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1 Einleitung

1.1  Definition und Klassifikation des Mammakarzinoms

Der Begriff Mammakarzinom, ,,Brustkrebs®, fasst alle malignen epithelialen Neoplasien
der Brust zusammen, die von den Epithelien der Milchgénge (duktales Karzinom) oder von
Zellen der lobuldren Driisenendstiicke (lobuldres Karzinom) ausgehen. Er beinhaltet auch

diverse, viel seltener vorkommende Sonderformen.

Duktale und lobuldre Karzinome konnen jeweils als in situ Karzinome oder invasive
Karzinome auftreten. Wihrend in situ Tumoren keine Stromainvasion aufweisen, also
nicht in das umgebende Bindegewebe einbrechen, haben Zellen eines invasiven Karzinoms
die Basalmembran durchbrochen und das umgebende Bindegewebe infiltriert. Naturgemaf
weisen letztere einen hohen Malignititsgrad auf. Die Gruppe der sogenannten
Sonderformen besteht aus invasiven Tumoren und beinhaltet neben weiteren v.a.
medulldre, tubuldre, papillire, muzinose und adenoid-zystische Karzinome. In ihrer

Reinform sind sie meist prognostisch giinstiger.

Insgesamt ist das invasiv duktale Mammakarzinom am héufigsten. Es macht 40-75%

aller Malignome der Brustdriise aus (Tumorzentrum Miinchen, 2005).

1.2  Epidemiologie des Mammakarzinoms

Etwa jede 8.-10. Frau in Deutschland erkrankt im Laufe ihres Lebens an einem
Mammakarzinom (Biihling & Friedmann, 2003). Es macht ein Viertel aller weiblichen
Krebsneuerkrankungen aus und ist die héufigste Krebstodesursache unter Frauen
(Tumorzentrum Miinchen, 2005). Weltweit ist Brustkrebs die hiufigste maligne
Tumorerkrankung der Frau und steht in Westeuropa zusammen mit den kolorektalen
Karzinomen an der Spitze aller malignen Neoplasien der Gesamtbevolkerung
(Cancer Research UK, 2002). Hinsichtlich Inzidenz und Mortalitit bestehen erhebliche
geographisch-kulturelle Unterschiede (Abbildung 1).

Auch Minner konnen Brustkrebs entwickeln, jedoch liegt die Anzahl der ménnlichen

Neuerkrankungen bei etwa 1% der Indizenz in der weiblichen Bevolkerung.
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Abbildung 1:

Altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitdt des Mammakarzinoms weltweit (je 100 000 Einwohner),
Krebsstatistik 2002 (modifiziert nach Parkin et al., 2005)
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Die Hilfte aller Brustkrebserkrankungen tritt in den Industrielindern auf. Mit Ausnahme
von Japan ist die Inzidenz in diesen Ldndern sehr hoch, was auch durch das Angebot von
Screening-Programmen bedingt sein mag, welche die Detektionsrate dieser Malignome
erhohen. Hauptsichlich aber scheinen Umwelt- und Lifestyle-Faktoren fiir die Entstehung
von Mammakarzinomen verantwortlich zu sein. Dazu gehoren v. a. Ubergewicht durch
mangelnde Bewegung und inaddquate Erndhrung, Alkoholmissbrauch, hormonelle
Manipulation (orale Kontrazeption, HRT) (Parkin et al., 2005) sowie Fortpflanzungs- und
Stillverhalten. Diese These wird durch Beobachtungen an Migrantenpopulationen
unterstiitzt (Dumitrescu & Cotarla, 2005). Dariiber hinaus sind etwa 5-10% der

Mammakarzinome erblich bedingt (Tumorzentrum Miinchen, 2005).

Risikofaktoren fiir die Entstehung des Mammakarzinoms sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
Dies sind ,, Bedingung(en), die in Bevolkerungsstudien bei der Untersuchung der
Pathogenese bestimmter Erkrankungen als krankheitsfordernde Umstdnde statistisch
gesichert wurde(n)...” (Pschyrembel, 1998). Sind ein oder mehrere Risikofaktoren
vorhanden, erhoht sich also das relative Erkrankungsrisiko (RR) eines Individuums im

Vergleich zu einer Bezugsgruppe ohne Risikofaktor (Tumorzentrum Miinchen, 2005).
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Tabelle 1:

Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms (Tumorzentrum Miinchen, 2005; modifiziert nach
Armstrong et al., 2000)

Risikofaktor Relatives Risiko
Familiare Belastung (Verwandtschaft ersten Grades) 1,4-13,6
Alter (=50 vs. <50 Jahre) 6,5
Gutartige Brusterkrankung: atypische Hyperplasie 4,0-44
Alter bei erster Lebendgeburt (>30 vs. <20 Jahre) 1,3-2,2
Alter bei Menopause (255 vs. <55 Jahre) 1,5-2
Familidre Belastung (Verwandtschaft zweiten Grades) 1,5-1,8
Gutartige Brusterkrankung: Biopsie (jeder histologische Befund) 1,5-1,8
Alter bei Menarche <12 vs. 212 Jahre 1,2-1,5
Hormonersatztherapie (HRT) 1,0-1,5

Nach entsprechender Diagnostik, einschlieflich Staging, und primérer systemischer oder
befundorientierter operativer Therapie, muss je nach OP-Methode u. U. eine adjuvante
(postoperative) lokale Bestrahlung der Restbrust und/ oder der Achselhohle erfolgen.
Abhidngig von der Einschitzung des zukiinftigen Krankheitsverlaufes wird zudem eine
adjuvante Systemtherapie in Form einer Chemotherapie und/ oder endokrinen Therapie

durchgefiihrt (Tumorzentrum Miinchen, 2005).

Jeder therapeutische Schritt will wohl iiberlegt sein, da die Krankheit sehr unterschiedlich
verlaufen kann: Einige Patientinnen sind nach primirer Therapie geheilt, andere erleiden
nach unterschiedlichen Zeitintervallen einen Riickfall mit oft rascher Verschlechterung
ihres Gesundheitszustandes und versterben nach kurzer Zeit an der Erkrankung.
Variierende Tumorwachstumsraten, Invasions- und Metastasierungsfihigkeit sowie
weitere, noch nicht vollstindig erfasste Mechanismen, bedingen diese Unterschiede.
Tumorbiologische Faktoren, welche diese Funktionen direkt oder indirekt bestimmen,

konnten hier als Prognosefaktoren dienen (Clark, 2000).
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1.3 Prognosefaktoren und therapierelevante Faktoren

1.3.1  Definition und Anforderungen an Prognosefaktoren

Prognosefaktoren sind MessgroBen, verfiigbar zum Zeitpunkt der Diagnose oder
Operation, die ohne Administration einer adjuvanten systemischen Therapie mit einem
erhohten Risiko fiir Rezidivierung oder tumorassoziierten Tod einhergehen und so den

natiirlichen Verlauf der Tumorerkrankung vorhersagen konnen.

Parameter zur Einschidtzung des Ansprechens oder Nichtansprechens einer bestimmten

Therapie bezeichnet man als préadiktive Faktoren.

Diese prognostischen und préadiktiven Faktoren sind in mindestens drei klinischen
Situationen bedeutend:

1. bei der Identifizierung von Patientinnen, deren Prognose nach lokaler Behandlung
(Operation alleine oder Operation und Radiatio) so gut ist, dass durch eine adjuvante
systemische Therapie keine weiteren Vorteile entstiinden,

2. bei der Identifizierung von Patientinnen, deren Prognose bei Anwendung der
iiblichen Behandlung so schlecht ist, dass ggf. aggressivere Therapieformen indiziert
sind und

3.  bei der Bestimmung von Patientinnen, die von spezifischen Therapieformen
wahrscheinlich profitieren werden oder nicht profitieren werden (nach Clark, 2000).

Sie zdhlen zur Gruppe der Tumormarker. Dies sind Substanzen, die in Gewebe oder
Korperfliissigkeiten  nachweisbar  sind und zur Risikobeurteilung, Diagnose
(Screeningmarker), Differenzialdiagnose, Vorhersage von Krankheitsverlauf oder
Therapieerfolg, oder zur Uberwachung der Krankheitsaktivitit herangezogen werden

konnen (Hayes et al., 1996).

Zur Beurteilung der klinischen Prognose einer Patientin mit Mammakarzinom wird in den
verschiedenen internationalen Konsensus-Gremien {iibereinstimmend die routinemafige
Bestimmung von (Primér-)TumorgroBe, Nodalstatus, histologischem Tumortyp,
Grading und Steroidhormonrezeptorstatus empfohlen. Immer noch gilt der Nodalstatus
als starkster prognostischer Faktor, wobei ein Zusammenhang zwischen der Grofle des
Primédrtumors und dem Befall der axillaren Lymphknoten besteht. Die Anzahl der
befallenen Lymphknoten wirkt sich direkt auf das Rezidiv- und Mortalititsrisiko aus

(Tumorzentrum Miinchen, 2005). Die  aktuellen  Richtlinien  der  deutschen
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Arbeitsgemeinschaft fiir Gyndkologische Onkologie (AGO, 2006) empfehlen die in

Tabelle 2 dargestellten etablierten Prognoseparameter.

Tabelle 2:

Etablierte und tumorbiologische Prognosefaktoren fiir das nodal-positive und nodal-negative Mammakarzinom
(nach AGO, 2006)

Empfehlungsgrad

LOE Etablierte Prognosefaktoren nach AGO Tumorbiologische Faktoren LOE
1a Nodalstatus* + UPA/PAI-1 (ELISA)® 1a
1a  TumorgroRe (pT-Stadium)(2b; +)* Nachweis epithelialer Zellen im 1a
1a  Metastasen Knochenmark
2a  Anzahl der befallenen Lymphknoten HER-2-Status (IHC, FISH)* 2b
2a  Grading (2b; ++)* ++ Proliferationsmarker® 2b

j +/- (Thymidinlabeling Index TLI, 1b
2a Ostrogen-/ S-Phase 2b
Progesteronrezeptorstatus* Ploidie 2b
2a  Alter (2b;+)* Ki6) 2

2c Histologischer Tumortyp

2b  Peritumorale GefaRinfiltration™ s _ Nachweis von Gen- oder 2b-
Proteinprofilen

++

Bestimmung uneingeschrankt
empfehlenswert

Bestimmung kann durchgefiihrt werden

gemal der 9.St. Gallen Konsensuskonferenz 2005
entscheidungsbildend fiir adjuvant-systemische Therapie

Prognosefaktoren speziell fir das nodal-negative

+- Bestimmung nicht allgemein empfohlen Mammakarzinom;' fe_llls_ abweichend, LOE / AGO-
Empfehlungsgrad jeweils in Klammern
kann von Nachteil sein, Bestimmung nicht empfohlen # besonders Lymphgeféfe

von einer Bestimmung wird abgeraten

Bereits bei Diagnosestellung ist das Mammakarzinom als moglicherweise systemische
Erkrankung anzusehen. Zum Zeitpunkt der Primértherapie sind bei bis zu 40% der
Patientinnen Mikrometastasen im Knochenmark zu finden (Harbeck, 1998a). Daher soll
nach geltenden Richtlinien jede Patientin mit einer Rezidivwahrscheinlichkeit von
mindestens 10% innerhalb der ersten 10 Jahre postoperativ routineméssig eine adjuvante
systemische Therapie erhalten (Goldhirsch et al., 1998). Mallgebliches Auswahlkriterium
fiir die angestrebte adjuvante Systemtherapie ist seit der 9. Konsensuskonferenz von
St. Gallen 2005 die Hormonempfindlichkeit des einzelnen Tumors, da die Wirksamkeit
oder Uberlegenheit einzelner adjuvanter Therapieregimes vom Ansprechen auf eine

endokrine Therapie abhéngt.
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Fiir Patientinnen mit negativem Nodalstatus (d. h. kein Befall der axilliren Lymphknoten
zum Zeitpunkt der Primértherapie = nodal-negative Patientinnen) wird eine adjuvante
systemische Therapie angeraten bei

einer TumorgroBe >2cm und/ oder

G >1 und/ oder

peritumoraler GefiaBinvasion und/ oder

positivem HER-2-Status und/ oder

negativen Ostrogen-/Progesteronrezeptoren (PR) und/ oder
einem Alter <35 Jahre.

Unter Beriicksichtigung dieser Kriterien wird auch fiir Patientinnen mit niedrigem
Rezidivrisiko bei  gegebener oder fraglicher =~ Hormonempfindlichkeit (v. a.
immunhistochemisch <10% der Tumorzellen positiv fiir Steroidhormonrezeptoren oder
negative PR) eine adjuvante endokrine Therapie empfohlen, sofern keine Kontraindikation
vorliegt; bei Hormonunempfindlichkeit erfolgt generell die Indikationsstellung zur
adjuvanten = Chemotherapie.  Positiver =~ HER-2/neu-Status und  peritumorale
GefidBinvasion resultieren jeweils in einer Einstufung in die néchst hohere Risikogruppe
(Goldhirsch et al., 2005). Selbst unter Ausschluss dieser beiden Parameter miissten
demnach mindestens 90% aller nodal-negativen Frauen eine adjuvant-systemische

Therapie erhalten (Harbeck et al., 2004).

Dabei entwickeln ohne postoperative systemische Therapie nach historischen Daten nicht
mehr als ein Drittel dieser Patientinnen zu einem spiteren Zeitpunkt Metastasen, so dass
70-75% der nodal-negativen Patientinnen allein durch lokoregionale Therapie als geheilt
betrachtet werden konnten. Fiir Patientinnen mit Befall der axillaren Lymphknoten zum
Zeitpunkt der Primirtherapie gilt dies hingegen nur zu 25-30% (Allred et al., 1992;
McGuire & Clark, 1992; Clark & McGuire, 1988). Die relativ unflexible Einteilung in
prognostische Gruppen anhand der klassischen Prognosefaktoren ist daher fiir eine so
heterogene und unterschiedlich verlaufende Erkrankung unzureichend und gibt keinen
Aufschluss dariiber, welche der nodal-negativen Patientinnen letztendlich wirklich von der
belastenden und toxischen adjuvanten Chemo- und/oder endokrinen Therapie profitieren

(Harbeck, 1998a; Powles, 1997).

Um eine individuelle, risikoadaptierte Therapie zu ermoglichen, forscht man laufend
nach weiteren Parametern, die den Krankheitsverlauf der einzelnen Patientin positiv oder
negativ beeinflussen. Eine uniibersichtliche Vielzahl potenzieller neuer Prognosefaktoren
wird in der Literatur diskutiert (Tumorzentrum Miinchen, 2005). Um Verunsicherung unter

Patientinnen und deren behandelnden Arzten zu vermeiden, muss vor Ubernahme eines
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neuen Tumormarkers in die klinische Routine dessen Einfluss auf Krankheitsverlauf,
Lebensqualitit oder Behandlungskosten - und damit die Bedeutsamkeit des Parameters
fiir die Behandlungsstrategie - eindeutig nachgewiesen werden. Die Bewertung neuer

Prognosefaktoren beinhaltet mehrere Schritte (Tabelle 3).

Tabelle 3:

Kriterien zur Evaluierung prognostischer Marker (modifiziert aus Tumorzentrum Miinchen, 2005; modifiziert
nach McGuire, 1991)

Biologische Hypothese

Einfache, standardisierte und reproduzierbare Nachweismethode mit Qualitatssicherung
Biostatistische Planung der Evaluierungsstudien

Uberpr[]fung der Korrelation zu etablierten Faktoren

Optimierte Schwellenwerte zur Diskriminierung zwischen Hoch- und Niedrigrisikogruppen

Uni- und multivariate Analyse zur Bestimmung der Unabhéngigkeit und Gewichtung der Faktoren

N e o 2w b =

Unabhangige Validierung der Ergebnisse in einem anderen Patientenkollektiv/ durch eine andere
Forschergruppe

&=

Klinische Studie/ Therapiestudie, Metaanalyse

9. Uberfiihrung in die Klinische Praxis

Zum Nachweis der Kliniktauglichkeit wird das TMUGS (Tumor Marker Utility Grading
System) der Amerikanischen Gesellschaft fiir Klinische Onkologie (ASCO) verwendet.
Dieses Bewertungssystem bedient sich u. a. der Evaluierung wissenschaftlicher Studien
gemill ihrem Evidenzniveau (LOE- Level of evidence, Tabelle 4) (Hayes et al., 1996).
Dabei hingt der Nutzen eines prognostischen Markers nicht allein von seiner statistischen
Signifikanz ab, sondern auch von dessen prognostischer Stirke, also dem Ausmal} des
relativen Risikos fiir einen ungiinstigen Verlauf, welches die ,faktorpositive*

Patientengruppe von den iibrigen Patienten trennt (Hayes, 2000).

Tabelle 4:
Evidenzniveaus (Levels of evidence) zur Einstufung des klinischen Nutzens von Tumormarkern (modifiziert
nach Tumorzentrum Miinchen 2005, nach Hayes et al., 1996)

Niveau  Voraussetzungen/ Vorhandene Evidenz

I Einzelne prospektive Studie mit hoher statistischer Power, entworfen zur Testung des Nutzens eines
spezifischen Markers (auch mit therapeutischer Implikation) oder Metaanalyse/ und Uberblick tiber LOE ||
und Il Studien

I Prospektive Studie mit Tumormarkeranalyse als sekundarem Studienziel (z. B. Therapiestudie)
Il Grofe retrospektive Studien
v Kleine retrospektive Studien, Fallkontrollstudien etc.

Vv Kleine Pilotstudien, Korrelationen zu anderen bekannten Faktoren
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1.3.2 uPA und PAI-1

Die tumorbiologischen Faktoren uPA und PAI-1 werden im Zusammenhang mit
verschiedenen Krebsarten als Prognosefaktoren diskutiert. Neben dem Mammakarzinom
gelten sie u. a. auch beim Osophagus-, Magen- und Kolonkarzinom, bei Harnblasen-,
Ovarial- und Endometriumkarzinomen sowie bei Gliomen und Sarkomen als Indikatoren

fiir eine schlechte Prognose (Duffy & Duggan, 2004).

Erste Berichte iiber den negativen Einfluss einer vermehrten Enzymaktivitit oder
Expression der Serinprotease uPA (urokinase-Typ Plasminogenaktivator) auf das
rezidivfreie Uberleben von Mammakarzinom-Patientinnen wurden Ende der 80er Jahre
veroffentlicht (Duffy et al., 1988; Jdnicke et al., 1989). Wenig spiter wurde auch ein
ungiinstiger Einfluf} ihres Inhibitors PAI-1 (Plasminogenaktivator-Inhbitor Typ 1) auf das
krankheitsfreie Intervall beobachtet (Duffy et al., 1990; Jinicke et al., 1991). Seitdem
haben uPA und PAI-1 alle Entwicklungsstufen zum Prognosefaktor (Tabelle 3)
durchlaufen (Abbildung 2) (Schrohl et al., 2003; Harbeck et al., 2004).

1. Die bedeutende Rolle der beiden Faktoren bei Tumorinvasion und Metastasierung

konnte in zahlreichen Experimenten nachgewiesen werden (Andreasen et al., 1997).

2. Standardisierte, qualititsgepriifte ELISAs quantifizieren uPA und PAI-1 in
Primértumor-Extrakten (Sweep et al., 1998).

3. - 6. Ein klinischer Uberlebensvorteil von Patientinnen mit niedrigen Werten vs hohen

Werten von uPA/PAI-1 wurde vielfach bestétigt (Harbeck et al., 2002c¢).

7., 8. Nachweis und Bestitigung der prognostischen Eigenschaft erfolgten in einer
retrospektiven, gepoolten Analyse (Look et al., 2002; Look et al. 2003) und einer
prospektiv durchgefiihrten randomisierten Multicenter-Therapiestudie (Chemo Nj) mit

nodal-negativen Patientinnen (Jdnicke et al., 2001 ).

9. Anders als Patientinnen mit niedrigem uPA/PAI-1-Gehalt im Primdrtumor und
tumorfreien Lymphknoten, welche eine sehr gute Prognose haben, sind Patientinnen mit
hohen uPA/PAI-1-Werten einem erheblichen Rezidivrisiko ausgesetzt, vergleichbar mit
dem Befall von drei oder mehr axillaren Lymphknoten, und profitieren besonders von
einer adjuvanten Chemotherapie (Jdnicke et al., 2001; Harbeck et al., 2002a). Zusitzlich
zur Chemo Ny Studie konnte in einer groBen retrospektiven Studie fiir die durch

uPA/PAI-1 charakterisierten Hochrisikopatientinnen ein Vorteil durch adjuvante
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Chemotherapie aufgezeigt werden (Harbeck et al., 2002b). Jetzt gilt es, u. a. mit Hilfe der
NNBC-3 Therapiestudie, die wirksamste Chemotherapie fiir diese Patientinnengruppe zu
bestimmen (Tumorzentrum Miinchen, 2005). Zudem stellen uPA wund PAI-1
vielversprechende Angriffsziele fiir eine zielgerichtete Therapie dar (Schmitt et al., 2000;

Alfano et al., 2005).

Abbildung 2:

Nachweisprozess des Kklinisch-prognostischen Nutzens von uPA und PAI-1 (modifiziert nach
Harbeck et al., 2004)

ELISA Qualitatskontrolle (EORTC RBG)

KIiniscirie Praxis I

Individuelle Validierungsstudien (retrospektiv) ‘-
Unizenterstudie Multizenterstudie

(TU Miinchen) (Deutschland)
1987-91 MaCa | 1993-98 Chemo-N, EORTC RBG
prospektiv Prospektiv randomisiert Gepoolte Analyse
| | | | ot T B
1987 1990 1993 1996 1999 2000 2001 2002
Evaluierungsstudie Validierung: klinische Studie Metaanalyse
Steigendes Evidenzniveau (LOE) Evidenzniveau 1

Im Laufe der Tumorprogression konnen sich Krebszellen verschiedene Eigenschaften
aneignen, die ihre Malignitit bedingen. Dazu gehort die Fahigkeit, unabhingig von
exogenen Faktoren die Tumorzell-Proliferation anzuregen. Die Beeinflussbarkeit der
Tumorzellen durch korpereigene Wachstumshemmer und Immunabwehrstoffe nimmt ab
und natiirliche Apoptosevorginge werden umgangen. Auflerdem beginnt eine
kontinuierliche, tumorzellinduzierte = Angiogenese, wodurch eine ausreichende
Nihrstoffzufuhr fiir das Karzinomwachstum gewdhrleistet wird

(Hanahan & Weinberg, 2000).

Proteolyse, abwechselnd gerichtete Adhision und Loslosung maligner Zellen von
Bestandteilen der extrazelluliren Matrix (EZM), sowie Verdnderungen des extrazelluldren
Milieus und Abbau der EZM erméglichen die Migration der Karzinomzellen durch das
Gewebe (Dellas & Loskutoff, 2005; Dang et al., 2005). Diese Vorginge begiinstigen die
Invasion von Blut- und Lymphgefiaen und ermoglichen die Metastasierung: Nach
Anheftung an das GefidBBendothel entfernt von der Primérlokalisation, kann eine
Extravasion einzelner Tumorzellen und deren Proliferation zu einer metastatischen Lision

erfolgen (van Roy & Mareel, 1992).
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uPA, dessen Rezeptor uPAR (Urokinase-Plasminogenaktivator-Rezeptor, CD87) und
dessen Inhibitor PAI-1 werden von benignen Korperzellen gebildet (Schmitt et al., 1997)
und sind in physiologische Prozesse wie Wundheilung und Immunabwehr involviert
(Blasi, 1999; Alfano et al., 2005). In malignen Geweben allerdings, konnen diese Faktoren
hiufig in erhohter Konzentration nachgewiesen werden und in einem optimalen Kritischen
Gleichgewicht Proteolyse, Migration, Adhdsion, Neoangiogenese und damit
Gewebsinvasion und Metastasierung entscheidend vorantreiben (Andreasen et al., 1997;
Chazaud et al., 2002; Gutierrez et al., 2000, Liu et al., 1995). Hierbei stehen fokale
Proteolyse und Abbau der Extrazellulirmatrix (EZM) sowie die Beweglichkeit (Motilitt)
der Zellen im Vordergrund. Allerdings werden die einzelnen Komponenten des
uPA-Systems nicht zwangsldufig von den malignen Zellen selbst, sondern beispielsweise
von Stromazellen exprimiert, nachdem eine Induktion durch die Krebszellen stattgefunden

hat (Dellas & Loskutoff, 2005; Dang et al., 2005).

Nach Spaltung des rezeptorgebundenen, inaktiven Zymogens pro-uPA z.B. durch Plasmin,
Kathepsine oder Kallikrein, kann der so aktivierte uPA nun seine proteolytische
Funktion aufnehmen; Hauptsubstrat ist dabei Plasminogen, durch dessen Spaltung
Plasmin entsteht. Jedoch werden auch verschiedene Wachstumsfaktoren aktiviert oder
beim proteolytischen Abbau der EZM freigesetzt, darunter der Hepatozyten-
Wachstumsfaktor/Scatterfaktor HGF/SF, VEGF, Insuline-like GF-1, FGF2 und TGFp
(Rifkin, 1997; Andreasen el al., 1997; Alfano et al., 2005). Durch Plasminaktvierung
werden nicht nur die Matrixproteine Fibrin, Fibronektin, Laminin, Vitronektin und
Proteoglykane proteolytisch abgebaut, sondern auch Matrixmetalloproteasen (MMPs)

aktiviert, was dariiber hinaus zum Abbau von Kollagen fiihrt.

Die Bindung von uPA an uPAR regt zudem iiber unterschiedliche Mechanismen
Zellproliferation (Webb et al., 2001), Chemotaxis (Degryse et al., 2001 ), Zellmotilitit und
Adhision an (Schmitt et al, 2000; Kjpller, 2002) und scheint auch in die Hemmung der
Apoptose involviert zu sein (Maetal., 2001; Alfano et al., 2005). Abbildung 3

veranschaulicht die multifunktionelle Rolle der Systemkomponenten.
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Abbildung 3:

Schematische Darstellung der Mechanismen ausgeldst durch uPA- und PAI-1-induzierte Vorgange. Neben
direkt stattfindenden perizelluldren Interaktionen wird durch das uPA-System Uber intrazelluldre
Signaltransduktion u. a. auch die Zellproliferation stimuliert (modifiziert nach Harbeck et al. 2004).

Abbau der EZM
Adhésion Aktivierung von MMPs
Migration PAI-1 Invasion

/ -« | Metastasierung

% , u PA Plasmin
PAI-2 —
Vitronektin \ / \ Plasminogen

—
I

uPAR

Integrine

Internalisierung / uPAR-Recycling
Signaltransduktion
Stimulation der Proliferation

Zunichst scheint ein kausaler Zusammenhang zwischen PAI-1, dem Inhibitor des
proteolytischen uPA, und einer Verschlechterung der Prognose paradox. Tatsédchlich
jedoch wirkt PAI-1 eher bedarfsgerecht modulierend, als insgesamt hemmend auf
Proteolyse und Zellmigration (Durand et al., 2004). Zudem modifiziert PAI-1 die
Signaltransduktion des uPAR und weiterer Rezeptoren sowie daran gekoppelte Effekte,
etwa Mitose und Zellmotilitdt. Dies geschieht durch die Bindung von PAI-1 an uPAR-
gebundenen uPA und die nachfolgende Internalisierung (Endozytose) des resultierenden
Komplexes [PAI-1-uPA-uPAR] (s.u.). Die Signale des uPAR und anderer an der
Endozytose beteiligten Rezeptoren werden so beeinflusst (Webb et al., 2001 ).

Eine Adhision von Zellen an das Matrixprotein Vitronektin (VN) ist iiber das
Oberflachenprotein uPAR moglich und/ oder auch iiber andere Adhésionsrezeptoren, die
Integrine. PAI-1 vermag die Bindung von uPAR und o,B3-und o,Bs-Integrinen an VN
unabhédngig von seiner inhibitorischen Wirkung auf uPA kompetitiv zu hemmen
(Deng et al., 2001; Andreasen et al., 1997). Zudem kann PAI-1 in vitro durch Bindung an
uPA im [PAI-1-uPA-uPAR-Integrin]-Komplex eine Loslosung dieses Komplexes von VN
bewirken. Die Interaktion zwischen Komplex-gebundenem Integrin ([PAI-1-uPA-uPAR-
Integrin]) und VN kann weiterhin durch PAI-1-vermittelte Deaktivierung der Integrine
aufgehoben werden. Es findet eine Ablosung der Tumorzelle von Vitronektin und, in
geringerem Ausmalf, auch von Fibronektin (FN) und Typ1-Kollagenfasern statt. Weiterhin
regt PAI-1 die LRP-(LDL-Rezeptorassoziiertes Lipoprotein)-vermittelte Endozytose der
im Komplex befindlichen Oberflichenproteine an (Abbildung 4 mit Legende). Diese
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stehen dadurch bis zum Riicktransport (Recycling) an die Zelloberfliche fiir weitere
Bindungen mit Bestandteilen der EZM voriibergehend nicht zu Verfiigung. uPA und PAI-1
werden in Lysosomen abgebaut (Czekay et al., 2003).

Durch Bindung an aktiven freien oder rezeptorgebundenen uPA reguliert PAI-1 den Abbau
der EZM und verhindert moglicherweise durch seine hohe Affinitit fiir Vitronektin (VN)
auch dessen Abbau, wodurch eine VN-reiche Stroma als optimales Geriist fiir die
Zellmigration entsteht. Auflerdem gibt es Hinweise, dass PAI-1 die Angiogenese fordert
(Bajou et al.,1998; Bajou et al., 2001; Isogai et al., 2001). Ein weiterer
Plasminogenaktivator, der (Gewebetyp-) fPA, ist primér thrombolytisch aktiv und vermag
intravasale Emboli aufzulosen. Da PAI-1 auch fPA inhibiert, ist bei hoher PAI-1-
Expression ferner eine Beschleunigung der Metastasierung denkbar: Durch reduzierten
Abbau von Tumorzellmikroemboli in Gefidfkapillaren konnen so ,,konservierte* maligne

Zellen zu Tochtergeschwiilsten proliferieren (Tsuchiya et al., 1997).

Abbildung 4:
Mechanismen der PAI-1-vermittelten Zellabldsung von Matrixproteinen (modifiziert nach Czekay et al., 2003)

Matrix . Matrix . S
+ uPA [ ] + PAI-1 [
—_— —_—
) @ % 5@

®

Plasmamembran
[[] Integrin
! uPAR
! LRP T @ l Endosom
a

uPA @.‘,—d o
N

PAI-1 Recycling-
vesikel lysosomaler Abbau

1. Integrin, gebunden an Matrixprotein (z.B. VN), uPAR und LDL-Rezeptor-assoziiertes Lipoprotein (LRP)
jeweils freistehend an der Zelloberfliche. 2. Aus Zellen freigesetzter uPA bindet an uPAR und initiiert die
Komplexbildung aus uPA, uPAR und Integrin [uPA-uPAR-Integrin]. uPAR bindet ebenfalls an VN und verstarkt
die Adhésion. 3. Die Bindung von PAI-1 an den Komplex bewirkt die Loslésung der Zelle von VN und
auBerdem die Bindung des Komplexes an LRP. 4. LRP-vermittelte Endozytose, 5. Ablésung von [uPA-PAI-1]
vom Gesamtkomplex und 6. Transport zum lysosomalen Abbau. 7. Dissoziation von uPAR, Integrin, LRP
und 8. Ricktransport an die Zelloberflache.
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1.3.3 HER-2

Ein weiterer Indikator fiir den Krankheitsverlauf bzw. Therapieerfolg beim
Mammakarzinom, welcher zunehmend an Bedeutung gewinnt, ist das Proto-Onkogen

HER-2, auch HER-2/neu genannt, und dessen Genprodukt, der HER-2-Rezeptor.

Als Erste berichteten Slamon und Kollegen 1987 von einer vergleichsweise schlechten
Prognose fiir Patientinnen, deren Tumoren eine Amplifikation des HER-2/neu-Gens
aufwiesen. Dieses Gen, in der Literatur auch neu oder c-erbB-2 genannt, ist auf
Chromosom 17, Bande g21.1 lokalisiert und eng verwandt mit dem EGFR-Gen auf
Chromosom 7, Bande p12.3-12.1 (NCBI, 2006 a und b); das Suffix -neu leitet sich vom
Neuroglioblastom der Ratte ab. Das HER-2/neu-Gen kodiert fiir das HER-2/neu-
Onkoprotein, den transmembraniiren Rezeptor HER-2 mit Tyrosinkinase-Aktivitit.
Er hat ein einem Molekulargewicht von 185 kDa (Slamon et al., 1987) und ist deshalb
auch unter dem Namen p185HER2 bekannt (Yarden, 2001).

Abbildung 5:
Die HER-Rezeptorfamilie (modifiziert nach Ross et al., 2003)

% Kein Ligand
] bekannt
16 )

Keine
Tyrosinkinase-
aktivitat

HER-2 (HER-2/neu/ ErbB2/ p185™R?) gehort zur ErbB (HER)-Familie (Human
Epidermal Growth  Factor Receptor), einer Gruppe von signalgebenden
Wachstumsfaktorrezeptoren, bestehend aus den 4 homologen transmembranédren
Rezeptoren vom Tyrosinkinase-Typ, HER-1 (c-erbB1=EGFR), HER-2 (c-erbB2), HER-3
(c-erbB3) und HER-4 (c-erbB4) (Abbildung 5). Physiologischerweise ist die HER-Familie
an der embryonalen Entwicklung der meisten Korpergewebe beteiligt und trigt in

Adoleszenz und Erwachsenenalter zur Differenzierung der Brustdriise bei

(Albanell & Ross, 2005).
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Die Rezeptoren formen ein komplexes, interaktives intrazelluldres Signalnetzwerk,
welches sich iiber unterschiedliche Signalpfade, wie z.B. Ras-Raf-MAPK, PI3K-Akt, PLC-
v1-PKC, Src und STAT, auf Apoptose, Migration, Zellwachstum, Adhésion,
Zelldifferenzierung  und  Angiogenese auswirkt  (Yarden & Sliwkowski, 2001;
Albanell & Ross, 2005). Daher sind Fehlregulationen innerhalb dieses komplizierten
Systems in malignen oder primalignen Zellverbinden mitverantwortlich fiir erhohte
Transkriptions- und Proliferationsraten, Invasionsfihigkeit, Zytoskelettverdnderungen,
Neoangiogenese und Hemmung der Apoptose (Yarden & Sliwkowski, 2001;
Konecny et al., 2004a; Ignatoski et al., 2000).

Die intrazelluldre Signaltransduktion wird mit der Ligandenbindung an einen der HER-
Tyrosinkinaserezeptoren eingeleitet. Dieser bildet sodann ein Homo- oder Heterodimer mit
einem Rezeptor aus derselben oder einer anderen HER-Gruppe. Das Rezeptordimer
phosphoryliert, jeweils abhingig von Ligand und Dimerisationspartner, spezifische
eigene, intrazelluldr gelegene Tyrosinreste (Autophosphorylierung), wodurch eine
entsprechende Signaltransduktionskette aktiviert wird. Der Prozess der Signalgebung
wird  durch  ligandenvermittelte =~ Endozytose  des  Rezeptordimers  beendet

(Yarden & Sliwkowski, 2001).

Abbildung 6:
Die Mitglieder der HER-Familie und ihre Liganden (jeweils grau unterlegt; modifiziert nach

Albanell & Ross, 2005)
- —— ‘
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Fiir den HER-2 Rezeptor wurde bisher noch kein eigener Ligand ausfindig gemacht
(Abbildung 6). Dennoch ist er der bevorzugte Dimerisationspartner innerhalb der HER-

Rezeptorfamilie und nimmt als Ko-Rezeptor an der Signaltransduktion teil. Verglichen mit
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anderen HER-Dimeren sind HER-2-Heterodimere stabiler und die ausgelosten Signale
starker und nachhaltiger (Tzahar et al., 1996; Ross et al., 2003), da die Geschwindigkeit
der Liganden-Dissoziation und die ligandeninduzierte Rezeptor-Endozytose vermindert
wird. Gleichzeitig ist der Riicktransport (Recycling) der funktionsfidhigen
Dimerisationspartner (Rezeptoren) an die Zelloberfliche begiinstigt, so dass diese sich
erneut am Signalnetzwerk beteiligen konnen. Letzteres gilt besonders fiir HER-1 (EGFR),
dessen Homodimere nach der Endozytose zumeist dem lysosomalen Abbau zugefiihrt
werden (Lenferink et al., 1998; Yarden & Sliwkowki, 2001). Diese Eigenschaften tragen

mafgeblich zum erhohten malignen Potenzial HER-2 iiberexprimierender Zellen bei.

AuBer einer Verschiebung der Dimerbildung zugunsten der potenteren HER-2-
Heterodimere, kann eine HER-2-Rezeptoriiberexpression auch eine spontane,
ligandenunabhiingige = HER-2-Homodimerisierung und Phosphorylierung  der
Tyrosinreste des  Dimers mit nachfolgender  Signaltransduktion  ausldosen
(Yarden & Sliwkowski, 2001, Thor et al., 2000). Dies wird beim duktalen in-situ Karzinom

(DCIS) hidufiger beobachtet als bei invasiven Karzinomen (Cardoso et al., 2005).

Der Anteil der Mammakarzinome, welcher eine HER-2-Genamplifikation und/ oder
-Proteiniiberexpression aufweist, wird mit 10-34% angegeben (Cardoso et al., 2005).
Allerdings wird erstere in unterschiedlichen Studien in bis zu 55% der Mammakarzinome
dokumentiert, eine HER-2-Uberexpression in bis zu 50% (Révillion et al., 1998). Letztere
kann durch die Amplifikation des HER-2-Gens oder eine erhohte Transkriptionsrate
bedingt sein (Yarden, 2001). Je nach histologischem Tumortyp treten beide zu sehr
unterschiedlichen Anteilen auf. Sie sind in extensiven duktalen in-situ Karzinomen (DCIS)
am hdaufigsten, in rein invasiv-lobuldren Lidsionen hingegen am seltensten
(Dickson & Lippman, 2000, Hanby, 2005). Eine schwache HER-2-Proteinexpression wird
aulerdem in benignem Brustgewebe, aber z.B. auch im Myokard nachgewiesen
(Yarden, 2001; Ozcelik et al., 2002). Angesichts einer moglichen Schidigung der
Herzmuskelzellen durch Antikorper, die gegen HER-2-Rezeptoren gerichtet sind, wird die
beobachtete Potenzierung der Kardiotoxizitit bestimmter Chemotherapieregimes durch
Addition des HER-2-spezifischen Antikorpers Trastuzumab (Herceptin®) (Keefe, 2002)

nachvollziehbar.

Neben Malignomen der Brustdriise sind u. a. auch Ovarial- und orale Karzinome, sowie
Lungen-, Pancreas- und Magenkarzinome hédufig mit einer HER-2-Genamplifikation oder

-Proteiniiberexpression assoziiert (Yarden, 2001; Dickson & Lipman, 2000).
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HER-2-Genamplifikation und HER-2-Proteiniiberexpression treten beim Mammakarzinom
in Verbindung mit einer Vielzahl prognostisch relevanter Merkmale auf. Dazu gehdren
groBle Tumoren, ein schlechter histologischer Differenzierungsgrad (Grading), negative
Hormonrezeptoren, Infiltration von venosen Gefialen und Lymphgefilien,
Lymphknotenmetastasen, ¥ DNA Aneuploidie, hohe Zellproliferationsrate, p53
Mutation, TOP2A Aberration und vermehrte Expression von VEGF. Zudem
beeinflussen sie in unterschiedlicher Weise molekulare Biomarker fiir Proteolyse,
Zellmotilitiit, Tumorinvasion und Metastasierung (Ménard et al., 2002;

Cardoso et al., 2005; Eccles, 2001; Yarden, 2001; Konecny et al., 2004a).

Dariiber hinaus konnen HER-2-Heterodimere iiber die Mitogen-aktivierte Proteinkinase
ERK1,2 MAPK den Ostrogenrezeptor—Ko—Aktivator AIB1 (SRC-3) und,
ligandenunabhingig, Ostrogenrezeptoren (ER) selbst aktivieren. In Zelllinien, die
gleichzeitig HER-2 als auch AIB1 iiberexprimieren und damit vermehrt AIB1 und ER
aktivieren, rekrutiert Tamoxifen, gebunden an ER, Ostrogenrezeptor-Ko-Aktivatoren
anstatt wie beabsichtigt Ko-Repressoren. Damit hat Tamoxifen unter diesen Bedingungen
im Driisengewebe der Brust ostrogenagonistische Wirkung. Ostrogen und Tamoxifen
wiederum aktivieren in einem circulus vitiosus EGFR, HER-2 und die ERK1,2 MAPK.
Diese Mechanismen sind fiir die sogenannte Tamoxifenresistenz HER-2-positiver Tumore
mitverantwortlich und konnten durch Hemmung der HER-Rezeptoren aufgehoben werden

(Shou et al., 2004; Eccles, 2002).

Wihrend eine prognostische Bedeutung von HER-2 fiir Patientinnen mit nodal-negativem
Mammakarzinom noch umstritten ist, gilt HER-2 als Indikator fiir ein gutes Ansprechen
auf bzw. die Resistenz gegen bestimmte Formen der adjuvanten Systemtherapie und der
Therapie in der metastasierten Situation (Kapitel 5.2 dieser Arbeit, Ellis, 2004). Deshalb,
und aufgrund der Moglichkeit einer zielgerichteten Therapie mit dem Antikorper
Trastuzumab (Herceptin®), wird HER-2-positiven Mammakarzinomen sogar der Status
einer ,,eigenen Tumorgattung* eingerdumt (Piccart-Gebhart, 2005a). Der rekombinante,
humanisierte monoklonale Antikorper ist gegen die extrazellulire Doméne des HER-2-
Rezeptors gerichtet und wirkt u.a. iiber die beschleunigte Internalisierung mit
anschlieBendem Abbau der Rezeptoren. Die Dimerbildung und nachfolgende
Signaltransduktion werden behindert, Zellzyklus, Proliferation und Angiogenese gehemmt.
Zudem werden der Angriff der HER-2-iiberexprimierenden Tumorzellen durch das

Immunsystem und, indirekt, die Apoptose angeregt (Nahta & Esteva, 2003).



20
EINLEITUNG

Seit einigen Jahren gehort Trastuzumab bereits zum Behandlungsspektrum des
metastasierten Mammakarzinoms (Slamon et al., 2001) und wurde angesichts der Erfolge
in prospektiven Studien (Piccart-Gebhard et al., 2005b; Romond et al., 2005) kiirzlich
auch fiir die adjuvante Therapie des invasiven Mammakarzinoms zugelassen und

empfohlen (AGO, 2006, European Medicines Agency, 2006, Nachrichten Medizin, 2006).

Daher ist eine moglichst akkurate Erfassung des HER-2 Status als Selektionskriterium fiir
eine Trastuzumab-Therapie unabdingbar. Im Laufe der Zeit sind unterschiedliche
Methoden der HER-2-Bestimmung entwickelt worden (Tabelle 5). Nach derzeitigen
Empfehlungen sollen Immunhistochemie (IHC) und Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung
(FISH) zur Festlegung des HER-2-Status verwendet werden (Ross et al., 2003; s. auch
Kapitel 5.1.2 dieser Arbeit). Inzwischen ist auch die Chromogen-In-situ-Hybridisierung fiir
die Bestimmung der HER-2-Genamplifikation zugelassen (Tumorzentrum Miinchen,

2005).
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Uberblick iiber verschiedene Bestimmungsmethoden des HER-2-Status im Tumorgewebe (zusammengefasst
aus Ross & Fletcher, 1998; Ross et al., 2003)

Methode u.
MessgroRe

IHC
EXP

FISH
AMP

CISH
AMP/EXP

ELISA
EXP

(RT-)PCR
mRNA

WESTERN
BLOT
EXP

SOUTHERN-/
SLOT BLOT
AMP

Vorteile

| eicht verfligbare Testmethode
oFrisch- oder Paraffinschnitte
eniedrige Kosten

ecinfache Aufbewahrung der geférbten
Schnitte

ecinfaches Lichtmikroskop ausreichend
eMdglichkeit der wiederholten
Auswertung

ekann automatisiert werden

e|anger gelagerte Paraffinschnitte
verwendbar

egeeignet flr Feinnadelbiopsien

edirekte Gendarstellung

einterne Kontrolle*

op objektivere Auswertung

ozeitgleiche Beurteilung der
Histopathologie und der
Tumormorphologie mdglich

estandardisiertes Verfahren.

evereint Vorteile von IHC und FISH
eKombinierbar mit IHC
eParaffinschnitte ausreichend
egeringere Kosten

eschnelle Resultate

| ichtmikroskop ausreichend
oFarbung bleibt stabil (wie IHC)
eobjektiveres Scoring-System
erobustes DNA-Target

®Antigenschaden vermieden durch
sofortiges Verarbeiten des Materials

egenerell gute Korrelation von
Antigenbestand und Patieten-Outcome

eschnelle, halbautomatische Methode

®genauere Schatzung der
Proteinkonzentration

ebraucht sehr wenig Gewebe
®\/erwendung von frischem

Tumorzytosol oder Paraffinschnitten

e¢rste auf Gendarstellung basierende
Bestimmungsmethode

Nachteile

emannigfaltige praanalytische
Fehlerquellen$

e\erwendung diverser Antikdrper
(monoklonal/ polyklonal)
unterschiedlicher Herstellung

eBeeintrachtigung des
Antigengehaltes®

ehohe Subjektivitat bei der
Auswertung

ewiederholte Beurteilung nach
Aufbewahrung nicht mdglich
eFluoreszenzmikroskop benétigt
ehohere Kosten
emanuelles Scoring zeitaufwendig
eErgebnis kann durch manche
Fixationsreagenzien
uninterpretierbar werden
egelegentlich Identifizierung
invasiver Tumorzellen erschwert
eChromosomenaneuploidie und
Genamplifikation schwer zu
unterscheiden

egeringere Sensitivitat als FISH

emangelnde Erfahrung mit der
Methode

eGenaue Zahlung der Genkopien
nicht immer méglich/ keine

intrinsische Kontrolle fiir Anzahl des

Chromosom 17

®Gewisse Menge an frischem
Tumorgewebe zur
Zytsolherstellung benétigts

e Anfallig fir Verdiinnungseffekte

o\/erdlinnungseffekte mdglich
®Verwendung nicht weit verbreitet

emiihsame Anwendung, unpraktisch
fir routinemaRigen Gebrauch

eteurer und zeitaufwendig

erelativ viel frisches bzw. gefrorenes
Tumorgewebe benétigt

o\/erdlinnungseffekte mdglich

®Geringere Sensitivitat als FISH

1.Sens.
2.Spez.

1. gut
2. gut

1. hoch
2. hoch

1. gut
2. hoch

1. hoch
2. hoch

keine
Angaben

keine
Angaben

1. gut
1. hoch

Bemerkungen

Die Variabilitat bei
der Beurteilung durch
verschiedene
Untersucher kann
durch quantitative
Bildanalyse reduziert
werden

#dain Zellen ohne
HER-2/neu-
Amplifikation
normalerweise nur
jeweils zwei bzw.
vier Genkopien
vorhanden sind

(s. Kap. 3.2.1)

(Tanner et al., 2000)

§ bei kleineren
Karzinomen
maglicherweise
problematisch

(Bieche et al., 1999)
Zur Bestimmung in
Blut, Knochenmark
und Tumorgewebe

Verdlinnungs-
Artefakte mdglich
durch DNA aus
entziindlichem und
benignem Gewebe

$ durch Art und Zeitraum der Fixierung und des Einbettens, Methode und Temperatur der Gewebeverarbeitung, Intensitat der Antigenausbeute, Art der
Systemkontroll-Schnitte

* durch Lagerungszeit vor Farbung, Fixierung
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2  Zielsetzung

Prognostische Faktoren sind entscheidend fiir eine individualisierte, risikoadaptierte
Therapie des Mammakarzinoms. Dies gilt besonders fiir nodal-negative
Mammakarzinom-Patientinnen, einer aufgrund der heutzutage tendenziell fritheren
Diagnosestellung klinisch immer bedeutsamer werdenden Gruppe. Trotz der gemil3
historischen Daten niedrigen Rezidiv- und Metastasierungsrate erhilt der GroBteil
dieser Patientinnen eine adjuvante Systemtherapie. Da nodal-negative Patientinnen mit
hohem bzw. besonders niedrigem Rezidivrisiko anhand der traditionellen
Prognosefaktoren nur unzureichend identifiziert werden konnen, bedarf es zur
Risikogruppeneinteilung beim nodal-negativen Mammakarzinom neuer tumorbiologischer
Faktoren, wie uPA/PAI-1 und HER-2.

Eine vorangegangene Studie der Frauenklinik rechts der Isar der TU Miinchen
beschrieb die prognostische Relevanz von uPA/PAI-1, sowie eine prognostische und
pradiktive Bedeutung der HER-2-Genamplifikation an einem Kollektiv nodal-negativer
Patientinnen (Harbeck et al., 1999a; Yurdseven, 2001). Jedoch war ein Teil dieser
Patientinnen adjuvant-systemisch behandelt worden, was die Beurteilung der rein
prognostischen Aussagekraft der untersuchten Faktoren beeintrachtigt. Die mediane
Nachbeobachtungszeit dieser Arbeit betrug 7 Jahre. Konecny und Kollegen fanden 2001
eine HER-2-Proteiniiberexpression, nachgewiesen mittels ELISA, und erhohte uPA/PAI-1-
Werte als prognostisch signifikant fiir das krankheitsfreie Uberleben. Bei den
Berechnungen wurden allerdings nodal-negative Patientinnen nicht gesondert
beriicksichtigt; das mediane Follow-up lag bei maximal 32 Monaten und gestattete keine

Beurteilung des Gesamtiiberlebens.
Vor diesem Hintergrund ergibt sich die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit:

1. Ein Kollektiv von 118 nodal-negativen Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom
soll unter dem Aspekt der Risikogruppeneinteilung anhand der Invasionsfaktoren
uPA/PAI-1, der HER-2-Genamplifikation und -Proteiniiberexpression untersucht werden.
uPA/PAI-1 wurden mittels ELISA quantifiziert, die HER-2-Genamplifikation durch FISH

nachgewiesen und die HER-2-Proteiniiberexpression immunhistochemisch dargestellt.

2. Erstmals soll die Bedeutung von uPA/PAI-1 und HER-2 im gleichen
Patientenkollektiv iiber einen langen medianen Nachbeobachtungszeitraum von

10,5 Jahren hinweg untersucht und die einzelnen Prognose-Parameter auf die
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Bestiindigkeit ihrer prognostischen Stirke iiber die Zeit hinweg gepriift werden. Anstatt
der einzelnen Faktoren uPA und PAI-1 wird in allen Berechnungen die kombinierte
Variable uPA/PAI-1 verwendet, weil diese Kombination die stdrkste prognostische

Aussagekraft besitzt.

3.  Da ein langes Follow-up auch angesichts der naturgemil relativ guten Prognose
nodal-negativer Patientinnen genaue Aussagen iiber den Krankheitsverlauf ermoglicht und
keine der Patientinnen in diesem Kollektiv eine adjuvant-systemische Therapie erhalten
hat, soll zudem der Einfluss der einzelnen Prognosefaktoren auf den

Krankheitsverlauf und damit auf die Tumoraggressivitit beurteilt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientinnenkollektiv

Im Primdrtumorgewebe von 118 nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen
wurden die tumorbiologischen Faktoren uPA/PAI-1, HER-2-Genamplifikation, und
HER-2-Proteiniiberexpression sowie die etablierten histomorphologischen
Prognosefaktoren (Tumorgrofe, Steroidhormonrezeptorstatus, histologisches Grading,
Menopausenstatus) untersucht (Tabelle 6). Die etablierten Faktoren wurden wie andernorts
beschrieben erhoben (Harbeck et al, 2002a). Alle Patientinnen waren zwischen 1987 und
1993 in der Frauenklinik und Poliklinik der Technischen Universitdt Miinchen Klinikum
rechts der Isar wegen eines primdren Mammakarzinoms behandelt worden und hatten sich
entweder einer modifiziert radikalen Mastektomie (n=74) oder einer brusterhaltenden
Operation mit nachfolgender Bestrahlung des Restdriisenkorpers unterzogen (n=44). Nach
den zu dieser Zeit in Deutschland geltenden Behandlungsrichtlinien, erhielt keine der
Patientinnen eine adjuvant-systemische Therapie. Der oben genannte Zeitraum wurde
gewihlt, da Patientinnen mit negativem Lymphknotenstatus an wunserer Klinik
anschlieBend an einer klinischen Studie mit Stratifizierung nach uPA/PAI-Gehalt im
Primidrtumor teilnehmen konnten (Jdnicke et al., 2001) und dann auch vermehrt bei
nodal-negativen Patientinnen eine adjuvant-systemische Therapie (Chemo- und/ oder

endokrin) eingesetzt wurde (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group, 2005).

Das mediane Alter der Patientinnen bei Diagnosestellung und Primirtherapie betrug
55 Jahre (36-82 Jahre). Bei keiner der Patientinnen waren zu diesem Zeitpunkt klinisch
oder radiologisch Fernmetastasen nachweisbar gewesen. Nachbeobachtungsdaten wurden
in regelmdBigen Abstinden erhoben (Harbeck et al., 1999b). Die mediane
Nachbeobachtungszeit der Patientinnen, die zum Zeitpunkt dieser Analyse noch lebten,
betrug 126 Monate (22-176 Monate). Innerhalb des Beobachtungszeitraumes erlitten

33 Patientinnen (28%) ein Rezidiv und 30 Patientinnen (25%) verstarben.
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Tabelle 6:

Verteilung der histomorphologischen, klinischen und tumorbiologischen Faktoren bei Patientinnen mit nodal-
negativem Mammakarzinom ohne adjuvante systemische Therapie (n=118; einige Faktoren konnten nicht bei
allen Patientinnen bestimmt werden)

Prognosefaktoren n (%) Verteilung im Kollektiv
pT-Stadium 118
pT 1 55 (46.6)
.
s Y B
pT4 1 (0,8) oTa
pT3
Steroidhormonrezeptorstatus 118
positiv 95 (80,5) HR
negativ 23 (19,5) positiv HR
81% negativ
19%
Histologisches Grading 117
G1 7 (5,9) e s
G2 78 (66,7) ’ 67%
G3 32 (27,4) G3
27%
Menopausenstatus 118
pra- / perimenopausal 47 (39,8) P& post:
postmenopausal 71 (60,2) P menop.
e T
HER-2-Genamplifikation (FISH) 81
nicht amplifiziert 54 (66,7) amplifizert
amplifiziert 27 (33,3) 33%
HER-2-Proteiniiberexpression (IHC) 113
negativ 63 (55,8) pfji;’v
positiv 50 (44.2) nega e
56%
HER-2-Status (IHC und/ oder FISH positiv) 117
negativ 49 (41,8) ooty
positiv 68 (58,1) 2% HER2
p58%
uPA/PAI-1 115
niedrig (UPA UND PAI < cutoff-Wert) 65 (56,5) UP:’P;\"‘
hoch (uPA und / oder PAI-1 > cutoff-Wert) 50 (435)  uPAPAl e
niedrig °
57%
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3.2 Bestimmungsmethoden

3.21 Biochemische Bestimmung von uPA und PAI-1 mit Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays (ELISAs)

Zur Bestimmung von uPA und PAI-1 wurde ein 200-500 mg schweres repridsentatives
Stiick Tumorgewebe unmittelbar nach Entnahme aus der Brust in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und daraus ein Detergensextrakt hergestellt (Janicke et al., 1994):

Die tiefgefrorenen Gewebeproben wurden einzeln mit dem Mikro-Dismembrator (Braun-
Melsungen, Melsungen, Deutschland) fiir 30 Sekunden auf hochster Stufe pulverisiert, das
entstandene Pulver umgehend in 1,8 ml TBS gelost und die Losung in 0,9 ml Aliquots
aufgeteilt. Ein Teil erhielt weitere 0,1 ml TBS, dem anderen wurde 0,1 ml 10% (w/v)
nicht-ionisches Detergens Triton X-100 in TBS (Sigma, Miinchen, Deutschland) zugesetzt.
Beide Suspensionen wurden iiber 12 Stunden hinweg bei 4°C unter leichtem Schiitteln
inkubiert und anschlieBend bei gleicher Temperatur bei 100 000 g 45 Minuten lang
ultrazentrifugiert, um Zellmembranen, Zellkerne und andere Zellbestandteile voneinander
zu trennen. Die uPA und PAI-1 enthaltenden Uberstinde wurden in 50 ul Aliquots

aufgeteilt und bis zur Verwendung in fliissigem Stickstoff tiefgefroren.

uPA und PAI-1 Assays wurden prospektiv in wochentlichen Blocken mit kommerziell
erhiltlichen ELISA-Tests (uPA: Imubind #894; PAI-1: Imubind #821; jeweils American
Diagnostica, Greenwich, CT, USA) quantitativ bestimmt und in Nanogramm Antigen pro

Milligramm Gewebeprotein angegeben.

Wie in Kap. 3.3 beschrieben, wurden die Schwellenwerte fiir uPA bei 3 ng/mg Protein und
fiir PAI-1 bei 14 ng/mg Protein festgelegt und die Patientinnen anhand der Kombination

von uPA und PAI-1 (uPA/PAI-1) in zwei Gruppen eingeteilt.
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3.2.2 Bestimmung der HER-2-Genamplifikation durch Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung
(FISH)

Durchfithrung und Auswertung der Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung erfolgten
retrospektiv durch J.S. Ross, MD, am Department of Pathology and Laboratory Medicine,
Albany Medical College, Albany, NY, USA.

Die ungefirbten 4 upum dicken formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten
Tumorgewebsschnitte wurden auf Plus Objekttriger (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA,
USA) aufgezogen und unter Verwendung des Ventana Chromosomen-In-situ-
Hybridisierungskit (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) in dem automatischen

in-situ-Hybridisierungsgerit Ventana Gen " (Ventana Medical Systems) bearbeitet:

Nach Entparaffinieren mit Xylol, zweifachem Dehydrieren mit 100% Ethanol und Spiilen
mit destilliertem Wasser, wurden die Objekttriiger in das Ventana Gen"
Hybridisierungsgerit eingesetzt. Die Objekttriger wurden zunéchst fiir 30 Minuten in
30%iger Vorbehandlungslosung (Ventana) bei 45°C inkubiert und anschlieend iiber
45 Minuten hinweg bei 45°C mit Proteinverdauungslosung behandelt (Ventana). Die
Ventana Unique Sequence Digoxigenin-markierte HER2/neu-DNA-Sonde wurde
5 Minuten lang bei 37°C vorgewédrmt und dann aufgetragen. Die Menge des erforderlichen
Hybridisierungsgemisches wurde auf die Zielfliche bezogen errechnet (10 ul Testlosung
pro 22 x 22 mm Gewebsstiick). Nach 5-miniitiger Denaturierung bei 69°C, wurden die

Gewebsschnitte iiber Nacht bei 37°C mit der Hybridisierungslosung inkubiert.

Anschlieend wurden die Priparate dreimal gewaschen und das Fluoreszein-markierte
Anti-Digoxigenin-Detektionsreagens fiir 28 Minuten bei 37°C aufgetragen. Nach
Entnahme der Schnitte aus dem Instrument wurde jeder einzelne Schnitt mit 18 pl

Propidiumjodid (1:2) gegengefirbt und mit einem Deckglas bedeckt.

Die Auswertung der Schnitte erfolgte anhand der Anzahl der HER-2-Genkopien bei
100facher VergroBerung mit dem Zeiss Axioskop 50 Fluoreszenz Mikroskop (Carl Zeiss,
Thornwood, NY, USA). Die Amplifikation wurde wie folgt bewertet: Fiir jede
HER-2-Genkopie zeigt die Sonde einen einzelnen fluoreszierenden Punkt an. In einer
normalen oder nicht HER-2-amplifizierten Tumorzelle erwartet man zwei Genkopien bzw.
vier Kopien bei sich teilenden Zellen. Je Tumorschnitt wurden mindestens

100 Tumorzellen ausgewertet. Tumoren wurden als HER-2-genamplifiziert betrachtet,
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wenn darin mindestens 20 Zellen jeweils fiinf oder mehr fluoreszierende Punkte aufwiesen

(Press et al., 1997).

3.23 Immunhistochemische Bestimmung der HER-2-Proteiniiberexpression

Die immunhistochemischen Firbungen wurden am Institut fiir Allgemeine Pathologie und
Pathologische Anatomie der Technischen Universitit Miinchen durch Prof. W. Nathrath
und Dr. P. Dettmar durchgefiihrt. Zur Immunfédrbung fiir das HER-2-Protein (c-erbB-2)

wurde die zu dieser Zeit routineméBig durchgefiihrte Methode angewandt:

Parallel zu den fiir die FISH verwendeten Schnitten wurden 4 um dicke Paraffinschnitte
angefertigt. Die Schnitte wurden auf mit Aminosilan beschichtete Objekttriger aufgezogen
und bei 37°C iiber Nacht getrocknet. Nach Rehydrierung und zweifachem Waschen mit
Phosphat-gepufferter Salinelosung (PBS/Trispuffer), wurden die Gewebsstiicke mit
0,005% Saponin (Sigma, St. Louis, MO, USA) in destilliertem Wasser 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur (RT) vorbehandelt und danach erneut mit PBS gewaschen. Es folgte eine
Inkubation (4°C, iiber Nacht) mit dem monoklonalen Mausantikdrper Ab-3 (0,125ug/ml;
Oncogene Science, MA, USA) in PBS, angereichert mit 1% Rinderserumalbumin (BSA,
Sigma, Miinchen, Deutschland). Nach behutsamem Spiilen wurden die Schnitte mit
Kaninchen-IgG-anti-Maus-IgG (20ug/ml, Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) in
Trispuffer mit 20% Humanserum-Gehalt abermals inkubiert (30 min, RT) und
anschlieBend gewaschen. Eine letzte Inkubation erfolgte mit dem APAAP-Komplex
(Alkalin Phosphatase-antialkalin Phosphatase Komplex, Dianova), 1:50 verdiinnt in
Trispuffer (30 min, RT). Danach wurden die Schnitte nochmals gewaschen. Die Préparate
wurden schlieBlich dem Reagens Texas Fast Red (Sigma) als chromogenes Substrat fiir die
Alkalische Phosphatase ausgesetzt, kurz in Himatoxylin gegengefirbt und anschlieBend

mit Deckgldsern versehen.

Als Negativkontrolle wurde selbige Firbeprozedur ohne den Maus-Antikdrper Ab-3
durchgefiihrt.

Die Bewertung der HER-2 Immunreaktivitit erfolgte semiquantitativ durch zwei
unabhingige Untersucher (Prof. W. Nathrath und Dr. P. Dettmar): Pro Schnitt und
Untersucher wurden mindestens 500 zufillig ausgewihlte Tumorzellen in Hotspot-

Bereichen begutachtet. Die Auswertung der Schnitte erfolgte unter dem Lichtmikroskop,
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abhingig von histologischem Tumortyp und Tumorzellverteilung bei 100- bis 400-facher

VergroBerung.

Die Beurteilung einer positiven Féarbereaktion der Tumoren beschrinkte sich jeweils auf
Areale mit membrantypischem Farbemuster. Wie frither vertffentlicht, wurde die HER-2
Farbung (HER-2 EXP) als positiv ( >2,5% der Tumorzellen positiv) oder negativ (< 2,5%
der Tumorzellen positiv) eingestuft (Harbeck et al., 1998b; Harbeck et al., 1999a).

3.3  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte durch Prof. Dr. med. N. Harbeck und R. E. Kates,
PhD, wie schon an anderer Stelle beschrieben (Harbeck et al., 2002a):

Die fortlaufenden Variablen uPA und PAI-1 wurden zunichst als bindre Variablen kodiert.
Dabei wurden zur Unterscheidung zwischen hohen und niedrigen Antigen-
Konzentrationen im analysierten Material die mittels log-rank Statistik optimierten
Schwellenwerte fiir uPA (3 ng/mg Protein) und PAI-1 (14 ng/mg Protein) verwendet
(Jinicke et al., 1994, Harbeck et al., 1999b).

Als neue bindre Variable uPA/PAI-1 wurde die Kombination aus den beiden Faktoren
uPA und PAI-1 festgelegt, mit der Eigenschaft beide Faktoren niedrig im Gegensatz zu
einer oder beide Faktoren hoch (Harbeck et al., 2002a). Diese Vorgehensweise hatte sich
bereits frither bewihrt (Jdnicke et al., 1993). Etablierte Prognosefaktoren wurden
dichotomisiert wie andernorts beschrieben (Harbeck et al., 1999c). Die univariate Analyse
der rezidivfreien Uberlebenszeit und der Gesamtiiberlebenszeit wurde nach Kaplan-Meier
(Kaplan & Meier, 1958) durchgefithrt und mittels log-rank Statistik verglichen. Die
multivariate Analyse erfolgte ,.forward stepwise* nach dem ,,Cox Proportional Hazards
Model“ (Cox, 1972), mit Hilfe des SPSS Software Pakets (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Alle Tests wurden auf einem Signifikanzniveau von a=0,05 und mit einem

Konfidenzintervall (KI) von 95% durchgefiihrt.
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4  Ergebnisse

41  Verteilung traditioneller und tumorbiologischer Faktoren

In einem Kollektiv 118 nodal-negativer Patientinnen mit Mammakarzinom, welche
allesamt keine postoperative adjuvante systemische Therapie erhalten hatten, wurden die
etablierten histomorphologischen und klinischen Prognosefaktoren (Tumorgrole =
pT-Stadium, Grading, Steroidhormonrezeptor- und Menopausenstatus) bestimmt.
Zudem wurden die Tumorinvasionsfaktoren uPA/PAI-1 und die Amplifikation des
HER-2-Gens sowie die HER-2-Proteiniiberexpression im Tumorgewebe ermittelt

(Tabelle 6) und auf den Krankheitsverlauf bezogen.

Fiir die Bestimmung von uPA/PAI-1 war in 115 der 118 der Fille geniigend frisches
Tumorgewebe vorhanden. Bei 50 Patientinnen (43,5% ) waren entweder uPA, PAI-1, oder

beide Faktoren erhoht.

Bei 81 der 118 Patientinnen war die gewonnene Menge an Tumorgewebe ausreichend fiir
die Bestimmung der HER-2-Genamplifikation (HER-2 AMP) durch FISH, in 113 Féllen
konnte die immunhistochemische Bestimmung der HER-2-Proteiniiberexpression
(HER-2 EXP) erfolgen. In 27 der untersuchten Mammakarzinome (bei 33% der
Patientinnen in unserem Kollektiv) wurde eine Amplifikation des HER-2-Gens
festgestellt (Median 3 Genkopien; 2-10,2), 50 der Tumoren (44% ) wiesen eine HER-2-
Proteiniiberexpression auf (Median 0%; 0-90%).

Korrelation und Verhiltnis zwischen etablierten und tumorbiologischen Faktoren, sowie
zwischen den tumorbiologischen Faktoren untereineinder, wurden bereits in
vorangegangenen Arbeiten dargestellt (Harbeck et al., 1998b; Harbeck et al., 1999a;
Harbeck et al., 1999b).
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4.2 Prognostische Aussagekraft der tumorbiologischen Faktoren anhand des

rezidivfreien Uberlebens (DFS)

Nach einem medianen Nachbeobachtungszeitraum von 126 Monaten war in der
univariaten und multivariaten Analyse nur uPA/PAI-1 signifikant mit dem rezidivfreien
Uberleben (DFS) assoziiert (p<0,001; RR 8,3; 95% KI 3,4-20,4 bzw. p=0,001; RR 5.4;
95% KI 1,9-14,8) (Abbildung 7A).

Keiner der etablierten Prognosefaktoren, wie Tumorgroe (pT-Stadium),
Steroidhormonrezeptorstatus, Menopausenstatus, histologisches Grading, ebenso wenig
wie HER-2 AMP (p=0,139; RR 1,9; 95% KI 0,8-4,3) oder HER-2 EXP (p=0,74; RR 1,1;
95% KI 0.6-2,3) hatten signifikante prognostische Aussagekraft fiir das rezidivfreie
Uberleben in diesem Kollektiv nodal-negativer Patientinnen ohne adjuvante systemische
Therapie (Tabelle 7; Abbildung 7B-F). Selbst bei Anwendung strengerer Schwellenwerte
fiir die immunhistochemische Bewertung, entsprechend einem Anteil von 24,8% und
17,7% HER-2-iiberexprimierenden Tumoren, war eine signifikante Auswirkung der

HER-2 EXP auf das DFS nicht nachweisbar (p=0,566 bzw. p=0,236).

Aufgrund der begrenzten Anzahl von Ergebnissen aus der HER-2 AMP-Bestimmung
wurde die multivariate Analyse zunédchst an der Gruppe der 73 Patientinnen durchgefiihrt,
fir welche alle bendtigten Daten zur Verfiigung standen. Um auf eine mogliche
Auswahlverzerrung hin  zu priifen, wurde die zusammengesetzte Variable
HER-2 STATUS eingefiihrt, welche Patientinnen mit negativer HER2-Amplifikation und
fehlender Uberexpression von den iibrigen (HER-2 AMP oder HER-2 EXP positiv, oder
beide positiv) unterscheidet. So konnte die multivariate Analyse anhand der Daten von
110 Patientinnen durchgefiihrt werden, wobei 49 Patientinnen (42%) einen negativen und
68 Patientinnen (58%) einen positiven HER-2 Status aufwiesen. Das FErgebnis der
multivariaten Analyse fiir das DFS unterschied sich bei Berechnung mit der kombinierten
Variablen HER-2 STATUS anstelle der einzelnen Variablen HER-2 AMP und
HER-2 EXP nicht wesentlich vom urspriinglichen Resultat, s. Tabelle 7. Somit blieb
uPA/PAI-1 der einzige signifikante Prognosefaktor fiir das rezidivfreie Uberleben
(p<0,001; RR 7,9; 95% KI 3,2-19,5) in diesem Patientinnenkollektiv.
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Tabelle 7:

Univariate and multivariate Analyse fiir die rezidivireie Uberlebenszeit (DFS) von Patientinnen mit
nodal-negativem Mammakarzinom ohne adjuvante systemische Therapie (n=118, medianer
Nachbeobachtungszeitraum 126 Monate). Zeitvariierende Auswirkungen wurden fiir pT-Stadium, Grading,
Steroidhormonerezeptorstatus und HER-2-Genamplifikation (HER-2 AMP) festgestellt.

Prognosefaktoren Rezidivfreie Uberlebenszeit (DFS)
Univariate Analyse Mulitvariate Analyse
Kollektiv mit vollstandigen Daten fiir alle untersuchten  Gesamtkollektiv nach Einfiihrung
Prognosefaktoren® n=73 des HER-2 Status n=110
p-Wert RR(95% KI*) p-Wert RR(95% KI¥) p-Wert RR (95% KI¥)
uPA/PAI-1 <0,001 8,3(3,4-204) 0,001 54(1,9-148) <0,001 7,9 (3,2-19,5)
HER-2 AMP n.s.$ n.s. na.# n.a.
HER-2 EXP n.s. n.s. n.a. n.a.
HER-2 Status n.a. n.a. n.a. n.a. n.s.
pT-Stadium n.s. n.s. n.s.
Grading n.s. n.s. n.s.
Steroidhormon-
rezeptorstatus .S .S .S
Menopausenstatus n.s. n.s. n.s.

$Multivariate Analyse mit HER-2 AMP und HER-2 EXP als separate Variablen; Berechnung basierend auf den Daten der 73 Patientinnen, fiir
die alle erforderlichen Informationen verfigbar waren

* Relatives Risiko, Konfidenz-Intervall

$n.s. = nicht signifikant (p > 0,05)

#n.a. nicht anwendbar
Der lange Nachbeobachtungszeitraum macht die Beriicksichtigung moglicher
Abweichungen vom Proportional-Hazards-Modell interessant: In einem univariaten, zeit-
variierenden Cox-Modell der Funktion F(T) = 1/{1+EXP[(T-30)/6]} (EXP hier: Exponent;
T=Zeit in Monaten) waren die Faktoren histologisches Grading (p=0,029; RR 3,8;
95% KI 1,1-12,7), pT-Stadium  (p=0,047; RR4,2; 95%KI 1,02-16,7) und
Steroidhormonrezeptorstatus  (p=0,011; RR 4,6; 95% KI 1,4-14,9), nicht aber der
Menopausenstatus signifikant fiir das DFS. Das Modell erlaubt einen starken Einfluss der
Prognosefaktoren in den ersten 2,5 Jahren postoperativ, welcher mit zunehmender Dauer
des Nachbeobachtungszeitraumes rasch gegen Null geht. Diese Zeitvariation spiegelt sich

in Abbildung 7 D-F wider.
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Abbildung 7:

7 A-F: Einfluss der Prognosefaktoren auf die rezidivireie Uberslebenszeit (DFS) bei nodal-negativen
Mammakarzinompatientinnen ohne adjuvante Therapie
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4.3  Einfluss der tumorbiologischen Faktoren auf das Gesamtiiberleben (OS)

4.31 Univariate Analyse

Fiir das Gesamtiiberleben (OS) wurde in der univariaten Analyse ein signifikanter Effekt
von uPA/PAI-1, HER-2-Genamplifikation (HER-2 AMP) und HER-2-
Proteiniiberexpression (HER-2 EXP) nachgewiesen (Abbildung 8 A-C). Unter den
etablierten Prognosefaktoren war nur das Tumor-Grading fiir das OS signifikant: Zum
Zeitpunkt der Analyse war keine Patientin mit Tumor Differenzierungsgrad G1 verstorben
(OS=100%), jedoch hatten die Patientinnen mit G2- und G3-Tumoren eine 10-Jahres
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 80% bzw. 53% (p=0,0048) (Abbildung 8 D).

Der Menopausenstatus zeigte sich grenzwertig signifikant fiir das OS (p=0,083; RR 2,0;
95% KI 0,9-4,6), pT-Stadium und Steroidhormonrezeptorstatus hingegen erreichten keine
Signifikanz (Tabelle 8).

4.3.2 Multivariate Analyse

Bei der multivariaten Analyse unter Beriicksichtigung von HER-2 AMP und HER-2 EXP
als separate Variablen konnten wiederum nur jene Patientinnen beriicksichtigt werden, bei
denen alle eingehenden Variablen bestimmt worden waren (n=71). Dabei erwiesen sich
lediglich die HER-2-Genamplifikation und HER-2-Proteiniiberexpression als
statistisch signifikant (p=0,004; RR 3,7; 95% KI 1,5-9,2 bzw. p=0,009, RR 3.4;
95% KI 1,4-8,7), uPA/PAI-1 und die erfassten etablierten Prognosefaktoren jedoch nicht
(Tabelle 9).

Zur Uberpriifung einer moglichen Auswahlverzerrung wurde, wie fiir das DFS, die
multivariate Analyse des OS wiederholt und HER-2 AMP und HER-2 EXP (n=71) durch
die zusammengesetzte Variable HER-2 STATUS ersetzt (n=111). Die dabei erzielten
Ergebnisse unterschieden sich geringfiigig von der zuvor durchgefiihrten Analyse. HER-2
blieb signifikant fiir das OS (p=0,006; RR3,9; 95% KI 1,5-10,3) und
bemerkenswerterweise zeigte sich nun die Signifikanz von uPA/PAI-1 (p=0,052; RR 2,3;
95% KI 0,99-5,2) und histologischem Grading (p=0,054; RR 2,1; 95% KI 0,99-4,8)
(Tabelle 8).
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Tabelle 8:

Univariate und multivariate Analyse fir das Gesamtiiberleben von nodal-negativen Patientinnen ohne
adjuvante systemische Therapie (n=118, medianer Nachbeobachtungszeitraum 126 Monate).

Prognosefaktoren Gesamtiiberleben (OS)
Univariate Analyse Multivariate Analyse
Kollektiv mit vollstandigen Daten fiir alle untersuchten Gesamtkollektiv nach Einflihrung
Prognosefaktoren$ n=71 des HER-2 Status (n=111)
p-Wert RR (95% Ki) p-Wert RR (95% Kil) p-Wert RR (95% Kil)
uPA/PAI-1 0,002 3,3(1,5-7,0) n.s.§ 0,052 2,3(0,99-5,2)
HER-2 AMP 0,009 32(1,3-17,5) 0,004 3,7 (1,5-9,2) n.a.#
HER-2 EXP 0,013 2,6(1,2-54) 0,009 3,4 (1,4-8,7) n.a.
HER-2 STATUS n.a. n.a. 0,006 3,9 (1,5-10,3)
pT-Stadium n.s. n.s. n.s.
Grading 0,003 3,0(14-6,2) n.s. 0,054 2,1(0,99 -4,8)
Menopausenstatus 0,083 2,0 (0,9-4,6) n.s. n.s.

$ Multivariate Analyse mit HER-2 AMP und HER-2 EXP als separate Variablen berechnet anhand der 71 Patientinnen, fir die alle
erforderlichen Informationen verfugbar waren

* Konfidenz-Intervall
§ n.s. = nicht signifikant (p > 0,05)

# n.a. = nicht zutreffend
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Abbildung 8:

Abbildung 8 A-F: Einfluss der Prognosefaktoren auf das Gesamtiiberleben (OS) bei nodal-negativen
Mammakarzinompatientinnen ohne adjuvante Therapie

8 A: uPA/PAI-1 ‘

1—

10/64
verstorben

@ 16%

0.9 uPA/PAI-1 niedrig

0.8
0.7

0.6—

0.5 UPA/PAI-1 hoch 20749

.verstorben
0.4 41%
0.3

0.2

Kumulative Wahrscheinlichkeit OS

0.1

0—|

I I I I I I I I I
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Zeit (Jahre)

8 B: HER-2 AMP v | orsa

HER2_AMP negativ verstorben

23%
@

0.9
0.8
0.7
0.6—
HER2 AMP positiv
9/27

0.5—
verstorben

0.4 @ 33%

0.3

0.2—

Kumulative Wahrscheinlichkeit OS

0.1

0.0

I I I I I I I I I
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Zeit (Jahre)

8 C: HER-2 EXP 1.0 11/62

verstorben

18%

@

0.9— HER2_EXP negativ
0.8
0.7

0.6—

HER2_EXP positiv
05— 19/49

verstorben
0.4— @. 39%

0.3

0.2—

Kumulative Wahrscheinlichkeit OS

0.1

0.0

I I I I I I I I I
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Zeit (Jahre)



8 D: Grading

Kumulative Wahrscheinlichkeit OS

8 E: pT-Stadium

Kumulative Wahrscheinlichkeit OS

8 F: Steroidhormonrezeptoren

Kumulative Wahrscheinlichkeit OS

38

ERGEBNISSE
1.0 Pt i f—tpe
G1 0/7
0.9— ' verstorben
0%
0.8
G. 2 15/76
0.7 verstorben

20%
0.6

0.5

G3

14/32
verstorben
44%

»

0.3+

0.2

0.0

Zeit (Jahre)

12/54
verstorben
22%

. (9

0.6 18/62
verstorben

29%

pT >1 @‘

0.5

0.4—

0.3

0.2

0.1

0.0—

I I I I I I I I I
8 10

Zeit (Jahre)

22/93
verstorben
24%

0.9
HR positiv
0.8—
0.7

HR negativ
0.6—

8/23

verstorben
@ 35%

0.4—
0.3
0.2
0.1

0.0—

I I I I I I I I I
8 10

Zeit (Jahre)



39
ERGEBNISSE

4.4 Risikogruppeneinschatzung durch uPA/PAI-1 und HER-2

441 uPA/PAI-1 und HER-2-Genamplifikation

Ausreichende Information iiber uPA/PAI-1 und HER-2-Genamplifikation war von
78 Patientinnen verfiigbar. In dieser Gruppe wiesen die Tumoren von 36 Patientinnen
hohe uPA/PAI-1-Werte auf, von denen 14 (39%) auBerdem eine Amplifikation des
HER-2-Gens (HER-2 AMP) zeigten. Unter den 42 Patientinnen mit niedrigen uPA/PAI-1-

Werten im Primértumor war HER-2 in 12 Fillen (29%) amplifiziert.

Jedoch hatte die HER-2-Genamplifikation bei der Subgruppeneinteilung nach uPA/PAI-1
keinen signifikanten prognostischen Effekt auf das rezidivfreie Uberleben (DFS)
(Abbildung 9 A).

Eine Signifikanz fiir das Gesamtiiberleben (OS) ergab sich nur fiir die
Niedrigrisikogruppe gemafl uPA/PAI-1 (p=0,012; RR6,0; 95% KI 1,5-24,0):
Patientinnen mit niedrigem uPA/PAI-1 ohne HER-2-Genamplifikation hatten ein
signifikant besseres OS als die iibrigen Gruppen (p=0,021) (Abbildung 9 B). Die 10-
Jahres-Uberlebensrate dieser Patientinnen lag bei 93%, verglichen mit 55%, wenn im

Tumor uPA/PAI-1 erhoht und das HER-2-Gen amplifiziert war.
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Abbildung 9:

9 Aund B: Kombinierte Auswirkung von HER-2-Genamplifikation (HER-2 AMP) und uPA/PAI-1 auf das
rezidivfreie Uberleben (DFS, 9 A) und das Gesamtiberleben (OS, 9 B)
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442 uPA/PAI-1 und HER-2-Proteiniiberexpression

Bei der Analyse der HER-2-Proteiniiberexpression in Verbindung mit uPA/PAI-1 wurden
vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich rezidivfreiem und Gesamtiiberleben (DFS und OS)
erzielt (Abbildung 10 A). Fiir die Auswertung standen fiir 111 Patientinnen Daten zu
uPA/PAI-1 und HER-2-Proteiniiberexpression (HER-2 EXP) zur Verfiigung. Die Tumoren
von 49 Patientinnen wiesen hohe uPA/PAI-1-Werte auf, davon 24 zusétzlich eine HER-2-
Proteiniiberexpression (49%). Von den 62 Patientinnen mit niedrigem uPA/PAI-1 wurde

HER-2 EXP in 26 Fillen nachgewiesen (42%).

Auf das rezidivfreie Uberleben hatte HER-2 EXP in keiner der nach uPA/PAI-1
eingeteilten Gruppen (uPA/PAI-1 hoch vs niedrig) einen signifikanten prognostischen

Effekt.

Fir das Gesamtiiberleben war HER-2 EXP nur fiir Hochrisiko-Patientinnen (d. h.
uPA/PAI-1 hoch) signifikant (p=0,018; RR 3,2; 95% KI 1,2-8,3) (Abbildung 10 B).
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Abbildung 10:

10 A und B: Kombinierte Auswirkung von HER-2-Proteintiberexpression (HER-2 EXP) und uPA/PAI-1 auf
das rezidivfreie Uberleben (DFS, 10 A) und das Gesamtiiberleben (OS, 10 B)
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5 Diskussion

5.1  Bestimmungsmethoden der tumorbiologischen Faktoren

5.1.1  ELISA zur Quantifizierung von uPA und PAI-1 aus Frischgewebe

Der quantitative Nachweis von uPA wund PAI-1 mit ELISA-Immunoassays
(Benraad et al., 1996), die  nach  EORTC RGB-Richtlinien = gepriift ~ wurden
(Sweep et al., 1998; Sweep et al., 2003), gilt heute als Goldstandard (Hayes, 2003). Die
kommerziell erhiltlichen, standardisierten ELISAs sind robust genug fiir die Anwendung
in der Klinik. Eine Bestimmung von uPA und PAI-1 kann bereits aus 100ug frischem
Tumorgewebe erfolgen und ist aus Tumor-Gefrierschnitten und sogar aus Stanzbiopsien
durchfiihrbar (Harbeck et al., 2005, Abraha et al., 2003). Die meisten ELISAs weisen freie
und komplexgebundene uPA und PAI-1 nach. Durch Detergenzien (z.B. Triton X-100)
kann die Antigenausbeute von uPA etwa verdoppelt werden, jedoch nicht die von PAI-1

(Jinicke et al., 1994, Benraad et al., 1996; Harbeck et al., 2002c¢).

Leider bedeutet diese Art der Bestimmung den Verlust von Information iiber die
morphologische Verteilung der Analysate im Gewebe. Die Auswahl eines geeigneten
Stiicks Tumorgewebe (z.B. keine nekrotischen Areale) zur Zytosolgewinnung ist
entscheidend fiir die Bestimmung des korrekten Antigengehaltes (Hansen et al., 2003).
Zudem kann bei Verwendung bestimmter monoklonaler PAI-1-Antikorper die
Epitoperkennung durch Bindung von uPA an PAI-1 oder durch die Aktivierung von PAI-1
erheblich beeintrachtigt werden (Pedersen et al., 2003). Die Notwendigkeit von
Frischgewebe fiir die addquate Bestimmung von uPA und PAI-1 scheint der Hauptgrund
dafiir zu sein, dass uPA und PAI-1 trotz erfolgter Validierung und vielfacher Bestitigung
als prognostische Marker auch 2005 wieder nicht in die Liste der international zur

Bestimmung empfohlenen Faktoren aufgenommen wurde (Goldhirsch et al., 2005).

In der ersten Studie zur klinischen Relevanz von uPA bestimmten Duffy und Kollegen
dessen  Enzymaktivitit  (Duffy et al., 1988).  Aktivititsassays sind v.a. bei
Gewebegewinnung und —verarbeitung problematisch und weisen z. B. pro-uPA nicht nach
(Jdnicke et al., 1989). Enzyminhibitoren wie PAI-1 und andere, beim Extraktionsvorgang

freigesetzte ~ Proteasen, konnen  die  enzymatische  Aktivitdit  beeinflussen
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(Harbeck et al., 2002c). Die Bestimmung von uPA und PAI-1 mittels IHC brachte keine

prognostischen Informationen (Hayes, 2003).

512 [HC wund FISH sind die bewahrten Bestimmungsmethoden von HER-2-
Proteiniiberexpression und HER-2-Genamplifikation im Tumorgewebe

Auf die zunehmende Bedeutung des HER-2-Status beim Mammakarzinom und die
Relevanz der korrekten Erfassung desselben wurde bereits eingangs hingewiesen. Der
adjuvante und palliative Einsatz des Antikorpers Trastuzumab (Herceptin®) wird sich
sicherlich auf die Verteilung des Gesundheitsbudgets auswirken (Neyt et al., 2005;
Nachrichten Medizin, 2006). Ein falsch-positiver HER-2-Status ist nicht nur mit hohen
Behandlungskosten verbunden ohne der betroffenen Patientin zu nutzen, sondern aus
arztlicher Sicht besonders unter dem Aspekt moglicher Nebenwirkungen zu vermeiden; zu
diesen zdhlt v. a. die potenzierte Kardiotoxizitit von Trastuzumab in Kombination mit
einigen Chemotherapeutika (Slamon et al., 2001; Keefe, 2002; Tuma, 2006). Andererseits
kann ein falsch-negatives Ergebnis die betreffende Patientin um die Chance auf eine
potenziell lebensverlingernde Therapie bringen (Dowsett, 2002). Ein moglichst
spezifischer und sensitiver und spezifischer Nachweis von HER-2 ist also gefordert, um
tatsdchlich HER-2-positive Patientinnen als solche zu identifizieren und ihnen eine

entsprechende Therapie anbieten zu konnen.

Der Nachweis von HER-2 erfolgt standardgemifl mit IHC (EXP) und FISH (AMP): Bei
miBiger Uberexpression im semiquantitativen immunhistochemischen Nachweis (IHC 2+),
wird zur Bestiatigung der HER2-Positivitit eine FISH durchgefiihrt, da HER-2-
Proteiniiberexpression und -Genamplifikation im Tumor aus verschiedenen Griinden nicht
immer Korrelieren (Lebeau et al, 2001; Schnitt & Jacobs, 2001; Tubbs et al., 2001 ).
Aufgrund der potenzierten kardialen Toxizitdt von Trastuzumab in Verbindung mit
anthrazyclin- oder taxanhaltigen Chemotherapien wird vereinzelt auch bei starker
Uberexpression (IHC 3+) eine Bestitigung der HER-2-Positivitit durch FISH gefordert
(Hammock et al., 2003).

Vor- und Nachteile der beiden Methoden wurden bereits in Tabelle S (Kap. 1.3.3) erortert.
Das groBite Problem der IHC hinsichtlich der Vergleichbarkeit der Fiarbungs- und
Studienergebnisse ist die fehlende Standardisierung: Die unterschiedlichen
Detektionsraten der verwendeten Antikorper (Lebeau et al., 2001), Testmethode und

-durchfiihrung, sowie die Auswertung der Gewebsschnitte unterscheiden sich oft erheblich
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voneinander (Schnitt & Jacobs, 2001; Ross & Harbeck, 2005). Dies fiihrt zu HER-2-
Uberexpressionsraten zwischen 14 und 50% (Révillion et al., 1998), deren Spannbreite sich
jedoch nicht immer durch mangelnde Standardisierung bei Pridparation und Auswertung

begriinden 146t.

Fir die IHC als Selektionskriterium zur Herceptin®—Therapie werden heute einzig
Hercep Test® (DaKo) und Pathway® (Ventana) empfohlen, in der EU wurde mittlerweile
neben IHC und FISH (Inform®, Ventana; Patthsion®, Abbot-Vysis) auch die
Chromogen-In-situ-Hybridisierung CISH (SPoT-Light HER2 CISH® Kit, Zymed) zur

Bestimmung des HER-2-Status zugelassen (Tumorzentrum Miinchen, 2005).

5.2 Die klinisch unterschiedliche Bedeutung von uPA/PAI-1 und
HER-2-Status fiir den Krankheitsverlauf sowie Auswirkung des

Beobachtungszeitraumes auf den Einfluss der Prognosefaktoren

5.2.1 Informationen aus uPA/PAI-1 und HER-2-Status erganzen sich

Genaue prognostische und pradiktive Informationen iiber den Tumor zum Zeitpunkt der
Primértherapie sind Voraussetzung fiir die Erstellung individueller Therapiekonzepte,
zugeschnitten auf die einzelne Patientin mit primdrem Mammakarzinom. Die
tumorbiologischen Faktoren uPA/PAI-1 und HER-2 gewinnen fiir die Behandlung
dieser Erkrankung zunehmend an klinischer Bedeutung, da es mit ihrer Hilfe moglich wird,
Patientinnen mit einem erhohten Rezidivrisiko herauszufiltern und die Chancen fiir ein
Ansprechen oder Versagen bestimmter adjuvanter Therapieschemata abzuschitzen. Zudem
stellen diese Faktoren jeweils Angriffsziele fiir neue Behandlungsansitze dar
(Schmitt et al., 2000) oder haben, in Form des gegen HER-2 gerichteten Antikorpers
Herceptin®, bereits klinische Anwendung in der Therapie des metastasierten
(Ross et al., 2003) und jetzt auch des primdren Mammakarzimoms gefunden (European

Medicines Agency, 2006).

Die Ergebnisse dieser Studie betonen den klinischen Nutzen, welcher sich aus der
Bestimmung des uPA/PAI-1-Antigenbestandes und des HER-2-Status bei Patientinnen mit
nodal-negativem Mammakarzinom ergibt: Erstmals kann gezeigt werden, dass sowohl

uPA/PAI-1 als auch HER-2 wertvolle klinische Informationen liefern, aber
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unterschiedliche Bedeutung fiir den Krankheitsverlauf und damit fiir die weitere

Behandlungsstrategie haben (s. unten).

Keine der Patientinnen in dem hier untersuchten Kollektiv hat eine adjuvante systemische
Therapie erhalten; deshalb spiegelt das Intervall bis zum ersten Wiederauftreten der
Erkrankung, also das DFS, vollstindig den Einfluss der untersuchten Parameter auf die
Tumoraggressivitit und damit den ,,natiirlichen* Krankheitsverlauf wider und folglich

deren prognostische Aussagekraft.

Nach dem ersten Rezidiv wurde eine palliative systemische Therapie durchgefiihrt. Diese
ist gewohnlich auf die Symptome der Patienten und das Ansprechen des Tumors auf die
Therapie zugeschnitten und setzt sich meist aus mehreren Behandlungsschienen zusammen
(Ellis et al., 2000). Daher reflektiert die Wirkung der tumorbiologischen Faktoren auf das
Gesamtiiberleben - zusitzlich zur Aggressivitit des Tumors - auch deren Einfluss auf

Therapieerfolg oder -resistenz, also deren pradiktiven Wert.

In der vorliegenden Studie unterscheiden sich uPA/PAI-1 und HER-2-Status erheblich in
ihrer Wirkung auf das rezidivfreie Uberleben (DFS) und das Gesamtiiberleben (OS):
Wihrend uPA/PAI-1 einen signifikanten Faktor sowohl fiir DFS als auch fiir OS darstellt,
ist der HER-2-Status lediglich mit dem OS assoziiert. Somit besitzen uPA/PAI-1
prognostische und pridiktive Aussagekraft, wihrend der HER-2-Status allein
Informationen pridiktiver Art liefert. Dabei stellten wir bei unserer Langzeit-
Nachbeobachtung keinen qualitativen Unterschied zwischen HER-2-Genamplifikation
(HER-2 AMP) und HER-2-Proteiniiberexpression (HER-2 EXP) fest. Die Ergebnisse
anderer Arbeitsgruppen, welche teilweise unterschiedliche Antikorper verwendeten
(Lebeau et al., 2001), zeigten  geringere  Prozentsdtze =~ immunhistochemischer
HER-2 Proteiniiberexpression (Allred et al., 1992); in dieser Studie konnte nachgewiesen
werden, dass auch bei der Anwendung strengerer Schwellenwerte eine signifikante
prognostische Aussagekraft der HER-2-Proteiniiberexpression fiir das DFS fehlt (siehe
Kapitel 4.2).

Die Beobachtung, dass uPA/PAI-1 und HER-2 unterschiedliche Risikogruppen
kennzeichnen, deckt sich mit den Ergebnissen von Konecny und seiner Arbeitsgruppe, die
beschrieben, dass der mit HER-2 assoziierte invasive Phinotyp nicht in erster Linie kausal

mit einer Hochregulierung von uPA/PAI-1 zusammenhingt (Konecny et al., 2001 ).

Die Stellung von uPA/PAI-1 als Prognosekriterium ist einzigartig unter den

tumorbiologischen Faktoren: Forscher aus Europa, den USA und Japan berichteten trotz



47
DISKUSSION

unterschiedlicher demographischer Gegebenheiten einstimmig {iiber einen starken
prognostischen Effekt von uPA und PAI-1, sofern diese mit biochemischen Assays aus
Tumorgewebsextrakten bestimmt worden waren (Tabelle 9). uPA/PAI-1 sind prognostisch
wesentlich aussagekriéftiger als andere tumorbiologische Marker (Harbeck et al., 1999c;
Harbeck et al., 2001). In Kombination (uUPA/PAI-1) sind sie beim Mammakarzinom nach
dem Lymphknotenstatus zweitstirkster prognostischer Faktor (Jdnicke et al., 1993;
Look et al., 2002) und stellen in der nodal-negativen Patientinnengruppe ohne adjuvante
systemische Therapie den stirksten Prognosefaktor dar (Harbeck et al., 2002a). Dabei
besteht nur eine schwache Korrelation mit den traditionellen prognostischen Kriterien

(Harbeck et al., 1999b).

Tabelle 9:

Schllisselstudien zum prognostischen Einfluss von uPA und PAI-1 beim primaren Mammakarzinom
(modifiziert nach Harbeck et al., 2005)

Autor Land Bestimmungsmethode  n Patientinnen/Patientinnen NO FU
Duffy et al., * 1988 Irland Aktivitatsmessung (Zyt) 52 25 (48%) 17
Jénicke et al., 1991 Deutschland ELISA (TX) 115 53 (46%) 25
Jénicke et al., 1993 Deutschland ELISA (TX) 247 101 (41%) 30
Foekens et al., 1994 Niederlande ELISA (Zyt) 657 273 (42%) 48
Grendahl-Hansen et al., 1995 Danemark ELISA (Zyt) 505 193 (38%) 54
Ferné et al., * 1996 Schweden LIA (Zyt) 688 265 (39%) 42
Eppenberger et al., 1998 Schweiz ELISA (Zyt) 305 159 (52%) 37
Kim et al., 1998 Japan ELISA (Zyt) 130 130 (100%) 53
Kute et al., 1998 USA ELISA (Zyt) 168 168 (100%) 58
Knoop et al., 1998 Danemark ELISA (TX) 429 178 (41%) 61
Bouchet et al., 1999 Frankreich ELISA (Zyt) 499 233 (47%) 72
Foekens et al., 2000 Niederlande ELISA (Zyt) 2780 1405 (51%) 88
Jénicke et al., 2001 Deutschland ELISA (TX) 556 556 (100%) 32
Konecny et al., 2001 USA/ ELISA (TX) 587 283 (48%) 26

Deutschland
Harbeck et al., 2002a  Deutschland ELISA (TX) 761 269 (35%) 60
Cufer et al., 2003 Slowenien ELISA (TX) 460 214 (47%) 33
Hansen et al., 2003 Danemark ELISA (TX) 228 101 (44%) 150
*nur uPA FU Follow-up in Monaten (Median) ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay
X Triton X-100-(Detergens-)Extrakt LIA Luminometric immunosorbent assay
n/N0  Gesamtzahl / nodal-negativ Zyt Tumorzytosol

Bevor neue prognostische Marker in die Liste der routineméfig bestimmten Parameter

aufgenommen werden konnen, miissen v. a. zwei wichtige Kriterien erfiillt werden: die
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Assay-Validierung, einschlieBlich einer Bewertung durch externe Qualitéitssicherung
(Benraad et al., 1996; Sweep et al., 1998) und die klinische Validierung auf hochstem
Evidenzniveau (LOE 1). Beides ist fiir uPA und PAI-1 geschehen (Duffy, 2002). Mit der
Chemo NO Studie (Jdnicke et al., 2001) und der retrospektiven gepoolten Analyse mit
8377 Patientinnen aus 18 teilnehmenden Instituten (Look et al., 2002) wurde der Klinisch-
prognostische Nutzen von uPA/PAI-1 bei primiren und besonders bei nodal-negativen
Mammakarzinomen auf dem hochsten Evidenzniveau (Hayes et al., 1996; Hayes, 2000)

bestétigt (Abbildung 4).

In der vorliegenden Studie mit dem beachtlichen Nachbeobachtungszeitraum von
10 Jahren konnte der Einfluss von uPA/PAI-1 auf DFS und OS in einem homogenen
Kollektiv nodal-negativer Patientinnen ohne adjuvante systemische Therapie bestitigt
werden. Patientinnen ohne Lymphknotenbefall zum Zeitpunkt der Primértherapie mit
niedrigen uPA/PAI-1 haben eine sehr gute Prognose, unabhingig von etablierten
Prognosefaktoren. Damit konnten ihnen die Nebenwirkungen und Spitfolgen der
adjuvanten Chemotherapie erspart werden, welche oft die Lebensqualitit erheblich
einschrinken. Andererseits ist bei Patientinnen mit hohen uPA/PAI-1 im Tumor trotz
ihres negativen Nodalstatus das Rezidivrisiko erhoht, vergleichbar mit dem Befall von
mindestens drei Lymphknoten (Jdnicke et al., 2001, Harbeck et al., 2002a). Diese
brauchen deshalb definitiv eine adjuvante Systemtherapie, vorzugsweise einschlieBlich
Chemotherapie. Es wurde mehrfach nachgewiesen, dass Patientinnen mit hohen
uPA/PAI-1 Werten auf eine adjuvant-systemische Therapie (Jdnicke etal., 2001;
Harbeck et al., 2002a; Harbeck et al., 2001; Manders et al., 2004), vor allem auf
Chemotherapie, besonders gut ansprechen (Harbeck et al., 2002b), aber weniger gut auf
eine palliative endokrine Therapie reagieren (Meijer-van Gelder et al., 2004). Somit haben
uPA und PAI-1 auch priadiktiven Charakter. Zur Bestimmung der optimalen
Chemotherapie fiir Patientinnen mit hohen uPA/PAI-1-Werten laufen derzeit zwei
prospektiv randomisierte Multicenterstudien (Harbeck et al., 2005), die NNBC-3-Studie
fiir nodal-negative Patientinnen und die ADEBAR-Studie fiir Patientinnen mit mehr als

drei befallenen axilldren Lymphknoten (Tumorzentrum Miinchen, 2005).

Anders jedoch als fiir die Einteilung nach uPA/PAI-1, deren Niedrigrisikogruppe fast die
Hilfte wunserer Patientinnen ausmacht und eine ausgezeichnete Prognose hat
(Abbildung 7 A), weist die HER-2-negative Gruppe in der vorliegenden Studie nur einen

sehr geringen Uberlebensvorteil auf, der alleine betrachtet sicherlich den Verzicht auf eine
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konventionelle adjuvante Therapie, insbesondere auf die Chemotherapie nicht rechtfertigt

(Abbildung 7 B und C).

Generell herrscht immer noch Uneinigkeit iiber die rein prognostische Bedeutung von
HER-2, insbesondere beim nodal-negativen Mammakarzinom (Schmidt et al., 2005). Ross
und seine Arbeitsgruppe (2003) haben in einer kiirzlich veroffentlichten Synopsis iiber 80
Studien zu diesem Thema zusammengetragen. Dabei waren, im Gegensatz zu FISH
verwendenden Studien, v.a. die auf IHC basierenden Arbeiten zu widerspriichlichen
Ergebnissen gekommen. Wie schon von Yamauchi und Kollegen (2001) beschrieben,
erschwert jedoch die variierende Gestaltung der einzelnen Studien einen direkten
Vergleich der Studienergebnisse und damit die Formulierung eindeutiger Empfehlungen.
Es bestehen teils erhebliche Unterschiede hinsichtlich HER-2-Bestimmung (Kap. 5.1.2),
Patientenkollektiv, Therapiemodalitit und Nachbeobachtungszeit. Eine Vorstellung davon

vermitteln die Publikationen in Tabelle 10.

Die Frage einer rein prognostischen Bedeutung von HER-2 beim nodal-negativen
Mammakarzinom konnte durch eine entsprechend statistisch versierte gepoolte Analyse
retrospektiver Studien beantwortet werden, die moglichst vielen Unterschieden hinsichtlich
Methodik, Patientenkollektiv und adjuvantem Behandlungsmodus Rechnung trigt und sich
auf Patientinnen ohne adjuvante systemische Therapie konzentriert. Eine idealerweise
prospektive Studie unter dieser Voraussetzung ist mit dem heutigen Wissensstand weder

durchfithrbar noch vertretbar.

In einer groBen retrospektiven Analyse mit mehr als 1900 Patientinnen, operiert vor mehr
als 35 bzw. 25 Jahren, in der die 44% nodal-negativen Patientinnen ebenfalls keine
adjuvante systemische Therapie erhalten hatten, fand man allerdings keinen prognostischen
Einfluss der HER-2-Proteiniiberexpression auf diese Patientengruppe

(Ménard et al., 2002).
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Tabelle 10: Vergleich wichtiger Publikationen zu HER-2 als prognostischer Marker beim nodal-negativen Mammakarzinom

Autor Methode/ Patienten  Medianes NO mit HER-2 NO, Bemerkung Prognostische
Praparat gesamt Follow-up adj. Tx positiv HER-2 Bedeutung
(NO in %) (Monate) in % in % pos % DFS 0s
EXP korreliert mit Outcome in Niedrigrisikogruppe' ohne I1SC
AIREEICE El, 12 Gl Bl 0 S & L L HER-2-Uberexprimierende Patientinnen profitieren nicht von CMF . .
Assoziation von EXP mit DFS nur bei nodal-positiven Patientinnen
Gusterson et al., 1992 IHC Paraffin 1506 (50) 72 66 17 /16 16 - nach adjuv. Therapie fir beide nodale Gruppen ausgepragter M M
EXP hat keine Assoziation mit DFS . .
CanaEgnD e al, KD | el 1149 (107 s e € € kein Vorteil durch Tamoxifen adjuvant fir Patientinnen mit EXP nein nein
Press et al., 1997 FISH Paraffin 324 (100) 69-76 2 0 18 18 Assoziation von AMP mit DFS und OS UM UM
. PCR. Southern-/ AMP hat 1 prognostische Bedeutung nach systemisch adjuvanter
Andrulis et al., 1998 Slot Blot (Frisch) 580 (100) 36 51 20 20 Therapie UM n.e.
' AMP ist mit DFS+OS assoziiert,
Harbeck et al., 1999a IHC, FISH Parafin 112 (100) 84 22 41/31 41/31 EXP ist mit OS assoziiert (nur in U) UM UM
IHC Paraffin, 3 EXP ist nicht mit DFS assoziiert U nein/ U nein/
Heedietial, 2000 Antigenretrieval L) L e 101 19 19 EXP ist assoziiert mit neg. Hormonrezeptoren und hohem Grading M n.e. M n.e.
4 EXP: starker Einfluss auf DFS, grenzwertiger Einfluss auf MFS
Koresy e, A 2 5T ) o n.e. E = Assoziation von EXP mit DFS bei uPA/PAI-1-neg. Patientinnen Y n.e.

2 n.e. EXP: starker Einfluss auf Outcome allein bei nodal-positiven 5 5
Meénard et al., 2002 IHC Paraffin 1928 (44) ~120 0 23 22 Patientinnen n.e. n.e.
Zemzoum et al., 2003° ';"a‘:;f';i'g"' 118 (100) 126 0  44/33 44/33 AMP und EXP sind jeweils nur mit OS assoziiert nein UM

IHC, CISH Paraffin HER-2 ist assoziiert mit DDFS, besonders in kleinen Tumoren
Joensuu et al., 2003 Micro-array 852 (100) 14 5 12 12 HER-2-neg.: gute Prognose flir T1-Tumoren mit héherem Grading UM €.
. EXP hat keine Assoziation mit DFS, .
Volpi et al., 2003 IHC Paraffin 529 (100) 79 0 29 29 Assoziation mit DFS bei 1 Proliferationsrate nein n.e.
. IHC Paraffin, AMP ist assoziiert mit OS und DFS

Schmidt et al., 2005 FISH (frisch) 101 (100) 131 0 22/17 22/17 EXP ist mit OS assozilert (nur in U) UM UM
NO Nodal-negaitve Patientinnen U in Univarianzanalyse signifikant ISC  in-situ Komponente DFS rezidivfreie Uberlebenszeit MFS Mestastasis free survival - nur Fernmetastasen
adj. Tx (%) Prozentsatz systemisch-adjuvant M in Mulitvarianzanalyse signifikant n.e.  Nicht erwahnt/ bestimmt 0S Gesamtiiberlebenszeit DDFS Distant disease free survival- nur Fermetastasen

behandelter Patientinnen

! Niedrigrisikogruppe: Tumor < 3cm, hormonrezeptorpositiv 34 Zyklus adj Chemotherapie bzw. ovarielle Radiatio + lokale Radiatio 5 HER-2 wird in Berechnungen nicht als Variable verwendet, sondern U + M jeweils fiir die HER-2-positive
2 fir Rezidiv- und Survivalgruppe unterschiedliche FU-Lange, 4 fir DSF bzw MSF und —negative Gruppe durchgefiihrt; der Nodalstatus tritt in diesen Gruppen als Variable auf

ebenso fiir amplifiziert/ nicht amplifiziert 6 Grundlage der vorliegenden Arbeit
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5.2.2 Zeitabhangige Varianz der prognostischen Aussagekraft

Der durchgiingig starke prognostische Effekt von uPA/PAI-1 (Abbildung 7A) sowie die
beobachtete zeitabhingig variierende Signifikanz der klassischen Prognosefaktoren
pT-Stadium, Differenzierungsgrad und Steroidhormonrezeptorstatus (Abbildung 7 D-F)
unterstreichen die Bedeutung der Langzeit-Nachbeobachtung fiir das Verstindnis von

Prognosefaktoren und deren klinische Konsequenz.

Hinsichtlich des Krankheitsverlaufes scheint das untersuchte Patientinnenkollektiv bei
einer Rezidivrate von 28% iiber eine mediane Nachbeobachtunszeit von 10,5 Jahren mit
historischen Kontrolldaten vergleichbar zu sein (McGuire & Clark, 1992). Nach diesem
beachtlichen Follow-up-Zeitraum stellen wir in der gewohnlichen Cox Analyse keinen
signifikanten Effekt von HER-2 auf das DFS mehr fest; zumindest fiir die HER-2-
Genamplifikation (HER-2 AMP) war ein solcher zuvor beobachtet worden
(Harbeck et al., 1999a). Allerdings hatte jene Studie ein kiirzeres Follow-up und
beinhaltete mit 22% einen betridchtlichen Anteil adjuvant behandelter Patientinnen. Das
Konfidenzintervall des univariaten Proportional Hazard Modells der HER-2 AMP fiir das
rezidivfreie Uberleben stimmt mit der fritheren Bewertung iiberein. Bei Beriicksichtigung
der Variation durch die Zeit, jedoch auf einem Malistab von 96 Monaten, finden wir einen
grenzwertig signifikanten Einfluss der HER-2-Genamplifikation auf das DFS, obwohl
Patientinnen mit adjuvanter Therapie in der vorliegenden Studie nicht beriicksichtigt
wurden (p=0,09; RR 2,3; 95% KI 0,86-6,0). Daher sind diese Ergebnisse konsistent mit
der dlteren Bewertung und dem visuellen Eindruck der Kaplan Meier Kurve fiir

HER-2 AMP (Abbildung 7 B).

Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung stellten Révillion und Kollegen (1998) in ihrem
Ubersichtsartikel zur klinischen Signifikanz von HER-2 fest, dass HER-2 in der
multivariaten Analyse iiberwiegend in Studien mit kiirzerem Follow-up als unabhingiger
prognostischer Faktor befunden wurde, wéhrend dies besonders auf Arbeiten mit lingerer

Nachbeobachtungszeit und einem nodal-negativen Patientinnenkollektiv seltener zutraf.

AuBerdem ermoglichte uns das lange Follow-up die Beobachtung eines starken Effektes
der HER-2-Genamplifikation und -Proteiniiberexpression auf das Gesamtiiberleben,
der sich noch ausgepridgter darstellt als in der vorangegangenen Arbeit
(Harbeck et al.,1999a). Dies stiitzt die These, dass HER-2 eher ein pridiktiver als ein

prognostischer Marker ist. In retrospektiven Analysen wurden HER-2-positive Tumoren
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mit Tamoxifenresistenz  (Carlomagno et al., 1996,  Ellis, 2004) und schlechtem
Ansprechen auf Chemotherapie nach dem CMF Schema in Verbindung gebracht
(Allred et al., 1992; Gusterson et al., 1992). Besonders gut sprachen diese Karzinome auf
eine anthrazyklin- und taxanhaltige Chemotherapie (Muss et al., 1994; Paik et al., 2000;
Moliterni et al., 2003; Konecny et al., 2004b) sowie auf die endokrine Therapie mit
Aromatasehemmern (Ellis et al., 2001) an. Tatsédchlich wurde der prognostische Effekt von
HER-2 bei nodal-positiven Patientinnen teilweise seiner potenziellen Rolle als Pridiktor
fir =~ Therapieerfolg  oder  -versagen  zugeschrieben  (Gusterson et al., 1992;
Révillon et al., 1998; Clark, 2000), da diese Patientinnen alle eine adjuvante systemische
Therapie erhalten. Diese Vermutung mag auch fiir Studien gelten, welche sich, bei
gesonderter Betrachtung nodal-negativer Mammakarzinome, in ihrer Patientenauswahl
nicht auf Patientinnen ohne adjuvante systemische Therapie beschrinken

(Andrulis et al., 1998).

5.3  Fazit und Ausblick

Zusammenfassend formuliert, weist ein hoher uPA/PA1-1 Gehalt im Primértumorgewebe
unabhingig von HER-2 auch nach langer Nachbeobachtungszeit zuverldssig und
nachdriicklich auf einen aggressiven Krankheitsverlauf beim nodal-negativen
Mammakarzinom hin. Die spezielle prognostische Stirke von HER-2 im Hinblick auf das
Gesamtiiberleben konnte Ausdruck eines Nichtansprechens auf die verabreichte palliative
Therapie sein, und somit die voraussichtliche Wirksamkeit einer bestimmten

systemischen Therapie oder die Resistenz der Tumorzellen dagegen anzeigen.

Damit indizieren die vorgestellten Daten, dass die Bestimmung von uPA/PAI-1 und
HER-2 beim nodal-negativen Mammakarzinom ergéinzende Informationen liefern.
Einerseits gibt uPA/PAI-1 Aufschluss iiber das Rezidivrisiko einer Patientin, andererseits
kann dieser Marker den potenziellen Nutzen einer adjuvanten Systemtherapie
widerspiegeln. Zielgerichtete Therapieansitze gegen das uPA-System werden fiir
verschiedene Krebsarten erforscht oder bereits klinisch erprobt (Schmitt et al., 2000;
Alfano et al., 2005; Pressemitteilungen, 2004a und b; Setyono-Han et al., 2005).

Auch wenn sich uPA und PAI-1 bisher auf internationaler Ebene nicht allgemein als
Prognosefaktoren  fiir das primdre = Mammakarzinom  durchsetzen  konnten
(Goldhirsch et al., 2005), ist ihre Verwendung als Prognosekriterium in Europa bereits

anerkannt (AGO, 2006, Molina et al., 2005).
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HER-2 hingegen, kann hilfreiche zusitzliche Informationen zur Wahl einer adiquaten
systemischen Therapie geben und hat pridiktive Bedeutung, v. a. im Hinblick auf den
voraussichtlichen individuellen Nutzen einer zielgerichteten Therapie mit dem HER-2-
spezifischen Antikdrper Trastuzumab (Herceptin®). Seit einigen Jahren schon werden
Patientinnen mit metastasiertem, HER-2-positivem Mammakarzinom mit Trastuzumab
behandelt (Slamon et al., 2001). Aufgrund eines signifikanten Prognosevorteils durch
Addition von Trastuzumab zur konventionellen adjuvant-systemischen Therapie, den
neuere prospektive Studien fiir Patientinnen mit HER-2-positiven Tumoren dokumentieren
(Piccart-Gebhart et al., 2005b; Romond et al., 2005), wurde Trastuzumab in Europa
kiirzlich fiir die adjuvante Therapie des invasiven, HER-2-positiven Mammakarzinoms
zugelassen (European Medicines Agency, 2006). Dies betrifft auch nodal-negative

Patientinnen mit positivem HER-2-Status.

Um die zielgerichtete Therapie zu optimieren, befinden sich weitere gegen HER-2
gerichtete Therapieansidtze in der Entwicklung, zumal Resistenzen auch gegen

Trastuzumab auftreten konnen (Nahta et al. 2006).

Genauere Aussagen zur individuellen, also risikoadaptierten systemischen Therapie
HER-2-positiver und/ oder uPA/PAI-1-erhohter, (nodal-negativer) Mammakarzinom-

Patientinnen bediirfen weiterer prospektiver Studien.
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6  Zusammenfassung

In einem Kollektiv 118 nodal-negativer Mammakarzinompatientinnen ohne adjuvante
systemische Therapie wurde, nach einer Nachbeobachtungszeit von iiber 10 Jahren
(medianes Follow-up 126 Monate), die klinische Relevanz der Invasionsfaktoren
uPA/PAI-1 (Urokinase-Plasminogenaktivator uPA, kombiniert mit dessen Inhibitor
PAI-1) und des HER-2-Status untersucht.

Die Quantifizierung von uPA und PAI-1 erfolgte prospektiv durch die enzymgebundene
Immunnachweismethode ELISA an Extrakten aus frischem Primédrtumorgewebe.
HER-2-Genamplifikation (HER-2 AMP) und HER-2-Proteiniiberexpression
(HER-2 EXP) wurden durch Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH, HER-2 AMP),
bzw. durch Immunohistochemie (IHC, HER-2 EXP) an parallel angefertigten,

formalinfixierten Paraffinschnitten nachgewiesen.

Erhohte uPA/PAI-1-Werte (einer oder beide Faktoren iiber dem Schwellenwert) wurden
in 44% der Tumoren gemessen. FISH zeigte eine Amplifikation des HER-2-Gens in
33% der untersuchten Schnitte, eine HER-2-Proteiniiberexpression wurde in 44% der
Félle immunhistochemisch nachgewiesen. Bei Uni- und Multivarianzanalyse der
etablierten und tumorbiologischen Prognosefaktoren war uPA/PAI-1 einziger
unabhiingiger prognostischer Faktor fiir das krankheitsfreie Uberleben (DFS)
(p<0,001; RR 8,3; 95 %KI 3,4-20,4). Trotz des fehlenden Einflusses auf das DFS waren
HER-2 AMP und HER-2 EXP in der Uni- und Multivarianzanalyse signifikant fiir das
Gesamtiiberleben (OS) (HER-2 AMP: p=0,004; RR 3,7; 95% KI 1,5-9,2; HER-2 EXP:
p=0,009; RR 3,4; 95% KI 1,4-8,7).

Nach einer Langzeitnachbeobachtung bezeichnen uPA/PAI-1 demnach beim nodal-
negativen Mammakarzinom zuverldssig und nachdriicklich einen aggressiven
Krankheitsverlauf, und zwar unabhiingig vom HER-2-Status. Die prognostische Wirkung
des HER-2-Status (HER-2 AMP und HER-2 EXP) auf das Gesamtiiberleben spiegelt
moglicherweise seine Fihigkeit wider, ein Nichtansprechen auf bestimmte systemische

Therapieformen vorherzusagen.
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