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Zusammenfassung

Einer der Griinde fir das Scheitern derzeitiger Behandlungsmethoden beim Brustkrebs ist die
Resistenz gegenuber der angewandten Chemotherapie. Eine grof3e Rolle bei der Entstehung der
Multiplen Medikamentenresistenz spielt das MDR1-Gen und sein Genprodukt, das P-Glykoprotein.
Das Y-Box-Protein YB-1 reguliert die Expression des MDR1-Gens; eine Uberexpression und
nukleare Lokalisation von YB-1 geht im Brustkrebs mit einer gesteigerten P-Glykoprotein
Expression einher.

In dieser Arbeit wurden Gewebeproben von 83 Brustkrebspatientinnen auf eine YB-1
Uberexpression im Tumor und im peritumoralen Epithel untersucht. YB-1 wurde mittels der
immunhistochemischen APAAP-Methode an Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten
Brustkrebsgewebeproben nachgewiesen. Die klinische Relevanz der YB-1 Expression wurde
untersucht, indem sie mit dem klinischen Verlauf in einem mittleren Beobachtungszeitraum von 61
Monaten und etablierten biologischen Tumorfaktoren wie Lymphknotenstatus, histologisches
Grading, Tumorgrofte, Hormonrezeptorstatus, uPA und PAI-1 verglichen wurde.

In der Kohorte der Patientinnen mit einer postoperativen adjuvanten Chemotherapie zeigte sich
eine 5-Jahres-Rezidivrate von 68 % bei einer hohen YB-1 Expression im Tumor und eine
Rickfallrate von 39 % bei einer niedrigen YB-1 Expression. Unter Beachtung auch der YB-1
Expression im peritumoralen Epithel konnte ein noch gréRerer Unterschied hinsichtlich der 5-
Jahres-Rezidivrate festgestellt werden. Diese betrug bei Patientinnen mit einer hohen YB-1
Expression 66 %, wahrend bei Patientinnen mit einer niedrigen YB-1 Expression im
Nachbeobachtungszeitraum kein Rezidiv festgestellt wurde. Bei der Gegenuberstellung der 5-
Jahres-Rezidivraten in der Kohorte der Patientinnen ohne Zytostatikatherapie zeigte sich eine
Ruckfallrate von 30 % bei einer hohen YB-1 Expression und eine Ruckfallrate von 0 % bei einer
niedrigen YB-1 Expression. Eine hohe YB-1 Expression war demnach in beiden Kohorten mit einer
schlechteren klinischen Prognose assoziiert. Das Ergebnis in der Gruppe der Patientinnen ohne
postoperative Chemotherapie zeigt, dass YB-1 mit der Tumoraggressivitat beim Brustkrebs
korreliert. Eine Korrelation zwischen der YB-1 Expression und den etablierten prognostischen
Faktoren Lymphknotenstatus, Tumorgrof3e und histologisches Grading konnte nicht festgestellt
werden. Es wurde jedoch eine signifikante negative Korrelation zwischen der YB-1 Expression und
dem Hormonrezeptorstatus und eine positive Korrelation zwischen YB-1 und den Faktoren uPA
und PAI-1 gefunden.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass YB-1 eine klinische Relevanz besitzt mit Hinblick sowohl auf
eine prognostische als auch eine pradiktive Bedeutung bei der Identifikation von Hoch-Risiko-
Patientinnen im Brustkrebs in Ab- und Anwesenheit einer postoperativen Chemotherapie.

Abstract

Intrinsic or acquired resistance to chemotherapy is one of the reasons for failure of current
treatment regimens in breast cancer patients. P-glycoprotein and its gene mdr1 plays a major role
in the development of a multi-drug resistant tumor phenotype. The Y-box protein YB-1 regulates
the expression of mdr1. In human breast cancer, overexpression and nuclear localization is
associated with upregulation of P-glycoprotein.

In this study, tissues of 83 breast cancer patients have been analyzed with regard to YB-1
overexpression in tumor tissue and in surrounding benign breast epithelial cells. YB-1 has been
detached by the immunohistochemical APAAP-method using formalin-fixed, paraffin-embedded
breast cancer tissues. Clinical relevance of YB-1 expression was analyzed by comparing it with
clinical outcome after a median follow-up of 61 months and with tumor biological factors lymph-
node status, tumor size, histological grading, hormone-receptor status and the factors uPA and
PAI-1.

In patients who received postoperative chemotherapy, the 5-year-relapse rate was 68% in patients
with high YB-1 expression in tumor cells and 39% in patients with low expression. With regard to
YB-1 expression in surrounding benign breast epithelial cells, the 5-year-relapse rate was 66% in
patients with high YB-1 expression whereas in patients with low expression no relapse has been
observed so far. YB-1 thus indicates clinical drug resistance in breast cancer. In patients who
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received no chemotherapy, the 5-year-relapse rate was 30% in patients with high YB-1 expression
whereas in patients with low YB-1 expression no relapse occurred. YB-1 thus correlates with breast
cancer aggressiveness. In both groups high YB-1 expression was associated with poor clinical
outcome. A correlation between YB-1 and tumor biological factors lymph-node status, tumor size
and histological grading has not been found. But a significant negative correlation has been
observed between YB-1 and hormone-receptor status and a positive correlation between YB-1 and
uPA and PAI-1.

This dissertation could show the clinical relevance of YB-1 with regard to a prognostic and
predictive significance by identifying a high-risk group of breast cancer patients both in presence
and absence of postoperative chemotherapy.

Schlagworter:
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1 Einfihrung

Der Brustkrebs stellt eine der haufigsten Todesursachen bei Frauen in der heutigen Zeit dar. Im
Allgemeinen wird er chirurgisch reseziert oder es wird eine radikale Mastektomie zur
Tumorentfernung vorgenommen. In Abhangigkeit von Risikofaktoren wird in vielen Fallen weiterhin
mit einer adjuvanten postoperativen Chemotherapie behandelt. Diese Therapie findet jedoch nicht
in allen Fallen ein zufriedenstellendes Ansprechen. Einige Tumoren sind von Beginn an resistent
gegen die angewendeten Zytostatika, wahrend andere nach einem anfanglichen Ansprechen der
Therapie im spateren Verlauf eine Resistenz entwickeln. Man nennt dieses Phanomen die
Multidrug Resistenz. Dem humanen Y-Box-Protein YB-1 wird bei der Regulierung und Entwicklung
der Multidrug Resistenz eine Rolle zugeschrieben. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die
YB-1 Expression im Mammakarzinom Aussagen uber den klinischen Verlauf der Erkrankung
erlaubt. Dafiir wird in der Einflhrung ein Uberblick (iber die Familie der Y-Box-Proteine, deren
Aufbau, Gemeinsamkeiten und Funktionen, und Gber das Phdnomen der Multiplen
Medikamentenresistenz mit seinen verschiedenen Phanotypen und Regulations-mechanismen
gegeben.

1.1 Y-Box-Proteine

Y-Box-Proteine stellen eine Gruppe von Proteinen mit gemeinsamem Strukturmotiv dar. Es handelt
sich dabei um eine Nukleinsaure-bindende Domane, die wahrend der Evolution von Prokaryonten
sehr gut erhalten geblieben ist, und die man sowohl in Bakterien, Pflanzen und Tieren finden kann.
Es wurde beobachtet, dass die in Bakterien gefundenen Y-Box-Proteine durch Kalteschock
induzierbar sind. Die Kalteschock-Antwort erfolgt, wenn man exponentiell wachsende Zellen abrupt
von 37°C auf 10°C abkuhlt. Die Zellen reagieren mit einer tiber 100fach gesteigerten Synthese
ihrer Y-Box-Proteine (z.B. CS7.4 von E. coli) bei gleichzeitig stark reduzierter allgemeiner
Transkription und Translation. Aufgrund dieser Eigenschaft gab man den Y-Box-Proteinen von
Bakterien auch den Namen der Kalteschock-Proteine (cold shock proteins).

Die ersten Mitglieder der Y-Box-Proteinfamilie wurden in eukaryonten Zellen gefunden und zeigten
in vitro eine Bindung an ein doppelstrangiges Transkriptions-Regulations-Element, welches als Y-
Box bekannt war. Daher bekam die Familie den Namen Y-Box-Proteine. Inzwischen wurde gezeigt,
dass Y-Box-Proteine ebenfalls an Einzelstrang-DNA und RNA binden kdnnen. Diese
Beobachtungen fiihrten zu einer Reihe von Aufgaben und Funktionen, die dieser Familie
zugeschrieben werden. Mitglieder der Y-Box-Proteinfamilie kdnnen als Transkriptionsaktivatoren
und -repressoren, Chromatin-Modifikations-Proteine, DNA-Reparatur-Proteine, selektive
Translationsrepressoren und RNA-Verpackungs-Proteine wirken.

Vergleicht man die Struktur verschiedener Y-Box-Proteine, so kann man feststellen, dass sich ein
bestimmter Teil Gberall finden lasst, die Kalteschock-Doméane. Bakterien besitzen nur diese eine
Kalteschock-Domane. In eukaryontischen Y-Box-Proteinen sind zusatzliche Domanen zu finden.
Ein ungewohnliches Y-Box-Protein von Saugetieren, das unr, besteht zum Beispiel aus flunf
aufeinander folgenden Kalteschock-Domanen. Es stellt damit das Protein mit der am hdchsten
konservierten Anzahl an Kalteschock-Doméanen dar. Die am haufigsten beschriebene
eukaryontische Form von Y-Box-Proteinen besteht aus einer einzigen Kalteschock-Doméane, die
mit einer Serie von typischerweise vier sich abwechselnden basischen und sauren Regionen
gekoppelt ist. Zu den so aufgebauten Y-Box-Proteinen zéhlen das humane YB-1, das MSY1 der
Maus und die beiden Xenopus-Proteine FRGY1 und FRGY2. Das humane NSEP1 (nuclease-
sensitive element protein) und das RBYa von Ratten weisen eine andere Anordnung der
geladenen Regionen auf. Das Y-Box-Protein der Pflanzen, das GRP2, besteht aus einer
Kalteschock-Domane, die mit einer Glycin-reichen Domane verbunden ist.

1.1.1  Struktur der prokaryontischen Y-Box-Proteine

Kalte-Schock-Domanen sind verantwortlich fiir die spezifische Bindung eines cis-Elements,
welches Y-Box genannt wird, an die DNA (Schnuchel et al., 1993). Die Kalte-Schock-Proteine von
Escherichia coli (CspA bzw. CS7.4) und Bacillus subtilis (CspB) zeigen eine 43 %ige
Ubereinstimmung ihrer Sequenz mit der Nukleinsdure—bindenden Doméane von eukaryontischen Y-
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Box-Faktoren. Es wurde mittels NMR-Spektroskopie (Newkirk et al., 1994; Schnuchel et al., 1993)
und Roéntgenkristallographie (Schindelin et al., 1993; Schindelin et al., 1994) herausgefunden, dass
die beiden wichtigsten Kalte-Schock-Proteine von E.coli (CspA) und B.subtilis (CspB) in ihrer
Struktur weitgehend Ubereinstimmen. 5 antiparallel angeordnete B-Strédnge bilden eine
geschlossene B-Roéhre. Ein weiteres 3-strangiges p-Faltblatt enthalt das RNA-bindende Motiv
RNP1 und ein Motiv, welches dem RNP2 &hnlich ist, und besitzt auf seiner Oberflache zahlreiche
basische und aromatische Reste, die als Bindungsstellen fiir Einzelstrang-DNA dienen. Wie
Landsman 1992 feststellen konnte, besitzen die Familie der RNA-bindenden Proteine und die
Familie jener Proteine, die Kalte-Schock-Domanen enthalten, ein identisches RNP1-Motiv.

1.1.2 Struktur der eukaryontischen Y-Box-Proteine

Eine hervorzuhebende Eigenschaft von Y-Box-Proteinen ist deren Erhaltung durch die Evolution.
Die zentrale Nukleinsdure-bindende Domane der Wirbeltierproteine ist zu 43 % identisch mit dem
Kalteschock-Protein (CS7.4 bzw. CspA) von Escherichia coli.

Die eukaryontischen Y-Box-Proteine wurden anfangs durch ihre Interaktion mit Doppelstrang-DNA,
welche die Sequenz CCAAT enthalt, charakterisiert. Vergleiche der Aminosauresequenz
verschiedener Y-Box-Proteine zeigten eine tiber 90 %ige Ubereinstimmung in einer Region von 78
Aminosauren, die als Nukleinsaure-Erkennungsregion der Proteine angesehen wird (Tafuri und
Wolffe, 1992).

Das humane Protein YB-1 zeigte eine relative Spezifitat fir Doppelstrang-DNA mit der Sequenz
CTGATTGG(C/T)(CIT)AA, welche als Y-Box bekannt ist (Didier et al., 1988). Diese Sequenz
enthalt eine reverse CCAAT-Box (oben unterstrichen), die man in Transkriptions-Kontroll-Regionen
einer Reihe von eukaryontischen Genen finden kann. So zum Beispiel in den Major-
Histocompatibility-Complex-Class Il (MHC II)-Genen von Saugetieren, den Gameten-spezifischen
Genen von Wirbeltieren und dem MDR1-Gen des Menschen (Dorn et al., 1987; Wolffe et al., 1992;
Goldsmith et al., 1993).

Eukaryontische Y-Box-Proteine sind aus drei verschiedenen Domanen aufgebaut: ein variabler N-
Terminus, eine hochkonservierte zentrale Nukleinsdure-bindende Domane (die Kalteschock-
Domane) und ein hydrophiles C-terminales Ende. Die Enddoméane besteht aus alternierenden
Regionen, in denen jeweils basische oder saure Aminosauren vorherrschen. Jede dieser Regionen
enthalt ungefahr 30 Aminosauren (Wolffe, 1994). Die sauren Regionen formen eine a-Helix (Tafuri
und Wolffe, 1992), wohingegen die basischen Regionen eine wenig organisierte Struktur
aufweisen. Sie sind jedoch reich an Phenylalanin- und Tyrosinresten und werden daher auch
basisch / aromatische (B/A) Inseln genannt (Murray et al., 1992). Die Phenylalanin- und
Tyrosinreste ermdglichen einen engen Kontakt zu RNA-Basen (Ladomery und Sommerville, 1994).
Die basischen Regionen sind weiterhin reich an Arginin, Glutamin und Prolin und ahneln den
Protaminen (Tafuri und Wolffe, 1990; Wolffe et al., 1992). Sie kommen in Gruppen vor, so dass
extensive Wechselwirkungen mit negativ geladenen Zucker-Phosphat-Molekiilen verhindert
werden kénnen. Diese Domane enthalt auflerdem einige potentielle Stellen fir eine
Phosphorylierung durch die Kaseinkinase II.

In einigen Versuchen wurde durch Deletion nachgewiesen, dass flr die Erkennung von
Einzelstrang-DNA, Doppelstrang-DNA und von RNA allein die zentrale Kalteschock-Domane
bendtigt wird (Tafuri und Wolffe, 1992; Kolluri et al., 1992). Das C-terminale Ende stabilisiert
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Nukleinsauren und vermittelt Interaktionen zwischen
Proteinen.

1.1.3 Y-Box-Proteine in Pflanzen und Pilzen

In Saccharomyces cerevisiae wurden einige Kalteschock-induzierbare Gene gefunden (Kondo und
Inouye, 1991). Unter diesen befindet sich ein an Glycin und Arginin reiches Protein, das ebenfalls
einige RNA-bindende Motive, eingeschlossen das RNP1, enthalt. Dieses Protein, welches als
NSR1 bezeichnet wird, spielt eine Rolle beim Aufbau der Pra-rRNA in Hefezellen (Kondo + Inouye,
1991; Kondo et al., 1992).



Gleichartige Glycin-reiche Proteine, die eine Homologie zu RNA-bindenden Proteinen aufweisen
und ein RNP1-Motiv besitzen, wurden in Pflanzen beschrieben (van Nocker + Vierstra, 1993). Aber
auch Proteine mit einer Homologie zu Y-Box-Proteinen wurden in Pflanzen gefunden. Sie
bestehen, wie alle Y-Box-Proteine, aus einer Kalteschock-Doméane. Diese ist jedoch an eine
Glycin-reiche Domane gekoppelt, welche auferdem Serin-, Arginin- und Tyrosinreste enthalt. Sie
sind also ebenfalls reich an Glycin (de Oliviera et al., 1990; Obokata et al., 1991) und wurden
deshalb GRP (glycine-rich proteins) genannt. Wahrscheinlich spielen auch diese Y-Box-Proteine
eine Rolle im RNA-Metabolismus. Interessant ist auf jeden Fall die Tatsache, dass einige
Pflanzenproteine, die Glycin-reiche Domanen enthalten, durch Umweltstress, wie zum Beispiel
Verletzungen, induziert werden kénnen (van Nocker und Vierstra, 1993).

1.1.4 Funktion von Y-Box-Proteinen

Eukaryontische Y-Box-Proteine konnen spezifisch sowohl an Einzelstrang-DNA als auch an
Doppelstrang-DNA binden. Dabei konnte fiir das YB-1 der Saugetiere festgestellt werden, dass es
bei seiner spezifischen Bindung an den DRA-Promotor des MHC-Klasse-II-Gens einzelstrangige
Bereiche den doppelstrangigen vorzieht (Mac Donald et al., 1995). Fir viele Y-Box-Faktoren
konnte eine hohe Spezifitdt bei der Bindung an die sogenannte Y-Box, eine inverse CCAAT-Box,
nachgewiesen werden, so z.B. fir FRGY1 und FRGY2 aus X. laevis oder fur YB-1.

Fir einige andere Y-Box-Faktoren wurden andere Spezifitdten im Bindungsverhalten entdeckt. Das
RSV-EF-Il z.B., ein Y-Box-Faktor, der an die Enhancer-Region des Rous-Sarcoma-Virus bindet,
bindet selektiv an eine einzelstrangige Oktamer-DNA-Sequenz, welche 5'-GTACCACC-3' lautet. Er
bindet jedoch nicht an die inverse CCAAT-Box, die sich ebenfalls im RSV finden lasst (Claevinger
et al., 1996).

Die im Bindungsverhalten von NSEP-1 bevorzugte Sequenz zeigt eine starke Asymmetrie
zwischen Purin- und Pyrimidin-reichen DNA-Strédngen. Diese asymmetrische Struktur kann man im
Promotor des c-myc-Gens finden. Sie ist in der Lage, eine komplexe H-DNA-Struktur zu bilden, die
sowohl H-y3 als auch H-y5 enthalt und daher als "tandem H-DNA" bezeichnet wird (Firulli et al.,
1992).

Im Gegensatz zum NSEP-1 bevorzugt der Y-Box-Faktor von Hihnern, chkYB-1, in seiner Bindung
Pyrimidin-reiche DNA-Strange, ohne dass dabei die Anwesenheit einer Y-Box eine Rolle spielt
(Grant et al., 1993).

Bei der Expression von Genen gibt es grundséatzlich zwei Ebenen, an denen regulatorische
Mechanismen ansetzen kénnen. Zum einen handelt es sich dabei um die Transkription von DNA
zu RNA und zum anderen um die Translation der gebildeten mRNA in Proteine. Die Transkription
findet im Kern statt, wahrend die Translation im Zytoplasma ablauft. Kontrollmechanismen wahrend
der Transkription beruhen auf der Tatsache, dass die Rekrutierung von RNA-Polymerasen mit
unterschiedlicher Effizienz vonstatten geht, je nachdem, wie die DNA-Regulations-Elemente im
Chromatin verpackt sind und welche Transkriptionsfaktoren gebunden haben. Unter der grof3en
Vielfalt von Transkriptionsfaktoren lassen sich auch die Y-Box-Proteine finden. Y-Box-Proteine
kénnen die Transkription sowohl stimulieren als auch hemmen. So wurde festgestellt, dass im
Promotor des hsp70-Gens in X. laevis eine Y-Box fur die Expression in Oozyten essentiell ist. Ein
Y-Box-bindender Transkriptionsfaktor interagiert mit einem Hitzeschock-Transkriptionsfaktor,
woraufhin die Affinitat von letzterem fir den Promotor, und damit auch die Transkription, steigt
(Bienz, 1986).

YB-1 wurde als ein negativer regulierender Faktor bei der Transkription von MHC-II-Genen
beschrieben. Es unterdriickt die durch y—Interferon induzierte Transkription von diesen Genen,
indem es einzelstrangige Regionen innerhalb des Promotors bindet bzw. die Ausbildung von DNA-
Einzelstrang-Strukturen férdert. Die so entstehende offene DNA-Struktur verhindert die Bindung
anderer, positiv regulierender, Transkriptionsfaktoren (Didier et al., 1988; Ting et al., 1994, Mac
Donald et al., 1995).

Es ist bekannt, dass das MDR1-Gen eine Y-Box enthalt, welche fir seine Expression essentiell ist.
Dem Y-Box-Protein YB-1 konnte auch bei diesem Gen eine entscheidende Rolle bei der
Regulierung der Transkription zugeschrieben werden (Goldsmith et al., 1993; Asakuno et al., 1994,
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Bargou et al., 1997).

Auch in Viren konnte eine transkriptionelle Kontrolle durch Y-Box-Proteine festgestellt werden. Im
HTLV-I z.B. findet sich ein Element, das "downstream regulatory element" (DRE-1) genannt wird
und fiir die basale Transkription des Virus bendtigt wird. Es wurde ein Protein gefunden, das
spezifisch an das DRE-1 bindet und das zunachst als p37 bezeichnet wurde. Tatsachlich handelt
es sich bei p37 um YB-1, welches die basale HTLV-I-Transkription in T-Lymphozyten stark erhéht
(Kashanchi et al., 1994). Auch beim humanen neurotropen JC-Polyoma-Virus spielt das YB-1 eine
Rolle in der Transkriptionsregulation. YB-1 steigert die Transkription, indem es die Affinitat von p65
fur die NF-kappa-B-Region, einen Bestandteil der Transkriptions-Kontroll-Region des Virus, erhéht
(Raj et al., 1996). Beim Humanen Papillomavirus (HPV) Typ 18 wurden ebenfalls Interaktionen
zwischen YB-1 und der Enhancerregion des Virus beobachtet (Spitkovskii et al., 1993).

YB-1 spielt eine Rolle bei der Reaktion auf verschiedene Stressreize. Es scheint die Zellen vor den
zytotoxischen Effekten von bestimmten Medikamenten, wie Cisplatin und Mitomycin C, sowie von
UV-Strahlung zu schiitzen. Dabei fungiert der Transkriptionsfaktor als ein Erkennungsprotein flr
geschadigte DNA und spielt eine Rolle bei der DNA-Reparatur und bei der zellularen Antwort auf
die DNA-Schadigung (Ohga et al., 1996; Ise et al., 1999). Fir diese Funktion spricht auch die
Tatsache, dass YB-1, welches sich hauptsachlich im Zytoplasma finden lasst, bei Einwirkung von
UV-Strahlung in den Kern beférdert wird (Koike et al., 1997).

Da die der nukledren Transkription der DNA folgende Translation der mRNA im Zytoplasma
stattfindet, muss ihr ein Transport der gebildeten MRNAs aus dem Kern in das Zytoplasma
vorausgehen. Es wird vermutet, dass dieser selektive mRNA-Export zwei Phasen aufweist. Zum
einen die Freisetzung von messenger-Ribonukleoprotein-Partikeln (MRNP) aus speziellen
nukledren Ankern und zum anderen die Bindung an spezielle Bestandteile, die sich in den
Kernporen befinden (Maquat, 1991). Der Export von mRNA aus dem Nukleus wird von
spezifischen Faktoren gesteuert. Sofort nachdem die mRNPs im Zytoplasma angelangt sind, wird
die RNA auf die Ribosomen verteilt, wo die Translation stattfindet. Hier setzt die Kontrolle der
Translation an. Die mRNA bleibt in Ribonukleoprotein-Partikeln verpackt, wobei einige der
nuklearen Proteine, die mit der mMRNA zu einem Komplex zusammengefiigt sind, durch
zytoplasmatische Proteine ersetzt werden (Pinol-Roma + Dreyfuss, 1992). Die am meisten
vorkommenden Proteine in den mRNPs sind Y-Box-Proteine. Bei in vitro-Experimenten konnte
festgestellt werden, dass Y-Box-Proteine die Translation unterdriicken, wenn sie in gro3en Mengen
an mRNA gebunden werden (Richter + Smith, 1984; Minich + Ovchinikov, 1992; Minich et al.,
1993).

Am besten konnten die Translations-Regulations-Vorgange bisher in der friihen
Entwicklungsphase des Xenopus laevis erforscht werden. In den Oozyten von X. laevis wird
mitterliche mRNA in zytoplasmatischen mRNPs gebunden. In diesen Partikeln ist die mRNA
maskiert, d.h. sie ist translationsinaktiv. Erst nach der Befruchtung werden spezielle Teile der
mRNA aktiviert und dem Prozess der Translation zugefuhrt (Tafuri und Wolffe, 1993). Die
Hauptrolle bei der Verpackung der mRNA spielen Y-Box-Proteine. Es ist moglich, dass sie der
RNA gleichsam als "Histone" dienen. Das FRGY2 wird in X. laevis in gro3er Anzahl zusammen mit
der mRNA in den mRNPs gefunden. Die Expression von FRGY2 fordert die selektive
Unterdriickung der Translation der mRNA (Ranjan et al., 1993; Bouvet und Wolffe, 1994). FRGY2
Ubt seinen Einfluss auf die Translation aus, indem es in der Lage ist, spezielle RNA-Sequenzen zu
erkennen. Dazu bendtigt es die den Y-Box-Proteinen eigene Kalteschock-Domane. Erleichtert wird
die RNA-Bindung durch die N- bzw. C-terminalen Doméanen, welche die zentrale Kalteschock-
Domane flankieren (Bouvet et al., 1995).

Zusammenfassend kann man feststellen, dass Y-Box-Proteine eine zentrale Rolle bei der
Regulation der Genexpression spielen, wobei sie sowohl auf der Ebene der Transkription als auch
der Translation wirken kdnnen.

1.2 Multidrug-Resistenz

Ein grolRes Problem bei der Behandlung von Malignomen, so auch von Brustkrebs, stellt deren
Resistenz gegenuber verschiedenen Chemotherapeutika dar. Dieses Phanomen wird als Multidrug
Resistenz (MDR) bezeichnet. Die Tumoren kénnen von Beginn an ein Ansprechen auf die
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Chemotherapie vermissen lassen oder auch erst im Laufe der Therapie eine Resistenz entwickeln.

Im folgenden sollen generelle molekulare Mechanismen, die der MDR zugrunde liegen kénnen,
sowie die drei bis jetzt ndher charakterisierten Phanotypen der MDR naher beschrieben werden.
Zu ihnen zahlen die atypische MDR, die non P-Glykoprotein (P-gp)-assoziierte-MDR und die
klassische, P-Glykoprotein-assoziierte MDR.

1.2.1 Die atypische Multidrug-Resistenz

Es werden verschiedene Mechanismen unter dem Begriff der atypischen MDR zusammengefasst.
Zum einen ist die atypische MDR assoziiert mit quantitativen und qualitativen Veranderungen der
Topoisomerase Il. Dies ist ein Kern-Enzym, welches aktiv an den letalen Vorgangen von
zytotoxischen Medikamenten teilnimmt. DNA-Topoisomerasen wirken mit bei verschiedenen
Schritten des DNA—-Metabolismus, wie z.B. bei bestimmten genetischen Rekombinationen, bei der
DNA-Transkription und bei der Chromosomentrennung. Sie sind ein Angriffsziel fir verschiedene
Chemotherapeutika wie Doxorubicin, Mitoxantron und VP16. Die Veranderungen fihren zu einer
verminderten Expression des wirksamen Enzyms. Diese Tatsache ist assoziiert mit einer Resistenz
gegeniber Chemotherapeutika (Harris und Hochhauser, 1992).

Die atypische MDR kann auch assoziiert sein mit einer gesteigerten Aktivitdt von Glutathion und
Glutathion-Transferasen. Letztere sind Enzyme, die Glutathion mit chemisch reaktiven Gruppen,
basischen, sauren oder neutralen, konjugieren. Es wurde gezeigt, dass die Konjugation von
Anthrazyklinen mit Glutathion den Eintritt der Therapeutika in den Kern verhindert. Dadurch werden
deren zytotoxische Effekte verringert und eine verstarkte Aktivitat des Glutathion-Systems kann zu
Resistenzen gegeniber Chemotherapeutika im Brustkrebs beitragen (Serafino et al., 1998).

Ein weiterer Mechanismus, der unter dem Begriff der atypischen MDR zusammengefasst wird,
beruht auf einer gesteigerten DNA—Reparatur. Defekte DNA—-Reparaturmechanismen kénnen ein
pradisponierender Faktor fiir die Entstehung zum Beispiel von Brustkrebs sein. Gesteigerte
Reparaturmechanismen jedoch werden verantwortlich gemacht fur die Resistenz zum Beispiel
gegeniber Cisplatin. Es gibt einige Gene, die durch DNA-Schaden, wie sie durch
Chemotherapeutika hervorgerufen werden, induziert werden und zu einer gesteigerten Aktivitat der
DNA—Reparatur fihren (Harris und Hochhauser, 1992).

Als ein Mechanismus der atypischen MDR gilt auch die sog. Medikamenten—Aktivierung. Einige
Chemotherapeutika, wie Mitomycin C, Cyclophosphamid und VP16 missen erst aktiviert werden,
um ihre Wirkung zu entfalten. In einigen resistenten Tumoren wurden verringerte Mengen an
Cytochrom p450—Reduktase gefunden, was eine verringerte Aktivierung der Therapeutika zur
Folge hat. So gelten die erniedrigten Mengen der Reduktase als assoziiert mit einer Resistenz
gegeniiber Mitomycin C (Harris und Hochhauser, 1992).

1.2.2 Die non-P-Glykoprotein-assoziierte Multidrug-Resistenz

Die nicht mit P-Glykoprotein assoziierte (non-Pgp) MDR beruht, ebenso wie die klassische, P-gp-
assoziierte MDR auf einer Aktivierung von membrangebundenen Transportproteinen. Der non-Pgp
Phanotyp wird verursacht durch die Uberexpression des ,multidrug resistance-associated protein®
(MRP)-Gens. Dieses kodiert fur ein 190 kD membrangebundenes Glykoprotein, welches, wie das
P-gp, der ,ATP-binding cassette“ (ABC)-Superfamilie der Transportsysteme angehért. Das
Glykoprotein arbeitet wahrscheinlich mit einer direkten Entfernung der Chemotherapeutika aus der
Zelle und / oder mit einer Verbesserung der Sequestration der Medikamente in intrazellulare
Kompartimente. Dies fihrt zu einer Verringerung der wirksamen intrazellularen Konzentration der
Medikamente und somit zu einer Verringerung ihrer zytotoxischen Effekte (Nooter und Stoter,
1996).

Ein weiteres Transporterprotein, welches nicht identisch ist mit P-gp oder MRP, wurde in
Mitoxantron-resistenten Zelllinien entdeckt. Dieses Protein, das als ,breast cancer resistance
protein“ (BCRP) bezeichnet wird, ist ebenfalls ein ,ATP-binding cassette“ (ABC) Transporter, der
assoziiert ist mit der Resistenz gegeniiber Mitoxantron und Anthrazyklinen. Eine Uberexpression
von BCRP mRNA wird haufig in gegentber Chemotherapeutika resistenten Zelllinien beobachtet,

12



so dass von einer Bedeutung dieses Proteins in der Entwicklung von Resistenzen bei Brustkrebs
ausgegangen werden muss (Ross et al., 1999).

1.2.3 Der klassische Phanotyp der Multidrug-Resistenz

Der klassische Phanotyp der MDR basiert auf der Expression des ,multidrug resistance 1“-Gens
(MDR1). MDR1 kodiert fiir ein membrangebundenes Transporterprotein der Superfamilie der ABC-
Transporter, das P-Glykoprotein. P-Glykoprotein ist ein 170 kD Protein, welches zwei ATP-
bindende Kassetten besitzt. Es ist in der Lage, Substanzen mit hydrophoben Regionen aus der
Zelle zu schleusen. Dadurch fiihrt es zu einer verringerten zellularen Akkumulation von vielen in
der Tumorbehandlung eingesetzten Chemotherapeutika. Verschiedene Modelle fiir den
Arbeitsmechanismus des Multidrug—Transporters (P-gp) werden diskutiert. Am Anfang wurde die
Therapeutika—Resistenz als Folge einer Reduktion der Permeabilitdt der Plasmamembran fir
verschiedene Therapeutika gedeutet (Kasahara et al., 1991). Spater wurde allein die Aktivitat des
P-gp als eine Ausstrom—Pumpe als Ursache fir eine verringerte intrazellulare Medikamenten—
Anhaufung gesehen (Gottesman + Pastan, 1988a; Gottesman und Pastan, 1988b). Heute wird
diskutiert, dass der Multidrug—Transporter beides kann, sowohl den Einstrom der Medikamente in
das Zytosol reduzieren als auch deren Ausstrom steigern (Amada et al., 1995; Hamada et al.,
1994). Das derzeitige Modell besitzt zwei Grundziige. Zum einen werden die Medikamente
erkannt, wenn sie in die Plasmamembran eindringen und werden im Sinne eines ,hydrophoben
Staubsaugers® ausgestofRen. Dieser Effekt ist die Ursache flr den erniedrigten Wirkstoffspiegel im
Zytosol. Zum anderen erfolgt der Transport nur durch einen einzigen Kanal im Transporter
(Gottesman und Pastan, 1993). P-gp transportiert jedoch nicht alle beliebigen Chemotherapeutika.
Eine Voraussetzung fir den Transport von Medikamenten durch P-gp ist deren relative
Hydrophobie (Zamora et al., 1988; Nogae et al., 1989). P-Glykoprotein verrichtet seine Arbeit ATP-
abhangig. Es ist bekannt, dass beide ATP-bindende Kassetten zur Entfaltung der vollen Effizienz
der Transporteraktivitat bendtigt werden (Azzaria et al., 1989), und dass die Medikamente selbst
die ATPase—Aktivitat stimulieren (Sarkadi et al., 1992; Ambudkar et al., 1992).

MDR1 wird in vielen normalen Geweben exprimiert. So lasst seine Lokalisation in Hirn-, Hoden-
und Plazentagewebe auf eine mdgliche Barriere-Funktion von P-Glykoprotein schlielen, die
verhindern soll, dass sich toxische Stoffe in diesen Geweben anreichern.

Die hdchste Expression von P-gp wird in solchen Tumoren gefunden, die von jenen Geweben
abstammen, die normalerweise das MDR1-Gen exprimieren. Dies sind Tumoren der Leber, des
Darmes, der Nieren, des Pankreas (Goldstein et al., 1989). Diese Tumoren zeigen klinisch eine
Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika. Entsprechende Chemotherapeutika sind Anthrazykline,
Vincaalkaloide, Epipodophyllotoxine und Taxane (Gottesmann und Pastan, 1993). Andere
Tumoren, wie zum Beispiel der Brustkrebs, die von einem Gewebe abstammen, das
normalerweise kein P-gp exprimiert, zeigen eine geringere Expression von MDR1 in einem
variablen Prozentsatz der Falle. So ist in 30 % der priméaren Brustkrebsfalle eine P-gp-
Uberexpression zu finden (Sanfilippo et al, 1991). Oft sind diese Tumoren anfangs sensibel
gegeniber der Chemotherapie, werden jedoch im Laufe der Behandlung resistent gegeniber den
Therapeutika. In 60 bis 70 % des metastatischen Brustkrebses konnten demnach auch erhéhte
Expressionen des P-gp nachgewiesen werden (Verelle et al., 1991; Schneider et al., 1994;
Lehnert, 1998). Dies fuhrte zu der Vermutung, dass P-gp und somit die MDR einen prognostischen
Marker in diesen Tumoren darstellt (Bradley und Ling, 1994). Allerdings wird diese Vermutung
auch sehr kontrovers diskutiert, so dass der prognostische Stellenwert des P-gp von anderen
Seiten noch sehr in Frage gestellt wird (Kaye, 1997). Es ist mdglich, dass in Tumoren, die nicht
naturlicherweise P-gp exprimieren, die Expression von MDR1 erhdht wird als die Konsequenz
eines Phanotyps gréRerer Malignitat bzw. durch die Induktion von P-gp als Folge einer
Chemotherapie. Zumindest im Brustkrebs wurde eine positive Korrelation zwischen P-gp-
Expression und einem Phanotyp grofRerer Malignitat gefunden (Linn et al., 1996).

1.2.4 Regulation der Transkription des MDR1-Gens

Das MDR1-Gen ist in seiner Expression stress-induzierbar. Es wird durch Hitzeschock,
Schwermetalle (Chin et al., 1990a), zytotoxische Medikamente (Chin et al., 1990b), Karzinogene,
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Onkogene sowie Tumor-Suppressor-Gene (Chin et al., 1992) und einen Defekt in der
regulierenden Untereinheit von cAMP—abhangigen Proteinkinasen (Abraham et al., 1990) reguliert.

Ein stromaufwarts (upstream) und ein stromabwarts (downstream) gerichteter Promotor regulieren
das MDR1-Gen (Gottesman und Pastan, 1993). Der stromabwarts gerichtete Promotor wird in
Medikamenten—selektierten Zellen aktiviert. Er wird stimuliert durch Produkte des c-Ha-Ras
Onkogens und des mutierten p53 Tumor-Suppressor-Gens. Diese Genprodukte sind ihrerseits
assoziiert mit Tumor-Progression (Chin et al., 1992). Diese Tatsache unterstitzt die Vermutung,
dass die Expression des MDR1-Gens assoziiert ist mit der Aktivierung von Onkogenen und / oder
dem Verlust an Funktionen von Tumor-Suppressor-Genen wahrend der Tumorentstehung.
Inzwischen ist deutlich geworden, dass an der Regulierung des MDR1-Gens ebenfalls nukleare
Faktoren beteiligt sind (Kohno et al., 1994). Ein solcher regulierender Transkriptionsfaktor ist z.B.
MDR-NF1, das, wie mit Hilfe von Sequenz—Analysen festgestellt werden konnte, dem YB-1
entspricht.

Der stromabwaérts gerichtete Promotor des MDR1-Gens besitzt kein TATA-Element, aber neben
einer Reihe von Erkennungssequenzen fir verschiedene Transkriptionsfaktoren eine Y-Box,
welche fir die basale Expression des humanen MDR1-Gens in Gewebekulturen notwendig ist
(Goldsmith et al., 1993). Analysen zeigten, dass eine Region zwischen den Nukleotid—Positionen —
85 und —70 die Sequenz CTGATTGGCT enthalt, welche mit der Sequenz der Y-Box
Ubereinstimmt. Eine Mutation dieser Sequenz zu CTGAGTGGCT hatte zur Folge, dass Proteine
nicht mehr gebunden werden konnten, und eine Deletion der Y-Box—Region fliihrte zu einer
merklich reduzierten Expression von MDR—-Promotor / CAT—Konstrukten. Diese Tatsache weist auf
eine magliche Beteiligung von Y-Box—Proteinen an der Regulation des MDR1-Gens hin
(Goldsmith et al., 1993; Asakuno et al., 1994).

Bargou et al. untersuchten 1997 eine mdgliche Beteiligung von YB-1 an der Regulation der
intrinsischen MDR1-Genexpression. Mit immunzytochemischen Methoden wurden Medikamenten-
sensitive MCF-7 Brustkrebszellen und Multidrug-resistente MCF-7 Brustkrebszellen, die in der
Anwesenheit von Doxorubicin entstanden sind, auf eine YB-1 und P-Glykoprotein Expression
untersucht. Die sensitiven Zellen exprimierten kein P-gp, und YB-1 zeigte sich nur im Zytoplasma.
Eine Behandlung dieser Zellen mit Doxorubicin hatte den Zelltod zur Folge. Die resistenten Zellen
hingegen exprimierten P-gp und wiesen eine YB-1 Lokalisation ebenfalls im Nukleus auf. Diese
Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dass die nukleare YB-1 Lokalisation als Folge der
Doxorubicin-Behandlung auftrat und dass YB-1 in die Regulation der MDR1-Genexpression
eingreift. Mit immunhistochemischen Methoden wurden weiterhin 27 unbehandelte Gewebsproben
primarer Mammakarzinome dahingehend untersucht, ob es eine Korrelation gibt zwischen der YB-
1 Expression und der P-Glykoprotein Expression. In allen 27 Proben wurde im Zytoplasma eine
YB-1 Uberexpression gefunden. In 9 von den 27 konnte eine P-gp Expression festgestellt werden.
In diesen 9 Proben war YB-1 im Nukleus zu finden. Bemerkenswert war diese Feststellung insofern
als dass jene Proben, bei denen YB-1 nur im Zytoplasma zu finden war, keine P-gp Expression
aufwiesen. Somit konnte zusammenfassend die Vermutung aufgestellt werden, dass eine erhéhte
und nukleadre YB-1 Expression funktionell mit der P-gp Expression und der MDR1-Genexpression
im Brustkrebs verbunden ist, und dass YB-1 daher einen potentiellen molekularen Mechanismus
fur die Entstehung der Multiplen Medikamentenresistenz in diesen Tumoren darstellt.

1.3  YB-1 als Marker fiir Prognose und Therapieerfolg beim Brustkrebs

Es wurden schon einige Marker als aussagekréaftig im Hinblick auf die Prognose und den
Therapieerfolg beim Brustkrebs angesehen. Das Multidrug Resistenz—assoziierte Protein (MRP)
wird als ein Marker fir eine schlechte Prognose bei Patientinnen mit Brustkrebs diskutiert (lto et al.,
1998). Weiterhin wurde herausgefunden, dass die nukledre Anhaufung des mutierten Tumor-
Suppressor-Gens p53 oft gleichzeitig stattfindet mit der Expression von P-Glykoprotein. Diese
gleichzeitige Expression von p53 und P-gp ist assoziiert mit einer kiirzeren Uberlebenszeit von
Patientinnen mit klinisch fortgeschrittenem Brustkrebs (Linn et al., 1996). Die Expression des
MDR1-Gens und dessen Genprodukts, des P-Glykoproteins, ist ebenfalls von Interesse im Hinblick
auf Prognose und Therapieerfolg bei Patientinnen mit Brustkrebs. Die Bedeutung des P-gp als ein
prognostischer Marker im Brustkrebs wird kontrovers diskutiert. Die Expression des P-gp variiert
und ist mit einer Resistenz gegeniber bestimmten Chemotherapeutika und mit einer kirzeren
progressionsfreien Uberlebenszeit verbunden (Verelle et al., 1991). Damit wird vermutet, dass das

14



MDR1 im Brustkrebs einen negativen prognostischen Marker darstellt (Bradley und Ling, 1994),
was von anderer Seite (Kaye, 1997) jedoch sehr stark hinterfragt wird. Auch scheint eine positive
Korrelation zu bestehen zwischen der P-gp-Expression und einem Phanotyp, der mit einer héheren
Malignitat einhergeht (Linn et al., 1996). Jedoch lasst die P-gp-Expression keine Aussagen utber
das Ansprechen einer Chemotherapie zu (Linn et al., 1997) und sie stellt keinen unabhangigen
prognostischen Marker fiir die (krankheitsfreie) Uberlebenszeit dar (Honkoop et al., 1998). Wie
oben erwahnt, wurde nachgewiesen, dass YB-1 bei der Transkription des MDR1-Gens eine
entscheidende Rolle spielt (Bargou et al., 1997). Aufgrund dieser Korrelation zwischen einer
nuklearen Lokalisation von YB-1 und der Expression von P-gp in Brustkrebszellen, liegt die
Vermutung nahe, dass die nukleare Lokalisation von YB-1 ein Marker fur den klinischen Verlauf bei
Patientinnen mit Brustkrebs sein kénnte. Diese Uberlegung wird dadurch unterstiitzt, dass
festgestellt werden konnte, dass die nukledre Expression von YB-1 im Ovarialkarzinom als ein
prognostischer Marker angesehen werden kann und die Sensitivitat von Ovarialkarzinomen auf
Chemotherapie widerspiegelt (Kamura et al., 1999). Die Aufklarung des prognostischen und / oder
pradiktiven Wertes von YB-1 im Brustkrebs ist die Hauptfrage dieser Arbeit und ist von grolRem
Interesse und klinischer Bedeutung in der Therapie des Brustkrebses.

1.4 Zielstellung der Arbeit

1. YB-1, ein humanes Y-Box-bindendes Protein, ist ein Nukleinsdure-bindendes Protein, das die
Genexpression auf DNA— und RNA-Ebene beeinflussen kann. Es fungiert als ein
Transkriptionsfaktor.

1997 konnten Bargou et al. feststellen, dass in MCF-7 Brustkrebszellen eine nukledre YB-1
Lokalisation als Folge einer Doxorubicin-Behandlung auftrat, und dass diese Zellen resistent waren
gegen Doxorubicin, wohingegen Zellen, die nur eine zytoplasmatische YB-1 Lokalisation
aufweisen, sensitiv waren fir Doxorubicin. Eine Rolle der nuklearen YB-1 Lokalisation wurde daher
diskutiert. Bargou et al. untersuchten ebenfalls, ob es eine Korrelation gibt zwischen der YB-1
Expression und der Expression von P-Glykoprotein in primaren unbehandelten
Mammakarzinomen. Dabei konnte in allen Gewebsproben eine YB-1 Uberexpression gefunden
werden. In ca. 30 % der Falle konnte eine P-gp Expression festgestellt werden. Genau diese
Proben wiesen eine nukleare YB-1 Lokalisation auf, wahrend Proben mit zytoplasmatischer
Lokalisation von YB-1 eine P-gp Expression vermissen lieRen. Somit lag die Vermutung nahe,
dass YB-1 einen Einfluss auf die MDR-1 Genexpression und damit auf die P-gp Expression hat
und Uber diesen Einfluss die Entstehung einer Multiplen Medikamentenresistenz begunstigt.

Das Interesse galt daher auch in der vorliegenden Arbeit der Verteilung von nuklearer und
zytoplasmatischer YB-1 Lokalisation und der Frage inwiefern die Lokalisation einen Einfluss hat auf
die Auslibung der Funktionen von YB-1 und damit auf einen mdglichen prognostischen und
pradiktiven Aussagewert des Proteins.

2. Eine Beteiligung von YB-1 an der Regulation der Expression des MDR1-Gens wurde in
verschiedenen Veroffentlichungen nachgewiesen. MDR1 und sein Genprodukt, das P-
Glykoprotein, scheinen aufgrund ihrer Assoziation mit einer Multidrug—Resistenz negative
prognostische Marker fur den Brustkrebs darzustellen (Verrelle et al., 1991; Bradley und Ling
1994). Es konnte festgestellt werden, dass eine positive Korrelation besteht zwischen der P-
Glykoprotein—Expression und der Auspragung eines Phanotyps héherer Malignitat (Linn et al.,
1996). Daraus ergibt sich die entscheidende Zielstellung, herauszufinden, ob eine Korrelation
besteht zwischen der Expression von YB-1 in primaren Brustkrebsgeweben und der Prognose der
Patientinnen mit Blick auf ein Ansprechen auf die Chemotherapie, das rezidivfreie Intervall oder die
Uberlebenszeit. Die Tatsache, dass nachgewiesen werden konnte, dass im Ovarialkarzinom
tatsachlich eine Korrelation besteht zwischen der nukledren YB-1 Expression und der Lange des
krankheitsfreien Intervalls bzw. der Sensitivitat gegenuber einer Chemotherapie (Kamura et al.,
1999), unterstitzt das entscheidende Ziel dieser Arbeit, namlich die Aufklarung des prognostischen
Wertes von YB-1 im Mamma-Karzinom und die Fragestellung, ob auch YB-1 mit einem Phanotyp
héherer Malignitat assoziiert ist. Von groRRer klinischer Bedeutung ist die Frage, ob YB-1 einen
Marker fir den klinischen Verlauf, die Tumoraggressivitat oder das Ansprechen auf eine
Zytostatikatherapie beim Mammakarzinom darstellt, der es erlaubt, Risikostratifizierungen
durchzufiihren.
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Die Frage nach dem prognostischen Wert von YB-1 im Brustkrebs spielt insofern eine groe Rolle
als dass die Inhibierung des Transkriptionsfaktors eine Alternative zur pharmakologischen
Blockade des P-Glykoproteins in der Behandlung der Multidrug—Resistenz spielen kénnte.

3. Weiterhin gilt das Interesse dieser Arbeit der Frage, ob es Korrelationen gibt zwischen der
Expression des YB-1 Proteins und etablierten histomorphologischen Parametern wie
Lymphknotenstatus, TumorgréRe, histologisches Grading und Hormonrezeptorstatus fir Ostrogen
und Progesteron. AuRerdem stellt sich die Frage nach einer méglichen Assoziation von YB-1 mit
den biologischen Faktoren uPA (urokinase-type plasminogen activator) und PAI-1 (plasminogen
activator inhibitor 1), die als Komponenten des Plasminogen-Aktivierungssystems eine Rolle bei
der Invasion und Metastasierung von Tumorzellen spielen und als unabhangige prognostische
Faktoren im Mammakarzinom gelten (Grondahl-Hansen et al., 1997; Knoop et al., 1998; Harbeck
et al., 2000; Foekens et al., 2000; Janicke et al., 2001).

Da noch nicht bekannt ist, in wiefern YB-1 eine klinische Relevanz besitzt, sollte in dieser Arbeit
geklart werden, welchen EinfluR eine YB-1 Expression, verglichen mit Faktoren, die zur Zeit fiir
klinische Risikoklassifizierung genutzt werden, auf den klinischen Verlauf von
Brustkrebspatientinnen ausubt.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien
Aldrich Chemie, Deutschland

Neufuchsin

Fluka

Natriumnitrit

Naphthol-As-Bi-Phosphat

GibcoBRL Life Technologies, Paisley, GroRbritannien
RPMI 1640 Medium

Hoechst AG, Frankfurt a.M., Deutschland

Mowiol

Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland

Immersionsol

C. Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
Ethanol
Roti-Phenol

Roti-Purent
Salzsaure

tri-Natriumzitrat-dihydrat

Serva
Natriumazid

RPMI

Sigma, St. Louis, USA
ACS Reagent
BSA

Levamisol

Natriumchlorid

17



N, N-Dimethylformamid
Tris

Tris / HCI

2.2 Antikorper
DAKO A/S, Glostrup, Danemark

Anti-Kaninchen-Immunglobulin (Maus, monoklonal)

Anti-Maus-Immunglobulin (Kaninchen)

2.3 Kits
DAKO A/S, Glostrup, Danemark

APAAP (Maus, monoklonal)

24 Filmmaterialien
Eastman Kodak Company, Rochester, New York, USA

Elite 400 (Farbdiafilm)

2.5 Technische Gerate

Beckman Instruments Inc., Fullerton, USA

32 pH-Meligerat

Heidolph, Deutschland
Polymax 2040 (Schttler)

Millipore Corp., Bedford, USA

Reinstwasseranlage

2.6 Tumorgewebe

Die Untersuchungsmaterialien, welche im Rahmen einer wissenschaftlichen Zusammenarbeit von
der Frauenklinik der Technischen Universitat Minchen zur Verfiigung gestellt wurden, waren
Gewebsschnitte von 83 Patientinnen, die zwischen 1987 und 1996 in dieser Frauenklinik wegen
Brustkrebs behandelt wurden. Alle Patientinnen wurden entweder einer modifizierten radikalen
Mastektomie oder einer Brust-erhaltenden Operation mit anschlieRender Bestrahlung unterzogen.
Jede Patientin hatte vor der Operation ihre schriftliche Einwilligung zur wissenschaftlichen
Untersuchung des Tumorgewebes erteilt. Eine Entscheidung Uber die Art der Behandlung wurde
aufgrund klinischer und etablierter histomorphologischer Parameter, wozu der Lymphknoten-
Status, die TumorgrdfRe, das histologische Grading und der Steroid-Rezeptor-Status gehdren,
gefallt (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Ubersicht Giber die Tumoreigenschaften

Tumoreigenschaften Patientinnen Patientinnen Patientinnen
gesamt (n = mit postop. ohne postop.
83) Chemotherapi  Chemotherapi
e (n=41) e(n =42)
Menopausaler Status pre / peri 30 (37 %) 14 (35 %) 16 (38 %)
post 52 (63 %) 26 (65 %) 26 (62 %)
Lymphknotenstatus NO 45 (55 %) 512 %) 40 (98 %)
N + 37 (45 %) 36 (88 %) 1(2 %)
TumorgréfRe <2cm 30 (38 %) 12 (32 %) 18 (44 %)
>2cm 48 (62 %) 25 (68 %) 23 (56 %)
Hormonrezeptorstatus postiv 67 (81 %) 30 (73 %) 37 (88 %)
negativ 16 (19 %) 11 (27 %) 5 (12 %)
Ostrogenrezeptorstatus positiv 56 (76 %) 27 (66 %) 29 (88 %)
negativ 18 (24 %) 14 (34 %) 4 (12 %)
Progesteronrezeptorstatus positiv 51 (69 %) 23 (56 %) 28 (85 %)
negativ 23 (31 %) 18 (44 %) 5 (15 %)
Histologisches Grading G1/2 43 (52 %) 12 (29 %) 31 (74 %)
G3/4 39 (48 %) 28 (71 %) 11 (26 %)

41 der 83 Patientinnen wurden nach der Operation mit Chemotherapie behandelt. 88% dieser
Patientinnen wies einen positiven Lymphknotenbefall auf. Die Medikation war wie folgt verteilt: 34
der 41 Chemotherapie-Patientinnen wurden mit Anthrazyclin-enthaltenden Medikamenten
behandelt, 4 erhielten CMF (Cyclophosphamid, Methotrexat und 5-Fluoruracil) und 3 eine andere
Medikation.

13 der 83 Patientinnen erhielten sowohl eine Chemo- als auch eine Hormontherapie im Anschluss
an die Operation. 5 Patientinnen wurden nur mit Tamoxifen im Rahmen einer postoperativen
Hormontherapie behandelt. 42 Patientinnen, von welchen 95 % einen negativen
Lymphknotenbefall aufwiesen, wurden nicht mit postoperativer Chemotherapie behandelt.

Zur Zeit der Operation betrug das mittlere Alter der Patientinnen 54 Jahre, wobei die Spanne von
31 bis 82 Jahren reichte. Nach der Operation wurden in regelmafigen Abstéanden
Nachfolgeuntersuchungen durchgefiihrt (Harbeck et al., 1999b). Die durchschnittliche Zeit,
wahrend der die Patientinnen nach der Operation zu regelmaRigen Zeitpunkten untersucht wurden,
betrug 61 Monate, mit einer Spanne von 1 bis 139 Monaten. Nach der Operation trat innerhalb der
Untersuchungszeit bei 22 Patientinnen (27 %) ein Rezidiv auf und 13 Patientinnen (16%)
verstarben.
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3 Methoden

3.1 Immunhistochemischer Nachweis von YB-1

Die Tumorgewebeproben wurden mittels Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. Das in der
Arbeit untersuchte Antigen YB-1 wurde mit Hilfe immunhistochemischer Methoden nachgewiesen.
Dabei wurde nach den gangigen Protokollen des Nachweises mittels Alkalischer-Phosphatase-
Anti-Alkalischer-Phosphatase verfahren.

3.1.1  Prinzip des immunhistochemischen APAAP-Nachweises

1970 entwickelte Sternberger den immunhistochemischen Nachweis mittels Peroxidase-Anti-
Peroxidase, dessen Methode als Vorbild fur die heutigen immunhistochemischen Nachweise dient.
Bei der direkten Methode kdnnen im Gewebe liegende Antikdrper oder Antigene direkt
nachgewiesen werden. Bei der indirekten Methode, zu der auch der Nachweis mit Alkalischer-
Phosphatase-Anti-Alkalischer-Phosphatase gehort, wird das entsprechende nachzuweisende
Antigen mit einem Primarantikérper, einem Sekundarantikorper und erst dann mit einer
Markersubstanz inkubiert (Abbildung 1). Durch diese verschiedenen "Etagen" von Antikdrpern wird
eine Verstarkung des Signals erreicht, da die Bindungsstellen fir die Markersubstanz vervielfacht
werden. Dadurch kdnnen auch geringe Mengen an Antigenen nachgewiesen werden.

Bei fixierten Gewebsschnitten muss vor der Inkubation mit den Antikdrpern die Fixierung entfernt
werden. Danach wird mit der absteigenden Alkoholreihe gespllt, was zu einer besseren
Penetration der Antikdrper fiihren soll. Die Lésung der Antikérper in Rinderserum soll daflr sorgen,
dass nicht-spezifische antigene Bestandteile des Gewebes blockiert werden.

Der Primarantikérper wird gewonnen, indem man das entsprechende (humane) Antigen in ein Tier
injiziert. Somit erhalt man einen tierischen Antikdrper gegen das humane Antigen. Im Fall des YB-1
Nachweises mit der APAAP- Methode wurde der Primarantikorper von einem Kaninchen gebildet.
Der Sekundarantikdrper soll die Briicke bilden zwischen dem Primarantikérper und dem APAAP-
Komplex. Der Sekundarantikdrper ist ein IgG-Antikdrper, der gegen die konstante Region des
Primarantikdrpers gerichtet ist. Folglich muss er einen anderen tierischen Ursprung aufweisen. Im
Fall des YB-1 Nachweises stammt der Sekundarantikdrper aus der Maus und richtet sich mit einem
Fab gegen den Kaninchen-Primarantikorper und mit dem anderen Fab gegen den ebenfalls aus
dem Kaninchen stammenden Tertiarantikorper, der mit der Alkalischen Phosphatase verbunden
ist. Dieses Enzym hat die Funktion, ein farbloses Chromogen in ein finales Produkt umzuwandein,
das dem markierten Antigen eine rote Farbe geben kann. Das wird erreicht, indem zum Schluss
eine Inkubation erfolgt mit einem 1gG, das gegen die Alkalische Phosphatase gerichtet ist und aus
der Maus stammt. Der gesamte Komplex wird mit Neufuchsin eingefarbt und erhalt so seine rote
Farbe.

J

e o APAAP-Komplex
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~—
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Abbildung 1: Antigen-Antikdrper-Komplex bei der APAAP-Methode

Die Abbildung 1 veranschaulicht das Prinzip der Signalverstarkung durch das Auftragen mehrerer
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"Etagen" von Antikérpern. Der Primarantikdrper bindet an das Antigen, wahrend der
Sekundarantikérper eine Briicke darstellt zwischen dem Primarantikérper und dem
Tertiarantikdrper, der das Enzym tragt. Erst als vierte "Etage" wird das IgG gegen das Enzym
aufgetragen, welches nun mehrere Bindungsstellen zur Verfligung hat.

3.1.2 Reagenzien fur den Nachweis mit der APAAP-Methode

Folgende Reagenzien wurden fiir die immunhistochemische Nachweismethode mittels der APAAP-
Methode bendtigt:

Xylol

absteigende Alkoholreihe:

(Rotisol, 80 %ige Ethanollésung, 70 %ige Ethanollésung, 50 %ige Ethanollésung)
destilliertes Wasser

Tris Puffer:

(Tris-Base, Tris-Salzsaure, Natriumchlorid, destilliertes Wasser)

RPMI — Verdiinnungsmedium:

(RPMI, destilliertes Wasser, inaktiviertes Rinderserum, Natriumazid)
polyklonaler Primarantikérper (Anti-YB-1) aus Kaninchen

monoklonaler Sekundarantikérper (Anti-Kaninchen) aus Maus

mit Alkalischer Phosphatase gespicktes Anti-Mausimmunglobulin aus Kaninchen
APAAP (monoklonal) aus Maus

Neufuchsin-Entwicklerlésung:

Entwicklungstrispuffer:

(Tris-Base, Tris-Salzsaure, Natriumchlorid, destilliertes Wasser)
AMPD-Levamisol-Ldsung:

(Levamisol, 0,2M 2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol: AMPD, destilliertes Wasser)
Naphthol-As-Bi-Phosphat

N, N-Dimethylformamid

4 %ige Natriumnitritldsung:

(Natriumnitrit, destilliertes Wasser)

5 %ige Neufuchsin-Stammlésung:

(Neufuchsin, 2 N Salzsaure)

2 N Salzsaure (Eichlésung)

Hamatoxylin

Mowiol

3.1.3 Der immunhistochemische Nachweis von YB-1

Die Brustkrebs-Gewebsschnitte wurden entparaffiniert mit Xylol, worin sie zweimal je 10 Minuten
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aufbewahrt wurden. Anschlielend wurden sie mittels einer absteigenden Alkoholreihe dehydriert.
Um Uberschussige Alkoholreste zu entfernen, wurden die Objekttrager danach mit destilliertem
Wasser gespuilt.

Um die Arbeitsschritte der Farbung beginnen zu kénnen, wurden die Objekttrager mit Hilfe des
Tris-Puffers auf Klammern aufgezogen. Dieser Arbeitsschritt soll eine gleichmafige Verteilung der
aufzutragenden Antikorper auf den Objekttragern und eine ebenso gleichmaflige Farbung
gewahrleisten. Danach wurden die Objekttrager mit den Klammern in einer speziellen Halterung
befestigt.

Schritt 1 der Farbung ist das Auftragen des Primarantikdrpers. Dieser wurde in einer Verdiinnung
von 1:300 mit dem Verdinnungsmedium RPMI auf die Objekttrager gegeben. Das RPMI-Medium
wurde zuvor wie folgt angesetzt:

50 ml RPMI

450 ml destilliertes Wasser

50 ml inaktiviertes Rinderserum

0,5 g Natriumazid

Das RPMI-Medium wurde auf einen pH-Wert von 7,4 - 7,6 eingestellt.

Im RPMI-Verdinnungsmedium wurde der Primarantikdrper - wie alle im weiteren Verlauf der
Farbung verwendeten Antikorper - fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf den Objekttragern
belassen. Nichtgebundene Antikérper wurden nach der Einwirkzeit mit Tris-Puffer abgespdlt.

Nach 10 Minuten wurde der Sekundarantikdrper in einer Verdiinnung von 1:200 aufgetragen. Nach
anschlieBender erneuter Spulung mit Tris-Puffer wurde der Brickenantikdrper in einer Verdinnung
von 1:100 auf die Objekttrager gegeben. Nachdem wiederum mit Tris-Puffer gespllt wurde, wurde
APAAP in einer Verdinnung von 1:80 aufgetragen und wie die Antikdrper 30 Minuten bei
Raumtemperatur belassen. Anschlieend wurden die Objekttrager von den Klammern getrennt und
nachdem sie mit destilliertem Wasser abgespilt wurden, in eine Kivette mit Neufuchsin-
Entwicklerldsung gegeben.

Die Neufuchsin-Entwicklerlésung wurde zuvor wie folgt frisch zubereitet:
Ansatz fir eine Standkuvette (=60 ml):
Glas A:

44 ml Entwicklungs-Tris-Puffer:

(4,9 g Tris-Base

und 1,5 g Tris-HCI

und 8,7 g NaCl

ad 1 | mit Aqua bidest.

auf pH 8,7 mit 1 N HCI einstellen)

15,5 ml AMPD-Levamisol-Lésung

(25 ml Levamisol gel6st in:

15,5 ml 0,2 M 2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol: 21 g AMPD und 1 | Aqua bidest.))
Glas B:

31 mg Naphthol-As-Bi-Phosphat

375 ml N, N-Dimethylformamid
Glas C:
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320 ml 4 %ige Na-nitritldsung:

(12,8 mg Na-nitrit

und 320 ml Aqua bidest.)

125 ml 5 %ige Neufuchsin-Stammldsung:
5 g Neufuchsin

und 100 ml 2 N HCI

Erst den Inhalt von Glas C in Glas A geben und durch leichtes Schitteln eine Losung der
verschiedenen Substanzen abwarten. Dann Glas B dazu geben und ca. 1 Minute reagieren lassen.
Den pH-Wert wurde unter stdndigem Rihren mit Hilfe von 1 N HCI auf 8,7 eingestellt.
Anschliellend wurde die Losung filtriert und in eine Standkivette eingefilit.

Die Kivette wurde mit den Objekttragern auf einen Schttler gestellt und dort 30 Minuten belassen.

Die Objekttrager wurden aus der Entwicklerl6sung entfernt und Reste der Lésung mit destilliertem
Wasser abgesplult. Anschliefend wurde mit Hilfe von Hamatoxylin gegengefarbt. Die Objekttrager
wurden wenige Minuten im Hamatoxylin belassen und anschliefend in Leitungswasser gestellt bis
eine zufriedenstellende Farbung erzielt war. Die so gefarbten Objekttrager wurden zum Schluss mit
Hilfe von Mowiol eingedeckt.

3.2 Tumoreigenschaften

Verschiedene Eigenschaften der Tumoren wurden erfasst. Die TumorgroRle, der
Lymphknotenstatus und das histologische Grading wurden, wie bei Harbeck et al. (1999a)
beschrieben, bestimmt. Weiterhin wurde der Steroidrezeptorstatus fiir Ostrogen (ER) und
Progesteron (PR) untersucht. Wie bei Schmitt et al. (1997) beschrieben, wurde er in "positiv" und
"negativ" eingeteilt. Der Rezeptorstatus wurde als positiv angesehen, wenn Rezeptoren entweder
eines der beiden Hormone oder beider Hormone gefunden wurden.

3.3 Immunhistochemische Bewertung der YB-1 Expression

Nach der Durchflihrung des unten beschriebenen immunhistochemischen Nachweises von YB-1
wurde der Prozentsatz der in einer Gewebsprobe YB-1 - positiven Zellen bestimmt und dann in 4
Kategorien eingeteilt: unter 10%, unter 50%, unter 80% und tber bzw. gleich 80%. Die Intensitat
der Farbung wurde mittels einer Skala von 0 (keine Farbung) bis 3 (starke Farbung) beurteilt. Aus
diesen beiden Merkmalen wurde eine immunoreaktive Wertung erstellt (von 0-12), indem die
Kategorie des Prozentsatzes der YB-1 - positiven Zellen mit dem Skalenwert der
Farbungsintensitat multipliziert wurde (Beck et al., 1994). Somit wurden bei dieser Wertung sowohl
die Quantitat als auch die Qualitat der immunhistochemischen Farbung bericksichtigt.

34 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde durch Frau Ursula Berger, Institut flr
Medizinische Statistik und Epidemiologie der Technischen Universitat Miinchen, und PD Dr. med.
Nadia Harbeck, Frauenklinik der Technischen Universitat Minchen, vorgenommen. Um
Patientinnen mit niedrigem Risiko von denen mit hohem Risiko zu unterscheiden, wurden
kontinuierliche Variablen in zweiwertige Variablen umgewandelt (Harbeck et al., 1999a). Fir die
immunoreaktive Wertung wurde mittels eines logarithmischen Rangsystems ein optimierter
Diskriminatorwert eingefuhrt. Die Diskriminatorwerte wurden jeweils fur Patientinnen mit und
Patientinnen ohne postoperative Chemotherapie getrennt erstellt. Fir Patientinnen mit
postoperativer Chemotherapie wurde als Diskriminatorwert eine immunoreaktive Wertung von 4
fur YB-1 im Tumorgewebe (YB-1/ Tumor) und eine Wertung von O fir YB-1 im Tumor-assoziierten
Brustepithelgewebe (YB-1 / Epithel) ermittelt. In der Gruppe der Patientinnen ohne postoperative
Chemotherapie wurden immunoreaktive Wertungen von 1 fir YB-1 im Tumorgewebe und 4 fur YB-
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1 im Tumor-assoziierten Brustepithelgewebe als Diskriminatorwert bestimmt. Die Kombination von
YB-1/ Tumor und YB-1 / Epithel wurde bewertet mit der Unterteilung, dass entweder beide
Faktoren hoch sind oder beide Faktoren niedrig. Zum Vergleich der YB-1 Immunoreaktivitat
zwischen dem Tumorgewebe, dem Tumor-assoziiertem Brustepithel und normalen Kontrollen

wurden, soweit angebracht, der Wilcoxon Test, der Mann-Whitney U-Test oder der chi? -Test
eingesetzt. Mittels des Mann-Whitney U-Tests wurden moégliche Zusammenhange zwischen YB-1
und anderen zweiwertigen Variablen untersucht. Die krankheitsfreie Uberlebenszeit (disease-free
survival, DFS) wurde gemafR Kaplan und Meier (1958) kalkuliert und mit Hilfe einer logarithmischen
Rangstatistik verglichen. Aufgrund der geringen Anzahl von Patientinnen wurden die p-Werte von
den exakten Verteilungen der logarithmischen Rangstatistik ermittelt. Alle Tests wurden bei einem

Signifikanzwert von 0=0.05 durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

Es wurden Gewebeproben von 83 Brustkrebspatientinnen untersucht. Ein Teil der Patientinnen
(n = 41) hatte im Anschluss an die Operation eine adjuvante Chemotherapie erhalten, der andere
(n = 42) nicht. Entsprechend wurde die Kohorte in 2 Gruppen eingeteilt. Die Tumoreigenschaften
(TumorgréRe, Hormonrezeptorstatus fiir Ostrogen und Progesteron und Histologisches Grading)
und die klinischen Parameter (Menopausaler Status und Lymphknotenstatus) wurden durch das
Institut fir Pathologie und Pathologische Anatomie der Technischen Universitat Miinchen erfasst.
Durch die Frauenklinik der Technischen Universitat Minchen wurden Gber eine durchschnittliche
Zeitspanne von 61 Monaten (1-139 Monate) in regelmafigen Zeitabstanden komplette klinische
Nachfolgeuntersuchungen durchgefiihrt (Harbeck et al., 1999b).

In den mikroskopischen Praparaten dieser Mammakarzinome wurde mittels der
immunhistochemischen Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode die
Expression des YB-1 Proteins im Tumorgewebe (YB-1/ Tumor) und im Tumor-assoziierten
benignen Brustepithelgewebe (YB-1 / Epithel) nachgewiesen. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin,
der Frage nach der Expression von YB-1 in primaren Brustkrebsgeweben nachzugehen und zu
untersuchen, ob Korrelationen bestehen zwischen der Starke und / oder dem Muster der
Expression von YB-1 und der Lénge der krankheitsfreien Uberlebenszeit, dem Ansprechen auf
Chemotherapie und der Auspragung eines Phanotyps héherer Malignitat.

4.1 YB-1 Uberexpression in Tumorgewebe und benignem Epithel

Neben den 83 Gewebeproben von Patientinnen mit Brustkrebs wurden auch in 12 Gewebeproben,
die jeweils wahrend einer reduktiven Mammoplastie gewonnen worden waren, die YB-1
Expressionen untersucht. Diese Falle dienten als Kontrolle, um die YB-1 Expression in normalem
Brustgewebe zu bestimmen. Nach der immunhistochemischen Farbung mittels der APAAP-
Methode fand sich bei allen 12 Proben normalen Brustgewebes keine YB-1 Expression. Dies
stimmt Gberein mit vorherigen Beobachtungen (Bargou et al., 1997) und bekraftigt, dass in nicht-
malignem Brustepithel keine YB-1 Expression zu beobachten ist.

Von den 83 Brustkrebs-Gewebeproben, die jeweils wahrend entweder einer modifizierten radikalen
Mastektomie oder einer Brust-erhaltenden Operation mit Tumorresektion gewonnen worden waren,
konnte in 63 Proben (76%) eine Expression von YB-1 (immunoreaktive Wertung > 0)
nachgewiesen werden. In einigen Fallen war darliber hinaus auch eine YB-1 Uberexpression im
nicht-malignem Brustepithel, das an den Tumor angrenzt, zu finden. Diese Tatsache war Anlass zu
einer naheren Untersuchung des Verhaltnisses der YB-1 Expression im Tumor (YB-1 / Tumor) und
der YB-1 Expression im umgebenden Brustgewebe (YB-1 / Epithel). 28 Gewebeproben bestanden
jedoch nur aus Tumorgewebe und zeigten keinerlei normales Brustepithel. Diese Proben konnten
nicht in die Untersuchung einbezogen werden.

Bei den anderen Proben, bei denen man sowohl das Tumorgewebe als auch das umgebende
normale Brustgewebe beurteilen konnte, wurde auf eine Verteilung der YB-1 Expression im Tumor
bzw. benignen Epithel geachtet. 35 Proben wiesen eine YB-1 Uberexpression sowohl im Tumor als
auch im peritumoralen Brustepithelgewebe auf. In 11 Proben konnte keine YB-1 Expression
gefunden werden, d.h., YB-1 war weder im Tumor noch im normalen Gewebe nachzuweisen. In 7
Schnitten konnte eine hohe YB-1 Expression im Tumor festgestellt werden, eine Expression des
Proteins im Tumor-angrenzenden Gewebe war jedoch nicht zu finden. Lediglich in 2
Gewebeproben war eine hohe Expression von YB-1 im den Tumor umgebenden normalen
Brustepithelgewebe verbunden mit einer Nicht-Expression im Tumor selbst.

Um Zusammenhange zwischen diesen Ergebnissen besser herausstellen zu kénnen, wurde die
immunhistochemische Auswertung durch statistische Analysen vervollstandigt. Dabei konnte
festgestellt werden, dass die immunoreaktive Wertung (Produkt des Prozentsatzes der YB-1-
positiven Zellen mit Skalenwert der Farbungsintensitat) fir YB-1 im Tumor signifikant héher lag als
fur YB-1 im normalen Epithel (P < 0,001). Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die YB-1
Expression im Tumorgewebe und im umgebenden Epithel signifikant hoher lag als die YB-1
Expression in den Kontrollen normalen Brustgewebes (P < 0,001 fir YB-1 / Tumor und P = 0,009
fur YB-1 / Epithel). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass fiir den Brustkrebs eine neue
Untergruppe gefunden werden konnte. Diese Gruppe weist sich durch eine YB-1 Uberexpression
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sowohl im Tumor selbst als auch im Tumor-assoziierten normalen Brustepithelgewebe aus.

4.2 YB-1 Uberexpression fiihrt zu klinischer Medikamenten-Resistenz

Eine der beiden Kohorten, die in der Auswertung getrennt beurteilt wurden, war die Gruppe der 41
Patientinnen, welche jeweils nach ihrer Operation eine adjuvante systemische Chemotherapie
erhalten hatten. Bei 36 dieser 41 Patientinnen (88 %) wurde wahrend der Tumorresektion bzw.
Mastektomie eine Lymphknotenbeteiligung festgestellt. Diese Tatsache war neben weiteren
etablierten histomorphologischen Parametern wie Tumorgrofe, histologisches Grading und
Hormonrezeptorstatus ein entscheidendes Kriterium fiir die Durchfiihrung einer postoperativen
Chemotherapie. Der YB-1 Nachweis mittels der APAAP-Methode ergab in dieser Gruppe
folgendes Ergebnis: in 21 der 41 Gewebeproben war die immunoreaktive Wertung fiir die YB-1
Expression im Tumor niedrig (immunoreaktive Wertung < 4), wahrend in 20 Proben eine starke YB-
1 Expression im Tumor zu finden war (Tabelle 2).

Tabelle 2: YB-1 Expression im Brustkrebs der Patientinnen mit postoperativer Chemotherapie

Patientinnen mit postop.
Chemotherapie (n = 41)

YB-1/Tumor niedrig 21 (51 %)
hoch 20 (49 %)
YB-1/Epithel niedrig 11 (39 %)
hoch 17 (61 %)
YB-1/Tumor und Epith. beide Faktoren niedrig 10 (29 %)
einer oder beide hoch 25 (71 %)

Aufgrund regelmafliiger Nachsorgeuntersuchungen (Harbeck et al., 1999b) konnte auf die 5-
Jahres-Rezidivrate geschlossen werden. Bei dieser Riickfallrate zeigen sich je nach YB-1
Expression im Tumor Unterschiede: So erlitten bei jenem Patientinnen-Kollektiv, das durch eine
niedrige YB-1 Expression im Tumor gekennzeichnet ist, 3 der 21 Patientinnen ein Rezidiv. Dies
ergibt eine 5-Jahres-Rezidivrate von 39 %. Im Gegensatz dazu erlitten von den 20 Patientinnen,
die in ihren Tumoren eine starke YB-1 Uberexpression aufweisen, in den ersten 5 postoperativen
Jahren 7 (was einer Rickfallrate von 68 % entspricht) ein Rezidiv. Diese Unterschiede weisen eine
grenzwertige Signifikanz von P = 0,071 auf (Abbildung 2). Bemerkenswert ist die Tatsache, dass
sich die groRe Mehrheit der Rezidive bei den Patientinnen mit starker YB-1 Expression, namlich 6
von 7, in den ersten 1 1/2 Jahren nach der Operation ereignet haben. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass eine starke YB-1 Expression im Tumor bei jenen Brustkrebs-Patientinnen, die eine
postoperative adjuvante Chemotherapie erhalten haben, assoziiert ist mit einer Resistenz gegen
Chemotherapeutika, was zu einem Versagen der medikamentdsen Therapie flhrt.
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Abbildung 2: Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien Uberlebens bei Patientinnen mit
postoperativer Chemotherapie in Abhangigkeit von der YB-1 Expression in den Tumorzellen; Von
21 Patientinnen, bei denen nur eine niedrige YB-1 Expression in den Tumorzellen gefunden
werden konnte, erlitten 3 ein Rezidiv (rote Kurve), wahrend bei 20 Patientinnen mit einer hohen
YB-1 Expression im Tumor (schwarze Kurve) 7 Rezidive im Beobachtungszeitraum auftraten (p =

0,071)

Bei einer zweiten Analyse wurden Untersuchungen durchgefihrt, die sowohl die YB-1 Expression
im Tumor (YB-1/ Tumor) als auch im angrenzenden Gewebe (YB-1 / Epithel) bertcksichtigen
(Tabelle 2). Einige der Proben konnten nicht in diese Untersuchung einbezogen werden, da sich
nur Tumorgewebe auf dem Objekttrager befand, jedoch kein normales Brustgewebe. Bei 10 der
Gewebeproben der Patientinnen mit postoperativer Chemotherapie zeigte sich nur eine niedrige
Expression von YB-1 sowohl im Tumor als auch im den Tumor umgebenden Epithel. In dieser
Gruppe konnte im Beobachtungszeitraum bisher kein Rezidiv festgestellt werden. 25 der
Gewebeproben wiesen eine starke YB-1 Expression sowohl in den Tumorzellen als auch im
benignen Tumor-benachbarten Gewebe auf. Von diesen 25 Patientinnen erlitten im
Nachbeobachtungszeitraum 9 ein Rezidiv. Dies entspricht einer Rlckfallrate von 66 %, der als
Vergleich eine Riickfallrate von 0 % gegenubersteht. Dabei handelt es sich um einen statistisch
signifikanten Unterschied von P = 0,037 in den Ruckfallraten (Abbildung 3). Diese Daten weisen
darauf hin, dass das Ansprechen auf eine postoperative Chemotherapie sehr gut ist, wenn in den
Brustkrebszellen und in den normalen Brustepithelzellen, die den Tumor umgeben, eine niedrige
YB-1 Expression gefunden werden kann.
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Abbildung 3: Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien Uberlebens bei Patientinnen mit
postoperativer Chemotherapie in Abhangigkeit von der YB-1 Expression in den Tumorzellen und
im Tumor-angrenzenden benignen Brustepithel; von 10 Patientinnen mit einer niedrigen
Expression erlitt keine ein Rezidiv (rote Kurve) und von 25 Patientinnen mit einer hohen
Expression von YB-1 (schwarze Kurve) erlitten 9 ein Rezidiv (p = 0,037)

Weitere statistische Untersuchungen mit den Daten der mit Chemotherapie behandelten
Patientinnen zeigten eine Korrelation der YB-1 Expression im Tumor-assoziierten normalen
Brustepithelgewebe mit der Uberlebenszeit ohne Krankheits-Riickfall. Diese Korrelation wies eine
Signifikanz von P = 0,046 auf. Es konnte festgestellt werden, dass ein hochsignifikanter
Zusammenhang besteht zwischen der YB-1 Expression in den Tumorzellen und der Expression
dieses Proteins im den Tumor umgebenden benignen Brustepithel (P = 0,001). Nur eine von 13
Patientinnen, deren Tumoren eine starke YB-1 Expression zeigten, wiesen keine Expression im
Tumor-angrenzenden normalen Gewebe auf. Von 10 Patientinnen, welche mit postoperativer
Chemotherapie behandelt wurden und bei denen sich eine niedrige YB-1 Expression sowohl im
Tumor selbst als auch im benignen Epithelgewebe fand, erlitt keine Patientin bisher ein Rezidiv.
Dies veranschaulicht, dass die prognostische Aussagekraft der YB-1 Expression deutlich erhdht
wird, wenn die Expression dieses Proteins sowohl in den Tumorzellen als auch in den normalen
peritumoralen Epithelzellen kombiniert betrachtet wird.

Zusammenfassend lassen sich fur die Gruppe der Patientinnen mit postoperativer Chemotherapie
folgende Schliisse ziehen: Eine YB-1 Uberexpression im Tumorgewebe oder im angrenzenden
Brustepithel deutet auf eine Resistenz gegentiber Chemotherapeutika hin, was eine schlechte
Prognose hinsichtlich der krankheitsfreien Uberlebenszeit zur Folge hat. Eine niedrige Expression
dieses Proteins sowohl im Tumor selbst als auch im angrenzenden normalen Epithel hingegen
bietet eine gute Prognose im Hinblick auf das Ansprechen auf eine Chemotherapie und somit auf
das krankheitsfreie Uberleben. Eine hohe YB-1 Expression stellt daher einen negativen Marker fiir
das Ansprechen einer postoperativen systemischen Chemotherapie dar.
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4.3 YB-1 Uberexpression bestimmt Tumor-Aggressivitit

Die andere der beiden Kohorten, die bei der Auswertung getrennt beurteilt wurden, war die Gruppe
der 42 Patientinnen, die nach ihren Operationen keine adjuvante systemische Chemotherapie
erhalten hatten. Bei den Operationen wurde bei 98 % der Patientinnen keine
Lymphknotenbeteiligung festgestellt, so dass dies neben den anderen oben erwahnten
histomorphologischen Parametern das entscheidende Kriterium gegen die Behandlungsoption
postoperative Chemotherapie war.

Die immunbhistologische Untersuchung der Brustkrebsgewebeproben dieser 42 Patientinnen
hinsichtlich der Expression des YB-1 Proteins ergab folgende Ergebnisse (Tabelle 3): bei 10 der
Patientinnen war eine niedrige YB-1 Expression in den Tumorzellen zu beobachten, wahrend bei
32 der 42 Patientinnen das Protein im Tumor stark exprimiert war. Die Auswertung der
Ruckfallraten der Patientinnen im Hinblick auf die Starke der YB-1 Expression im Tumor zeigte,
dass bei den 10 Patientinnen mit niedrigem immunoreaktivem Wert die 5-Jahres-Rezidivrate 0 %
betragt, d. h., bei keiner der 10 Patientinnen ist die Krankheit zurtickgekehrt. Im Gegensatz dazu
haben von den 32 Patientinnen, die einen hohen immunoreaktiven Wert aufwiesen, 12 im
Beobachtungszeitraum ein Rezidiv erlitten. Dies entspricht einer Riickfallrate von 30 %. Zwischen
diesen beiden Gruppen besteht folglich ein statistisch signifikanter Unterschied von P = 0,011.

Tabelle 3: YB-1 Expression im Brustkrebs der Patientinnen ohne postoperative Chemotherapie

Patientinnen ohne postop.
Chemotherapie (n = 42)

YB-1/Tumor niedrig 10 (24 %)
hoch 32 (76 %)

YB-1/Epithel niedrig 21 (50 %)
hoch 6 (78 %)

YB-1/Tumor und Epith. beide Faktoren niedrig 8 (20 %)
einer oder beide hoch 32 (80 %)

Weitere Auswertungen in der Gruppe der Patientinnen ohne postoperative Chemotherapie
ergaben, dass bei keiner der Patientinnen, die in den Tumorzellen eine niedrige YB-1 Expression
aufwiesen, eine hohe Expression dieses Proteins im Tumor-assoziierten benignen Brustepithel zu
finden war. Wie auch schon in der Gruppe der Patientinnen mit postoperativer Chemotherapie,
zeigte die kontinuierliche Betrachtung der YB-1 Expression in den Tumorzellen und im Epithel eine
hohe prognostische Signifikanz. So konnte im Nachbeobachtungszeitraum bei den 8 Patientinnen,
deren YB-1 Expression sowohl im Tumor selbst, als auch im umgebenden Epithelgewebe einen
niedrigen immunoreaktiven Wert aufwies, kein Rezidiv entdeckt werden. Dagegen erkrankten aus
der Gruppe der Patientinnen, deren Gewebeproben im Tumor und im benignen Gewebe oder nur
in einer der beiden Bereiche eine hohe YB-1 Expression zeigten, 30 % der Patientinnen erneut in
den ersten 5 postoperativen Jahren (P = 0,038).

Diese Ergebnisse lassen folgende Vermutung zu: eine hohe YB-1 Expression im Brustkrebs
bestimmt einen aggressiveren Phanotyp dieses Malignoms und flihrt daher haufiger zu Rezidiven
als bei Patientinnen mit einer niedrigen YB-1 Expression, obwohl bei 98 % aller ohne
Chemotherapie behandelten Patientinnen zum Zeitpunkt der Operation kein Befall der
Lymphknoten festgestellt werden konnte. Eine eventuelle spatere Metastasierung mit der
Auspragung eines aggressiveren Phanotyps des Brustkrebses kdnnte durch eine YB-1 Expression
induziert werden. Somit stellt auch bei den Patientinnen ohne postoperative Chemotherapie die
Expression des YB-1-Proteins einen negativen prognostischen Marker hinsichtlich der
krankheitsfreien Uberlebenszeit nach der Operation dar.

44 YB-1 Lokalisation ohne Einfluss auf Therapieerfolg

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit bestand darin festzustellen, ob es ein Muster gibt hinsichtlich der
Lokalisation des YB-1 Proteins im Brustkrebs. Weiterhin war von grof3er Bedeutung, ob eine
Abhangigkeit besteht zwischen der Lokalisation des Proteins und seinem prognostischen
Aussagewert. So zum Beispiel, ob eine nukleare Lokalisation von YB-1 hinsichtlich der Ausbildung
einer Multidrug Resistenz eine entscheidendere Rolle spielt als eine andere Lokalisation.
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Zu diesem Zweck wurde ein gezieltes Augenmerk auf den Lokalisationsort der Farbung in den
Zellen gerichtet (Abbildung 4).

Abbildung 4a

Ahhllung 4c

Abbildung 4: Immunhistochemischer Nachweis von YB-1 mittels der Alkalische-Phosphatase —
Anti-Alkalische-Phosphatase Methode. Die Abbildung zeigt deutlich, dass das rote Signal, welches
YB-1 bei dieser Methode gibt, in unterschiedlichen Lokalisationen zu finden ist. Abbildung 4a zeigt
eine zytoplasmatische YB-1 Lokalisation, wahrend in der Abbildung 4b YB-1 im Nukleus lokalisiert
ist. Die Abbildung 4c zeigt eine Negativkontrolle — eine Gewebeprobe, die bei einer reduktiven
Mammoplastie gewonnen wurde und keine YB-1 Expression enthalt. Daher ist auch keine
Rotfarbung zu sehen.

Die hauptsachliche Lokalisation der YB-1 Expression im Tumorgewebe stellte das Zytoplasma dar
(Abbildung 4a), in dem sich bei 62 % aller Gewebeproben eine YB-1 Uberexpression zeigte
(Tabelle 4). In 11 % der Falle konnte YB-1 auch im Kern (Abbildung 4b) der Tumorzellen gefunden
werden. 48 % der Tumorgewebeproben wiesen eine YB-1 Expression in der Membran der
Tumorzellen auf.

20 % aller Gewebeproben wiesen keinerlei YB-1 Expression im Tumor auf. In 19 % der YB-1
positiven Tumoren war das Protein nur im Zytoplasma zu finden, wahrend es in 3 % nur im Kern
und in 11 % nur in der Membran der Tumoren zu erkennen war. Dies zeigt, wie auch schon die
oben erwahnten Daten, dass YB-1 im Tumor hauptsachlich im Zytoplasma zu finden ist.
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Tabelle 4: Aufteilung der YB-1 Lokalisation im Tumor; am haufigsten war YB-1 im Zytoplasma
lokalisiert, d.h. bei 62 % der Gewebeproben konnte YB-1 im Zytoplasma gefunden werden,
wahrend nur bei 11 % der Proben YB-1 im Nukleus zu finden war

insg. positiv
Zytopl. 62 %
Nukleus 1%

Membran 48 %

Nur insgesamt 11 % aller Proben wiesen eine positive YB-1 Expression im Nukleus auf. Somit fand
sich ein niedrigerer Prozentsatz fiir eine YB-1 Lokalisation im Nukleus als bei vorherigen
Untersuchungen (Bargou et al.; 1997).

In 80 % bzw. 82 % der Falle, in denen eine YB-1 Expression in Membran bzw. Nukleus zu finden
war, konnte ebenfalls eine Farbung im Zytoplasma festgestellt werden. Die YB-1 Expression im
Zytoplasma scheint eine Ausgangsrolle fiir eine entsprechende Lokalisation in Membran bzw.
Nukleus zu spielen. Diese Vermutung wird unterstitzt durch die Tatsache, dass bei keiner Probe
eine YB-1 Expression im Zytoplasma des Tumors fehlte, wenn sowohl Nukleus als auch Membran
ein Signal fur das Protein aufwiesen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass kein Muster in der Lokalisation der YB-1 Expression in
den Tumorzellen zu erkennen ist. Auffallig ist nur, dass eine YB-1 Lokalisation im Zytoplasma in
der Mehrzahl der Falle zu finden war.

Die Verteilung der YB-1 Lokalisationen im Tumor-benachbarten benignen Brustepithelgewebe
wurde unter den gleichen Gesichtspunkten ausgewertet (Tabelle 5).

In 60 % der Gewebeproben konnten jedoch keinerlei YB-1 Expression im benignen peritumoralen
Gewebe nachgewiesen werden. Ein Grund dafiir war auch, dass einige Proben nicht zur
Auswertung herangezogen werden konnten, da sie kein ausreichend groRes Areal an Tumor-
umgebenden Gewebe aufwiesen. 38 % der Gewebeproben wiesen eine positive
Zytoplasmalokalisation des YB-1 Proteins auf. Bei nur 4 % der Proben konnte YB-1 im Kern der
Epithelzellen gefunden werden und bei 18 % in der Membran.

Tabelle 5: Verteilung der YB-1 Lokalisation im benignen Epithel; am h&ufigsten war YB-1 auch
hier im Zytoplasma lokalisiert, d.h. 38 % der Proben zeigten sich positiv fir YB-1 im Zytoplasma,
wahrend nur 4 % der Proben positiv fur YB-1 im Nukleus waren

insg. positiv
Zytopl. 38 %
Nukleus 4%
Membran 18 %

Bei 95 % bzw. 75 % der YB-1 Expression in Membran bzw. Nukleus stellte sich YB-1 ebenfalls im
Zytoplasma dar. Somit stellt auch im peritumoralen Epithelgewebe das Zytoplasma den Hauptort
der YB-1 Lokalisation dar.

Auch im Tumor-assoziierten benignen Brustepithelgewebe Iasst sich kein bestimmtes Muster
hinsichtlich der Lokalisation des YB-1 Proteins erkennen. Auffallend ist jedoch auch hier der grof3e
Anteil der Zytoplasma-Lokalisationen, wahrend ein nur sehr geringer Anteil des YB-1 im Nukleus
zu finden war.

Bei den Vergleichen der YB-1 Lokalisationen mit den Uberlebenszeiten der Patientinnen konnten
keine signifikanten Zusammenhange zwischen einer bestimmten Lokalisation des Proteins und
dem Ansprechen der postoperativen Chemotherapie und somit der krankheitsfreien Uberlebenszeit
gefunden werden. Auch konnte in der Gruppe der Patientinnen ohne postoperative Chemotherapie
kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer bestimmten YB-1 Lokalisation und der
Auspragung eines aggressiveren Phanotyps des Brustkrebses nachgewiesen werden.

Die Tatsache, dass eine nukleare YB-1 Expression in der Mehrzahl der Falle mit einer hohen
zytoplasmatischen YB-1 Expression einhergeht, deutet darauf hin, dass eine hohe
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zytoplasmatische YB-1 Expression einem nuklearen Transport von YB-1 vorausgeht.

4.5 YB-1 korreliert mit Hormonrezeptorstatus und Tumorfaktoren

Ebenfalls von grof3em Interesse bei der Auswertung der YB-1 Expressionen in den Gewebeproben
der Brustkrebspatientinnen war eine mégliche Korrelation zwischen der Starke der YB-1
Expression im Tumor bzw. im peritumoralen benignen Brustepithelgewebe und etablierten
prognostischen Faktoren. Die entsprechenden histomorphologischen Parameter (Tabelle 1) wie
Lymphknotenstatus, TumorgréRe, Histologisches Grading, Hormonrezeptorstatus fiir Ostrogen und
Progesteron wurden am Institut fiir Pathologie und Pathologische Anatomie der Technischen
Universitat Minchen zusammengetragen. Weiterhin wurde die Expression der biologischen
Tumorfaktoren uPA und PAI-1, sowie deren Quotient uPA / PAI-1 ermittelt.

Bei dem Vergleich der YB-1 Expressionen in den Gewebeproben mit den oben erwahnten
histomorphologischen Tumoreigenschaften, die etablierte prognostische Marker darstellen, wurde
festgestellt, dass es keine Korrelationen gibt zwischen der Expression des YB-1 Proteins im
peritumoralen benignen Brustgewebe und allen genannten Faktoren. Auch die Expression von YB-
1 im Tumor konnte in keinen Zusammenhang gebracht werden mit den etablierten prognostischen
Faktoren Lymphknotenstatus, Tumorgrofie und histologisches Grading. Es konnte jedoch eine
signifikante negative Korrelation (p = 0,007) festgestellt werden zwischen der YB-1 Expression im
Tumor und dem Hormonrezeptorstatus. 16 der Patientinnen wiesen einen negativen
Hormonrezeptorstatus auf, wahrend bei 67 der Patientinnen Rezeptoren fiir Ostrogen oder
Progesteron gefunden werden konnten (Tabelle 6).

Tabelle 6: YB-1 / Tumor und Hormonrezeptorstatus; bei 16 Patientinnen war der
Hormonrezeptorstatus negativ, wahrend er bei 67 Patientinnen positiv war; im Mittel lag die
immunoreaktive Wertung bei einem negativen Rezeptorstatus mit einer Signifikanz von p = 0,007
hoher als bei einem positiven

Hormonrezeptor Hormonrezeptor insgesamt
negativ positiv
YB-1/ Tumor negativ 1 16 17
positiv 15 51 66
insgesamt 16 67 83

Es stellte sich heraus, dass die immunoreaktive Wertung fir YB-1 im Tumor bei einem negativen
Hormonrezeptorstatus im Mittel héher lag als bei einem positiven Hormonrezeptorstatus. Wahrend
bei einem negativen Rezeptorstatus (N = 16) die Wertung eine Spanne von 5 bis 11 mit einem
Mittelwert von 8 einnahm, betrug der Mittelwert der immunoreaktiven Wertung fur die YB-1
Expression im Tumorgewebe Hormonrezeptor-positiver Patientinnen (N = 67) 4, mit einer Spanne
von 1 bis 8. Dieser Unterschied weist eine Signifikanz von p = 0,007 auf. Betrachtet man jedoch
die Rezeptoren der beiden verschiedenen Hormone einzeln in ihren Zusammenhangen zur YB-1
Expression, so lasst sich keine signifikante Korrelation finden zwischen der YB-1 Expression im
Tumor und dem Status fiir Ostrogenrezeptoren. Es zeigt sich aber eine grenzwertig signifikante
Assoziation zwischen der YB-1 Expression in den Tumorzellen und dem Status flr
Progesteronrezeptoren (p = 0,074).

Die Expression der biologischen Tumorfaktoren uPA und PAI-1, sowie deren Quotient (Tabelle 7)
wurde mit der YB-1 Expression im Brustkrebs und im Tumor-benachbarten benignen Brustepithel
verglichen. Dabei konnte keine Korrelation gefunden werden zwischen der YB-1 Expression im
normalen Brustepithel und den biologischen Faktoren uPA oder PAI-1. Auch der Vergleich
zwischen dem Quotienten uPA / PAI-1 und der YB-1 Expression im benignen Epithel zeigte
keinerlei Zusammenhange. Ebenfalls war ein signifikanter Zusammenhang zwischen der YB-1
Expression im Tumor und der Expression des Faktors PAI-1 nicht erkennbar. Dagegen jedoch
konnten grenzwertig signifikante Korrelationen zwischen der Expression von YB-1 im Tumor und
uPA (p = 0,066) und zwischen YB-1 und uPA / PAI-1 (p = 0,058) festgestellt werden. Ein stark
signifikanter Zusammenhang (p < 0,001) besteht zwischen der Expression von uPA und PAI-1.
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Tabelle 7: Expression von uPA und PAI-1 gesamt sowie getrennt fir Falle ohne und mit
postoperativer Chemotherapie

UPA

PAI-1

uPA/PAI-1

niedrig
hoch
niedrig
hoch
niedrig
hoch

Insges.

50 %
50 %
68 %
32 %
42 %
58 %

Pat.

ohne postop.
Chemotherapie
56 %

44 %

74 %

26 %

49 %

51 %

Pat.

mit postop.
Chemotherapie
43 %

57 %

60 %

40 %

34 %

66 %
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die YB-1 Expression im Brustkrebs eine klinische Relevanz
besitzt. Daflir wurden 83 Patientinnen, von denen 41 mit einer postoperativen Chemotherapie,
welche grofitenteils Anthracyclin enthielt, und 42 ohne postoperative Chemotherapie behandelt
wurden, hinsichtlich ihrer YB-1 Expression und ihres weiteren Verlaufes untersucht. Es stellte sich
heraus, dass in beiden Gruppen eine hohe YB-1 Expression im Brustkrebsgewebe mit einem
schlechteren Krankheitsverlauf korreliert. Dies deutet darauf hin, dass YB-1 sowohl eine Rolle in
der klinischen Medikamentenresistenz als auch bei der Ausbildung aggressiverer Phanotype spielt.

5.1 Medikamenten-Resistenz durch YB-1 Uberexpression

Eine groRRe Rolle bei der Entwicklung der Multidrug Resistenz spielt das MDR1-Gen. Dieses
MDR1-Gen kodiert flir P-Glykoprotein, ein membrangebundenes Transporterprotein der
Superfamilie der ABC-Transporter, welches toxische Substanzen aus der Zelle transportieren kann
(Zamora et al., 1988). Zu diesen Medikamenten gehoéren in der Tumorbehandlung eingesetzte
Chemotherapeutika, wie zum Beispiel Anthrazykline, Vincaalkaloide, Epipodophyllotoxine und
Taxane (Gottesmann + Pastan, 1993). P-Glykoprotein kénnte dadurch zu einem schlechten
Ansprechen der Chemotherapie beitragen. Seit einiger Zeit ist bekannt, dass das humane Y-Box-
Protein YB-1 an der Expression des MDR1-Gens beteiligt ist. Es konnte durch unsere
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass YB-1 im Brustkrebs Uberexprimiert ist und dadurch einen
Chemotherapeutika-resistenten Phanotyp verursacht (Bargou et al., 1997).

Bargou et al. hatten 1997 in ihrer Arbeit mit experimentellen Beobachtungen den Beweis flr eine
Rolle von YB-1 bei der Regulation der P-gp Expression in Brustkrebszellen erbracht. Die
Vermutung, dass YB-1 somit an der Entstehung der Multiplen Medikamentenresistenz beteiligt ist,
wurde aufgestellt. Inwiefern aber YB-1 auch eine klinische Bedeutung aufweist, blieb unklar.
Zielstellung dieser Arbeit war es herauszufinden, ob eine mégliche Uberexpression von YB-1 in
histologisch gesicherten Mammakarzinomen eine Auswirkung auf das Ansprechen einer
postoperativen Chemotherapie und eine prognostische Aussagekraft hinsichtlich des
krankheitsfreien postoperativen Uberlebens hat. Zu diesem Zweck wurden die
Tumorgewebeproben von 83 Patientinnen mit histologisch gesichertem Mammakarzinom mittels
der immunhistochemischen APAAP-Methode auf eine YB-1 Expression untersucht.
Gewebeproben, die wahrend einer reduktiven Mammoplastie entnommen wurden, dienten als
Negativ-Kontrollen.

In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass die Intensitat der Expression von YB-1 in den
Tumorzellen einen EinfluR hat auf die krankheitsfreie Uberlebensrate der Patientinnen, die eine
postoperative Chemotherapie erhalten hatten. So stehen sich die 5-Jahres-Rezidivraten von 39 %
fur die Patientinnen mit einer niedrigen YB-1 Expression und 68 % fur die Patientinnen mit einer
hohen YB-1 Expression in den Tumorzellen gegenuber. Dies entspricht einer grenzwertigen
Signifikanz von P = 0,071. Bei der Gegenulberstellung der Rezidivraten mit Berlcksichtigung der
YB-1 Expression in den Tumorzellen und im peritumoralen Epithel konnte bei einer Rezidivrate von
0 % bei Patientinnen mit einer niedrigen YB-1 Expression sowohl im Tumor als auch im
peritumoralen Gewebe und einer Rezidivrate von 66 % bei Patientinnen mit einer hohen YB-1
Expression sowohl im Tumor als auch im peritumoralen Gewebe eine Signifikanz von P = 0,037
ermittelt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass eine YB-1 Uberexpression sowohl
in den Tumorzellen als auch im den Tumor umgebenden Brustepithel verbunden ist mit einer
klinischen Resistenz gegeniber Chemotherapeutika. Dies flihrt zu einer schlechten Prognose
hinsichtlich der krankheitsfreien Uberlebenszeit nach der Operation. Im Gegensatz dazu geht eine
niedrige YB-1 Expression im Tumor und im angrenzenden normalen Epithel mit einer guten
Prognose einher. Nachdem nachgewiesen wurde, dass im Ovarialkarzinom eine Korrelation
besteht zwischen der nukledren YB-1 Expression und der Lange des krankheitsfreien Intervalls
bzw. der Sensitivitat gegenliber der Chemotherapie (Kamura et al., 1999), konnten die Ergebnisse
dieser Arbeit zum ersten Mal zeigen, dass das humane Y-Box-Protein YB-1 auch im Mamma-
karzinom einen negativen Marker fur den klinischen Verlauf darstellt, der mit dem Ansprechen der
postoperativen Chemotherapie und der Lange des krankheitsfreien Intervalls korreliert.
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Die Rolle, die YB-1 bei der klinischen Resistenz gegenliber den Chemotherapeutika spielt, kdnnte -
wenigstens teilweise - durch die oben erwdhnte Rolle von YB-1 bei der Steuerung der Expression
des MDR1-Gens erklart werden. Eine durch YB-1 aktivierte Expression des MDR1-Gens flihrt zu
einer Uberexpression von P-Glykoprotein und somit zu einer Resistenz gegenliber verschiedenen,
auch in der Behandlung von Mammakarzinomen eingesetzten, Chemotherapeutika. Es ist bekannt,
dass das P-Glykoprotein durch verschiedene endogene und exogene Stimuli beeinflusst und im
Rahmen einer zellularen Stressantwort hochreguliert wird (Sukhai + Piquette-Miller, 2000). Somit
ist es durchaus denkbar, dass der Transkriptionsfaktor YB-1 durch eine Aktivierung des MDR1-
Gens ebenfalls zu einer solchen Stressantwort fiihren kann. Da YB-1 selbst ein Protein ist, das auf
endogene und exogene Stressstimuli mit einer erhdhten Expression reagiert, ist es auch
vorstellbar, dass dieses Protein die Fahigkeit besitzt, Zellen auch auf anderem Wege vor
genotoxischem Stress zu schitzen. Es ist bekannt, dass YB-1 neben dem MDR1-Gen auch eine
Reihe anderer Gene in ihrer Expression reguliert, so zum Beispiel MHC-II-Gene (Didier et al.,
1988; Ting et al., 1994; Mac Donald et al., 1995) und das MMP2-Gen (Mertens et al., 1998 und
1999). Um vollstandig verstehen zu kdnnen, auf welche Weise YB-1 zu einer klinischen
Medikamenten-Resistenz flhrt, ist es notwendig, weitere, tiefere Einblicke in die Regulation des
MDR1-Gens zu erhalten und vor allen Dingen andere Gene, die durch YB-1 reguliert werden, zu
identifizieren, um maogliche Funktionsweisen von YB-1 und Zusammenhange zwischen den Genen
feststellen zu kénnen.

Es ist notwendig, weitere, grofiere Studien durchzufiihren, um die in dieser Arbeit beschriebenen
Beobachtungen zu validieren. Das Wissen um den pradiktiven Wert des YB-1-Proteins im Hinblick
auf den Therapieerfolg einer postoperativen Chemotherapie und um die Auswirkungen der YB-1
Expression auf die Entwicklung einer klinischen Medikamenten-Resistenz kénnte einen
Angriffspunkt fir MalRnahmen, die gegen eine Multidrug Resistenz gerichtet sind, bieten. Wenn
Wege und Mittel gefunden werden kdnnten, das YB-1-Protein zu inhibieren, bzw. seinen
aktivierenden Einflufd auf das MDR1-Gen und somit dessen Genprodukt, das P-Glykoprotein zu
blockieren, ware somit ein Schritt in Richtung Verhinderung einer Resistenz gegenuber
Chemotherapeutika getan. Da jedoch die Multidrug Resistenz als ein multifaktorielles Geschehen
verstanden werden muss, missen weitere Faktoren, die EinfluR nehmen auf die Entstehung der
Resistenz, identifiziert und eliminiert werden, ehe eine zufriedenstellende Verhinderung der
Ausbildung der klinischen Medikamenten-Resistenz erreicht werden kann und somit den
Patientinnen die Chance auf einen Therapieerfolg ihrer postoperativen Chemotherapie und auf
eine langere krankheitsfreie Uberlebenszeit gegeben werden kann.

5.2 YB-1 assoziiert mit Phanotyp groRerer Malignitat

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass YB-1 in der Tat auch in der Gruppe der
Lymphknoten-negativen Brustkrebspatientinnen einen prognostischen Faktor hinsichtlich der
postoperativen Uberlebenszeit darstellt. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Uberlebensraten der Patientinnen mit niedriger und hoher YB-1 Expression. Bei
Patientinnen, die nur eine geringe YB-1 Expression aufwiesen, trat kein Rezidiv auf, wahrend bei
Patientinnen mit hoher YB-1 Expression die 5-Jahres-Rezidivrate 30 % betrug. YB-1 kennzeichnet
somit eine Gruppe mit hohem Risiko bei Brustkrebs-Patientinnen ohne postoperative
Chemotherapie. Die Tatsache, dass nicht nur eine hohe YB-1 Expression in den Tumorzellen,
sondern auch eine hohe YB-1 Expression in den peritumoralen Epithelzellen mit einer schlechten
Prognose assoziiert ist, deutet darauf hin, dass die YB-1 Expression im benignen, den Tumor
umgebenden Gewebe auf einen anderen, aggressiveren Phanotyp des Tumors hinweist. Wie diese
peritumorale YB-1 Expression zustande kommt, ist derzeit nicht bekannt. Es ist jedoch denkbar,
dass parakrine Effekte zwischen den Brustkrebszellen und den umgebenden benignen Zellen fir
dieses Phanomen verantwortlich sind.

Im Patientenkollektiv ohne postoperative Chemotherapie kann die Korrelation zwischen starker YB-
1 Expression und schlechter Prognose nicht mit der Auspragung einer Multiplen
Medikamentenresistenz erklart werden. Vor diesem Hintergrund ist bemerkenswert, dass die
Expression des P-Glykoproteins, des Genprodukts des MDR1-Gens, welches in seiner
Transkription von YB-1 gesteuert wird, Uber seine Bedeutung in der Zytostatikaresistenz hinaus mit
einem Phanotyp, der mit einer hoheren Malignitat einhergeht, korreliert (Linn et al.; 1996).
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Der prognostische Wert einer YB-1 Uberexpression bei Patientinnen, die keine Chemotherapie
erhalten haben, deutet darauf hin, dass YB-1 Uber seine Rolle bei der MDR1-Expression hinaus
andere biologische Funktionen ausibt, welche die Entwicklung eines maligneren Phanotyps
fordern. Die Auspragung eines Phanotyps héherer Malignitat kann auf verschiedenen Wegen
beglinstigt werden. Zum Einen ist bekannt, dass YB-1 proliferationsférdernd wirkt. Eine Rolle der
Y-Box-Proteine allgemein in der Regulation der Zellproliferation wird vermutet (Ladomery +
Sommerville, 1995). In Geweben, in denen eine hohe Zellproliferation zu finden ist, konnten
gesteigerte Expressionen von Y-Box-Proteinen beobachtet werden. Dazu zahlen unter anderem
bestimmte embryonale Gewebe (Spitkovskii et al., 1992), das fetale Lebergewebe oder das
Lebergewebe wahrend der Regeneration nach einer Leberverletzung (Tafuri + Wolffe, 1990; Grant
+ Deeley, 1993; Ito et al., 1994). AuRerdem konnte in der stark proliferierenden kolorektalen
Schleimhaut eine hohe YB-1 Expression gefunden werden. Im kolorektalen Karzinom wird eine
Rolle von YB-1 bei der DNA-Topoisomerase ll-alpha Genexpression diskutiert und es zeigte sich
eine Korrelation mit der PCNA-Expression (Shibao et al., 1999). Das PCNA, das Proliferierende
Zellkern Antigen (proliferating cell nuclear antigen) gehért zu jenen Wachstums-assoziierten
Genen, die Y-Box-Sequenzen in ihren Promotor- oder Enhancer-Regionen enthalten und somit
vermutlich von Y-Box-Proteinen reguliert werden (Travali et al., 1989). Neben PCNA gehoren zu
diesen Genen auch die Gene, die fiir die Thymidinkinase kodieren (Lipson et al., 1989), die DNA-
Polymerase alpha (Pearson et al., 1991) und der EGF-Rezeptor (Didier et al., 1988). Uber seinen
EinfluR auf die Wachstums-assoziierten Gene kann YB-1 durchaus zu einem stérkeren
Tumorwachstum und somit zur Auspragung einer héheren Malignitat fihren.

Weiterhin ist bekannt, dass YB-1 die Zusammensetzung und die Ausbildung extrazellularer Matrix
beeinflusst. Die Transkription der alpha |- und alpha II- Prokollagen-Gene von Huhn und Ratte wird
durch YB-1 aktiviert (Bayarsaihan et al., 1996; Dhalla et al., 1998). Die alpha I- und alpha II-
Prokollagene sind Bestandteil des Typ I-Kollagens, das den Hauptbestandteil extrazellularer Matrix
darstellt. Eine Transkriptionsaktivierung der Prokollagen-Gene aufgrund einer YB-1
Uberexpression kann folglich zu einer verstarkten Bildung extrazellulérer Matrix und somit im Falle
des Brustkrebses zu verstarktem Tumorwachstum fiihren. Unterstrichen wird diese Vermutung
durch die Tatsache, dass die alpha I- und alpha lI-Prokollagene unter verschiedenen
pathologischen Bedingungen vermehrt exprimiert werden.

Eine weitere Rolle bei der YB-1 gesteuerten Ausbildung eines Phanotyps héherer Malignitat spielt
die Assoziation von YB-1 mit der Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP2). Dabei nimmt YB-1 eine
zentrale Rolle in der Aktivierung der MMP2 (=Gelatinase A) - Gene (Mertens et al., 1998; Mertens
et al., 1999) ein. YB-1 ist neben AP2 einer jener Faktoren, die fiir eine Uberexpression der Matrix-
Metalloproteinase 2 verantwortlich sind. Die MMP2 spielt eine wichtige Rolle in physiologisch
kritischen Prozessen, zu denen neben der Angiogenese und der chronischen Entziindung auch die
Tumorinvasion und die Metastasierung gehoéren. Aufgrund des Einflusses von YB-1 bei der
Uberexpression der MMP2 ist auf diesem Wege der Tumorinvasion und Metastasierung die
Ausbildung einer grof3eren Malignitat bei urspriinglich nicht metastasiertem Brustkrebs denkbar,
zumal schon festgestellt wurde, dass eine hohe MMP2- Expression im Brustkrebs mit einer
gesteigerten Aggressivitat des Tumorgewebes korreliert und somit einen prognostischen Faktor fur
eine kirzere Uberlebenszeit darstellt (Talvensaari-Mattila et al., 1998).

Wie oben schon erwahnt, zeigte sich das P-Glykoprotein als ein prognostischer Marker fiir Tumor-
Aggressivitat (Pinedo + Giaccone, 1995; Linn et al., 1996). Die Tatsache, dass P-Glykoprotein ein
prognostischer Marker abgesehen von der Zytostatikaresistenz auch fir die Tumor — Aggressivitat
ist, kann als ein Hinweis darauf verstanden werden, dass es einen Marker fir andere genetische
und biologische Veranderungen darstellt. Ebenfalls konnte diese Korrelation dadurch zustande
kommen, dass YB-1 Uber das MDR1-Gen die Expression des P-Glykoproteins reguliert. Es ist
durchaus auch denkbar, dass das P-Glykoprotein auf direktem Wege eine Steigerung der
Tumoraggressivitat hervorrufen kann. Da die Mechanismen einer solchen Erhdhung der Malignitat
noch nicht verstanden und erforscht sind, sollten auf diesem Gebiet weiterflihrende Studien eine
Antwort auf diese Frage bringen.

Zusammenfassend deuten unsere Beobachtungen bei Patientinnen ohne postoperative
Chemotherapie darauf hin, dass YB-1 an der Entstehung eines maligneren Phanotyps beim
Mammakarzinom beteiligt ist. Eine Uberexpression von YB-1 kénnte zu einer verstarkten
Tumorproliferation, -invasion und -metastasierung fiihren. YB-1 stellt also auch bei den
Patientinnen, die keine postoperative Chemotherapie erhalten haben, einen negativen
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prognostischen Marker hinsichtlich der postoperativen Uberlebenszeit dar.

5.3 Korrelation von YB-1 Expression mit etablierten Parametern

Eine Invasion von Tumorzellen wird von mehreren proteolytischen Enzymsystemen induziert, die
mit der Zerstérung der Zellmembran und extrazellularer Matrix assoziiert sind. Zu diesen
Systemen gehort auch das Plasminogen-Aktivierungssystem (Gong et al., 2000). Es besteht aus 5
Komponenten, unter denen sich neben dem tPA (tissue-type plasminogen activator), dem PAI-2
(plasminogen activator inhibitor 2) und dem uPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor)
auch der Plasminogen-Aktivator vom Urokinase-Typ, uPA, und sein Gegenspieler, der
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1, PAI-1, befinden. Die Aufgabe dieses Systems besteht in der
Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin, welches - wie viele andere Enzyme - den Abbau
extrazellularer Matrixproteine in Tumoren katalysiert (Briinner et al., 1994). AuRerdem aktiviert
Plasmin auch latente Formen einiger Metalloproteasen (Murphy et al., 1992) und beeinflusst
verschiedene Wachstumssysteme.

Neueste Erkenntnisse deuten darauf hin, dass das Plasminogen-Aktivierungssystem neben der
bekannten wichtigen und kausalen Rolle bei der Tumorinvasion ebenfalls im durch Tumorzellen
gesteuerten Gewebe-Neuaufbau involviert ist und aulRerdem die Zellinvasion und -migration durch
Plasmin-unabhangige Mechanismen unterstitzt (Andreasen et al. , 2000).

Die Plasminogen-Aktivierung durch das uPA-System ist mit der Auflésung extrazellularer Matrix
verbunden. Dies zeigt sich in vielen physiologischen Prozessen, die eine Gewebezerstérung
beinhalten, wie zum Beispiel die Trophoblast-Invasion (Sappino et al., 1989; Strickland + Richards,
1992), die postlaktionale Involution der Brustdriise (Ossowski et al., 1979), die Ruptur der
Follikelwand wahrend der Ovulation (Sappino et al., 1989) und in der Wundheilung (Grondahl-
Hansen et al., 1988; Romer et al., 1991). Eine &hnliche Rolle des uPA-Systems ist aber auch fur
den Prozess der Tumorinvasion und -metastasierung nachgewiesen worden. Studien konnten
zeigen, dass durch eine spezifische Inhibierung des uPA-Systems eine Tumorinvasion und -
metastasierung verhindert werden kann (Ossowski + Reich, 1983; Mignatti et al., 1986; Ossowski
1988). Eine Korrelation der Expression der Komponenten des uPA-Systems mit der Prognose von
Brustkrebs-Patientinnen im Hinblick auf die krankheitsfreie und generelle Uberlebenszeit ist daher
zu vermuten, und der unabhangige prognostische Wert der beiden am besten untersuchten
Komponenten uPA und PAI-1 konnte in vielen Studien nachgewiesen werden. Eine hohe
Expression von uPA sowie PAI-1 korreliert mit einer kiirzeren Uberlebenszeit der Patientinnen
(Grondahl-Hansen et al., 1997; Knoop et al., 1998; Harbeck et al., 2000; Foekens et al., 2000;
Janicke et al., 2001). Es gibt in der Literatur Beweise dafiir, dass sich uPA und PAI-1 bei
Lymphknoten-negativem Mammakarzinom fir eine Risikostratifizierung, die eine klinische
Relevanz besitzt, eignen (Prechtl et al., 2000; Janicke et al., 2001). Patientinnen mit einer hohen
Expression von uPA und PAI-1 haben ein hohes Rezidiv-Risko und profitieren von einer
postoperativen Zytostatikatherapie. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die YB-1
Expression ahnliche prognostische Informationen hinsichtlich des Rezidiv-Risikos bei Patientinnen
mit Lymphknoten-negativem Mammakarzinom liefert wie uPA / PAI-1. Beim Patientenkollektiv mit
postoperativer Chemotherapie jedoch, bei denen uPA / PAI-1 keine Aussage hinsichtlich eines
hohen bzw. niedrigen Rezidiv-Risikos treffen kann, erlaubt YB-1 eine Identifikation jener
Patientinnen, die nicht auf eine postoperative, zum gréRten Teil Anthracyclin-enthaltende,
Chemotherapie ansprechen. Es ist demnach vorstellbar, YB-1 als pradiktiven Marker fir Hoch-
Risiko-Patientinnen mit postoperativer Zytostatikabehandlung einzusetzen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es zwar keine signifikante Korrelation gibt zwischen der
YB-1 Expression im Tumor und dem PAI-1, dass jedoch die YB-1 Expression in den Tumorzellen
grenzwertig signifikant korreliert mit der Expression von uPA und dem Quotienten uPA / PAI-1.
Eine hochgradig signifikante Korrelation besteht zwischen den beiden Faktoren uPA und PAI-1. Es
stellt sich die Frage, auf welcher Ebene die Faktoren YB-1 und uPA miteinander verbunden sein
kénnen. Wie die vorliegende Arbeit schon zeigte, fiihrt eine Uberexpression von YB-1 zu einer
Ausbildung aggressiverer Tumoren. Da die Expression von uPA durch viele Faktoren, wie Zytokine
und Hormone gesteuert wird (Laiho + Keski-Oja, 1989) ist es durchaus denkbar, dass YB-1 in
seiner Funktion als Transkriptionsfaktor oder RNA-bindendes Protein an der Steuerung der
Expression dieses Faktors beteiligt sein kann. Ein grof3eres Wissen Uber die Regulation des
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Plasminogen-Aktivierungssystems konnte eine mogliche Verbindung mit YB-1 klaren und eine
Verwendung der Komponenten des Systems als Ziele flr neuartige Therapieansatze erlauben.

In der vorliegenden Arbeit konnten keine Assoziationen zwischen der YB-1 Expression und den
etablierten klinischen und histomorphologischen Parametern Tumorgréf3e, Lymphknotenstatus und
histologisches Grading gefunden werden. Es zeigte sich jedoch eine signifikante negative
Korrelation zwischen der YB-1 Expression im Tumor und dem Steroidhormonrezeptorstatus. Das
bedeutet, dass in den Hormonrezeptor - negativen Tumoren im Mittel eine hohere YB-1 Expression
festgestellt werden konnte, als in den Hormonrezeptor - positiven Tumoren. Einzeln betrachtet wies
die Korrelation zwischen der YB-1 Expression in den Tumorzellen und dem
Progesteronrezeptorstatus eine grenzwertige Signifikanz auf, wohingegen keine signifikante
Korrelation zum Ostrogenrezeptorstatus besteht. Die Verbindung zwischen dem YB-1 Protein und
dem Progesteronrezeptorstatus stellt eine interessante Frage dar, die bisher nicht geklart ist und
vielleicht in weiteren Studien zu beantworten gilt. Méglich ist jedoch, dass Tumoren der Brust durch
Steroidhormoneinwirkung bestimmte histologische und biologische Charakteristiken aufweisen, die
zu einer geringeren Aggressivitat fuhren kénnen (Delgado + Lubian Lopez, 2001), wéhrend YB-1,
wie oben diskutiert, zu einer groeren Aggressivitat in den Tumoren fuhren kann. Auf diese Weise
ist eine negative Korrelation vorstellbar, wobei sich jedoch die Frage stellt, ob nicht ein direkter
Zusammenhang zwischen YB-1 und dem Progesteronrezeptor z.B. durch eine mogliche
Transkriptionsregulierung fiir diese Korrelation verantwortlich ist, sondern ob beide Faktoren
indirekt als Zeichen einer erhdhten Malignitat hoch- (YB-1), bzw. herunterreguliert
(Progesteronrezeptor) werden. Die Reduzierung der Anzahl von Steroidrezeptoren kénnte in
diesem Sinne ebenfalls als Zeichen der Enddifferenzierung der Tumorzellen und somit als Zeichen
hoherer Malignitat angesehen werden.

5.4 Einfluss der YB-1 Lokalisation auf dessen prognostische Bedeutung

Y-Box-Proteine wurden urspriinglich als nukleare Proteine beschrieben. lhre DNA-
Bindungsaktivitat unterstiitzte diese Vermutung. Erst spater zeigten verschiedene Untersuchungen,
wie zum Beispiel an FRGY2, dass Y-Box-Proteine auch im Zytoplasma zu finden sind. Bei der
schon oft erwahnten Assoziation des YB-1 mit dem P-Glykoprotein wurde festgestellt, dass eine
Korrelation zwischen der Expression von YB-1 und P-gp nur besteht, wenn YB-1 im Nukleus
lokalisiert ist (Bargou et al., 1997). Es stellte sich also die Frage, ob YB-1 seine Funktionen
hinsichtlich der Ausbildung einer multiplen Medikamenten-Resistenz und der Entwicklung eines
Phéanotypes gréoRerer Malignitat nur in seiner nukledren Lokalisation austuben kann. Die Bedeutung
der Lokalisation von YB-1 fiir seinen prognostischen Aussagewert ist um so interessanter, da
festgestellt wurde, dass im Ovarialkarzinom die nukleare Expression von YB-1 als ein
prognostischer Marker angesehen werden kann (Kamura et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit konnten keine Korrelationen zwischen der Lokalisation und der
prognostischen Bedeutung des YB-1 gefunden werden. Jedoch war die untersuchte Kohorte zu
klein, als dass statistisch aussagekraftige Erkenntnisse hinsichtlich der Kernlokalisation des YB-1
und ihrer klinischen Bedeutung gefunden werden konnten.

YB-1 stellt ein Nukleinsdure-bindendes Protein dar. Das bedeutet, dass es sowohl DNA als auch
RNA binden kann. Somit stehen fiir das Protein zwei verschiedene Angriffspunkte im Hinblick auf
die Regulation der Expression von Genen zur Verfligung. Zum Einen handelt es sich um die
Transkription von DNA zu RNA, welche im Kern stattfindet. Zum Anderen ist die Reifung, der
Transport der gebildeten RNA sowie die Speicherung und Freisetzung der RNA fiir die Translation
ein Ansatzpunkt fir posttranskriptionelle Regulationsmechanismen.

Y-Box-Proteine gehoren zur Gruppe der Transkriptionsfaktoren. Sie kdnnen die Transkription
sowohl stimulieren als auch hemmen. So wurde festgestellt, dass im Promotor des hsp70-Gens in
Oozyten von X. laevis eine Y-Box flr die Genexpression essentiell ist (Bienz et al., 1986).
Weiterhin konnte eine negative Regulation des YB-1 bei der Transkription von MHC-1I-Genen
gefunden werden. Es unterdriickt die durch y-Interferon induzierte Transkription dieser Gene
(Didier et al., 1988; Ting et al., 1994; Mac Donald et al., 1995). Eine transkriptionelle Kontrolle
durch Y-Box-Proteine konnte auch in Viren nachgewiesen werden. Zum Beispiel erhéht YB-1 die
basale Transkription von HTLV-I in T-Lymphozyten (Kashanchi et al., 1994). Auch beim humanen
neurotropen JC-Polyoma-Virus ist YB-1 in der Lage, die Transkription zu steigern (Raj et al., 1996).
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Da die der nukledren Transkription der DNA folgende Translation der mRNA im Zytoplasma
stattfindet, muss ihr ein Transport der gebildeten mMRNAs aus dem Nukleus ins Zytoplasma
vorausgehen. Dabei ist die mMRNA in mRNPs (Ribonukleoprotein-Partikel) verpackt. Die am
meisten vorkommenden Proteine in den mRNPs sind Y-Box-Proteine. Bei in vitro-Experimenten
konnte festgestellt werden, dass Y-Box-Proteine die Translation unterdriicken, wenn sie in grof3en
Mengen an mRNA gebunden werden (Richter + Smith, 1984; Minich + Ovchinikov, 1992; Minich et
al., 1993). Auch in X. laevis wurden Y-Box-Proteine als ein Hauptbestandteil der Verpackung der
mRNA gefunden. Die Expression des FRGY2 (ein Y-Box-Protein des X. laevis) fordert die selektive
Unterdriickung der Translation der mRNA (Ranjan et al., 1993; Bouvet + Wolffe, 1994).

Y-Box-Proteine sind also in der Lage, sowohl auf transkriptioneller als auch auf translationeller
Ebene in die Expression von Genen einzugreifen und somit deren Expression zu regulieren. Aus
diesem Grunde ist es denkbar, dass YB-1 sowohl im Zytoplasma als auch im Kern von
Tumorzellen Funktionen ausubt, die zu einem aggressiveren Phanotyp oder zur
Zytostatikaresistenz beitragen. Die Tatsache, dass die aufgrund vorausgehender
Veroffentlichungen erwartete Bedeutung der Kernlokalisation des YB-1 fur seine biologischen
Funktionen in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden konnte, kann somit plausibel erklart
werden.

5.5 Klinischer Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte zum ersten Mal zeigen, dass das humane Y-Box-Protein YB-1
Aussagen uber den klinischen Verlauf von Patientinnen mit Mammakarzinom mit und ohne
postoperative Chemotherapie erlaubt. Es konnte festgestellt werden, dass Tumoren, die eine hohe
Expression an YB-1 aufweisen, ein schlechtes Ansprechen auf eine postoperative Chemotherapie
zeigen, was auf eine Rolle von YB-1 bei der Entstehung der Zytostatikaresistenz deutet.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bringt die Forschung im Bereich der Zytostatikaresistenz einen Schritt
weiter im Hinblick auf die Entdeckung der Mechanismen der Multidrug Resistenz. Es konnten neue
Einblicke in Bereiche der Regulierung der Medikamentenresistenz, die ja multifaktoriell gesteuert
wird, der Regulierung der Metastasierung und der Entwicklung aggressiverer Phanotype gewonnen
werden. Man kann einen klinischen Ansatzpunkt darin sehen, durch die Entwicklung von
Mechanismen, die zu einer Inhibierung der Funktionen und Wirkung des YB-1 fiihren, die
Ausbildung einer klinischen Medikamentenresistenz zu verhindern bzw. zu reduzieren. Die
Bedeutung dieser Mechanismen muss im Zusammenhang mit den anderen, die
Zytostatikaresistenz beeinflussenden und regulierenden, Faktoren gesehen werden. Es ist wichtig,
einen Gesamtblick auf das Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren werfen zu kénnen, um
Zusammenhange zu verstehen und mit der Voraussetzung des Begreifens der
Regulationsmechanismen Mdglichkeiten und Ansatzpunkte zur Intervention und Inhibierung der
Multiplen Medikamentenresistenz, die eventuell medikamentds vorstellbar ware, finden zu kénnen.
Die gewonnenen Erkenntnisse bezlglich des YB-1 Proteins helfen weiter, diese Zusammenhange
zu verstehen und liefern Ansatzpunkte fiir weitere Forschungsarbeiten.

Im klinischen Alltag werden zur Erstellung individuell angepasster Therapieschemata adaquate
Risikoklassifizierungen vorgenommen, die das mogliche Ansprechen auf eine Therapie
vorauszusagen vermogen. Es gibt eine Reihe von etablierten und neuen biologischen
Tumorfaktoren wie z.B. Lymphknotenstatus, TumorgrofRRe, histologisches Grading und uPA / PAI-1,
die derzeit zur Einteilung in Risikogruppen verwendet werden. Solche pradiktiven Marker sind
jedoch noch von geringer Anzahl. Von besonderer Bedeutung sind in diesem Zusammenhang die
Ergebnisse dieser Arbeit im Hinblick auf die Prognose und Pradiktion beim Mammakarzinom. YB-1
zeigte sowohl prognostischen als auch pradiktiven Wert bei der Beurteilung von Hoch-Risiko-
Patientinnen mit und ohne postoperative Zytostatikatherapie und war dabei unabhangig von
biologischen Tumorfaktoren, die zur Zeit fiir die Risikoklassifizierung eingesetzt werden. Um die
Ergebnisse zu prifen und zu sichern, sind jedoch noch weitere Studien erforderlich, die zum Einen
prospektiver Natur sein und deren Patientenanzahlen um ein Vielfaches héher liegen sollten. Eine
retrospektive Studie, die mit einer relativ geringen Anzahl an Patientinnen durchgefihrt wurde,
muss durch weitere Studien abgesichert werden.

Der prognostische und pradiktive Wert des YB-1 Proteins im Mammakarzinom kénnte bei der
klinischen Entscheidung der Behandlungsform des Tumors unterstitzend eingreifen. Aufgrund der
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im Resektat festgestellten YB-1 Expression kénnten somit individuelle Therapiekonzepte erstellt
werden, bei denen zum Beispiel bei Feststellung einer hohen YB-1 Expression Alternativen zu
einer postoperativen Chemotherapie oder zu den gangigen Medikamentenschemata gefunden
werden mussen. Im umgekehrten Fall kdnnte zum Beispiel Patientinnen, die eine geringe YB-1
Expression sowohl im Tumor, als auch im peritumoralen benignen Brustepithel aufweisen und nicht
zur Gruppe der Niedrig-Risiko-Patientinnen gehoéren, zu einer adjuvanten Chemotherapie geraten
werden, da diese Patientinnen eine aullerst gute Prognose hinsichtlich des Ansprechens ihrer
Therapie haben.

YB-1 kdénnte helfen, eine individuelle Patienenprognose zu treffen. Es kdnnte aufgrund seines
prognostischen und pradiktiven Wertes Aussagen (iber eine wahrscheinliche oder mdgliche
Metastasierung, das Auftreten eines Rezidivs, das Ansprechen einer postoperativen
Chemotherapie und die krankheitsfreie bzw. generelle postoperative Uberlebenszeit treffen. Zum
Beispiel kdnnte es Patientinnen die Entscheidung fiir oder gegen eine geplante postoperative
Chemotherapie erleichtern, wenn diese Uber eventuelle Tendenzen hinsichtlich des Ansprechens
oder des Scheiterns dieser Therapie informiert werden kénnten. Patientinnen, bei denen schon im
Voraus eine wahrscheinliche Metastasierung oder ein Rezidiv angenommen wird, kénnten schon
frihzeitig auf eine solche Situation mit Hilfe eines psychologischen Beistandes vorbereitet werden.
Gleichfalls kénnten durch verscharfte Kontrollen von Risikopatientinnen eventuelle Rezidive schon
im Frihstadium erkannt und Uber eine Rezidiv-spezifische Therapie nachgedacht werden.

Die Bedeutung des YB-1 fir die Klinik liegt hauptsachlich in seinem prognostischen und pradiktiven
Wert. YB-1 liefert zusatzlich Informationen Uber die Regulation der Multiplen Klinischen
Medikamentenresistenz, deren differenzierte Zusammenhange weiterhin erforscht werden missen,
damit eine klinische Relevanz gesichert werden kann.
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