ist bereits bekannt, dass eine Dysfunktion 

des Komplexes zu verschiedensten Malignitäten führen kann. Bei den drei Komplexen 

handelt es sich um das bereits genannte PRC1, PRC2 und polycomb repressive 

deubiquitinase (PR-DUB). PRC1 sind Ubiquitinligasen, die das Lysin 119 des Histons H2A 

monoubiquitinieren, durch Ubiquitinierung zur Verdichtung des Chromatins beitragen und 

direkt in die Transkription eingreifen. PR-DUB hat die gegenteilige Funktion, indem es das 

Lysin 119 des Histons H2A deubiquitiniert. PRC2 sind Methyltransferasen, die das Lysin 

27 des Histons H3 mono-, di- und trimethylieren. Durch gegenseitige Aktivierung können 

Signale zur Transkriptionsregulierung über große Abschnitte des Genoms weitergeleitet 

werden (33-35). 

 

Das Heterochromatin 1 mit seinen Isoformen HP1α (CBX5), HP1β (36, 37) (CBX1) und 

HP1γ (CBX3) hat ebenfalls Einfluss auf die Regulation der Genexpression und ist 

entscheidend für eine normale embryonale Entwicklung (38). Zelldifferenzierung, 

Zellproliferation, Zellzykluskontrolle, Apoptose und DNA-Reparatur. Wichtige Prozesse, 

deren Alteration mit einer Tumorentstehung assoziiert ist, werden durch das 

Heterochromatinprotein 1 beeinflusst (32). Es ist bekannt, dass die HP1-Proteine Einfluss 

auf bestimmte Tumorsuppressoren, wie das Retinoblastom-Protein (pRB) und das p53-

Protein haben (39). 

 

HP1 und seine Isoformen werden als “chromatin architectural proteins” (40) bezeichnet, 

da sie für die Reproduktion und Aufrechterhaltung von Chromatinstrukturen höherer 

Ordnung verantwortlich sind, indem sie Einfluss auf die Chromosomensegregation, -
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kondensation, den Zusammenhalt der Schwesterchromatiden, die DNA-Replikation, die 

DNA-Reparatur und das Gen-Silencing nehmen. Zudem wird angenommen, dass sie an 

der Bewahrung der Telomere, der Regulierung der Transkription und am RNA-Splicing 

beteiligt sind. Unterschiede im Aufbau des Proteins sowie viele verschiedene 

Möglichkeiten der Bindung an DNA und posttranslationale Modifikationen sind Gründe für 

dieses breitgefächerte Wirkspektrum (40-51). Eine Etablierung zielgerichteter Therapien 

gegen CBX5 ist naheliegend (52). 

 

2.2.1.1 Struktur 

Um die Funktionen des HP1 besser verstehen zu können, soll zunächst der Aufbau des 

Proteins erklärt werden. Es besteht aus den Elementen N-terminal extension (NTE), die 

über eine gefaltete chromodomain (CD; Chromodomains = chromatin organization 

modifier (chromo) domains) (32) mit der hinge region (HR) verbunden ist. Die ebenfalls 

gefaltete chromoshadow domain (CSD), das Charakteristikum für HP1 (32), verbindet 

weiter die HR mit der C-terminal extension (CTE) (Abbildung 1). 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: HP1-Struktur angelehnt an Kumar et al., 2020. 

Die schematische Darstellung zeigt den strukturellen Aufbau des Proteins HP1 (40). 

 

Die CSD beinhaltet ein bestimmtes Muster einer Aminosäureabfolge: PXVXL (Prolin-X-

Valin-X-Leucin; X steht für eine beliebige Aminosäure) (53, 54). Diese Abfolge findet sich 

auch in anderen Proteinen wieder und ist mit einer Interaktion der Proteine untereinander 

assoziiert (53). Die strukturierten Anteile CD und CSD ähneln sich innerhalb der Isoformen 

sehr in ihrem sequenziellen Aufbau, wohingegen die unstrukturierten Proteinanteile NTE, 

HR und CTE, die dem Protein Flexibilität verleihen, eine geringe Ähnlichkeit aufweisen. 

Es ergeben sich überwiegend gleiche Funktionen der Isoformen, wobei, aufgrund von 

minimalen sequenziellen Unterschieden auch unterschiedliche Funktionen entdeckt 

werden konnten (40). U.a. wirkt HP1α im Bereich des Gen-Silencing – es wird 

hauptsächlich in konstitutivem Heterochromatin vorgefunden (32, 55, 56) – während HP1β 



Literaturdiskussion 

12 

 

und HP1γ sowohl genaktivierend als auch -hemmend wirken, da sie ihre Wirkung sowohl 

in Hetero- als auch Euchromatin entfalten (32).  

 

Das Protein kann als Monomer, Dimer (Abbildung 2), Tetramer oder Oligomer vorliegen. 

Dadurch wird die Bindung an viele andere chromosomale Proteine, die die Transkription 

und den Zellzyklus regulieren, oder Chromatin modifizieren, möglich gemacht. Bei HP1α 

konnte beobachtet werden, dass durch Mutationen Dimerisierungen verhindert oder die 

Affinität zur Bindung an Heterochromatin herabgesetzt werden können und es somit zu 

einer Funktionseinschränkung kommt. Eine Bindung der Isoformen untereinander ist 

möglich (40, 57).  

 

Abbildung 2: Dimerisierung von HP1 angelehnt an Kumar et al. 2020.  

Für eine Dimerisierung des Proteins HP1 binden die Domänen CSD aneinander (40). 

 

2.2.1.2 Posttranslationale Modifikationen 

Für HP1α sind 35 Orte innerhalb der Aminosäurestruktur bekannt, an denen 

posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung, 

Ubiquitinierung, Formylierung, SUMOylierung (SUMO = small ubiquitin-related modifier) 

und Citrullinierung vorgenommen werden können. Diese Modifikationen haben 

Auswirkungen auf die Funktion des Proteins (32, 58-63). Eine Phosphorylierung von HP1α 

erhöht die Bindungsaffinität zu Nukleosomen, wichtige Bindungspartner bei der 

Ausbildung von Heterochromatin (48, 62, 64-66). Phosphoryliertes HP1α hat außerdem 

Auswirkungen auf den Ablauf des Zell-Zyklus (48-50, 67). Eine HypoSUMOylierung von 
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HP1α ist beispielsweise mit einer gesteigerten Invasivität von Brustkrebszellen assoziiert. 

Hierbei wird das Gen-Silencing von Genen, die das epitheliale Wachstum fördern, 

aufgehoben (68, 69). 

 

Zimmermann et al. konnten zeigen, dass HP1α einen Komplex mit dem Protein importin 

α (IMPα) eingeht, das HP1α in den Zellkern, wo es seine Funktion erfüllt, transportiert. Die 

Komplexbildung erfolgt durch eine NLS-Sequenz über den Linker, die hinge region, und 

ist abhängig von posttranslationaler Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung. Die 

Untersuchungen ergaben, dass die Voraussetzung für eine korrekte Bindung ein nicht-

phosphorylierter Linker ist. Eine phosphorylierte Linker-Region, so bei Varianten des 

Proteins zu beobachten, die durch krebsassoziierte Missense-Mutationen der Hinge-

Region entstanden sind, führt zu einer veränderten Konformation von HP1α. Die 

Konsequenz ist keine oder nur eine unspezifische Bindung von HP1α an IMPα und somit 

ein insuffizienter Transport in den Kern. Eine verringerte Konzentration von HP1α im Kern 

und dessen Folgen wäre zu erwarten (70). 

 

2.2.1.3 Bindungspartner 

Weitere wichtige Bindungspartner sind Nukleosome, die aus einem Histon-Oktamer und 

DNA bestehen und ebenfalls zur Architektur des Chromatins beitragen. Diese ist um das 

Nukleosom Core Partikel, bestehend aus H2A, H2B, H3 und H4 gewunden. Die 

Nukleosome sind untereinander über eine Linker-DNA und ein Linker-Histon (H1) 

miteinander verbunden (40). Histonmethyltransferasen markieren die Histone mittels 

Methylierung für Genaktivierung und Histondemethylasen erkennen und entfernen 

Methylgruppen entsprechend für Gen-Silencing – das Chromatin formiert sich 

entsprechend zu Eu- oder Heterochromatin (71, 72). Eine Dysfunktion genannter Enzyme 

kann zur Störung der Methylierung und Genaktivierung/Gen-Silencing mit pathologischen 

Folgen führen (73). HP1 bindet an Nukleosome über eine CD-H3K9me3-Verbindung, also 

am neunten trimethylierten Lysin des H3-Histons und kommt dadurch überhaupt erst in 

Berührung mit Heterochromatin (40, 56, 62, 64-66, 74-76). 

 

H3K9me3, das posttranslational gebildet wird, ist ein Marker für Heterochromatin mit 

vielen nicht-kodierenden, repetitiven Sequenzen im Bereich der Telomere und 

Zentromere, das auch als konstitutives Heterochromatin bezeichnet wird und in allen 

Zelltypen vorkommt. Im Gegensatz dazu steht das fakultative Heterochromatin, das 
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kodierende Gene enthält und zellspezifisch zu Euchromatin umgewandelt werden kann. 

Durch H3K9me3 wird innerhalb des konstitutiven Heterochromatins eine Rekombination 

konservierter Genabschnitte zwischen Chromosomen, eine Bindung von 

Transkriptionsfaktoren und eine Aktivierung und Expression von Genen repetitiver 

Sequenzen verhindert. Die Bindung von HP1 an H3K9me3 induziert durch Kettenbildung 

(Abbildung 3) eine Stabilisierung des Heterochromatins und trägt somit zur Repression 

und Gen-Silencing bestimmter Genabschnitte bei (77). 

 

 

Abbildung 3: Interaktion zwischen H3K9me3 und HP1 angelehnt an Kumar et al., 2020. 

Durch Bindungen zwischen der CD-Domäne von HP1 und H3K9me3 und einer CSD-CSD-Verbindung kommt 

es zur Ausbildung von Heterochromatin (40). 

 

Durch die Bindung von HP1 an methyliertes H3K9 erfolgt die Rekrutierung der 

Methyltransferase SUV39h1, wodurch es zu einer weiteren Methylierung von H3K9 

kommt, woran wiederum erneut HP1 binden kann. So kommt es zur Umwandlung von 

benachbartem Euchromatin zu Heterochromatin. Dieser Prozess nennt sich position 

effect variegation (PEV). Bei einer erhöhten HP1-Expression kommt es vermehrt zur PEV 

(78-82). 

 

Eine Regulierung der Bindungsaffinität von HP1α an H3K9me3, z. B. durch eine 

Tyrosinphosphorylierung mittels Tyrosinkinasen innerhalb der chromodomain, die die 

Affinität herabsetzt, wird diskutiert. Bei einer erhöhten Kinaseaktivität in Tumorzellen 

könnte die veränderte Phosphorylierung von HP1α somit zu einer Freilegung bestimmter 
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Genabschnitte führen und eine pathologische Transkription möglich machen, oder zu 

einem ungewollten Gen-Silencing von Euchromatin und wichtige Transkriptionen 

verhindern (83).  

 

Eine Trennung des HP1 vom Chromatin wiederum tritt während der Mitose auf (84). Durch 

die Beteiligung von HP1α an einem funktionierenden Ablauf des Zellzyklus können sowohl 

eine Über- als auch eine Unterexprimierung des Proteins eine fehlerhafte Zellteilung zur 

Folge haben (32). Ein Fehlen von HP1α führt zu einer fehlerbehafteten Trennung der 

Chromosomen, da es für den Zusammenhalt der Schwesterchromatiden und einem 

Austreten der Zelle aus dem Zellzyklus verantwortlich ist (85). 

 

Eine weitere Möglichkeit für HP1α an H3 zu binden ist die Bindung der chromoshadow 

domain an H3Y41, möglicherweise an Stellen, an denen kein H3K9 vorhanden ist. Durch 

die Phosphorylierung von H3Y41 durch die Tyrosinkinase JAK2 kommt es zu einer 

Trennung von HP1α von H3.  Durch Dysregulation der JAK2-Kinase in Tumorzellen kann 

es durch die verminderte Bindung von HP1α an H3 zu einer Destabilisierung des 

Chromatins und tumorinduzierenden Prozessen kommen. Studien konnten zeigen, dass 

eine Überexprimierung von HP1α positiven Einfluss auf Leukämien hat, bei denen die 

JAK2-Kinase überaktiv ist (86, 87). 

 

HP1 kann außerdem über die chromodomain an das Linker-Histon H1.4. methyliert an 

Lysin 26, binden (88, 89). Dies führt zu einer zusätzlichen Komprimierung der DNA (78). 

 

Es werden Verbindungen zwischen H4, H2A (90), H2B, dem Linker-Histon H1 (88, 89) 

und DNA (HR-DNA; NTE-DNA), sowie dem chromosomal passenger complex (CPC) (49, 

91), dem inner centromere protein (INCENP) und den regulatorischen Proteinen Survivin 

und Borealin (32, 45) beschrieben. Alle Bindungen sind von einer Vielzahl an Faktoren 

aller Bindungspartner abhängig und noch nicht vollständig erforscht (40). 

 

HP1α geht zudem einen Komplex mit dem Tumorsuppressor PTEN (phosphatase and 

tensin homolog), der in Tumorzellen häufig eine Mutation aufweist, und dem Histon H1 

ein, was zu einer weiteren Kondensation des Hetereochromatins führt. Mutationen von 

PTEN können in einer Dekondensation und einer Expression der vorher verpackten und 

nicht zugänglichen DNA resultieren (92). 
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Fest steht, dass HP1 eine wichtige Rolle in der Dynamik von Chromatin einnimmt, sodass 

bei einer Dysfunktion des Proteins, entstanden u.a. durch Genmutationen, CNVs (copy 

number variations) und Überexprimierung, oder auch einer posttranslationalen 

Modifikation, von einer Veränderung der Chromatinstruktur und daraus resultierenden 

Malignitäten auszugehen ist (40, 70). 

 

2.2.1.4 DNA-Reparatur 

Es konnte gezeigt werden, dass die Isoformen von HP1 bei der Reparatur von DNA 

insofern eine wichtige Rolle spielen – besonders in ihrer phosphorylierten Form –, dass 

deren Anwesenheit für die Rekrutierung anderer DNA-Reparatur-Proteine 

ausschlaggebend ist. Bei diesen Proteinen handelt es sich im Fall von HP1α 

beispielsweise um 53BP1 und RAD51 (93). 

 

Eine weiteres Forschungsprojekt konnte aufdecken, dass die Abwesenheit von HP1 (alle 

Isoformen) bei Doppelstrangbrüchen zu einer verzögerten Reparatur der DNA-Abschnitte 

und einer erhöhten Apoptoserate führte. Außerdem kam es zu einer abgeschwächten 

Rekrutierung von BRCA1, ein Gen, das u.a. DNA-Reparatur-Proteine kodiert, und es 

somit zu einer gestörten DNA-Reparatur kommt. HP1 beeinflusst den DNA-damage 

response (DDR)-pathway, kontrolliert den Ablauf des Zellzyklus und kann zur Induktion 

der Apoptose führen. Die genauen Mechanismen sind noch nicht hinreichend erforscht 

(52, 94).  

Eine Auswirkung von SUMOyliertem HP1α auf die DNA-Reparatur in Brustkrebszellen 

wird diskutiert. Eine HyperSUMOylierung erhöhe die Sensitivität von Brustkrebszellen auf 

DNA-schädigende Chemotherapie, indem das Protein in dieser Form an die 

Promotorregionen von DDR-Gene bindet (68). 

2.2.2 KDM5B 

KDM5B (JARID1B) wird den Histondemethylasen (HDM) zugeordnet und befindet sich 

aufgrund seiner Funktion im Zellkern (95). Diese werden in zwei Gruppen aufgeteilt: die 

LSD1-Familie (KDM1A, KDM1B) (96) und die Jumonji C/ARID‐domain‐containing-

Familie. JARID1 gehört mit sechs anderen Subgruppen (JHDM1‐3, PHF2/PHF8, 

UTX/UTY, JmjC domain only) zu letztgenannter Familie. Sie sind alle Fe2+- und α‐

Ketoglutarat-abhängige Hydroxylasen und fähig ein-, zwei- und dreifache Methylgruppen 
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von Histonen oder auch anderen Proteinen (96) zu entfernen (im Gegensatz zur LSD1-

Familie) (97). JARID1B (auch bekannt als PLU-1) gilt als starker Gen-Repressor (98), da 

es (neben anderen Funktionen) (99) insbesondere H3K4me3, das ein Marker für aktiv 

transkribierte Gene ist (100), demethyliert. Das Protein fiel durch erhöhte Expression in 

unterschiedlichen Krebsarten auf, beispielsweise im Mamma- (JARID1B konnte in 90% 

aller duktalen Mammakarzinome nachgewiesen werden) (100), Lungen-, Prostata-, 

Blasenkarzinom, Leukämien und im Melanom (98, 101-105). Aufgrund der Annahme, 

dass KDM5B eine Schlüsselrolle in der Tumorgenese (106) spielen könnte, intensivierte 

sich die Forschung in den letzten zwei Jahrzehnten im Bereich der Demethylasen und 

auch insbesondere bezüglich KDM5B, stark (107).  

 

Während Histon-Methyltransferasen und ihre Funktionen schon länger Bestandteil der 

Forschung sind, wurde die Untersuchung von Demethylasen und ihrer Eigenschaften 

vernachlässigt und deren Existenz zunächst in Frage gestellt. Den Auswirkungen einer 

Methylierung von Histonen hingegen wurde sich ausführlich gewidmet. Diese umfassten 

u.a. Chromatinstruktur-Modifikationen, X-Chromosom-Aktivierung und die Regulation der 

Transkription (108). 

 

Demethylasen modifizieren als Gegenspieler der Methyltransferasen ebenfalls die 

Chromatinstruktur posttranslational und beeinflussen Transkription, Zellzyklus-Kontrolle 

und DNA-Reparatur. Ein Zusammenspiel von Methyltransferasen und Demethylasen 

regulieren genannte Prozesse. Demethylasen haben erheblichen Einfluss auf 

pathologische Prozesse durch Genaktivierung und Gen-Silencing (97). Durch die 

Demethylierung von H3K4me3 (beispielsweise in Promotor-Bereichen) (109) durch 

JARID1B wird die Gen-Silencing-Wirkung von H3K4 aufrechterhalten. Eine Assoziation 

von demethyliertem H3K4 mit malignen Prozessen wird diskutiert (100). In Enhancer-

Bereichen hat JARID1B möglicherweise eine genaktivierende Wirkung (109). Lukasak et 

al. konnten anhand von KDM5B zeigen, dass eine Veränderung der Symmetrie von 

Nukleosomen, hervorgerufen durch Mutationen von Histonen, die mit einer 

Krebsentstehung assoziiert sind, den Remodeling-Prozess von Chromatin und die 

Stabilität der Nukleosomen verändert (110).  

KDM5B spielt außerdem eine Rolle in der Differenzierung und Proliferation von 

embryonalen Stammzellen (100, 111-118), und der Entwicklung gesunder 

Brustdrüsenzellen (119, 120). 
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2.2.2.1 Struktur 

Bisher sind vier JARID-Proteine bekannt: RBP2/JARID1A, PLU-1/JARID1B, 

SMCX/JARID1C und SMCY/JARID1D. Diese bestehen aus den Domänen JmjN/JmjC (N 

≙ N-terminal; C ≙ C-terminal) (98, 121), ARID/BRIGHT (DNA-Bindestelle) (121), PHD 1-

3 (plant homeodomain/leukemia-associated protein domains (98) ≙ Bindestelle für 

endständige Histon-Arme histone tails) (121, 122), C5HC2-zinc-finger (ZF) und PLU 

(Trp/Tyr/Phe/Cys-Domäne), wobei die JmjC-Domäne das katalytische Zentrum für die 

Demethylierung enthält (Abbildung 4) (100, 123, 124). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Struktur der Demethylase KDM5B angelehnt an Yamane et al., 2007. 

KDM5B besteht aus den Domänen JmjN, BRIGHT, PHD 1-3, JmjC und zf-CSHC2 (100).  

 

Eine Bindung an GC-reiche Abschnitte der DNA erfolgt über AT-reiche Domänen von 

KDM5B (AT-rich interative domain = ARID ≙ BRIGHT) (98, 125). Die Ähnlichkeit im 

Aufbau der JARID-Proteine legt eine ähnliche Funktion nahe. Dennoch finden sich einige 

Unterschiede. JARID1A wurde durch seine Interaktion mit dem Tumorsuppressor pRB 

bekannt, wirkt sowohl genaktivierend als auch geninhibierend und ist ubiquitär vorhanden. 

JARID1B findet sich im gesunden Organismus besonders in Hoden- und Ovarialgewebe 

(121, 123) wieder. Eine Mutation von JARID1C ist bei X-chromosomaler mentaler 

Retardierung bekannt. JARID1D ist ein Gen auf dem Y-Chromosom (100). 

 

2.2.2.2 Posttranslationale Modifikationen 

Dass KDM5B in die Regulation der Genexpression in Brustkrebszellen involviert ist, 

konnte in mehreren Studien bereits erarbeitet werden. Die Möglichkeit zur Differenzierung 

oder Entdifferenzierung von CSCs stehen in Zusammenhang mit dem 

Methylierungsstatus von H3K4 und somit auch mit der Aktivität von KDM5B. Wie genau 
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jedoch KDM5B reguliert wird, ist bisher nicht im Detail bekannt. Forscher sehen eine 

Möglichkeit dafür in der posttranslationalen Modifikation von KDM5B. Yeh et al. konnten 

feststellen, dass eine Phosphorylierung von KDM5B durch die Cyclin-abhängige Kinase 

1 (CDK1) die Bindungsaffinität von KDM5B an Promotorregionen pluripotenter Gene 

vermindert, was zu einer verstärkten Expression dieser Gene führt. Dies hat eine erhöhte 

CSC-Population zur Folge (126). Eine weitere Theorie, die bei Untersuchungen mit 

Mäusen bereits bestätigt werden konnte, ist, dass CSCs die Fähigkeit haben, sich für das 

körpereigene Immunsystem „unsichtbar“ zu machen, und so einem Angriff 

immunologischer Zellen entgehen können. CSCs mit inhibiertem KDM5B führen zu einer 

geringeren Tumorprogression (127). 

 

Bueno und Richard analysierten die SUMOylierung von KDM5B und zeigten, dass 

genannte Modifikation die Anwesenheit von KDM5B an durch das Protein regulierten Zell-

Zyklus-assoziierten Zielgenen verringert und dadurch die Expression dieser Gene 

beeinflusst wird. SUMOylierung von KDM5B verhindert eine Ubiquitinierung des Proteins 

und dessen daraus resultierenden proteasomalen Abbau, z. B. als Reaktion auf DNA-

Schäden (128). 

  

Zhou et al. konnten feststellen, dass KDM5B im Rahmen einer Hypoxie, ein häufiger 

Zustand in soliden Tumoren, mittels SUMOylierung stabilisiert wird, um die 

Unterversorgung mit Sauerstoff zu kompensieren. Die Stabilisierung führt zu einer 

vermehrten Transkription von HIF1α, einem Hypoxie-induziertem Faktor, der zu 

Anpassung an die Hypoxie führt. Hypoxie in Tumoren führt zu einer vermehrten 

Angiogenese, daraus resultierender Proliferation und einer möglichen Resistenz 

gegenüber Chemotherapeutika und Radiotherapie. Durch die Inhibierung von KDM5B 

zeigte sich eine verminderte Adaption an die bestehende Hypoxie und somit eine 

Verhinderung von Angiogenese und Tumorprogression, was eine unterstützende 

Maßnahme bei Angiogenese-verhindernder Therapien darstellen könnte (129). 

 

2.2.2.3 Interaktionspartner 

Interaktionen von KDM5B mit anderen Molekülen sind bekannt. Beispielsweise kommt es 

zu Verbindungen mit Transkriptionsfaktoren (PAX9, FOXG1 und FOXC2) und Rezeptoren 

(Östrogenrezeptor alpha (ERα), Androgenrezeptor und Progesteronrezeptor). Diese 

Verbindungen führen zu einer Inhibierung oder Aktivierung entsprechender Gene (121). 
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Mögliche Interaktionen von KDM5B und Tumorsuppressoren sind Gegenstand aktueller 

Forschung (17, 130-132). Zhao und Liu beispielsweise untersuchten den Zusammenhang 

zwischen der Expression von KDM5B und dem Tumorsuppressor p16 im invasiven 

duktalen Mammakarzinom und fanden heraus, dass die p16-Expression bei erhöhter 

KDM5B-Expression erniedrigt war und andersherum (130). Hayami et al. analysierten 

Einflüsse von KDM5B auf das retinoblastom Protein (pRb) in Bezug auf die RB-E2F-

Signalkaskade, und stellten festen, dass eine erhöhte KDM5B-Expression mit einer 

erhöhten E2F-Expression einhergeht (131). Eine inverse Expressions-Korrelation konnte 

von Montano et al. zwischen KDM5B und dem Tumorsuppressor HEXIM1 festgestellt 

werden. Inhibition von KDM5B hatte eine erhöhte Expression des Tumorsuppressors zur 

Folge (132). Tumorsuppressoren sind wichtige Proteine für eine funktionierende 

Zellzykluskontrolle und Apoptoseeinleitung. Alterationen können das physiologische 

Gleichgewicht durcheinanderbringen und maligne Prozesse begünstigen. Eine 

Beteiligung von KDM5B an diesen Prozessen ist naheliegend.  

 

Scibetta et al. fanden 100 Gene, mit denen KDM5B interagiert, von denen die meisten bei 

einer Überexpression von KDM5B supprimiert werden. Hierbei handelt es sich 

beispielsweise um Metallothioneine (cystinreiche, metallbindene Proteine mit Einfluss auf 

Zellproliferation und Apoptose) (98), Gene, die an der Regulation der M-Phase des 

Zellzyklus beteiligt sind und BRCA1, ebenfalls ein Tumorsuppressor. Eine Veränderung 

der KDM5B-Expression beeinflusst den G2/M-Checkpoint (98). Eine Komplexbildung von 

KDM5B mit dem Transkriptionsfaktor TFAP2C und dem Onkoprotein Myc, führt zu einem 

Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus. Bei einer Überexprimierung der drei genannten 

Proteine wird die Aktivität des Zell-Zyklus-Inhibitors CDKN1A negativ beeinflusst und es 

kommt zu einem Voranschreiten der Tumorgenese (133). 

 

Durch die Bindung der PHD1-Domäne von JARID1B an H3K4me0 wird die Bindung der 

PHD3-Domäne an ein benachbartes H3K4me3 ermöglicht, wodurch es zu einer 

Demethylierung dieses Lysins kommt. Durch diesen fortlaufenden Prozess erfolgt eine 

Inaktivierung der benachbarten Genabschnitte (121). 

Weitere Bindungspartner im Rahmen einer Genrepression sind Histondeacetylasen (134). 
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2.2.2.4 DNA-Reparatur 

Welche Rolle KDM5B im Bereich der DNA-Reparatur spielt, wurde erst in den letzten 

Jahren zunehmend intensiver untersucht. Die vermehrte Anwesenheit von KDM5B bei 

Doppelstrangbrüchen scheint der Annahme zugrunde zu liegen, dass durch KDM5B 

demethyliertes H3K4 ein Marker zur Rekrutierung von DNA-Reparaturproteinen, wie 

BRCA1 oder Ku70/80 sei. Besonders nach Schädigung durch Bestrahlung, kann eine 

Akkumulation von KDM5B an entsprechend geschädigten DNA-Abschnitten festgestellt 

werden. Bei einer Inhibierung von KDM5B konnte eine erhöhte Rate an DNA-Schäden 

festgestellt werden, was man sich in therapeutischem Hinblick möglicherweise für eine 

erhöhte Radiosensitivität zu Nutze machen kann. KDM5B nimmt also eine wichtige Rolle 

in der Regulation von DNA-Reparaturmechanismen ein (101, 135-137). 

 

KDM5B wird in Poly-ADP-ribolysiertem Zustand (PARylation) an Doppelstrandbrüchen im 

Bereich der Histon-Variante macroH2A1.1 rekrutiert. Dessen Demethylierung ist ebenfalls 

wichtig für die Funktionen von BRCA1 und Ku70, die an entsprechenden 

Reparaturmechanismen beteiligt sind. Der exakte Mechanismus ist jedoch noch 

unbekannt (109). 

 

2.2.2.5 KDM5B und Brustkrebs 

Im Vergleich zu CBX5 wurde zu KDM5B und Brustkrebs bereits deutlich mehr geforscht. 

Eine erhöhte Expression von KDM5B in Mammakarzinomzellen, u. a. reguliert durch eine 

HER2-Signalvermittlung, ist bereits seit über 20 Jahren bekannt. Außerdem wird eine 

erhöhte Expression mit der Proliferation und Invasivität von Mammakarzinomzellen in 

Zusammenhang gebracht (95, 100, 119, 134). 

 

Epigenetische Regulatoren, wie KDM5B (138), und Transkriptionsfaktoren weisen in 

Mammakarzinomen häufig Mutationen auf. Yamamoto et al. konnten zeigen, dass 

heterozygote KDM5B-Mutationen in basal-like cells zu einer erhöhten Bindungsaffinität 

gegenüber luminal genes führen. KDM5B kann in dem Fall möglicherweise als Onkogen 

in luminalen Mammakarzinomen (ER+-Mammakarzinom) fungieren (111). 

 

Doch auch der Einfluss epigenetischer Regulatoren, der nicht auf genetische 

Veränderungen zurückzuführen ist, wie beispielsweise DNA-Methylierung und veränderte 

Histon-Modifikationen (96), die wiederum neoplastische, entdifferenzierende Prozesse 
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aktivieren (96, 101), spielt zunehmend eine Rolle. Als posttranslationaler Modifikator von 

Histonen hat KDM5 einen entscheidenden Einfluss auf die Chromatinstruktur und somit 

auf die Genexpression. In Östrogenrezeptor-positivem Mammakarzinom (ER+-

Mammakarzinom) (70% aller Mammakarzinome) zeigte eine erhöhte Expression und 

Aktivität von KDM5B bei einer endokrinen Therapie ein verkürztes krankheitsfreies 

Intervall. Dies wird auf eine verminderte Sensitivität auf eine endokrine Therapie durch 

Modulation der Östrogenrezeptor-Signalvermittlung bei erhöhtem Vorkommen von 

KDM5B zurückgeführt. Eine Deletion oder Inhibition von KDM5B verringert den Einfluss 

auf den epigenetischen Status epithelialer Brustzellen, vermindert die transkriptome 

Heterogenität und erhöht das Ansprechen auf eine endokrine Therapie. Eine hohe 

KDM5B-Konzentration wird mit einer Therapieresistenz gegenüber einer endokrinen 

Therapie und mit einem kürzeren Gesamtüberleben beim ER+-Mammakarzinom 

assoziiert (139). 

 

KDM5B wird außerdem mit der Inhibierung von TGFβ (“Transforming Growth Factor β”), 

ein Zell-Zyklus-Repressor, in Zusammenhang gebracht. Missense-Mutationen in KDM5B 

in Mammakarzinomzellen (HCC2157) führen möglicherweise zu einer erhöhten 

Demethylase-Aktivität des Proteins (111). 

 

Auch in Bezug auf eine auslösende Immunantwort durch KDM5B gibt es bereits einige 

Ergebnisse: Wu et al. fanden heraus, dass KDM5 zu einer verminderten Aktivität der 

STING (stimulator of interferon genes)-Immunantwort in Krebzellen führt, u. a. auch bei 

Brustkrebs. STING erkennt veränderte DNA im Zytosol und induziert die Expression von 

Interferon-assoziierten-Genen. Durch die Demethylierung von H3K4me3 am STING-

Genlokus durch KDM5B kommt es zu einer verringerten Expression von STING und zu 

einer erniedrigten Immunantwort. Eine Inhibition von KDM5 hingegen führt zu einer 

erhöhten Immunantwort über den STING-Signalweg und zu einer vermehrten Infiltration 

von B-Lymphozyten in das Tumorgewebe. Diese Ergebnisse können im Rahmen einer 

targetspezifischen Therapie von KDM5 bezüglich einer Immuntherapie, beispielsweise als 

Verstärker der Therapie, Anwendung finden. Eine Immuntherapie mit STING-Agonisten 

wird bereits in klinischen Studien etabliert (140). 

Coleman et al. untersuchten die Immunogenität von KDM5B, indem sie Epitope des 

Proteins identifizierten, die eine T-Zell-Antwort hervorrufen. Im Blut von 

Brustkrebspatientinnen konnten sie eine erhöhte Konzentration an CD8+-T-Zellen, 
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insbesondere T-Gedächtniszellen, im Vergleich zu Material gesunder Probandinnen, 

feststellen. Es gelang ihnen mittels T-Zell-spezifischer KDM5B-Peptide sowohl in vitro als 

auch in vivo eine erhöhte reaktive T-Zell-Antwort hervorzurufen. Diese Erkenntnisse 

eröffnen neue Perspektiven auf die Untersuchung der Immunogenität von 

Mammakarzinomen und ermöglichen neue immuntherapeutische Ansätze (141). 

 

Die Etablierung von KDM5-Inhibitoren als Therapieoption hat bereits begonnen, jedoch 

bedarf es hier noch weitreichender Forschung (96, 142-148). α-Ketoglutarat und Fe(II) 

fungieren als Cofaktoren bei der Demethylierung von KDM5B. Dies wird insofern genutzt, 

dass Moleküle untersucht werden, die diese Cofaktoren imitieren oder binden, und somit 

die Demethylierung inhibieren (z. B. 2,4-PDCA, GSK-J1, GSK467, 54j, 54k, CPI-455) 

Ebenso wurden Nukleosidderivate als potenzielle Inhibitoren mit vielversprechendem 

Ergebnis untersucht (z. B. Decitabin, Entecavir, Abacavir, Penciclovir, and 3-

Deazaneplanocin A), die bereits bei anderen Erkrankungen klinische Anwendung finden 

(149). 

Interessanterweise konnten He et al. nach Depletion von KDM5B in Brustkrebszellen, in 

denen KDM5B stark exprimiert war, eine erhöhte Proliferation der Tumoren feststellen. 

Zudem zeigte sich bei einem Verlust von KDM5B eine verzögerte Zelldifferenzierung, 

sowohl bei normalen Zellen wie auch bei Tumorzellen, die dann möglicherweise weniger 

auf antiproliferative Therapien reagieren (150). 

Es konnte ein positiver synergistischer Effekt zwischen den Chemotherapeutika 

Trastuzumab und Lapatinib und KDM5-Inhibitoren (KDM5-Inh1) im Rahmen der HER2+-

Brustkrebstherapie festgestellt werden (151).  Durch die Inhibition von KDM5B mittels AS-

8351 konnte eine verminderte Aktivierung des AMPK-Signalwegs als Teil des 

Lipidstoffwechsels festgestellt werden. Dies hatte eine Inhibierung der Proliferation und 

Migration von Brustkrebszellen (MCF-7 und MDA-MB-231) zur Folge (152). Teil der 

aktuellen Forschungen sind ebenfalls Untersuchungen bezüglich der medikamentösen 

Therapieresistenz bei einer Überexpression von KDM5B durch Regulation der Replikation 

von Tumorzellen (153). 
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3 Material und Methoden 

3.1  Material 

3.1.1 Chemikalien 

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien mit Herstellerangabe 

Chemikalie Hersteller 

Citronensäure Carl Roth, Karlsruhe 

Dako REAL™ Hämatoxylin Agilent Technologies, Santa Clara, 

Kalifornien, USA 

Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Ethanol 96 % AppliChem GmbH, Darmstadt 

Ethanol 96 % SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach 

am Inn 

Ethanol 99% SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach 

am Inn 

Ethanol 99,8 % AppliChem GmbH, Darmstadt 

Eukitt® Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Hämalaunlösung sauer nach Mayer Carl Roth, Karlsruhe 

Hico-Mic Mikroskopier-Einschlussmittel Hico, Köln 

Kaliumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumcitrat Carl Roth, Karlsruhe 

Wasserstoffperoxid Carl Roth, Karlsruhe 

Xylol AppliChem GmbH, Darmstadt 

Xylol SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach 

am Inn 
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3.1.2 Puffer und Lösungen 

Tabelle 2: Verwendete Puffer und Lösungen in deren Zusammensetzung 

Puffer und Lösung Zusammensetzung 

Ethanol 70% 99,8% Ethanol-Verdünnung mit 

vollentsalztem Wasser 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 0,2 g KCl 

0,2 g KH2PO4 wasserfrei 

8 g NaCl 

0,9 g Na2HPO4 wasserfrei  

pH 7,4 einstellen und auf 1 l mit 

vollentsalztem Wasser auffüllen 

Puffer pH 6 Stammlösung A: 

4,2 g Citronensäure 

200 ml dest. Wasser 

 

Stammlösung B:  

29.0 g Natriumcitrat 

1000 ml dest. Wasser 

 

Gebrauchslösung:   

4,5 mL Stammlösung A 

20,5 mL Stammlösung B 250 ml dest. 

Wasser 

 

3.1.3 Kits 

Tabelle 3: Verwendeter Kit für IHC mit Anti-CBX5 mit Herstellerangabe 

Kit Hersteller 

Dako REAL™ EnVision™ Detection 

Systems, Peroxidase/DAB+, 

Rabbit/Mouse 

o Dako REAL™ EnVision™/HRP, 

Rabbit/Mouse (ENV) 100 mL, 

gebrauchsfertig mit 

Agilent Technologies, Santa Clara, 

Kalifornien, USA 
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Peroxidasemolekülen und 

sekundären 

Ziegenantikörpermolekülen gegen 

Kaninchen- und MausImmunglobuline 

gekoppeltes Dextran. In gepufferter 

Lösung mit stabilisierendem Protein 

und Konservierungsmittel 

o Dako REAL™ DAB+ Chromogen 5 

mL, 50fach konzentriert 3,3'-

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid in 

organischem Lösungsmittel 

o Dako REAL™ Substrate Buffer 250 

mL in gepufferter Lösung mit 

Wasserstoffperoxid und 

Konservierungsmittel 

 

Tabelle 4: Verwendeter Kit für IHC mit Anti-KDM5B mit Herstellerangabe 

Kit Hersteller 

Dako REAL™ EnVision™ FLEX+, 

Mouse, High pH (Link) 

o Dako EnVision FLEX Peroxidase-

Blocking Reagent: 

wasserstoffperoxidhaltiger 

Phosphatpuffer, 15 mmol/L NaN3 und 

Detergenz 

o Dako EnVision FLEX/HRP 

Mit Peroxidasemolekülen und 

sekundären 

Ziegenantikörpermolekülen gegen 

Kaninchen- und Maus-

Immunglobuline gekoppeltes Dextran. 

In gepufferter Lösung mit 

Agilent Technologies, Santa Clara, 

Kalifornien, USA 
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Stabilisationsprotein und 

Konservierungsmittel 

o Dako EnVision FLEX DAB+ 

Chromogen 

3,3‘-Diaminobenzidin-

Tetrahydrochlorid in organischem 

Lösungsmittel. Farbschwankungen 

bei diesem Reagenz (kräftig violett bis 

farblos) haben keinerlei Einfluss auf 

die Leistung des Kits 

o E Dako EnVision FLEX Substrate 

Buffer 

Gepufferte Lösung mit 

Wasserstoffperoxid und 

Konservierungsmittel. 

o Dako EnVision FLEX Target Retrieval 

Solution, High pH (50x) 

Tris/EDTA-Puffer, pH 9 

o Dako EnVision FLEX Wash Buffer 

(20x) 

Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit 

Tween 20, pH 7.6 (±0.1) 

o Dako EnVision FLEX+, Mouse 

(LINKER) 

Gepufferte Lösung mit 

Stabilisierungsprotein und 

antimikrobieller Substanz 

o Dako EnVision FLEX Antibody Diluent 

Tris-Puffer, pH 7.2, mit 15 mmol/L 

NaN3 und Protein 
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3.1.4 Antikörper 

Tabelle 5: Verwendete Primärantikörper, deren Spezies und Anwendung 

Antikörper Spezies Anwendung 

Anti-CBX5, #2616S, LOT: 

4; Cell Signaling 

Technology, Danvers, 

Massachusetts, USA 

rabbit polyclonal Immunhistochemie, 1:100 

Anti-KDM5B, Clone 

15G8.1; REF: MABE150; 

LOT: ‘3170177; Merck 

Millipore, Darmstadt, 

Deutschland 

mouse monoclonal Immunhistochemie, 1:50 

 

3.1.5 Geräte 

Tabelle 6: Verwendete Geräte mit Herstellerangabe 

Gerät Hersteller 

Brand accu-jet® pro-Pipettierhelfer Brand, Wertheim 

Dampfgarer MultiGourmet Braun, Kronberg im Taunus 

Feuchtkammer selbsthergestellt 

Gefrierschrank (-20 °C) Bosch, Gerlingen 

Gefrierschrank (-80 °C) Nalge Nunc Int, Waltham, 

Massachusetts, USA 

HerathermTM Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Kühlschrank (4 °C) Bosch, Gerlingen 

LabVision Autostainer 480S Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Nano-Zoomer 2.0HT Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, 

Japan 

Sicherheitswerkbank Heraeus HeraSafe Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Vortex-Schüttler VF2 IKA-Werke, Staufen im Breisgau 
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3.1.6 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 7: Verwendete Gebrauchsmaterialien mit Herstellerangabe 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

1.000 μl graduiert TipOne® Pipettenspitze StarLab, Hamburg 

200 μl UltraPoint® graduiert TipOne® 

Pipettenspitze 

StarLab, Hamburg 

Deckgläschen 24 x 50 mm VWR International, Radnor, 

Pennsylvania, USA 

Eppendorf Research® plus (0,1-2,5 μl, 

0,5-10 μl, 10-100 μl, 100-1000 μl) 

Eppendorf, Hamburg 

Objektträger SUPERFROST-plus Agilent Technologies, Santa Clara, 

Kalifornien, USA 

Pipette Tip, 0.1-20μl Sarstedt, Nümbrecht 

Sempercare® nitrile Einmalhandschuhe Semperit, Wien, Österreich 

 

3.1.7 Gebrauchsmaterialien 

Tabelle 8: Verwendete Gebrauchsmaterialen mit Herstellerangabe 

Gebrauchsmaterial Hersteller 

Fettstift Agilent Technologies, Santa Clara, 

Kalifornien, USA 

Objektträgergestell für Immunhistochemie Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Pinzetten Carl Roth, Karlsruhe 

Reaktionsgefäße 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 

 

3.1.8 Gewebeproben (Herkunft) 

Die TNBC-Gewebeproben stammen von 36 Patienteninnen, die in der 

Universitätsmedizin im Zeitraum von 2009 bis 2016 mit triple-negativem Mammakarzinom 

diagnostiziert wurden (Tabelle 9). Das Gewebe wurde jeweils im Rahmen einer Operation 

zur Tumorentfernung gewonnen. Die Paraffinschnitte der Tumoren, sowie die 

verwendeten Paraffinschnitte des gesunden Nieren-, Hoden- und Mammagewebes, 

wurden von der Gewebe-Biobank des pathologischen Instituts der Universitätsmedizin 

Mainz aufbereitet und zur weiteren Bearbeitung zur Verfügung gestellt. Die Entnahme   
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der Gewebeproben erfolgte nach Einverständniserklärung der Patientinnen. Im Rahmen 

eines Follow-ups wurde der Status der Patientinnen evaluiert. Das Ethikvotum wurde 

entsprechend der Deklaration von Helsinki von der Landesärztekammer Rheinlandpfalz 

mit der Bearbeitungsnummer 837.287.05 (4945) erteilt. Jede Patientin erteilte schriftlich 

ihr Einverständnis.  

 

Tabelle 9: TNBC-Kollektiv 

 Anzahl Patientinnen 

(N=36) 

in Prozent [%] 

Alter bei Erstdiagnose 

≤50 

>50 

 

11 

25 

 

30,6 

69,4 

Tumor Größe 

T1 

T2 

T3 

T4 

 

9 

24 

3 

0 

 

25,0 

66,7 

8,3 

0 

Tumorgrad 

G1 

G2 

G3 

 

0 

6 

30 

 

0 

16,7 

83,3 

Lymphknotenstatus 

N0 

N1 

N2 

N3 

 

24 

8 

2 

2 

 

66,7 

22,1 

5,6 

5,6 

Metastasierung 

M0 

M1 

 

34 

2 

 

94,4 

5,6 

Entität 

Invasiv-duktal 

Invasiv-lobulär 

 

34 

2 

 

94,4 

5,6 

Tumor Typ   
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DCIS 

LIN 

17 

1 

47,2 

2,8 

Lokalisation 

rechts unifokal 

links unifokal 

rechts multizentrisch 

links multizentrisch 

beidseits 

 

19 

13 

1 

3 

0 

 

52,8 

36,1 

2,8 

8,3 

0 

 

3.2  Methoden 

3.2.1 Immunhistochemische Antigendetektion an korrespondierenden TNBC-

Paraffinschnitten 

Als Kontrollgewebe wurden folgende Materialen verwendet:  

- Positiv-Kontrolle: Niere (CBX5); Testes (KDM5B) (bestätigte hohe natürliche 

Expression von CBX5 und KDM5B im Normalgewebe Niere, bzw. Hoden) 

- Negativ-Kontrolle:  

o inhaltlich:  gesundes Brustdrüsengewebe (bestätigte sehr geringe 

Konzentration von CBX5 und KDM5B in Normalgewebe) 

o technisch:  Mammakarzinom ohne Primärantikörper 

 

3.2.1.1 CBX5-Färbung 

Zur Vorbereitung einer immunhistochemischen Färbung mussten die entsprechenden 

Paraffinschnitte zunächst entparaffiniert werden. Hierfür wurden die Schnitte 3x10 

Minuten in Xylol, 2x2 Minuten in 99,8%iges Ethanol, 1x2 Minuten in 96%iges Ethanol, 1x2 

Minuten in 70%iges Ethanol (Mischung aus 99,8%iges Ethanol und Aqua dest.) und 1x1 

Minute in destilliertes Wasser getaucht. Im Anschluss daran folgte die Demaskierung. Die 

Struktur der zu untersuchenden Proteine wird durch die Fixierung verändert, weswegen 

sie durch die Demaskierung in ihre ursprünglichen Raumstrukturen zurückgeführt werden 

müssen. Hierfür wurden sie in Puffer pH 6 und im Anschluss 30 Minuten in den 

Dampfgarer gestellt. Nach Ablauf der Zeit folgten eine 30-minütige Abkühlung, das 

Tauchen in destilliertes Wasser und die Umrandung der Gewebefläche mit einem Fettstift. 

Als nächstes erfolgte der Peroxidaseblock. Hierfür wurde 3%-iges H2O2 in H2O frisch 

angesetzt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur auf die Gewebeproben aufgebracht. 
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Die Schnitte wurden anschließend durch H2O gezogen. Danach wurde der primäre 

Antikörper gegen das Protein CBX5 mit einer Konzentration von 1:100 auf das Gewebe 

gegeben und über Nacht im Kühlschrank bei 4 °C ca. 15 Stunden in der Feuchtkammer 

belassen.  

Am nächsten Tag folgte eine Spülung mit PBS (3x2 Minuten), sodass der 

Sekundärantikörper (Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV)) aufgetragen 

werden konnte. Dieser wirkte 30 Minuten ein und die Schnitte wurden nach der Einwirkzeit 

ebenfalls in 3x2 Minuten in PBS gewaschen. 

Im Anschluss wurde Dako REAL™ DAB+ Chromogen 

(3.3.Diaminobenzidintetrahydrochlorid) verwendet, das an den Sekundärantikörper, der 

mit einer Peroxidase gekoppelt ist, bindet und dadurch eine braune Farbreaktion 

produziert. Dies führte zu einer spezifischen Färbung der CBX5-exprimierenden Kerne. 

Mit Hilfe einer Gegenfärbung mit Hämalaun (100%), das die nicht spezifisch angefärbten 

Gewebeteile, v.a. Kerne, gegenfärbt, wurde somit eine Kontrastbildung hergestellt.  

Danach wurden die Schnitte wieder mittels Ethanol und Xylol in einer aufsteigenden Reihe 

entwässert (je 2 Minuten 70%iges Ethanol, 96%iges Ethanol, 2x 99,8%iges Ethanol, 3x 

Xylol). Nach Abschluss dieses Vorgangs wurden die Schnitte mit Hilfe des Hico-Mic 

Mikroskopier-Einschlussmittels eingedeckelt. 

Für die immunhistochemische Färbung von CBX5 wurde Ethanol und Xylol von 

AppliChem GmbH, Darmstadt verwendet. 

 

3.2.1.2 KDM5B-Färbung 

Die immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper Anti-KDM5B erfolgte mit dem 

LabVision Autostainer 480S von Thermo Scientific. Die Vorbereitung der Schnitte erfolgte 

nach 30-minütigem Aufenthalt im HerathermTM (60 °C) mittels Xylol zur Entparaffinierung 

drei Mal fünf Minuten. Daraufhin wurde die Rehydrierung durch eine absteigende 

Alkoholreihe (99%-, 96%-, 70%-, 50%iges Ethanol, zwei Mal drei Minuten) und eine 

abschließende dreiminütige Waschung in destilliertem H2O, durchgeführt. Der 70%- und 

50%ige Ethanol wurde mit Aqua dest. aus 99%igem Ethanol hergestellt. Für das Antigen-

Retrieval befanden sich die Schnitte 20 Minuten im Dampfgarer in Dako EnVision FLEX 

Target Retrieval Solution. Die Schnitte kühlten anschließend unter Gebrauch von 

fließendem Wasser ab. Im weiteren Verlauf wurden die Objektträger einmal fünf Minuten 

in einer Küvette mit Dako EnVision FLEX Wash Buffer gewaschen und zusammen mit 

dem Reagentien-Rack in den Autostainer überführt. Die Verdünnung des Antikörpers 
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erfolgte in einer Konzentration von 1:50. Die Einwirkzeit betrug 30 Minuten. Die 

anschließende Einwirkzeit von Dako EnVision FLEX+, Mouse (LINKER) betrug 15 

Minuten, des Zweitantikörpers (Dako EnVision FLEX/HRP) 20 Minuten und des Dako 

EnVision FLEX DAB+ Chromogen zwei Mal fünf Minuten. Das Real Dako Hämatoxylin 

wurde in einer Verdünnung mit Aqua dest. von 3+1 verwendet und wirkte ebenfalls fünf 

Minuten ein. Nach einer Gesamtlaufzeit von 2:15 Stunden erfolgte die Bläuung mit 

Leitungswasser, eine fünfminütige Waschung in destilliertem H2O, die Dehydrierung der 

Paraffinschnitte mittels aufsteigender Alkoholreihe (50%-, 70%-, 96%- und 99%iges 

Ethanol für jeweils 2 Minuten) und Xylol (3x3 Minuten). Abschließend erfolgte das 

Eindeckeln der Schnitte mit Eukitt. 

Für die immunhistochemische Färbung von KDM5B wurde Ethanol und Xylol von SAV 

Liquid Production GmbH verwendet. 

3.2.2 IRS-Auswertung 

Die Auswertung der gefärbten Schnitte erfolgte mittels IRS (immunreaktiver Score). 

Hierbei wird mittels Multiplikation des Wertes der Farbintensität mit dem Wert für die 

Anzahl der positiven Zellen ein Wert errechnet, aus dem sich der IRS ergibt (Tabelle 10,  

Abbildung 5, Abbildung 6, Abbildung 7, Abbildung 8). Bei der immunhistochemischen 

Färbung von CBX5 kam es zu einer ausschließlichen Anfärbung der Kerne, sodass nur 

die angefärbten Kerne ausgewertet wurden (Anhang, Tabelle 38). Bei der Auswertung der 

mit KDM5B-gefärbten Schnitte fiel auf, dass nicht nur eine Anfärbung der Kerne, sondern 

auch des Zytosols erfolgte, sodass hier eine separate Auswertung vorgenommen wurde. 

Die Schnitte wurden separat bezüglich der Expression im Zytosol und im Zellkern 

ausgewertet, so dass für jeden Schnitt zunächst zwei IRS-Werte vorlagen (IRS Kerne und 

IRS Zytosol). Für die statistische Auswertung wurde ein kombinierter Wert (IRS 

Kerne+Zytosol) generiert, indem der jeweils höhere Wert der beiden IRS-Werte 

ausgewählt wurde (Anhang, Tabelle 39). 

Tabelle 10: Immunreaktiver Score 

Farbintensität: 

0 = keine Reaktion 

1 = schwache Reaktion 

2 = mäßige Reaktion 

3 = starke Reaktion 

Positive Zellen: 

0 = keine 

1 = weniger als 10% 

2 = zwischen 10 und 50% 

3 = zwischen 51 und 80% 

4 = mehr als 80% 

IRS: 

0-2 = negativ 

3-4 = schwach positiv 

6-8 = mäßig positiv 

9-12 = stark positiv 

 

Farbintensität           x           Positive Zellen                    = IRS   
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Abbildung 5: Tumorschnitt (TS)-Nr.28 nach immunhistochemischer Färbung. 

Nach IHC zeigt sich ein negativer IRS. Der Maßstabsbalken entspricht einer Länge von 100 µm. 

Abbildung 6: TS-Nr.15 nach immunhistochemischer Färbung. 

Nach IHC zeigt sich ein schwach positiver IRS. Der Maßstabsbalken entspricht einer Länge von 100 µm. 

 



Material und Methoden 

35 

 

Abbildung 7: TS-Nr. 17 nach immunhistochemischer Färbung.  

Nach IHC zeigt sich ein mäßig positiver IRS. Der Maßstabsbalken entspricht einer Länge von 100 µm. 

Abbildung 8: TS-Nr. 34 nach immunhistochemischer Färbung. 

Nach IHC zeigt sich ein stark positiver IRS. Der Maßstabsbalken entspricht einer Länge von 100 µm. 
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3.2.3 Statistische Auswertung 

Für die statistische Auswertung wurde das Programm IBM SPSS Statistics 27 verwendet. 

Es handelt sich um eine explorative Vorgehensweise mit einem Fokus auf deskriptiver 

Statistik. Das Signifikanzniveau  wurde auf lokal 5% festgesetzt. 

 

Grundlage für die statistische Auswertung sind Daten zu den gefärbten Paraffinschnitten, 

sowie Tumor- und anonymisierte, patientenbezogene Daten (z. B. Erstdiagnose, TNM-

Klassifikation, Todesdatum). Die Daten wurden im Zeitraum von 2009 bis 2021 erhoben 

u.a. mittels Follow-up, durchgeführt durch die Unimedizin Mainz, sowie mithilfe der 

Patientenakten. Der längste (maximale) Beobachtungszeitraum beträgt 10,95 Jahre, der 

kürzeste (minimale) Beobachtungszeitraum beträgt 0,48 Jahre. Insgesamt ergibt sich ein 

mittlerer Beobachtungszeitraum von 5,36 Jahren. 

 

Wegen des niedrigen Skalenniveaus (hauptsächlich binär, nominal und ordinal) konnte 

nur eine begrenzte Anzahl an statistischen Tests durchgeführt werden. Für die 

Untersuchung des kumulativen Überlebens fanden Überlebenstabellen mit Kaplan-Meier-

Kurve, der Spearman-Korrelations-Test, der Mann-Whitney-U-Test und die Cox-

Regression mit Hazard Ratio Anwendung. Für statistische Beobachtungen des Status 

(lebt/verstorben) und der Expression von CBX5 und KDM5B in Bezug auf Tumorgröße, 

Lymphknotenbefall, Metastasierung, Grading und Alter, wurden Kreuztabellen mit Chi-

Quadrat-Test und Exaktem Test nach Fisher (insbesondere bei binärem Skalenniveau), 

sowie Spearman-Korrelation-Test, Pearson-Korrelations-Test und Mann-Whitney-U-Test 

verwendet. Zusätzlich wurde der Zusammenhang zwischen dem Status (lebt/verstorben) 

und dem Alter, der Tumorgröße, des Lymphknotenstatus, der Metastasierung und dem 

Grading durchgeführt. Bei geringer Fallzahl und somit geringer Aussagekraft, sowie 

fehlender Relevanz für das Thema dieser Arbeit, werden die Ergebnisse nicht aufgeführt. 

 

Die statistische Auswertung der Expression von CBX5 und KDM5B wurde einzeln, 

gruppiert und binär durchgeführt (Tabelle 10). In der einzelnen Betrachtung wurden die 

einzelnen IRS-Werte (IRS 0-12) dargestellt. In der gruppierten Betrachtung erfolgte die 

Darstellung sowie die Durchführung und Auswertung der statistischen Tests mit den vier 

Gruppen „negativ“ (IRS 0-2), „schwach positiv“ (IRS 3-4), „mäßig positiv“ (IRS 6-8) und 

„stark positiv“ (IRS 9-12). In der binären Betrachtung erfolgte die Darstellung sowie die 
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Durchführung und Auswertung der statistischen Tests mit den zwei Gruppen „negativ“ 

(IRS 0-2) und „positiv“ (IRS 3-12). 

4 Ergebnisse 

4.1 Expression von CBX5 im Tumorgewebe 

4.1.1 Expression von CBX5 - einzeln 

25% der Schnitte (9 Schnitte) wurden als negativ eingestuft (IRS 0-2). Die restlichen 75% 

waren positiv (IRS 3-12). Am häufigsten trat ein IRS von 6, mäßig positiv, auf (30,6%). 

Der niedrigste und der höchstmögliche IRS-Wert, 0 und 12, traten mit einer relativen 

Häufigkeit von jeweils 5,6% am seltensten auf. Die Werte 5 und 7, sowie 10 und 11 

konnten aufgrund der Multiplikation nicht erreicht werden (Tabelle 10, Tabelle 11, 

Abbildung 9). 

 

Tabelle 11: Übersicht der absoluten und der relativen Häufigkeiten (Prozent) der IRS-Werte von CBX5 

(N=36) 

IRS-Werte Häufigkeit CBX5 Prozent [%] 

0 2 5,6 

1 3 8,3 

2 4 11,1 

3 3 8,3 

4 5 13,9 

6 11 30,6 

8 3 8,3 

9 3 8,3 

12 2 5,6 

Gesamt 36 100,0 
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Abbildung 9: Häufigkeitsverteilung der IRS-Einzelwerte für die CBX5-Expression (N=36). 

Am häufigsten trat ein IRS von 6 (mäßig positiv) auf. Die Auswertung bezieht sich auf die Färbung der Kerne. 

 

Der Mittelwert der Einzelwerte lag bei 5,03. Der Median betrug 6. Die Werte zeigten 

annähernd eine Normalverteilung (Abbildung 10). 

 

Abbildung 10: Histogramm der IRS-Einzelwerte für CBX5 mit Normalverteilung (N=36). 

Übersicht über die Häufigkeitsverteilung der einzelnen IRS-Werte. Die schwarze Linie stellt die theoretische 

Normalverteilung dar. Die Häufigkeitsverteilung für die IRS-Einzelwerte für CBX5 stellt keine Normalverteilung 

dar. Die Auswertung bezieht sich auf die Färbung der Kerne. 
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4.1.2 Expression von CBX5 - gruppiert 

Bei der gruppierten Betrachtung des IRS (Tabelle 10) trat am häufigsten eine mäßig 

positive Färbung auf. 22,2% aller Schnitte zeigten eine schwach positive, 38,9% eine 

mäßig positive und 13,9% eine stark positive Färbung (Tabelle 12, Abbildung 11). 

 

Tabelle 12: Absolute und relative Häufigkeiten (Prozent) der gruppierten CBX5-Expression (N=36) 

IRS Häufigkeit Prozent 

IRS 0-2 (negativ) 9 25,0 

IRS 3-4 (schwach pos.) 8 22,2 

IRS 6-8 (mäßig pos.) 14 38,9 

IRS 9-12 (stark pos.) 5 13,9 

Gesamt 36 100,0 

 

 

 

 

Abbildung 11: Häufigkeitsverteilung der IRS-Werte für die CBX5-Expression (gruppiert, N=36). 

Am häufigsten trat ein IRS von 6-8 auf. Die Auswertung bezieht sich auf die Färbung der Kerne. 

 

4.1.3 Expression von CBX5 - binär 

75% der Schnitte waren nach immunhistochemischer Färbung positiv (IRS 3-12) und 25% 

negativ (IRS 0-2). 
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4.2 Expression von KDM5B im Tumorgewebe 

4.2.1 Expression von KDM5B - einzeln 

33,3% der 36 Schnitte wurden als negativ eingestuft (IRS 0-2). Die restlichen 66,7% waren 

positiv (IRS 3-12). Am häufigsten trat ein IRS von 2 (negativ) auf. Darauf folgte mit 19,4 

% ein IRS von 6 (mäßig positiv), gefolgt von einem IRS von 12 (stark positiv) in 16,7% der 

Fälle. Die anderen IRS-Werte zeigten relative Häufigkeiten zwischen 2,8% und 13,9% 

(Tabelle 13, Abbildung 12). 

 

Tabelle 13: Absolute und relativen Häufigkeiten (Prozent) der einzelnen IRS-Werte für KDM5B (N=36) 

IRS-Werte Häufigkeit KDM5B Prozent [%] 

0 2 5,6 

1 1 2,8 

2 9 25,0 

3 3 8,3 

4 5 13,9 

6 7 19,4 

8 2 5,6 

9 1 2,8 

12 6 16,7 

Gesamt 36 100,0 
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Abbildung 12: Häufigkeitsverteilung der IRS-Einzelwerte für die Expression von KDM5B. 

Am häufigsten trat ein IRS von 2 auf (negativ), gefolgt von einem IRS von 6 (mäßig positiv) und einem IRS 

von 12 (stark positiv). Die Auswertung bezieht sich auf die kombinierte Färbung des Zytosols und der Kerne. 

 

Der Mittelwert der Einzelwerte liegt bei 5,19, der Median bei 4. Die Werte entsprechen 

keiner Normalverteilung (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Histogramm der IRS-Einzelwerte für KDM5B (N=36). 

Übersicht über die Häufigkeitsverteilung der einzelnen IRS-Werte. Am häufigsten trat ein IRS von 2, 6 und 12 

auf. Die schwarze Linie stellt die theoretische Normalverteilung dar. Die Häufigkeitsverteilung für die IRS-

Einzelwerte für KDM5B stellt keine Normalverteilung dar. Die Auswertung bezieht sich auf die kombinierte 

Färbung des Zytosols und der Kerne. 

 

4.2.2 Expression von KDM5B - gruppiert 

Bei der gruppierten Betrachtung des IRS (Tabelle 10) trat am häufigsten eine negative 

Färbung auf. 22,2% aller Schnitte zeigten eine schwach positive, 25% eine mäßig positive 

und 19,4% eine stark positive Färbung (Tabelle 14, Abbildung 14). 

 

Tabelle 14: Übersicht über die gruppierte KDM5B-Expression (N=36) 

IRS Häufigkeit Prozent [%] 

IRS 0-2 (negativ) 12 33,3 

IRS 3-4 (schwach pos.) 8 22,2 

IRS 6-8 (mäßig pos.) 9 25,0 

IRS 9-12 (stark pos.) 7 19,4 

Gesamt 36 100,0 
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Abbildung 14: Häufigkeitsverteilung der gruppierten IRS-Werte für KDM5B (N=36). 

Am häufigsten trat eine negative Färbung (IRS 0-2) auf. Die Auswertung bezieht sich auf die kombinierte 

Färbung des Zytosols und der Kerne. 

4.2.3 Expression von KDM5B - binär 

Bei der immunhistochemischen Färbung der 36 Schnitte mit Anti-KDM5B waren 66,7% 

positiv (IRS 3-12) und 33,3% negativ (IRS 0-2). 

 

4.3 Gleichzeitige Expression von CBX5 und KDM5B im Tumorgewebe 

55,6% aller Schnitte waren positiv für beide Merkmale, also positiv sowohl für CBX5 als 

auch für KDM5B. 44,4% der Schnitte waren nicht positiv für beide Merkmale (Tabelle 15). 

 

Tabelle 15: Relative und absolute Häufigkeiten für das Vorliegen beider Merkmale (nicht positiv/positiv 

für CBX5 und KDM5B) (N=36) 

 Häufigkeit CBX5+KDM5B Prozent [%] 

Nicht positiv für beide 

Merkmale 

16 44,4 

Positiv für beide Merkmale 20 55,6 

Gesamt 36 100 
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Es konnte eine positive, statistisch signifikante Korrelation zwischen der Expression von 

CBX5 und KDM5B sowohl in der Betrachtung der Einzelwerte (Spearman-

Korrelationstest: p=0,036; Korrelationskoeffizient r2: 0,350) als auch der gruppierten 

Werte (Spearman-Korrelationstest: p=0,036; Korrelationskoeffizient r: 0,351) festgestellt 

werden. Der Korrelationskoeffizient r von 0,350 bzw. 0,351 ergibt einen mittleren 

Zusammenhang (154). In Tumoren die beide Antigene exprimierten, korrelierte die Stärke 

der Expression von CBX5 und KDM5B positiv miteinander. 

 

4.4 Expression in Bezug auf das Alter 

Die jüngste Patientin der Kohorte erhielt die Erstdiagnose mit 33 Jahren. Die Älteste war 

81 Jahre alt. Der Mittelwert des Alters bei Erstdiagnose betrug 58,28 Jahre, der Median 

60 Jahre. Die Verteilung entspricht keiner Normalverteilung (Abbildung 15). 

 

 

Abbildung 15: Häufigkeitsverteilung des Alters bei Erstdiagnose mit Normalverteilung. 

Die schwarze Linie stellt die theoretische Normalverteilung dar. Die Häufigkeitsverteilung für das Alter bei 

Erstdiagnose stellt keine Normalverteilung dar.  

 
2 Stärke des Zusammenhangs: 0,00 ≤ r < (-) 0,10 = kein Zusammenhang; (-) 0,10 ≤ r < (-) 0,30 = geringer 

Zusammenhang; (-) 0,30 ≤ r < (-) 0,50 = mittlerer Zusammenhang; (-) 0,50 ≤ r < (-) 0,70 = hoher 

Zusammenhang; (-) 0,70 ≤ r < (-) 1,00 = sehr hoher Zusammenhang. 
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4.4.1 Expression von CBX5 in Bezug auf das Alter 

Personen im 25%-Perzentil waren 33-46,75 Jahre alt. In dieser Gruppe traten die meisten 

Schnitte mit stark positiver Expression von CBX5 auf. Je älter die Patientinnen waren, 

desto geringer war der Grad der Expression (Tabelle 16). Die negative Korrelation 

bestätigte diese Beobachtung, war jedoch nicht statistisch signifikant (Pearson-

Korrelationstest: p=0,124; Korrelationskoeffizient r: -0,261). Der Korrelationskoeffizient r 

von - 0,261 ergibt einen geringen Zusammenhang (154).  

 

Tabelle 16: Gruppierter IRS-Wert für CBX5 und Alter in Perzentilen (N=36) 

  Perzentile 

25 =  

33 - 46,75 

Jahre 

Perzentile 

50 = 46,75 

- 60 Jahre 

Perzentile 

75 = 61 - 

69 Jahre 

Perzentile 

100 = > 69 

Jahre 

Gesamt 

Expression 

CBX5 

(Kerne) 

gruppiert 

IRS 0-2 

(negativ) 

2 2 3 2 9 

 IRS 3-4 

(schwach 

pos.) 

1 3 2 2 8 

 IRS 6-8 

(mäßig 

pos.) 

3 3 4 4 14 

 IRS 9-12 

(stark 

pos.) 

3 1 1 0 5 

Gesamt  9 9 10 8 36 

 

4.4.2 Expression von KDM5B in Bezug auf das Alter 

Die Anzahl der Schnitte mit einem IRS von 9-12 (stark positiv) war auch hier in der 

jüngsten Altersgruppe am höchsten (Tabelle 17), jedoch in geringerer Ausprägung als bei 

der Färbung von CBX5. Die Korrelation (statistisch nicht signifikant) fiel hier geringer aus 

(Spearman-Korrealationstest: p=0,514; Korrelationskoeffizient r: -0,113). 
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Tabelle 17: Gruppierter IRS-Wert für KDM5B und Alter in Perzentilen (N=36) 

  Perzentile 

25 =  

33 - 46,75 

Jahre 

Perzentile 

50 = 46,75 

- 60 Jahre 

Perzentile 

75 = 61 - 

69 Jahre 

Perzentile 

100 = > 69 

Jahre 

Gesamt 

Expression 

KDM5B 

(Zytosol 

und Kerne) 

gruppiert 

IRS 0-2 

(negativ) 

4 2 4 2 12 

 IRS 3-4 

(schwach 

pos.) 

0 4 2 2 8 

 IRS 6-8 

(mäßig 

pos.) 

2 2 2 3 9 

 IRS 9-12 

(stark 

pos.) 

3 1 2 1 7 

Gesamt  9 9 10 8 36 

 

4.4.3 Gleichzeitige Expression von CBX5 und KDM5B in Bezug auf das Alter 

In jeder Altersgruppe gab es ca. gleich viele Schnitte, die positiv für beide Merkmale waren 

(Tabelle 18). Hier ließ sich keine altersabhängige Tendenz bzw. Korrelation ableiten 

(Spearman-Korrelationstest: p=0,617; Korrelationskoeffizient r: -0,086). 

 

Tabelle 18: Binärer IRS-Wert für CBX5 und KDM5B und Alter in Perzentilen (N=36) 

  Perzentile 

25 =  

33 - 46,75 

Jahre 

Perzentile 

50 = 46,75 

- 60 Jahre 

Perzentile 

75 = 61 - 

69 Jahre 

Perzentile 

100 = > 69 

Jahre 

Gesamt 

Expression 

CBX5 und 

KDM5B 

kombiniert 

binär 

Nicht 

positiv für 

beide 

Merkmale 

4 3 6 3 16 
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 Positiv für 

beide 

Merkmale 

5 6 4 5 20 

Gesamt  9 9 10 8 36 

 

4.5 Expression in Bezug auf das kumulative Überleben 

4.5.1 Expression von CBX5 in Bezug auf das kumulative Überleben 

Von 36 Patientinnen verstarben sieben (19,4%) im Beobachtungszeitraum. Das 

Tumorgewebe aller verstorbenen Patientinnen war CBX5-positiv (Tabelle 19). 

 

Tabelle 19: Übersicht binäre CBX5-Expression mit Ereignis (N=36) 

Expression CBX5 (Kerne) 

binär 

Gesamtzahl Anzahl von Ereignissen 

(Tod) 

Negativ (IRS 0-2) 9 0 

Positiv (IRS 3-12) 27 7 

Gesamt 36 7 

 

43% der positiven Schnitte, der im Beobachtungszeitraum Verstorbenen, konnten einem 

IRS von 3-4 (schwach positiv) zugeordnet werden, weitere 43% einem IRS von 6-8 (mäßig 

positiv), 14% einem IRS von 9-12 (stark positiv) (Tabelle 20). 

 

Tabelle 20: Übersicht gruppierte CBX5-Expression mit Ereignis (N=36) 

Expression CBX5 (Kerne) 

gruppiert 

Gesamtzahl Anzahl von Ereignissen 

(Tod) 

IRS 0-2 (negativ) 9 0 

IRS 3-4 (schwach pos.) 8 3 

IRS 6-8 (mäßig pos.) 14 3 

IRS 9-12 (stark pos.) 5 1 

Gesamt 36 7 

 

Für den kumulierten Anteil Überlebender nach 5,6 Jahren ergibt sich ein Kaplan-Meier-

Schätzer von 0,710 (71%) aller Patientinnen mit CBX5 positivem Tumorschnitt. 

 

Anhand einer Überlebensfunktion ließ sich für die Expression von CBX5 ein 

Gesamtüberleben von 92,6% nach zwei Jahren, 80% nach drei Jahren, 75,8% nach vier 
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Jahren und 71% nach sechs Jahren ableiten. Da in der Gruppe ohne CBX5-Expression 

niemand verstarb, blieb der Kaplan-Meier-Schätzer konstant bei 1 (Abbildung 16). 

 

Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurve binäre Expression CBX5 (N=36). 

Überlebensfunktion in Hinblick auf das Gesamtüberleben (in Jahren) anhand negativer und positiver 

Expression von CBX5. Der Log Rank-Test war nicht statistisch signifikant (p=0,137). 

 

Der Spearman-Korrelationstest zwischen Status (lebt/verstorben) und der Expression von 

CBX5 zeigte sich als statistisch nicht signifikant (p=0,094). Dennoch zeigte der positive 

Korrelationskoeffizient von 0,284, dass in der Studienpopulation bei steigendem Grad der 

Expression mehr Todesfälle beobachtet wurden. Ein Korrelationskoeffizient zwischen 0,1 

und 0,3 bedeutet eine geringe Korrelation (154). Für die Expression von CBX5 ließ sich 

keine Cox-Regression anwenden, da es nur in der Gruppe der Patientinnen mit positiven 

Schnitten zu Ereignissen (Tod) kam. Der Log Rank-Test war ebenfalls nicht statistisch 

signifikant (p=0,137). 

 
Der Status lebt/verstorben wird als gewöhnliche binäre Variable verwendet. Dies birgt ein 

Bias-Risiko, dass die beiden Gruppen möglicherweise nicht gleich lange nachbeobachtet 

wurden. Es werden die medianen Nachbeobachtungszeiten beider Gruppen 

(positiv/negativ) miteinander verglichen, um zu prüfen, ob die beiden Gruppen im Mittel 

ähnlich lange nachbeobachtet wurden und daher ähnlich viel Zeit hatten zu versterben 

Log Rank: p = 0,137 
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und der Status lebt/verstorben nicht aufgrund unterschiedlich langer Beobachtungszeiten 

zustande gekommen ist.  

Die Patientinnen, deren Schnitte negativ auf CBX5 getestet wurden, hatten eine mediane 

Nachbeobachtungszeit von 5,65 Jahren. Die Patientinnen, deren Schnitte positiv getestet 

wurden, hatten eine mediane Nachbeobachtungszeit von 6,25 Jahren. Dies ergibt einen 

Gesamtmedian von 6,15. Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden 

Nachbeobachtungszeiten (p=0,441). 

4.5.2 Expression von KDM5B in Bezug auf das kumulative Überleben 

Bei der Färbung der 36 Schnitte mit Anti-KDM5B waren 67% positiv und 33% negativ. 

25% der Patientinnen, deren Tumorschnitt positiv gefärbt war, verstarben über den 

Beobachtungszeitraum. Bei den negativen Schnitten waren es 8,3% (Tabelle 21). 

 

Tabelle 21: Übersicht binäre KDM5B-Expression mit Ereignis 

Expression KDM5B (Zytosol 

und Kerne) binär 

Gesamtzahl Anzahl von Ereignissen 

(Tod) 

Negativ (IRS 0-2) 12 1 

Positiv (IRS 3-12) 24 6 

Gesamt 36 7 

 

33% aller positiven Schnitte zeigten eine schwach positive, 38% eine mäßig positive und 

29% eine stark positive Färbung. 29% der Schnitte der im Beobachtungszeitraum 

Verstorbenen konnten einem IRS von 3-4 (schwach positiv) zugeordnet werden, weitere 

29% einem IRS von 6-8 (mäßig positiv), und ebenso 29% einem IRS von 9-12 (stark 

positiv). 14% der Verstorbenen hatten einen negativen Schnitt (Tabelle 22). 

 

Tabelle 22: Übersicht gruppierte KDM5B-Expression mit Ereignis (N=36) 

Expression KDM5B (Zytosol 

und Kerne) gruppiert 

Gesamtzahl Anzahl von Ereignissen 

(Tod) 

IRS 0-2 (negativ) 12 1 

IRS 3-4 (schwach pos.) 8 2 

IRS 6-8 (mäßig pos.) 9 2 

IRS 9-12 (stark pos.) 7 2 

Gesamt 36 7 
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Von 36 Patientinnen verstarben sieben (19,4%) im Beobachtungszeitraum. Sechs von 

diesen sieben Patientinnen (86%) hatten auf Anti-KDM5B positiv gefärbte Tumorschnitte. 

Wie bereits o.g. verstarben demnach 25% der Patientinnen, deren Tumorschnitt positiv 

gefärbt war (Tabelle 22). 

Anhand einer Überlebenszeitanalyse lässt sich für die Expression von KDM5B ein Kaplan-

Meier-Schätzer von 95,8% nach zwei Jahren, 80,7% nach drei Jahren, ca. 75,7% nach 

vier Jahren und 70,3% nach sechs Jahren ableiten. In der Gruppe mit negativer 

Expression von KDM5B betrug der Kaplan-Meier-Schätzer 91,7% nach einem halben 

Jahr. Da keine weiteren Personen aus dieser Gruppe verstarben, bleibt die 

Überlebensfunktion und damit der Kaplan-Meier-Schätzer über ihren weiteren Verlauf 

konstant (Abbildung 17).  

 

Abbildung 17: Kaplan-Meier-Kurve binäre Expression KDM5B (N=36). 

Überlebensfunktion in Hinblick auf das Gesamtüberleben (in Jahren) anhand negativer und positiver 

Expression von KDM5B. Der Log Rank-Test war nicht statistisch signifikant (p=0,275).  

 

Der Spearman-Korrelationskoeffizient zwischen dem Status (lebt/verstorben) und dem 

Grad der Expression von KDM5B war nicht signifikant (Korrelationskoeffizient r: 0,199, 

p=0,246). In der Literatur wird ein Korrelationskoeffizient von 0,199 als geringe Korrelation 

eingeordnet (154). Der Log Rank-Test zeigte ebenfalls keine statistische Signifikanz 

(p=0,275). Bei Anwendung einer Cox-Regression ergab sich ein Hazard Ratio von 0,326, 

Log Rank: p = 0,275 
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welches ebenfalls nicht signifikant war (p=0,300) (Tabelle 23). Daraus lässt sich ableiten, 

dass Patientinnen, deren Tumoren KDM5B nicht exprimierten, ein bis zu 33% geringeres 

Risiko hatten, zu versterben. 

 

Tabelle 23: Cox-Regression mit Hazard Ratio Expression KDM5B 

   95,0% Konfidenzintervall für Hazard 

Ratio 

 

 p Hazard Ratio Untere Obere 

Expression 

KDM5B (Zytosol 

und Kerne) binär 

0,300 0,326 0,039 2,712 

 

Die Patientinnen, deren Schnitte negativ auf KDM5B getestet wurden, haben eine 

mediane Nachbeobachtungszeit von 6,43 Jahren. Die Patientinnen, deren Schnitte positiv 

getestet wurden, hatten eine mediane Nachbeobachtungszeit von 5,92 Jahren. Dies 

ergibt einen Gesamtmedian von 6,15. Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen 

den beiden Nachbeobachtungszeiten (p=0,724). 

4.5.3 Gleichzeitige Expression von CBX5 und KDM5B in Bezug auf das kumulative 

Überleben 

Bei der Färbung der 36 Schnitte mit Anti-CBX5 und Anti-KDM5B waren 56% positiv für 

beide Merkmale und 44% negativ für beide Merkmale. 86% der Verstorbenen waren 

positiv für beide Merkmale. 30% der Patientinnen, deren Tumorschnitt positiv gefärbt war, 

verstarben über den Beobachtungszeitraum. Bei den negativen Schnitten waren es 8,3% 

(Tabelle 24). 

 

Tabelle 24: Übersicht binäre CBX5- + KDM5B-Expression mit Ereignis (N=36) 

Expression CBX5 und 

KDM5B binär 

Gesamtzahl Anzahl von Ereignissen 

(Tod) 

Nicht positiv für beide 

Merkmale 

16 1 

Positiv für beide Merkmale 20 6 

Gesamt 36 7 

 

Von 36 Patientinnen verstarben sieben (19,4%) im Beobachtungszeitraum. Sechs von 

diesen sieben Patientinnen (86%) hatten für beide Merkmale positiv gefärbte 
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Tumorschnitte. Wie bereits o.g. verstarben demnach 25% der Patientinnen, deren 

Tumorschnitt positiv gefärbt war (Tabelle 24). Der Kaplan-Meier-Schätzer betrug nach 5,6 

Jahren 0,666 (69%) für Patientinnen mit auf beide Merkmale positivem Tumorschnitt. 

Anhand einer Überlebensfunktion lässt sich für die Expression beider Merkmale ein 

Gesamtüberleben von 95% nach zwei Jahren, 78,2% nach drei Jahren, 72,6% nach vier 

Jahren und 66,6% nach sechs Jahren ableiten (Abbildung 18). 

 

 

Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurve binäre Expression CBX5 + KDM5B (N=36). 

Überlebensfunktion in Hinblick auf das Gesamtüberleben (in Jahren) anhand negativer und positiver 

Expression beider Merkmale (CBX5 + KDM5B). Der Log Rank-Test war nicht statistisch signifikant (p=0,129). 

 

Der Exakte Test nach Fisher, zwischen dem Status (lebt/verstorben) und dem 

gleichzeitigen Vorliegen der Expression von KDM5B und CBX5, war nicht signifikant (p = 

0,104). Der Log Rank-Test zeigte keine statistische Signifikanz (p=0,129). 

 

Bei Anwendung einer Cox-Regression ergab sich ein Hazard Ratio von 0,224, welches 

nicht signifikant war (p=0,166) (Tabelle 25). Daraus lässt sich ableiten, dass Patientinnen, 

deren Tumoren weder CBX5 noch KDM5B exprimierten, ein bis zu 22,4% geringeres 

Risiko hatten, zu versterben. 

 

Log Rank: p = 0,129 
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Tabelle 25: Cox-Regression mit Hazard Ratio Expression CBX5 + KDM5B 

   95,0% Konfidenzintervall für Hazard 

Ratio 

 

 p Hazard Ratio Untere Obere 

Expression 

CBX5 und 

KDM5B 

kombiniert binär 

0,166 0,224 0,027 1,860 

 

Die Patientinnen, deren Schnitte nicht positiv auf CBX5 und KDM5B getestet wurden, 

haben eine mediane Nachbeobachtungszeit von 5,89 Jahren. Die Patientinnen, deren 

Schnitte positiv auf beide Merkmale getestet wurden, hatten eine mediane 

Nachbeobachtungszeit von 6,21 Jahren. Dies ergibt einen Gesamtmedian von 6,15. Es 

gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Nachbeobachtungszeiten 

(p=0,737). 

 

4.6 Expression in Bezug auf die Tumorgröße 

Die Verteilung der Tumorklassifikation3 (155) stellte sich wie folgt dar: 2,8% wiesen ein 

T1b-Stadium auf. 22,2% ein T1c-Stadium. 66,7% ein T2-Stadium, sowie 8,3% ein T3-

Stadium. T1a und T4 waren nicht vorhanden. 

4.6.1 Expression von CBX5 in Bezug auf die Tumorgröße 

Der Anteil an Schnitten mit einem IRS von 6-12 und Tumorstadium T2 oder T3 an allen 

Schnitten lag bei 41,7%. Der Anteil an Schnitten mit einem IRS von 6-12 und 

Tumorstadium T2 oder T3 an allen positiven Schnitten lag bei 55,6%. Zuzüglich der 

Gruppe IRS 3-4 waren es 81,5% aller positiven Schnitte und 61,1% aller Schnitte mit 

Tumorstadium T2 und T3. 44,4 % der negativen Schnitte wurden dem Stadium T1b oder 

T1c zugeordnet. Kein positiver Schnitt wies das niedrigste Stadium, Stadium T1b, auf 

(Tabelle 26). Der Spearman-Korrelationskoeffizient war positiv, wenn auch nicht 

signifikant (Korrelationskoeffizient r: 0,188, p=0,219). 

 

 

 
3 T1a = > 0,1 - 0,5 cm; T1b = > 0,5 - 1 cm; T1c = > 1 - 2 cm; T2 = 2 - 5 cm; T3 = > 5 cm; T4 = 

Brustwand/Hautinfiltration. 
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Tabelle 26: Expression CBX5 und Tumorgröße (N=36) 

  T1b T1c T2 T3 Gesamt 

Expression 

CBX5 

(Kerne) 

gruppiert 

IRS 0-2 

(negativ) 

1 3 4 1 9 

 IRS 3-4 

(schwach 

pos.) 

0 1 6 1 8 

 IRS 6-8 

(mäßig 

pos.) 

0 4 10 0 14 

 IRS 9-12 

(stark pos.) 

0 0 4 1 5 

Gesamt  1 8 24 3 36 

 

4.6.2 Expression von KDM5B in Bezug auf die Tumorgröße 

Der Anteil an Schnitten mit einem IRS von 6-12 und Tumorstadium T2 oder T3 an allen 

Schnitten lag bei 33%. Der Anteil an Schnitten mit einem IRS von 6-12 und Tumorstadium 

T2 oder T3 an allen positiven Schnitten lag bei 50%. 25% aller Schnitte und 20,8% aller 

positiven Schnitte wiesen ein Tumorstadium von T1c oder geringer auf (Tabelle 27). Es 

bestand eine geringe Korrelation. Dies implizierte auch die errechnete Korrelation im 

Spearman-Test (Korrelationskoeffizient r: 0,212), auch wenn auch diese ebenfalls nicht 

statistisch signifikant war (p=0,214). 

 

Tabelle 27: Expression KDM5B und Tumorgröße (N=36) 

  T1b T1c T2 T3 Gesamt 

Expression 

KDM5B 

(Zytosol 

und Kerne) 

gruppiert 

IRS 0-2 

(negativ) 

1 3 8 0 12 

 IRS 3-4 

(schwach 

pos.) 

0 1 7 0 8 
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 IRS 6-8 

(mäßig 

pos.) 

0 2 6 1 9 

 IRS 9-12 

(stark pos.) 

0 2 3 2 7 

Gesamt  1 8 24 3 36 

4.6.3 Gleichzeitige Expression von CBX5 und KDM5B in Bezug auf die Tumorgröße 

44,4% aller Schnitte, die positiv für beide Merkmale waren, wiesen eine 

Tumorklassifikation von T2 und höher auf. 30,5% der gleichen Tumorklassifikationen 

waren nicht positiv für beide Merkmale. Der einzige Schnitt, der im Kollektiv der 

niedrigsten Kategorie T1b zugeordnet war, war nicht positiv für beide Merkmale. Für eine 

Aussage über eine mögliche Korrelation handelt es sich um eine zu geringe Fallzahl. 

Abzuleiten ist jedoch, dass mehr Tumoren höheren Kategorien (T2, T3) zugeordnet 

werden konnten, die positiv für beide Merkmale waren (Tabelle 28). Der Spearman-

Korrelationstest ergab keine bzw. eine geringe Korrelation (Korrelationskoeffizient r: 

0,149) bei fehlender statistischer Signifikanz (p=0,387). 

 

Tabelle 28: Gleichzeitige Expression von CBX5 + KDM5B und Tumorgröße (N=36) 

  T1b T1c T2 T3 Gesamt 

CBX5 und 

KDM5B 

kombiniert 

und binär 

Nicht 

positiv für 

beide 

Merkmale 

1 4 10 1 16 

 Positiv für 

beide 

Merkmale 

0 4 14 2 20 

Gesamt  1 8 24 3 36 

 

4.7 Expression in Bezug auf den Lymphknotenstatus 

Die meisten Patientinnen (66,7%) hatten keine Lymphknotenbeteiligung (=pN0). Ein Fall 

von 36 wies Mikrometastasen auf. 19,4% der Fälle befanden sich im Nodusstadium pN1a. 

Die Nodusstadien pN2a gab es in zwei Fällen. Die Nodusstadien N3a und N3b traten 

jeweils einmal auf.  
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4.7.1 Expression von CBX5 in Bezug auf den Lymphknotenstatus 

Der Tumor des Schnittes mit Mikrometastasen zeigte eine mäßig positive Expression von 

CBX5. Von den Fällen im Nodusstadium pN1a waren 71,4% der Primärtumoren positiv 

auf CBX5, davon 57% mit einem IRS > 6. Die Schnitte der Nodusstadien pN2a waren 

einmal negativ und einmal schwach positiv für CBX5. Der zum Nodusstadium N3a 

zugehörige Tumor war stark positiv auf CBX5, der zu N3b mäßig positiv. Die Verteilung 

bei pN0 ist ausgeglichen: 50% waren negativ, oder schwach positiv, die andere Hälfte war 

mäßig positiv, oder stark positiv. Der Spearman-Korrelationskoeffizient war nicht 

signifikant und sehr gering (Korrelationskoeffizient r: 0,065, p=0,707) (Tabelle 29). 

 

Tabelle 29: Expression CBX5 und Klassifikation Nodus (N=36) 

  pN0 pN1mi pN1a pN2a N3a N3b Gesamt 

Expression 

CBX5 

(Kerne) 

gruppiert 

IRS 0-2 

(negativ) 

6 0 2 1 0 0 9 

 IRS 3-4 

(schwach 

pos.) 

6 0 1 1 0 0 8 

 IRS 6-8 

(mäßig 

pos.) 

9 1 3 0 0 1 14 

 IRS 9-12 

(stark 

pos.) 

3 0 1 0 1 0 5 

Gesamt  24 1 7 2 1 1 36 

 

4.7.2 Expression von KDM5B in Bezug auf den Lymphknotenstatus 

54,2% der Fälle mit Stadium pN0 hatten eine negative oder schwach positive Expression 

von KDM5B. Eine Expression von mäßig oder stark positiv zeigten nur 45,8% aller pN0-

Fälle. Der Tumor des Schnittes, dessen Fall eine Mikrometastase bildete, zeigte eine 

schwach positive Expression von KDM5B. Unter den Schnitten der Patientinnen mit 

Stadium pN1a, gab es zwei Negative, zwei schwach Positive, zwei mäßig Positive und 

einen stark Positiven. Es konnte (im Spearman-Korrelationstest) keine Korrelation 

festgestellt werden (Korrelationskoeffizient r: 0,049, p=0,776) (Tabelle 30). 
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Tabelle 30: Expression von KDM5B und Klassifikation des Nodus (N=36) 

  pN0 pN1mi pN1a pN2a N3a N3b Gesamt 

Expression 

KDM5B 

(Zytosol 

und Kerne) 

gruppiert 

IRS 0-2 

(negativ) 

9 0 2 1 0 0 12 

 IRS 3-4 

(schwach 

pos.) 

4 1 2 0 0 1 8 

 IRS 6-8 

(mäßig 

pos.) 

6 0 2 1 0 0 9 

 IRS 9-12 

(stark 

pos.) 

5 0 1 0 1 0 7 

Gesamt  24 1 7 2 1 1 36 

 

4.7.3 Gleichzeitige Expression von CBX5 und KDM5B in Bezug auf den 

Lymphknotenstatus 

58,3% der Fälle mit pN0-Stadium waren positiv für beide Merkmale. 41,7% waren nicht 

positiv für beide Merkmale. Die Primärtumoren der beiden Stadien N3a und N3b waren 

beide positiv für beide Merkmale. Eine Korrelation (im Spearman-Korrelationstest) war 

nicht vorhanden (Korrelationskoeffizient r: -0,077, p=0,654) (Tabelle 31). 

 

Tabelle 31: gleichzeitige Expression CBX5 und KDM5B und Klassifikation Nodus (N=36) 

  pN0 pN1mi pN1a pN2a N3a N3b Gesamt 

CBX5 und 

KDM5B 

kombiniert 

binär 

nicht 

positiv für 

beide 

Merkmale 

10 0 4 2 0 0 16 

 positiv für 

beide 

Merkmale 

14 1 3 0 1 1 20 

Gesamt  24 1 7 2 1 1 36 
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4.8 Expression in Bezug auf die Metastasierung 

In dem untersuchten Kollektiv von 36 Patientinnen traten insgesamt zwei Fälle mit 

Fernmetastasierung auf (5,6%). Eine Fernmetastase manifestierte sich im ZNS, die 

andere pulmonal. 

4.8.1 Expression von CBX5 in Bezug auf die Metastasierung 

Die Tumorschnitte der Patientinnen, die Fernmetastasen entwickelten, wiesen beide 

einen IRS von 6-8 auf, zeigten also eine mäßig starke Expression von CBX5 (Tabelle 32). 

Der Korrelationskoeffizient war nicht signifikant (Spearman-Korrelationstest: p=0,393; 

Korrelationskoeffizient r: 0,147). 

 

Tabelle 32: Expression von CBX5 und Vorliegen von Fernmetastasen (N=36) 

                Fernmetastasen   

  nein ja Gesamt  

Expression 

CBX5 (Kerne) 

gruppiert 

IRS 0-2 (negativ) 9 0 9 

 IRS 3-4 

(schwach pos.) 

8 0 8 

 IRS 6-8 (mäßig 

pos.) 

12 2 14 

 IRS 9-12 (stark 

pos.) 

5 0 5 

Gesamt  34 2 36 

4.8.2 Expression von KDM5B in Bezug auf die Metastasierung 

Die beiden Fälle, die Fernmetastasen entwickelten, hatten Primärtumoren mit einer 

schwachen Expression von KDM5B (IRS 3-4) (Tabelle 33). Der Spearman-

Korrelationstest zeigte keine statistische Signifikanz und keine Korrelation 

(Korrelationskoeffizient r: -0,048, p=0,779). 

 

Tabelle 33: Expression von KDM5B und Vorliegen von Fernmetastasen (N=36) 

               Fernmetastasen   

  nein ja Gesamt  

Expression 

KDM5B (Zytosol 

IRS 0-2 (negativ) 12 0 12 
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und Kerne) 

gruppiert 

 IRS 3-4 

(schwach pos.) 

6 2 8 

 IRS 6-8 (mäßig 

pos.) 

9 0 9 

 IRS 9-12 (stark 

pos.) 

7 0 7 

Gesamt  34 2 36 

 

4.8.3 Gleichzeitige Expression von CBX5 und KDM5B in Bezug auf die Metastasierung 

Beide Fälle mit Metastasierung waren positiv für beide Merkmale  

Tabelle 34). Es bestand keine statistische Signifikanz eines Zusammenhangs zwischen 

gleichzeitiger Expression und dem Vorliegen von Fernmetstasen im Exakten Tests nach 

Fisher (p = 0,492). 

 

Tabelle 34: Expression von CBX5 und KDM5B und Vorliegen von Fernmetastasen (N=36) 

                Fernmetastasen   

  nein ja Gesamt  

CBX5 und 

KDM5B 

kombiniert binär 

nicht positiv für 

beide Merkmale 

16 0 16 

 positiv für beide 

Merkmale 

18 2 20 

Gesamt  34 2 36 

 

4.9 Expression in Bezug auf das Grading 

Sechs von 36 Patientinnen (16,7%) wiesen ein Grading von G2 auf. 83,3% ein G3-

Stadium. Somit handelte es sich in den meisten Fällen um schlecht differenzierte 

Tumorzellen.  

4.9.1 Expression von CBX5 in Bezug auf das Grading 

Die meisten Schnitte mit G2 Stadium waren einem IRS von 6-8 (50%) zuzuordnen, 

entsprechend einer mäßig starken Expression von CBX5. Ähnlich verhielt es sich mit 

Schnitten mit dem Stadium G3: am häufigsten trat eine mäßig starke Expression auf 
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(36,7%) (Tabelle 35). Es konnte keine Korrelation festgestellt werden (Spearman- 

Korrelationskoeffizient r: -0,049, p=0,777). 

 

Tabelle 35: Expression CBX5 und Grading (N=36) 

  Grading   

  G2 G3 Gesamt  

Expression 

CBX5 (Kerne) 

gruppiert 

IRS 0-2 (negativ) 2 7 9 

 IRS 3-4 

(schwach pos.) 

0 8 8 

 IRS 6-8 (mäßig 

pos.) 

3 11 14 

 IRS 9-12 (stark 

pos.) 

1 4 5 

Gesamt  6 30 36 

 

4.9.2 Expression von KDM5B in Bezug auf das Grading 

50% der Schnitte mit G2-Grading exprimierten KDM5B nicht. 33,3% exprimierten KDM5B 

mäßig (IRS 6-8) und 16,7% stark (IRS 9-12). Schnitte im G3-Stadium waren am 

häufigsten negativ auf Anti-KDM5B (30%). 26,7% zeigten eine schwach, 23,3% eine 

mäßig und 20% eine stark positive Expression von KDM5B (Tabelle 36). Es bestand keine 

statistisch signifikante Korrelation im Spearman-Test (Korrelationskoeffizient r: 0,063; 

p=0,714). 

 

Tabelle 36: Expression KDM5B und Grading (N=36) 

                       Grading   

  G2 G3 Gesamt  

Expression 

KDM5B (Zytosol 

und Kerne) 

gruppiert 

IRS 0-2 (negativ) 3 9 12 

 IRS 3-4 

(schwach pos.) 

0 8 8 
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 IRS 6-8 (mäßig 

pos.) 

2 7 9 

 IRS 9-12 (stark 

pos.) 

1 6 7 

Gesamt  6 30 36 

 

4.9.3 Geichzeitige Expression von CBX5 und KDM5B in Bezug auf das Grading 

Die Aufteilung des Gradings auf die beiden Kategorien „nicht positiv für beide Merkmale“ 

und „positiv für beide Merkmale“ war relativ ausgeglichen. Die Tumoren, die dem G2-

Stadium zugeordnet wurden, exprimierten zur Hälfte beide Merkmale und zur anderen 

Hälfte nicht beide Merkmale gleichzeitig. Im G3 Stadium waren 43,3% nicht positiv für 

beide Merkmale und 56,7% positiv für beide Merkmale. Eine Tendenz ließ sich hier also 

nicht ableiten. Entsprechend ergab sich keinerlei Korrelationen zwischen den Parametern 

(Exakter Tests nach Fisher (p = 1,000) (Tabelle 37). 

 

Tabelle 37: Gleichzeitige Expression CBX5 und KDM5B und Grading (N=36) 

                      Grading    

  G2 G3 Gesamt  

CBX5 und 

KDM5B 

kombiniert binär 

nicht positiv für 

beide Merkmale 

3 13 16 

 positiv für beide 

Merkmale 

3 17  

Gesamt  6 30 36 

5 Diskussion 

Diese Doktorarbeit beschäftigt sich mit der übergeordneten Fragestellung, ob die 

Antigene CBX5 und KDM5B als potenzielle tumorspezifische therapeutische 

Zielstrukturen oder als prognostische Marker geeignet sind. Des Weiteren wurde der 

Frage nachgegangen, ob ein Zusammenhang zwischen quantitativer Antigenpräsentation 

im Tumorgewebe und dem Alter der Patientinnen, dem kumulativen Überleben, der 

Tumorprogression und -migration, sowie dem Schweregrad besteht. Diese Fragestellung 

ergibt sich daraus, dass in den Blutproben von an TNBC-erkrankten Patientinnen 
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Antikörper nachgewiesen werden konnten, die gegen CBX5 und KDM5B gerichtet waren. 

In Blutproben von gesunden Patientinnen konnten diese nicht nachgewiesen werden.  

 

Aufgrund der geringen Fallzahl (N=36) waren die Ergebnisse selten statistisch signifikant. 

Dennoch ist es möglich eine Tendenz abzuleiten und diese Studie als Grundlage für 

explizite Fragestellungen weiterer Studien mit größeren Fallzahlen zu verwenden. 

 

5.1. Expression von CBX5 und KDM5B im Tumorgewebe 

Eine wichtige Fragestellung und Voraussetzung für die weiterführenden Untersuchungen 

war ob und in welcher Ausprägung die Antigene CBX5 und KDM5B in den TNBC-

Tumorschnitten vorhanden sind.  In den bisherigen Forschungsarbeiten zeigte sich, dass 

CBX5 in Brustkrebszellen stärker exprimiert ist als in gesunden Zellen und Einfluss auf 

Klinik und Outcome hat. Es konnte bisher nicht festgestellt werden, dass sich die 

Expression von CBX5 in den verschiedenen Subtypen des Brustkrebses (z. B. 

hormonrezeptorpositiver Brustkrebs oder TNBC) signifikant unterscheidet (31). Bisher gibt 

es kaum Forschungsarbeiten zu dieser expliziten Fragestellung beim triple-negativen 

Mammakarzinom. 

Bezüglich eines Zusammenhangs zwischen KDM5B und Brustkrebs gibt es bereits mehr 

Untersuchungen. Eine erhöhte Expression von KDM5B wird mit der Proliferation und 

Invasivität von Mammakarzinomzellen in Zusammenhang gebracht (95, 100, 119, 134). 

In dieser Arbeit konnte eine erfolgreiche Methode zur Detektion der Antigene etabliert 

werden. Beide Moleküle konnten nachgewiesen werden. Erst dadurch konnten 

Untersuchungen bzgl. der Korrelationen zwischen Expression und bereits genannten 

klinischen Follow-up-Daten durchgeführt werden. 

Es konnte außerdem eine statistisch signifikante, positive Korrelation zwischen der 

Expression von CBX5 und KDM5B in den Tumoren festgestellt werden. Interessant wären 

weiterführende Untersuchungen bezüglich der gleichzeitigen Inhibierung der beiden 

Moleküle im Vergleich zur einzelnen Inhibierung. Möglicherweise wäre eine gleichzeitige 

Inhibierung effektiver. 
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5.2. Expression von CBX5 und KDM5B und das Alter 

Es konnte beobachtet werden, dass der Grad der Expression des CBX5-Antigens geringer 

war, je älter die Patientinnen waren. Bezüglich des KDM5B-Antigens zeigte sich diese 

Tendenz ebenfalls, jedoch nicht so deutlich. Wenn angenommen wird, dass eine hohe 

Expression der Antigene mit einer Tumorprogression einhergeht, stellt sich die Frage, ob 

eine abnehmende Expression im Alter eine verminderte Krankheitsaktivität bedeutet. Hier 

sollten weitere Untersuchungen mit höherer Fallzahl folgen, die zusätzlich 

Begleiterkrankungen, Lebensumstände etc. mit einbeziehen. Die Abnahme der 

Expression mit dem Alter lässt die Hypothese aufstellen, dass das Alter sogar ein 

protektiver Faktor sein könnte, bzw. dass es Faktoren gibt, die zum Erreichen hohen Alters 

trotz TNBC führen. 

 

5.3. Expression von CBX5 und KDM5B und das kumulative Überleben 

Eine stärkere Expression der Antigene CBX5 und KDM5B im Tumorgewebe ging 

tendenziell mit einer erhöhten Sterblichkeit einher. Patientinnen mit einer hohen 

Expression verstarben eher als Patientinnen mit einer geringen Expression. Die Tendenz 

der Ergebnisse lassen die Annahme zu, dass Patientinnen mit CBX5-negativem Tumor 

einen Überlebensvorteil gegenüber Patientinnen mit CBX5-positivem Tumor haben. In der 

Studienpopulation hatten die Patientinnen, deren Tumoren KDM5B nicht exprimierten, ein 

geringeres relatives Risiko zu versterben als Patientinnen mit positiver KDM5B-

Expression. Patientinnen, deren Tumoren weder CBX5 noch KDM5B exprimierten, hatten 

in der Studienpopulation ein geringeres Risiko zu versterben als Patientinnen mit positiver 

Expression. 

Es zeigt sich also, dass das Vorliegen einer starken Antigenexpression im Tumor mit 

einem schlechteren Outcome einhergeht. Somit könnte die Antigenexpression 

möglicherweise als prognostischer Marker genutzt werden. Nach derzeitigem 

Wissensstand ist dies bisher noch nicht erprobt worden. Dies sollte weiter anhand eines 

größeren Kollektivs untersucht werden. 

 

5.4. Expression von CBX5 und KDM5B und die Tumorgröße 

Tendenziell fand sich eine starke Expression von CBX5 in den Tumorschnitten, die ein 

höheres T-Stadium aufwiesen. Dies könnte darauf hinweisen, dass sich die Expression 
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von CBX5 positiv auf das Tumorwachstum auswirkt, also eine Größenzunahme, eine 

Tumorproliferation, begünstigt und CBX5 somit eine onkogene Wirkung hat. Eine positive 

Assoziation zwischen Expressionsstärke und Tumorgröße zeichnet sich auch in Bezug 

auf KDM5B ab, jedoch nicht so deutlich. Zwischen der gleichzeitigen Expression beider 

Antigene und der Tumorgröße besteht kein bzw. nur ein geringer Zusammenhang. 

 

Die hier dargestellten Ergebnisse bestätigen die der aktuellen Literatur, dass eine hohe 

Expression von CBX5 und KDM5B mit einer erhöhten Tumorproliferation in 

Zusammenhang stehen. Bisher gibt es wenig Studien bzgl. der Expression von CBX5 und 

der Tumorproliferation. Eine erhöhte Konzentration von CBX5 in Brustkrebszellen führt zu 

einer veränderten Organisation bestimmter Regionen des Heterochromatins, besonders 

perizentrisch. In Zellen, die sich in einem Zellzyklus-Arrest befinden, konnte eine 

geringere Konzentration des Proteins nachgewiesen werden als in sich teilenden Zellen. 

Die Proliferation der Tumoren scheint also in Zusammenhang mit der Expression von 

CBX5 zu stehen. CBX5 führt zu einem Gen-Silencing der Gene, die eine Proliferation der 

Zellen inhibieren (39, 85). 

 

In Bezug auf KDM5B könnte eine Förderung der Zellproliferation in Zusammenhang mit 

dem Einfluss von KDM5B auf den E2F/RB1-Signalweg stehen, wie Hayami et al. 

herausgefunden haben (131). E2F1 und E2F2 sind Transkriptionsfaktoren, reguliert durch 

KDM5B, die wiederum die Transkription des Tumorsuppressors Retinoblastom-Protein, 

neben anderen Zell-Zyklus-Kontroll-Genen, beeinflussen. Das Zusammenspiel der 

genannten Proteine kontrolliert den Zell-Zyklus-Ablauf. Die proliferationsfördernden 

Transkriptionsfaktoren E2F1 und E2F2 konnten in verschiedenen Krebsarten in erhöhter 

Expression nachgewiesen werden. Durch Inhibition von KDM5B konnte eine verringerte 

Proliferation der Zellen erreicht werden. Dies könnte aufgrund der Regulation von E2F1 

und E2F2 durch KDM5B zu erklären sein (131). 

Yamane et. al untersuchten den Zusammenhang zwischen KDM5B und der Proliferation 

und Tumorwachstum von Brustkrebszellen (MCF-7-Zelllinie) (100). Hierbei zeigte sich, 

dass sowohl die Proliferation der Zellen als auch die Fähigkeit Kolonien zu bilden, bei 

einem Knockdown von KDM5B vermindert wird. Die Zellen befanden sich häufiger in der 

G1-Phase des Zellzyklus als in der S-Phase, im Vergleich zur Kontrollzelllinie. 

Möglicherweise ist dies auf eine repressive Wirkung von KDM5B auf 

wachstumsinhibierende Gene zurückzuführen. KDM5B hat folglich einen Einfluss auf die 
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Regulation des Zellzyklus mit einer proliferierenden Wirkung. Des Weiteren ergaben die 

Untersuchungen der Arbeitsgruppe eine Hochregulation von Tumorsuppressoren, wie 

z.B. BRCA-1, oder tumorsuppressor-assoziierten Genen, in den Zelllinien, in denen 

KDM5B inhibiert wurde (100). 

CUX2 (CUT-like homeobox 2), ein Protein, das u.a. eine Rolle in der DNA-Reparatur und 

Apoptose spielt, interagiert aktivierend mit KDM5B, welches daraufhin wiederrum SOX17, 

ein Transkriptionsfaktor, inhibiert, und zu einer erhöhten Tumorprogression und einer 

schlechteren Prognose bei Brustkrebs führt (CUX2/KDM5B/SOX17 axis). Bei Inhibierung 

von CUX2 konnte eine verminderte Expression von KDM5B und eine Aktivierung von 

SOX17 festgestellt werden, was zu einer Einschränkung in malignen Prozessen bei 

Brustkrebs führte (156, 157). Weitere Studien befassen sich mit dem Zusammenhang und 

der gegenseitigen Regulierung von lnc-RNAs, miRNAs und KDM5B und deren Einfluss 

auf die Tumorprogression (101, 158-161). 

 

5.5. Expression von CBX5 und KDM5B und der Lymphknotenstatus 

Es lässt sich keine Tendenz ableiten, dass je stärker die Expression von CBX5 

beziehungsweise KDM5B oder eine gleichzeitige Expression beider Antigene ist, das 

Nodusstadium höher ist. Bei Patientinnen mit einer höheren Expression der Antigene, ist 

die Migration der Tumorzellen also nicht stärker. 

45,8 % aller pN0-Fälle zeigten eine mäßig oder stark positive Expression von KDM5B, 

50% aller pN0-Fälle eine mäßig oder stark positive Expression von CBX5. Ob eine hohe 

Expression von KDM5B bzw. CBX5 möglicherweise sogar eine Abschwächung der 

Migration der Zellen begünstigt, muss mit einer höheren Fallzahl neu eruiert werden. 

 

5.6. Expression von CBX5 und KDM5B und die Metastasierung  

In der Literatur gibt es widersprüchliche Aussagen bzgl. des Zusammenhangs zwischen 

der Expression von CBX5 und dem Auftreten von Metastasen:  

Es wird einerseits angenommen, dass CBX5 als Metastasensuppressor fungiert. Welcher 

Mechanismen dem zugrunde liegt ist bisher weitgehend unbekannt. Es besteht die 

Annahme, dass CBX5 eine Schlüsselrolle in der Regulation von Krebsstammzellen 

(Cancer Stem Cells = CSC) einnimmt. Krebsstammzellen sind multipotente Tumorzellen 

mit Differenzierungspotential und der Fähigkeit zur Selbsterneuerung, und werden in 
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Zusammenhang mit Therapieresistenz und Metastasierung gebracht (162). 

Möglicherweise stabilisiert das Protein eine normale Transkriptionsaktivität bei nicht-

migrierenden CSCs. Bei einer hohen Konzentration an CBX5 konnte eine hohe Dichte an 

nicht-migrierenden CSCs nachgewiesen werden. Eine geringere Konzentration könnte 

folglich zu einer alternierten Transkription mit verändertem Gen-Splicing und einer 

Überexpression invasiver Gene und somit zu einer Vermehrung von migrierenden, 

invasiven CSCs führen, die eine Metastasierung begünstigen (39, 73). 

 

In den invasiven Brustkrebszelllinien HS578T und MDA-MB-231 konnte von Thomsen et 

al. eine niedrige CBX5-Konzentration nachgewiesen werden, wohingegen 

Brustkrebszelllinien wie T47D und MCF-7, die eine geringe Migration aufweisen, eine 

hohe Konzentration an CBX5 zeigten. Eine Erniedrigung der CBX5-Konzentration in der 

MCF-7-Zelllinie führte zu einer Erhöhung des invasiven Potentials der Zellen, während 

eine Erhöhung der CBX5-Konzentration in MDA-MB-231-Zellen eine Erniedrigung eben 

dieses induzierten. Ein möglicher Mechanismus für die variierende Expression ist eine 

mutierte Bindestelle für Transkriptionsfaktoren (c-myc) in der Promotorregion des Gens, 

wodurch es zu einer verringerten Transkription des Gens kommt. Die Bindung des 

Transkriptionsfaktor yin yang (YY1) als Aktivator der Transkription soll hierbei ebenfalls 

eine Rolle spielen. Die Ursache für die unterschiedliche Expression des Proteins 

geschieht also auf mRNA-Level. Es kann angenommen werden, dass CBX5 einen Gen-

Silencing-Effekt auf Gene hat, die zu einer Migration der Krebszellen führen (39). Pradhan 

et al. brachten das erhöhte Metastasierungspotential bei CBX5-Knockdown in MCF-7-

Zelllinien mit einer Veränderung der Membranspannung in Zusammenhang (163). 

Andere Forschungsarbeiten konnten zeigen, dass HP1α mit weiteren Proteinen (z. B. 

RRP1B (ribosomal RNA processing 1 homolog B) interagiert und dadurch eine 

Metastasierung unterdrückt wird (164, 165). 

 

Yu et al. untersuchten die SNGH11/ miR-2355-5p/CBX5-axis und stellten hingegen fest, 

dass die lncRNA SNHG11, die in TNBC vermehrt exprimiert wird und mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert ist, mittels der microRNA 2355-5p (miR-2355-5p) eine 

erhöhte CBX5-Expression induziert. Bei Silencing von SNHG11 kommt es zu einer 

verminderten CBX5-Expression. Eine hohe Expression an SNHG11 wird mit einer 

erhöhten Tumorprogression, -migration und -invasion in Verbindung gebracht, was durch 

ein SNHG11-Knockdown verhindert werden kann. Da eine hohe SNHG11-Expression 
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aber auch eine hohe CBX5-Expression zur Folge hat, und CBX5 eigentlich eine 

unterdrückende Wirkung bezüglich Migration zugeschrieben wird, widerspricht dies den 

Ergebnissen anderer o.g. Studien (166). Auch De Koning et al. haben 

immunhistochemische Färbungen mit Anti-CBX5 an Brustkrebsgewebe durchgeführt und 

zeigten, dass eine Metastasierung mit einer hohen Expression von CBX5 korreliert, sowie 

mit einem verringerten Überleben (85). 

 

Die Tumorschnitte der beiden Patientinnen, die Fernmetastasen entwickelten zeigten eine 

mäßig starke Expression von CBX5. Hier zeigte sich, dass eine Metastasierung 

tendenziell mit einer vermehrten Expression einhergeht. Ob hier ein Zusammenhang 

zwischen Metastasierung und hoher Expression von CBX5 im Primärtumor besteht kann 

ob der geringen Fallzahl und der kleinen Zahl an Fällen mit Metastasierung nicht bestätigt 

werden. 

 

In triple-negativen Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231) verhindert KDM5B die 

Transkription von Genen, die mit entzündlichen Prozessen, Zellproliferation, Zellädhäsion 

und Migration assoziiert sind (121). Klein et al. konnten in triple-negativen 

Mammakarzinomen eine geringere Expression von KDM5B nachweisen als in ER+/PR+-

Tumoren. Dies fördere die Migration und Metastasierung der Tumorzellen (121). Das 

würde bedeuten, dass eine hohe Expression an KDM5B die Tumormigration 

verlangsame.  

 

Hingegen stellten Bamodu et al. eine Abschwächung von Migration und Invasivität bei 

einem KDM5B-Knockdown in der triple-negativen Zellreihe MDA-MB231 fest. Sie 

schlussfolgerten daraus, dass eine erhöhte KDM5B-Expression mit gesteigerter Migration 

und Invasivität einhergeht. In gesunden Brustzellen (MCF-10A) hatte eine erhöhte 

KDM5B-Expression ebenfalls eine gesteigerte Fähigkeit der Migration der Zellen zur 

Folge. Wie auch CBX5 hat KDM5B einen Einfluss auf die Bildung und Aufrechterhaltung 

von Brustkrebsstammzellen (BCSCs). Außerdem konnten sie feststellen, dass eine 

Inhibition der KDM5B-Expression mit der Folge einer hsa-miR-448-Erhöhung zu einer 

verminderten MALAT-1-Expression führt und eine Zellproliferation abschwächt. hsa-miR-

448 ist eine micro-RNA deren Funktion noch nicht hinreichend erforscht ist, jedoch eine 

Rolle in der Genregulation zu spielen scheint. MALAT-1 ist eine lncRNA, beteiligt an der 

Regulation der mRNA-Expression und an posttranskriptionalen Modulationen.   hsa-miR-
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448 könnte demnach Anwendung in der targetspezifischen Tumortherapie bei TNBC 

finden (167). 

 

Eine Verbindung von KDM5B mit dem NuRD-Komplex (“nucleosome remodeling and 

deacetylase complex”) führt zu einer Transkriptionsrepression (121). Die Bindung von 

KDM5B an den LSD1/NuRD-Komplex ist außerdem Gegenstand aktueller Forschung in 

Hinblick auf eine Unterdrückung von Angiogenese und Metastasierung (168). Es zeigte 

sich, dass in Zelllinien des triple-negativen Brustkrebs (MDA-MB-231) die Unterdrückung 

von KDM5B eine erhöhte Proliferation, Entzündungsreaktion, Adhäsion, sowie Migration, 

zur Folge hatte, im Gegensatz zur Inhibition in der MCF7-Zelllinie, wo das Gegenteil der 

Fall war (169, 170). 

 

Die Widersprüchlichkeit der Ergebnisse mehrerer Studien zeigt die Komplexität der 

unterschiedlichen Funktionen der Histondemethylasen und betont die Herausforderung 

der Entwicklung target-spezifischer Therapien, sodass hier weiterhin ein hoher Bedarf an 

weiterführenden Forschungen besteht. Eine Erklärung für die Widersprüchlichkeit der 

Forschungsergebnisse bietet De Nisio et al.: Gegenstand ihrer Forschung ist die 

Entdeckung verschiedener Isoformen von KDM5B. Die katalytisch inaktive Isoform 

KDM5B-NTT konnte vermehrt in der MCF7-Zelllinie detektiert werden (40%). Einen noch 

höheren Anteil (57%) nahm die Isoform in der triple-negativen-Brustkrebs-Zelllinie MDA-

MB-231 ein. Somit zeigt sich in triple-negativen Tumoren eine geringere Anzahl an 

aktivem KDM5B und folglich eine geringere Inhibition des Tumorwachstums, wie es bei 

hoher Expression der aktiven Form gezeigt wurde (121). Es scheint also naheliegend, 

dass KDM5B weitere Funktionen als nur rein katalytische (als aktive Form), einnimmt. Die 

sowohl tumorfördernde als auch tumorrepressive Eigenschaft könnte somit auf das 

Vorliegen verschiedener Isoformen zurückzuführen sein (169). 

In dieser Arbeit wurde nicht zwischen den Isoformen von KDM5B unterschieden. Die 

immunhistochemische Färbung wurde vor der Entdeckung der Isoformen abgeschlossen. 

Der ausgewählte Antikörper richtet sich gegen die Region zwischen ARID und JmjC, ein 

grundsätzliches Merkmal von KDM5B. Es wird davon ausgegangen, dass der Antikörper 

an alle Isoformen von KDM5B binden kann. 

 

Eine weitere microRNA, miR-137, konnte mit KDM5B in Zusammenhang gebracht 

werden. Es zeigte sich, dass miR-137 eine verringerte Proliferation und Migration in 
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Brustkrebszellen zur Folge hat und in Mammakarzinomen geringer vertreten ist als in 

gesundem Gewebe. miR-137 scheint eine regulierende Wirkung auf KDM5B zu haben 

(171). 

 

Die Bindung von PHD1 (eine von drei PHD-Finger-Domänen) von KDM5B an 

unmethyliertes H3K4(me0) inhibiert Migrationsprozesse bei einer hohen Konzentration 

von KDM5B. Das Protein fungiert also auch mit tumorsuppressiven Eigenschaften in 

triple-negativen Mammakarzinomzellen (121). Wie die tumorsuppressiven und 

tumorfördernden Eigenschaften reguliert werden, ist unklar (121). 

 

In dieser Arbeit hatten beide Fälle, die Fernmetastasen entwickelten, Primärtumoren mit 

einer schwachen Expression von KDM5B. Gegebenenfalls geht also eine geringe 

Expression von KDM5B mit einer erhöhten Migration der Zellen einher. Eine valide 

Aussage kann hierzu aber nur mit einer höheren Fallzahl getroffen werden. 

 

Der Zusammenhang zwischen der gleichzeitigen Expression von CBX5 und KDM5B in 

Tumoren des triple-negativen Mammakarzinoms wurde in dieser Arbeit erstmalig 

untersucht. Beide Fälle mit Metastasierung waren positiv für beide Merkmale. Dies könnte 

einen Hinweis darauf geben, dass ein Vorhandensein beider Merkmale eine 

Metastasierung begünstigt. Dies gibt Anlass zu weiteren Nachforschungen mit höherer 

Fallzahl. 

 

5.7. Expression von CBX5 und KDM5B und das Grading 

Es besteht keine Korrelation zwischen der Expression der Antigene und dem 

Differenzierungsgrad der Tumorzellen. Bei KDM5B besteht am ehesten eine negative 

Korrelation insofern, als dass eine höhere Expression von KDM5B mit einer besseren 

Differenzierung der Tumorzellen einhergeht.  

 

Im Gegensatz hierzu konnten He et al. bei einem Verlust von KDM5B eine verzögerte 

Zelldifferenzierung sowohl bei normalen Zellen als auch bei Tumorzellen zeigen. Dies 

erfordert weitere Untersuchungen in Hinblick auf Depletion und Inhibierung von KDM5B 

als Therapiekonzept (150). 
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Yeh et al. zeigten einen Zusammenhang zwischen der Differenzierung und 

Entdifferenzierung von CSCs aufgrund des Methylierungsstatus von H3K4 durch KDM5B 

(126). CSCs mit inhibiertem KDM5B führen zu einer geringeren Tumorprogression (127). 

 

Insgesamt lassen sich folgende Schwächen und Stärken der Arbeit zusammenfassen: 

Ungünstig zeigt sich, wie bereits mehrfach erwähnt die niedrige Fallzahl, sowie der 

retrospektive Charakter der Arbeit, woraus eine geringere Aussagekraft resultiert.  

Die Stärke liegt darin, dass es sich um eine Arbeit der Grundlagenforschung als Basis der 

zielgerichteten Therapie handelt. Bisher gibt es zur prognostischen Bedeutung der 

ausgewählten Proteine nur wenig Daten. Im Rahmen dieser Arbeit gelang eine erstmalige 

Analyse, vor allem auch in Bezug auf das gleichzeitige Vorliegen der Proteine. Es konnte 

eine reproduzierbare immunhistochemische Methode zur Detektion der Antigene etabliert 

werden. Die Schwächen der Arbeit lassen sich durch weiterführende Forschung, ob CBX5 

und KDM5B als prognostische Marker und therapeutische Zielstrukturen fungieren 

können, mit einem größeren Kollektiv minimieren.  

6 Fazit 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erfolgreich eine immunhistochemische Methode zur 

Detektion der Antigene etabliert werden. Diese Arbeit zeigte bezüglich des kumulativen 

Überlebens bei stärkerer Expression der Antigene CBX5 und KDM5B im Tumorgewebe 

tendenziell eine erhöhte Sterblichkeit. Es konnte außerdem dargestellt werden, dass eine 

höhere Expression der Antigene mit der Tumorgröße korrelierte, also mit einer vermehrten 

Proliferation einherging. Bezüglich der Metastasierung zeichnete sich kein deutliches 

Ergebnis ab. Die Tumoren, die metastasierten, zeigten eine mäßig starke Expression von 

CBX5 und eine schwache Expression von KDM5B. Eine hohe Expression von CBX5 und 

eine schwache Expression von KDM5B ging tendenziell mit einer erhöhten 

Metastasierung einher. 

7 Ausblick 

Die hier dargestellten Versuche sollten mit einer größeren Fallzahl wiederholt werden, um 

bessere Aussagen über die statistische Signifikanz treffen zu können. Als Fortführung 

dieser Arbeit, werden im Rahmen einer weiteren Dissertationsschrift bereits 

weiterführende Versuche durchgeführt. Dabei wird die Expression und der funktionelle 
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Einfluss von KDM5B und CBX5 in TNBC-Zelllinien, insbesondere in Bezug auf 

Proliferation, Adhäsion, Migration und Vitalität mit und ohne Knockdown von CBX5 und 

KDM5B, untersucht. Dies ist eine perfekte Ergänzung, um die Ergebnisse dieser Arbeit zu 

verifizieren. 

Des Weiteren soll mit TRON Mainz als Partner festgestellt werden, ob eine Korrelation 

zwischen der Menge der Antikörper im Blut der Patientinnen mit der Expression der 

Antigene in den Tumoren besteht. Dies soll zeigen, ob die Antikörper Anti-KDM5B und 

Anti-CBX5 gegebenenfalls als prognostische Marker genutzt werden können. Die 

Ergebnisse hierzu sind noch ausstehend. 

8 Zusammenfassung 

Das triple-negative Mammakarzinom ist aufgrund seiner Komplexität und Heterogenität 

und der vielen Patientinnen, die durch diese Erkrankung betroffen sind, ein wichtiges 

Forschungsthema. Im Vorfeld dieser Arbeit wurde die Spezifität zirkulierender Antikörper 

in Blutproben von 36 TNBC-Patientinnen analysiert. Anhand der Analyse wurden 

Antikörper gegen zwei Antigenstrukturen der Moleküle KDM5B und CBX5 identifiziert, 

deren Konzentration im Blut der TNBC-Patientinnen erhöht war, nicht jedoch im Blut von 

gesunden Probandinnen. CBX5 und KDM5B spielen eine wichtige Rolle in der Regulation 

der Genexpression, Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Zellzykluskontrolle, Apoptose 

und DNA-Reparatur und sind somit Bestandteil wichtiger Prozesse im Rahmen der 

Tumorentstehung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels immunhistochemischer 

Färbung an 36 zu den analysierten Blutproben korrespondierenden TNBC-

Paraffinschnitten untersucht, ob und wie stark die entsprechenden Antigene in den 

Tumoren des genannten Kollektivs exprimiert wurden. Eine Auswertung der gefärbten 

Schnitte bezüglich der Expression der Antigene wurde mittels des immunreaktiven Scores 

(IRS) vorgenommen. Des Weiteren wurden statistische Tests zur Aufdeckung 

bestehender Korrelationen zwischen der Expression der Antigene mit Daten eines bereits 

bestehenden Follow-ups der 36 Patientinnen durchgeführt. Untersucht wurden 

insbesondere der Zusammenhang der Expression mit dem Alter, dem kumulativen 

Überleben, der Tumorgröße, dem Lymphknotenstatus, der Metastasierung und dem 

Grading. Es zeigte sich, dass die Stärke der Expression beider Antigene mit dem Alter der 

Patientinnen abnahm. Eine hohe Expression beider Antigene ging tendenziell mit einem 

schlechteren Überleben und einer erhöhten Proliferation einher. Bezüglich der 
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Metastasierung und dem Differenzierungsgrad ließ sich keine aussagekräftige Tendenz 

ableiten. 

Die Gene CBX5 und KDM5B, die die Proteine CBX5 und KDM5B kodieren, sind nur ein 

Bruchteil des umfassenden Spektrums, das mit TNBC in Zusammenhang steht. Dennoch 

ist es vor allem auch die Grundlagenforschung, die die Basis für zukünftige Diagnostik 

und Therapie bestimmter Erkrankungen liefert. Mittels weiterführender Studien kann und 

sollte diesen Erkenntnissen weiter nachgegangen werden, um der individuellen, 

targetspezifischen Therapie tausender Erkrankten ein Stück näher zu kommen. 
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10  Anhang 

Tabelle 38: IRS Anti-CBX5 der Tumorschnitte (TS) (N=36) 

Einzelwerte der 36 Tumorschnitte bezüglich der Farbintensität, der positiven Zellen und des IRS nach 

immunhistochemischer Färbung mit Anti-CBX5. 

CBX5 Farbintensität (0-3) Positive Zellen (0-4) IRS (0-12) 

TS-Nr.1 2 3 6 

TS-Nr.2 2 2 4 

TS-Nr.3 1 2 2 

TS-Nr.4 3 2 6 

TS-Nr.5 3 3 9 

TS-Nr.6 3 2 6 

TS-Nr.7 1 3 3 

TS-Nr.8 2 3 6 

TS-Nr.9 2 3 6 

TS-Nr.10 0 0 0 

TS-Nr.11 2 4 8 

TS-Nr.12 3 2 6 

TS-Nr.13 2 2 4 

TS-Nr.14 2 3 6 

TS-Nr.15 1 3 3 

TS-Nr.16 2 4 8 

TS-Nr.17 1 1 1 

TS-Nr.18 3 4 12 

TS-Nr.19 3 4 12 

TS-Nr.20 3 3 9 

TS-Nr.21 0 0 0 

TS-Nr.22 2 4 8 

TS-Nr.23 1 2 2 

TS-Nr.24 1 3 3 

TS-Nr.25 3 3 9 

TS-Nr.26 1 2 2 

TS-Nr.27 2 2 4 

TS-Nr.28 2 2 4 
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TS-Nr.29 3 2 6 

TS-Nr.30 2 2 4 

TS-Nr.31 2 3 6 

TS-Nr.32 1 1 1 

TS-Nr.33 2 3 6 

TS-Nr.34 1 2 2 

TS-Nr.35 3 2 6 

TS-Nr.36 1 1 1 

 

 

Tabelle 39: IRS KDM5B der Tumorschnitte (TS) (N=36) 

Einzelwerte der 36 Tumorschnitte bezüglich der Farbintensität, der positiven Zellen und des IRS nach 

immunhistochemischer Färbung mit Anti-KDM5B. 

KDM5B 

Farbintensität 

(0-3) 

Positive 

Zellen 

(0-4) 

IRS 

Kerne 

(0-12) 

IRS 

Zytosol 

(0-12) 

IRS Kerne + 

Zytosol 

(0-12) 

TS-Nr.1 2 2 4 6 6 

TS-Nr.2 2 1 2 2 2 

TS-Nr.3 2 1 2 2 2 

TS-Nr.4 1 2 2 1 2 

TS-Nr.5 3 4 12 12 12 

TS-Nr.6 2 2 4 1 4 

TS-Nr.7 1 1 1 6 6 

TS-Nr.8 1 1 1 2 2 

TS-Nr.9 3 4 12 8 12 

TS-Nr.10 2 1 2 1 2 

TS-Nr.11 0 0 0 3 3 

TS-Nr.12 1 1 1 4 4 

TS-Nr.13 1 1 1 2 2 

TS-Nr.14 2 2 4 1 4 

TS-Nr.15 2 2 4 2 4 

TS-Nr.16 1 1 1 3 3 

TS-Nr.17 2 1 2 6 6 
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TS-Nr.18 3 4 12 2 12 

TS-Nr.19 2 2 4 6 6 

TS-Nr.20 3 3 9 12 12 

TS-Nr.21 2 3 6 6 6 

TS-Nr.22 2 3 6 8 8 

TS-Nr.23 2 1 2 2 2 

TS-Nr.24 1 1 1 3 3 

TS-Nr.25 3 3 9 9 9 

TS-Nr.26 3 2 6 2 6 

TS-Nr.27 2 3 6 3 6 

TS-Nr.28 0 0 0 0 0 

TS-Nr.29 0 0 0 0 0 

TS-Nr.30 3 3 9 12 12 

TS-Nr.31 2 2 4 8 8 

TS-Nr.32 1 1 1 1 1 

TS-Nr.33 2 2 4 4 4 

TS-Nr.34 3 4 12 12 12 

TS-Nr.35 1 2 2 2 2 

TS-Nr.36 2 1 2 2 2 
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