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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition des Mammakarzinoms

Brustkrebs (Synonym: Mammakarzinom) ist ein von den Epithelzellen der Driisenldppchen
(lobuldres Karzinom) oder der Milchgidnge (duktales Karzinom) ausgehender bdsartiger
Tumor. Eine bosartige Neoplasie ist durch schnelles Wachstum, Infiltration und Destruktion
der Umgebung, Lymph- oder Blutgefiflinvasion und Metastasierung charakterisiert.

Als pramaligne Mammaverinderungen gelten das ductale Carcinoma in situ (DCIS), das als
echte Prikanzerose eingestuft wird und das Carcinoma lobulare in situ (CLIS). Grundsitzlich
wird zwischen duktalen und lobuldren Mammakarzinomen sowie zwischen nicht invasiven
und invasiven Formen unterschieden. Von Bedeutung ist auch die hdufige Multifokalitdt bzw.
Multizentrizitdt des Mammakarzinoms. Die Tumorstadieneinteilung erfolgt nach dem TNM-
System, welches sich nach Tumorgrée, Lymphknotenbefall und Metastasenstatus richtet.
Der histologische Tumortyp des Mammakarzinoms ist vielfiltig. Mit etwa 40-75% aller
Tumore macht das invasiv duktale Karzinom den hdufigsten Tumortyp aus, gefolgt vom
invasiv lobuldren Tumor (5-15%) und dem medulliren Mammakarzinom (1-7%). Die
Subgruppen, wie z.B. das muzindse oder apokrine Mammakarzinom machen einen sehr

geringen Anteil aus [1].

1.2 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Jahrlich erkranken weltweit {iber eine Million Frauen an Brustkrebs. Somit ist das
Mammakarzinom beim weiblichen Geschlecht der héufigste bosartige Tumor, gefolgt vom
Cervixkarzinom und dem Lungenkarzinom. Zwischen den einzelnen Léndern bestehen
erhebliche Unterschiede in Inzidenz und Mortalitét.

Die Anzahl der Neuerkrankungen in Deutschland kann nur geschétzt werden, da es noch
keine vollstindige und flichendeckende Meldepflicht fiir Tumorerkrankungen gibt. Nach
Angaben des Robert-Koch-Instituts erkrankten im Jahre 2002 55.150 Frauen an einem
Mammakarzinom [2]. Dahinter positionieren sich Darm- und Lungenkarzinom. 26,6% der
Krebserkrankungen bei der Frau entfallen auf das Mammakarzinom. Ménner haben ein 50-
bis 100-fach niedrigeres Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken.

Die Inzidenz des Mammakarzinoms steigt. Durch verbesserte Fritherkennung, z.B. das

strukturierte und qualitdtsgesicherte Mammographie-Screening-Programm fuir alle Frauen
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zwischen 50-69 Jahren werden kleine Tumore nun hiufiger entdeckt. Dadurch kann zukiinftig

die Anzahl der Neuerkrankungen noch stirker ansteigen.

Fille pro 100.000 (Europastandardbevélkerung)
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitét in Deutschland 1970-2002 [3]

Das Lebenszeitrisiko betrdgt fiir eine Frau 9,2%. Jede 11. Frau erkrankt im Laufe ihres
Lebens an Brustkrebs. Das Erkrankungsalter liegt im Durchschnitt bei 62 Jahren [3]. Die
Mortalitétsrate lag nach Angaben des Robert-Koch-Instituts im Jahre 2000 bei 17.814 Fillen.
Seit Mitte der 1990er Jahre sinkt die Mortalitdtsrate. Der Anteil an der tumorbedingten
Mortalitit betrigt 17,8%. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt iiber alle Stadien bei
79%.

Es wird vermutet, dass die Verbesserung der Fritherkennung und die Weiterentwicklung der
adjuvanten Systemtherapie, die Griinde dafiir sind, warum z.B. in England und den USA die

Mortalitétsrate um 20% in den letzten 20 Jahren gesunken ist [5,6].

Die Pathogenese des Mammakarzinoms, das zu den chronischen Erkrankungen z#hlt, ist
bisher noch nicht eindeutig geklért. Folgende Faktoren erhohen jedoch das Risiko an einem
Mammakarzinom zu erkranken:
o Alter

Mit steigendem Alter steigt auch das Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken.
e [ebensstil

Der Lebensstil, z. B. eine unausgewogene, einseitige Erndhrung, oder {ibermifiger

Alkoholkonsum.
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e Hormone
70 Prozent der Tumore sind Hormonrezeptor-positiv. Ebenso werden die Auswirkungen
durch Einnahme der Pille sowie Hormonersatztherapien derzeitig beobachtet.

¢ Genetisch bedingte Risikofaktoren
Wenn in der Verwandtschaft bereits ein Mammakarzinom aufgetreten ist, ist das
genetische Risiko erhoht, ebenfalls an einem Mammakarzinom zu erkranken.

e Mutationen
Mutationen der Brustkrebs-Gene BRCA-1 und BRCA-2 erhoht das Lebenszeitrisiko auf
80 bis 85 Prozent. Dies betriftt zirka 5 bis 10 Prozent der Patientinnen [22].

Tabelle 1 gibt weitere Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Mammakarzinoms an.

Risikofaktor Relatives Risiko
Manner : Frauen 1:100
Alter 25 Jahre : Alter 45 Jahre 1:20
Menopause mit 42 Jahren : Menopause mit 52 Jahren 1:2
Menarche mit 14 Jahren : Menarche mit 11 Jahren 1:13
Multiparitdt : Nulliparitét 1:1,3
Erste Geburt mit 20 Jahren : erste Geburt mit 35 Jahren 1:14
5 Jahre Stillen : kein Stillen 1:1,2
Keine Ovulationshemmer : Anwendung von Ovulationshemmern 1:1,1
Keine Hormonsubstitution : mit Hormonsubstitution 1:1,3
Kein Alkohol : Alkoholkonsum > 20 g tiglich 1:1,3

Tabelle 1: Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Mammakarzinoms [4]
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1.3 Management des Mammakarzinoms

Das Ziel der Behandlung des Mammakarzinoms ist die vollstindige Entfernung des Tumors
und die Eliminierung moglicher Mikrometastasen. Verldssliche Parameter, die eine

Mikrometastasierung sicher ausschlie3en konnen, liegen noch nicht vor [7].

Die Therapie des Mammakarzinoms entscheidet sich nach vielfdltigen Faktoren. Folgende
etablierte Optionen liegen fiir die Therapie des Mammakarzinoms einzeln oder in
Kombination vor:
e Chirurgische Behandlung
o brusterhaltende Therapie (BET) mit/ohne axillire Lymphknotendissektion oder
Sentinel-Lymphknoten-Technik
o Mastektomie mit/ohne axilldre Lymphknotendissektion
e Radiatio
o obligat nach brusterhaltender chirurgischer Therapie
o nach Mastektomie bei erhohtem Rezidivrisiko
e Systemische Therapie
o Chemotherapie
= generell indiziert bei rezeptornegativen Patienten
o Hormontherapie
= bei positivem Hormonrezeptorstatus
o Immuntherapie
» Antikorpertherapie Trastuzumab (Herceptin) bei Uberexpression von

Her2/neu

Um optimale individuelle Therapiekonzepte zu erstellen, miissen Faktoren bestimmt werden,
die ein Ansprechen spezifischer Therapien (priadiktive Faktoren) und den Krankheitsverlauf
(Prognosefaktoren) vorhersagen konnen. Je besser die Aussagekraft dieser Faktoren, desto
gezielter kann die Therapie erfolgen. Begriffe wie ,targeting und tailoring (zielgerichtet und
zugeschnitten)* werden in der Therapie des Mammakarzinoms immer mehr an Bedeutung
gewinnen [1,8,9].

Bei der Entscheidung zur adjuvanten Systemtherapie hilft die Risikogruppeneinteilung nach

dem Konsensuspapier von St.Gallen [75]. Die Risikogruppen sind in Tabelle 2 dargestellt.

-10 -
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Niedriges Risiko Mittleres Risiko Hohes Risiko

pNO sowie alle der folgenden pNO sowie mind. eins der pN-+ (N1-3) und

Kriterien: folgenden Kriterien: HER2/neu-positiv
oder
TumorgréBe max. 2 cm e  Tumorgrofie > 2 cm pN+ (> 4N)

hohe Differenzierung (G1)
keine Gefillinvasion
ER-/PR-positiv
HER2/neu-negativ

Alter > 35 Jahre

e mittlere — geringe
Differenzierung (G2/G3)

e QGefiBinvasion
e HER2/neu-positiv
e Alter > 35 Jahre

oder
e pN+ (N1-3) und
e HER2/neu-negativ

Tabelle 2: Risikogruppen laut St.Gallen 2007 [75]

Hauptprognosefaktor fiir die Einteilung ist der Befall der Lymphknoten. Im Allgemeinen hat
das nodal-negative Mammakarzinom eine giinstige Prognose. Dennoch erleiden 30% der
nodal-negativen Patientinnen einen Riickfall. Nach den Kriterien der Konsensuskonferenz
von St. Gallen 2007 kann das Risiko nur dann als niedrig eingestuft werden, wenn
gleichzeitig folgende Kriterien erfiillt sind: Tumorgrofle <2 cm, Alter >35 Jahre, G1, ER-
und/oder PR-positiv, HER-2/neu negativ, kein Nachweis einer Gefdllinvasion. In solchen
Fillen kann unter Umstdnden auf eine weitere adjuvante Therapie verzichtet werden (Tabelle
2 und 3).

Es ist aber auch zu beachten, dass der Verlauf der Erkrankung beim Mammakarzinom
maflgeblich davon bestimmt wird, ob eine Fernmetastasierung eintritt. Eine adjuvante
Systemtherapie kann die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von Metastasen um 20%
senken [12].

Risikokategorie Endokrin responsive | Unsicher Endokrin Endokrin non-
responsive responsive

Niedriges Risiko ET ET Therapie?
Mittleres Risiko ET alleine CT CT

CT 2> ET (ET +CT)

(ET + CT)
Her2+ Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab
Hoheres Risiko CT>ET CT 2> ET CT

(ET + CT) (ET +CT)
Her2+ Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab

Tabelle 3: Generelles Vorgehen gemif3 St.Gallen 2007 (ET=Endokrine Therapie, CT=Chemotherapie) [75]

11 -
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Um aber eine Ubertherapie der restlichen 70% bei nodal-negativen Patientinnen zu
vermeiden, reicht die Risikogruppeneinteilung nach St.Gallen nicht aus. Der St.Gallen-
Aufteilung fehlt eine erweiterte Differenzierung der nodal-negativen Patientinnen.

Gerade dieses Kollektiv ist in den Studien von besonderem Interesse, da 50-60% aller
Mammakarzinome keinen Lymphknotenbefall haben und die GroBe dieser Subgruppe weiter
zunimmt [12].

Bei der Hormonrezeptor-negativen Patientin ist bis auf wenige Ausnahmen eine adjuvante
Chemotherapie indiziert. Prinzipiell sollten 6 Zyklen einer anthrazyklinhaltigen
Chemotherapie appliziert werden [77].

-12 -
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1.4 Prognosefaktoren beim Mammakarzinom

Die Therapie des Mammakarzinoms wird zunehmend an die einzelne Patientin und deren
individuelles ~ Tumorprofil  zielgerichtet —angepasst. Um  optimale individuelle
Therapiekonzepte zu erstellen, miissen Faktoren bekannt sein, die den Krankheitsverlauf
vorhersagen und prospektiv auch das individuelle Rezidiv- und Sterberisiko einschétzen
konnen. Von diesen Prognosefaktoren sind die pradiktiven Faktoren zu unterscheiden, die das
Ausmall des Ansprechens auf eine Therapie vorhersagen und damit zu einer selektiven
Therapiewahl beitragen konnen [1]. Zu den pridiktiven Faktoren gehoren der
Hormonrezeptor-, der Her2/neu- und der Menopausenstatus. Mit den Prognose- und
pradiktiven Faktoren sollen Patienten mit sehr guter Prognose identifiziert werden, um eine
Ubertherapie (z.B. adjuvante Systemtherapie) zu vermeiden und diejenigen mit schlechterer
Prognose eher aggressiver zu behandeln und zusitzlich die Resistenz oder das Ansprechen
von Therapeutika ausfindig zumachen.

Somit werden dringend zuverldssige Prognosefaktoren fiir die individualisierte adjuvante
Therapie nodal-negativer Mammakarzinome bendtigt. Aber auch fiir die Selektion der
Hochdosis-Chemotherapie nodal-positiver Mammakarzinome und fiir die Entscheidung tiber

die Art der adjuvanten Therapie miissen Prognosefaktoren gefunden werden [10].

Aktuell sind etwa 100 neue tumorbiologische Prognosefaktoren als potentielle Marker in der

Diskussion. Die wichtigsten Faktoren sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Von diesen innovativen Markern erlangte der Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA)
und sein Inhibitor PAI-1 (Plaminogenaktivator-Inhibitor-1) durch eine prospektive
randomisierte Multicenterstudie und eine Metaanalyse den hochsten Level of Evidence (LOE
D[11,13].

Prognosefaktoren miissen aber hohe Qualitdtskriterien erfiillen, bevor sie in der Klinik
Anwendung finden. Vorraussetzung fiir die Annerkennung eines neuen Prognoseparameters
ist, dass seine Relevanz statistisch einwandfrei und reproduzierbar in unabhéngigen Studien
belegt werden kann. Die Kriterien fiir die Evaluierung prognostischer Faktoren werden in
Tabelle 5 angegeben.

Die Einfiihrung in die klinische Routine scheitert meistens daran, dass die Literatur nicht
einheitlich oder iiberzeugend genug ist oder keine Standardisierung und keine

Qualitdtskontrollen zur Verfiigung stehen. Aber auch wenn der Marker die internationalen

-13 -
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Kriterien erfiillt, macht es keinen Sinn, wenn es zu keinen therapeutischen Konsequenzen in

der klinischen Routine kommt.

Klassische Prognosefaktoren Neue Prognosefaktoren
TNM-Status Tumorzellnachweis im Knochenmark
TumorgréBle
axilldrer Lymphknotenbefall Proliferation und Ploidie
Metastasierung S-Phase, Ploidie
Ki-67-Antigen, PCNA
Morphologie EGF-Rezeptor
Grading (GI-IIT)
Histologischer Typ Onkogene/Supressorgene
vaskuldre Invasion HER-2/neu (Erb-B2)-Onkoprotein
pS3
Lymphangiosis carcinomatosa Erb-B3, C-myc, TGF-alpha
TGF-beta
Steroidhormonrezeptoren
Ostrogenrezeptoren (ER) tumorassoziierte Proteasen
Progesteronrezeptoren (PR) Urokinase Plasminogenaktivator (uPA)
Plasminogenaktivator-Inhibitor 1 (PAI-1)
Menopausenalter Kathepsin B,D,L und deren
Matrixmetalloproteasen und deren
Inhibitoren

Tabelle 4: Klassische und neue Prognosefaktoren von klinischer Relevanz [10]

Auch aus gesundheitsokonomischen Griinden wire es sehr sinnvoll, die effektivste Therapie
fur die individuelle Patientin ausfindig zu machen. Vor 15 Jahren lagen die Kosten fiir eine
Systemtherapie mit 6 Zyklen CMF (Cyclophosphamid — Methotrexat — 5-Fluoruracil) und 5
Jahre Tamoxifen bei etwa 980 Euro. Heute betragen die Kosten 61.775 Euro bei einer
taxanhaltigen Chemotherapie, Aromatasehemmer und Trastuzumab [4]. Diese Zahlen lassen
erkennen, dass in Zukunft Kosten-Nutzen- und Kosten-Effektivitdts-Analysen eine
entscheidende Rolle bei der Therapie des Mammakarzinoms spielen werden. Daher wird es
unverzichtbar sein, genau diejenigen tumorbiologischen Eigenschaften des Karzinoms zu
bestimmen, die Aussagen iiber das Nutzen einer Chemo-, Hormon- oder Immuntherapie

treffen konnen.

-14 -
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Kriterium | Erliuterung

Biologische Hypothese

Einfache und standardisierte Nachweismethode mit Qualitétssicherung

Biostatistische Planung der Evaluierungsstudien

Uberpriifung der Korrelation zu etablierten Faktoren

Optimierte Schwellenwerte zur Unterscheidung in Niedrig- und Hochrisikogruppe

Univariate und multivariate Analyse (Unabhéngigkeit und Gewichtung der Faktoren)

Unabhingige Validierung (anderes Patientenkollektiv, andere Untersucher)

Klinische (Therapie-)Studie, Metaanalyse

O |0 [ I[N DN | |W (N —

Uberfiihrung in die klinische Praxis

Tabelle 5: Kriterien fiir die Evaluierung prognostischer Faktoren [1]

-15-
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1.4.1 Klinisch etablierte Prognosefaktoren

Es gibt wenige Faktoren, die eine gesicherte klinische Relevanz besitzen.
Obligat bestimmt werden miissen [1]:

e Nodalstatus

e TNM-Status

e Grading

e histologischer Tumortyp

e peritumorale Gefillinvasion

e Steroidhormonrezeptorstatus

Der Nodalstatus ist der stirkste Prognosefaktor fiir ein Rezidiv und das Uberleben. Hierbei
korreliert die Anzahl der befallenen Lymphknoten direkt mit dem Risiko eines Rezidivs bzw.
des Todes. Ob die Prognose auch durch den alleinigen Nachweis isolierter Tumorzellen bzw.
Mikrometastasen beeinflusst wird, ist jedoch bei bisher unzureichender Datenlage unklar und
sollte daher die Wahl der adjuvanten Therapie nicht beeinflussen. Es besteht eine positive
Korrelation zwischen GroBBe des Primadrtumors und axillarem Lymphknotenbefall.

Alle invasiven Mammakarzinome miissen graduiert werden. Die korrekte Graduierung ist
beziiglich der prognostischen Aussage wichtiger als die Typisierung. Die Graduierung
korreliert signifikant mit Lymphknotenstatus, Rezidivrate, Mortalitdtsrate und Rezeptorstatus.
Weiterhin besteht eine eindeutige Abhéngigkeit zwischen histologischem Grading und
rezidivfreiem Uberleben.

Etwa 75-80% aller Mammakarzinome sind invasiv duktale Karzinome und 15% lobuldre
Karzinome. Die Subtypen, wie z.B. muzingses und medulldres Karzinom machen 5% der
Karzinome aus und haben insgesamt eine bessere Prognose. Ein peritumoraler Tumoreinbruch
in die Lymph- oder Blutgefifle weist auf eine schlechte Prognose hin.

Der Hormonrezeptorstatus, ob Ostrogen (ER)- und/oder Progesteronrezeptor (ER), wird bei
75-80% aller Mammakarzinome als positiv bestimmt und dient hauptséchlich als pradiktiver
Faktor. Die prognostische Vorhersagekraft des Steroidhormonrezeptorstatus nimmt mit der
Dauer der Nachbeobachtungszeit ab und ist stark von der adjuvanten Therapie beeinflusst.
Auch das Alter der Patientin spielt eine wichtige Rolle bei der Bestimmung der Prognose.

Patientinnen unter 35 Jahre haben eine schlechtere Prognose [1].

-16 -
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1.4.2 Neue Prognosefaktoren

Zur Zeit werden zahlreiche Prognosefaktoren in Studien untersucht. Von den etwa 100 neuen
Prognosefaktoren werden die Marker vorgestellt, die in der vorliegenden Arbeit auf die
Korrelation zu der Protease uPA und seinem Inhibitor PAI-1 untersucht worden sind.

e human epidermal growth factor receptor 2 (Her2/neu)

e epidermal growth factor receptor (EGFR)

¢ vascular endothelial growth factor (VEGF)

e Tumorsuppressorgen p53

e Ki-67/MIB-1

e Matrix-Metalloproteinase 11(MMP-11)

Her2/neu
Das Her2/neu(erbB-2)-Onkoprotein ist ein transmembrandser Wachstumsfaktorrezeptor vom
Tyrosinkinase-Typ. 20-30% aller invasiven Mammakarzinome zeigen eine Uberexpression
dieses Glykoproteins. In den meisten Fallen ist dies auf eine Amplifikation des Protoonkogens
c-erbB-2 zuriickzufiihren [14].
Eine Her2/neu-Uberexpression ist mit folgenden Prognoseparametern verbunden:

= fortgeschrittenes Tumorstadium

» fehlende Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren

= erhohte S-Phasenfraktion

= erhohte Zahl befallener axilldarer Lymphknoten

= DNA-Ploidie

= hoheres nukledres Grading

» reduzierte Funktion lytischer Effektorzellen

Der Her2/neu-Status ist ein unabhingiger Prognosefaktor [15]. Dies gilt auch fiir kleine
Mammakarzinome (pT1, pNO).

Es gibt Hinweise darauf, dass Patientinnen mit einer Uberexpression von Her2/neu und einem
positiven Hormonrezeptorstatus eher von einem Aromatasechemmer als von einem
Antiostrogen profitieren [16]. Bei Patientinnen mit einem positiven Her2/neu-Status ist eine
Anthrazyklin- und/oder Taxan-haltige Chemotherapie wirksamer als eine CMF

(Cyclophosphamid — Methotrexat — 5-Fluoruracil) Chemotherapie [17].

-17-
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Seit der Konsensus-Konferenz von St. Gallen 2005 gilt der Her2/neu-Status als negativer

Prognosefaktor und geht in die Therapieentscheidung mit ein.

EGF-Rezeptor

Der Wachstumsfaktor ,,epidermal growth factor” (EGF) ist ein Transmembranprotein und
vermittelt die Tumorproliferation und tritt bei ca. 20% aller Mammakarzinome auf [59]. Die
EGFR Uberexpression kann immunhistochemisch an Gefrier- und Paraffinmaterial
nachgewiesen werden.

Der Nachweis des EGF-Rezeptors in Tumorzellen ist mit einer geringeren rezidivfreien
Uberlebenszeit bei nodal-positiven sowie nodal-negativen Patientinnen korreliert [48]. Eine
nachgewiesene EGFR Uberexpression ist auch mit verkiirztem Gesamt- und krankheitsfreiem
Uberleben assoziiert.

Dieser Faktor ist moglicherweise nicht nur als Prognosefaktor, sondern auch zur Abschétzung
des Ansprechens auf eine Tamoxifentherapie geeignet (gutes Ansprechen in Abwesenheit des
EGF-Rezeptors) [21].

Neuartige Krebstherapien zielen darauf ab, dieses onkogene Signal von EGFR zu blockieren
und somit das Tumorwachstum zu unterbinden. Bereits erfolgreich getestete und zugelassene
Substanzen dieser sogenannten gezielte Krebstherapie (targeted therapy) sind unter anderem
Gefitinib (Iressa), Erlotinib (Tarceva) oder die monoklonalen Antikdrper Cetuximab (Erbitux)

und Panitumumab (Vectibix).

VEGF

Wichst der Tumor iiber mikroskopische Grenzen hinaus, kann seine Versorgung mit
Sauerstoft und Nahrstoffen durch Diffusion allein nicht mehr aufrechterhalten werden. Fiir
eine weitere GrofBenzunahme miissen neue Blutgefdle gebildet werden (Angiogenese). Zu
den wichtigsten die Angiogenese stimulierenden Faktoren gehort der vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor), der auch in der Embryogenese
und bei der Wundheilung eine entscheidende Rolle spielt. Die Angiogenese fordernde und
hemmende Faktoren halten sich im gesunden Organismus die Waage und neutralisieren sich
in ihrer Wirkung (angiogene Balance), so dass nicht unkontrolliert neue Blutgefille gebildet
werden. Dieses Gleichgewicht kippt, wenn der Tumor die Angiogenese stimulierenden
Faktoren freisetzt, wodurch neue BlutgefiBBe gebildet werden (angiogener Switch). Bei der
tumorbedingten Angiogenese wird VEGF vom Tumor freigesetzt und erreicht auf

Endothelzellen benachbarter Blutgefdl3e spezifische Rezeptoren, an die er bindet. Durch das

-18 -



Einleitung

Andocken wird die Bildung neuer und das Wachstum vorhandener Blutgefife im und zum
Tumor angeregt. Dies ist die Voraussetzung dafiir, dass der Tumor wachsen und Metastasen
bilden kann [22].

Der monoklonale Antikdrper Bevacizumab greift zum Beispiel in diesen Prozess ein, indem
es freies VEGF im Serum bindet. Da VEGF nicht mehr an die Rezeptoren andocken kann,

wird die Angiogenese gehemmt, der Tumor kann nicht weiter wachsen.

In einer Studie von Leitner et al. war die Tumorneoangiogenese der stirkste Pradiktor flir
Metastasierung bei nodal-negativen Patientinnen mit einem relativen Risiko (RR) von 6,3 in
der multivariaten Analyse [23]. Die quantitative Messung des VEGF im Primértumor bei 260
nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen korrelierte in einer Untersuchung von Martin
et al. signifikant mit dem rezidivfreien und Gesamtiiberleben in der univariaten und

multivariaten Analyse [24].

Tumorsuppressorgen pS3

Mutationen im p53-Gen sind bei verschiedenen soliden Karzinomen nachgewiesen worden
[20]. Dieses Wéchtergen sorgt in der Wildtypform dafiir, dass Zellen mit DNA-Schiden im
Zyklus arretiert werden, um Reparaturmechanismen in Gang zu setzen bzw. die Apoptose der
malignen Zelle einzuleiten. Das Ansprechen auf die adjuvante Chemotherapie korreliert
allerdings nicht mit dem immunhistochemischen p53-Nachweis [25-27]. Damit hat p53
keinen priadiktiven Wert. Das Protoonkogen bcl-2 kann den pS53-vermittelten
Apoptosemechanismus riickgdngig machen, verschafft also einen Selektionsvorteil, indem es
das Zelluiberleben verldngert, ohne primér die Zellproliferation zu beeinflussen [28]. Durch
zusitzlich erworbene Mutationen kann es jedoch zur Progression und Invasion kommen. Die
bel-2-Uberexpression und der Apoptoseverlust sind hochsignifikante Pridiktoren des

axillaren Lymphknotenbefalles [29].

Ki-67/MIB-1

MIB-1, ein monoklonaler Antikérper, wird zur immunhistochemischen Anfirbung des Ki-67
Proteins benutzt. Der Proliferationsindex wird mit MIB-1 positive Zellen/100 Tumorzellen
angegeben. Je niedriger die MIB-1 positiven Zellen, desto geringer die Proliferationsaktivitit
des Tumorgewebes.

Das Ki-67 ist ein zelluldres Protein, welches mit der Zellproliferation assoziiert ist und nur

wihrend der GO Phase detektiert werden kann. Es dient somit als Zellproliferationsmarker.
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Eine erhohte Proliferationsaktivitit ist oft mit einem geringen Differenzierungsgrad, einem
negativen Steroidhormonrezeptorstatus und einer ungiinstigen Prognose assoziiert.

Es finden sich signifikante Korrelationen zwischen dem Uberleben und der mit Hilfe von
MIB-1 respektive Ki-67 bestimmten Proliferation.

Der Proliferationsmarker Ki-67 ist zudem ein unabhéngiger signifikanter Prognosefaktor fiir
die Vorhersage eines spiaten Lokalrezidivs mehr als 2 Jahre nach Primértherapie, unabhingig
davon, ob bei der chirurgischen Priméartherapie ein ablatives oder brusterhaltendes Verfahren
zum Einsatz kam.

Eine hohe Proliferationsaktivitdt erhoht allerdings auch die Wahrscheinlichkeit einer

Komplettremission unter neoadjuvanter (Radio-)Chemotherapie [19,30].

MMP-11 (Stromelysin-3 ST3)

Die Proteolyse ist die Ablosung von Zellen aus dem Primirverband des Tumors und

Penetration durch Basalmembran und Zellmatrix. Dabei spielen Membrantyp- 1, £2, £3-

Matrixmetalloproteinasen (MT-1, 2, 3, MMP) eine wichtige Rolle [31].

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) gehoren zu einer Gruppe von Enzymen, die an einer

Vielzahl von physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt sind und zum Um- und

Abbau von Gewebe fithren. Bei physiologischen Prozessen, wie bei der Gewebsneubildung

und dem Wachstum einschliefSlich Zellabbau bzw. Zellerneuerung ist die Funktion dieser

Enzyme von wesentlicher Bedeutung fiir den Organismus. Aber auch bei pathologischen

Verianderungen spielen die katalytischen Aktivititen der MMPs und deren Regulierung eine

wichtige Rolle [20,32]

Es ist nachgewiesen, dass die Aktivierung des Kollagenabbaus der Zellmatrix auf mehreren

Wegen erreicht wird:

e Proteolyse der Fibroblastenprokollagenase zu Kollagenase [33]

¢ Inhibition einer Antikollagenase durch proteolytische Spaltung von Tissue inhibitor of
Metalloproteinase (TIMP)

Das MMP-11 (Stromelysin-3 ST3) spielt bei der Tumorprogression eine wichtige Rolle.

Mammakarzinompatientinnen mit einer Uberexpression von MMP-11 haben sowohl ein

kiirzeres DFS- (Disease Free Survival) als auch ein kiirzeres OS-Intervall (Overall Survival)

[34].

-20 -



Einleitung

1.4.3 Pridiktive Faktoren

Wie bereits erwidhnt, gehoren zu den pridiktiven Faktoren der Hormonrezeptorstatus, die
Her2/neu Uberexpression und der Menopausenstatus. Diese Faktoren haben die Fihigkeit, das
Ansprechen einer Therapie vorauszusagen.

Eine eindeutige Trennung in pradiktive und prognostische Marker ist nicht immer moglich.
Nicht selten verfiigt ein Marker iiber therapie- und prognoserelevante Eigenschaften. So
wiirde sich der Einfluss rein pradiktiver Faktoren auf die Krankheitsprognose ausschlieBlich
durch die angewandte Therapie erkldren lassen. Die Einschédtzung einer Prognose anhand
eines prognostischen Markers bliebe dagegen unbeeinflusst von jeder therapeutischen
MaBnahme. Der Hormonrezeptorstatus ist ein Beispiel fiir einen bivalenten Marker. Sowohl
Ostrogen- als auch Progesteronrezeptorstatus sind unabhiingige Prognosefaktoren fiir das
Mammakarzinom. Patientinnen mit einem positiven Hormonrezeptorstatus zeigen ein
verldngertes Gesamtiiberleben. Dies wiederum ist zu grof8en Teilen dem pradiktiven Einfluss

einer erfolgreichen endokrinen Therapie geschuldet.

Pridiktive Faktoren fiir die adjuvante Therapie des Mammakarzinoms
Faktor Therapie Oxford LOE  Oxford GR AGO EG
ER/PR-Status Endokrin la A ++
HER2 Endokrin 2b D -
Menopausenstatus ~ Ovarablation Ic A ++
Menopausenstatus ~ Aromataseinhibitoren Ic A ++
HER2 Chemotherapie 2b D -
ER/PR-Status Chemotherapie 2a B +/—
uPA/PAI-1 Chemotherapie 2a C +/—
HER2 Trastuzumab 2b D ++
Topoisomerase [la ~ Anthrazykline 2b(a) B -
ER = Ostrogenrezeptorstatus
PR = Progesteronrezeptorstatus
Oxford LOE = level of evidence
Oxford GR = Grades of Recommendation
EG = Empfehlungsgrad

Tabelle 6: Empfehlung der Bestimmung pradiktiver Faktoren fiir die Therapieentscheidung nach AGO 2007
[36]

Patientinnen mit einem positiven Hormonrezeptorstatus profitieren von einer antthormonellen
Therapie. Voraussetzung fiir die Wirksamkeit einer endokrinen Therapie ist der Nachweis von

Hormonrezeptoren mittels Immunhistochemie oder quantitativ. Patientinnen, deren
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Karzinome oOstrogenrezeptornegativ sind, haben keinen Vorteil von einer antihormonellen
Therapie. Die Tumoren dieser Patientinnen sprechen signifikant besser auf eine primire
Chemotherapie an [35].

Eine HER2-Proteiniiberexpression bzw. Genamplifikation ist pradiktiv fiir das Ansprechen
einer Trastuzumab-Therapie. Die Bestimmung des HER2-Status sollte mittels
Immunhistochemie durchgefiihrt werden. Bei einer mittelgradigen Expression (Score 2+)

sollte eine erginzende Fluoreszenz- in-situ-Hybridisierung (FISH) erfolgen.

Zu welcher Therapieentscheidung die jeweiligen préidiktiven Faktoren nach den
Empfehlungen der Arbeitsgemeinschaft Gynédkologische Onkologie (AGO) Kommission
Mammakarzinom fithren sollten, ist in Tabelle 6 fiir die adjuvante Therapie des

Mammakarzinoms gezeigt [36].
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1.4.4 Bedeutung der neuen Prognosefaktoren uPA und PAI-1

Proteolysefaktoren gehdren zu den Serinproteasen und entfalten irreversible Wirkungen, was
fiir die meisten anderen Enzymen nicht typisch ist, da sie die biochemische Reaktion in beide
Richtungen katalysieren. Charakteristisch fur die Serinproteasen ist der Besitz der
sogenannten katalytischen Triade in der Aminosduresequenz. Die katalytische Triade wird
durch Serin 195, Histidin 57 und Asparaginsdure 102 aufgebaut.

Sowohl in gesunden als auch in Krebszellen werden die Proteolysefaktoren sezerniert, wobei
der Gehalt im tumorésen Gewebe hoher ist als im Normalgewebe.

Sowohl Plasmin, t-PA (tissue/Gewebe-Typ Plasminogenaktivator), uPA (urokinase-
Plasminogenaktivator), uPAR (uPA-Rezeptor), PAI-1 als auch PAI-2 gehdéren zu den
Proteolysefaktoren aus der Plasminogenaktivator-Gruppe und spielen bei der Blutgerinnung
und Abbau von Blutgerinnsel eine wichtige Rolle.

Die Serinproteasen t-PA und uPA iiberfiihren Plasminogen zu Plasmin. Plasminogen befindet
sich nicht nur in Blutgefi3en, sondern auch im Gewebe. Die Hauptaufgabe des Plasmins ist
die Fibrinolyse.

Neben seiner fibrinolytischen Aktivitdt kann Plasmin verschiedene andere Proteine spalten.
Auch an entziindlichen Prozessen, Wundheilung, Angiogenese und der Tumorinvasion und
Metastasierung ist es Dbeteiligt und baut entweder direkt oder indirekt {iber
Matrixmetalloproteasen (MMPs) die meisten Bestandteile der extrazelluldren Matrix (ECM)
ab. Ebenso fordert der Abbau der ECM die Freisetzung verschiedener Wachstumsfaktoren,
wie zum Beispiel von EGF (epidermal growth factor), welche in der intakten ECM ihre
Aktivitdt nicht entfalten konnen.

Durch die Umwandlung des Plasminogens zu Plasmin werden die Gewebeverbindungen und
auch das Stroma des Tumors aufgelost. Dieser Vorgang wird als Matrixdegradation
bezeichnet (Abbildung 2). Die Aktivierung der Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin
erfolgt durch die Bindung des uPA an den Rezeptor der Tumorzelle. Als Inhibitor wirkt das
PAI-1, welches sich auch an den uPA/uPa-R-Komplex bindet und durch transmembrandse
Rezeptoren in die Zelle aufgenommen wird. Intrazellulir kommt es zur Abspaltung dieses
Tertidarkomplexes und die Rezeptoren konnen sich wieder an die Zelloberfliche begeben. Die
Bindung von uPA an seinen Rezeptor kann wieder erfolgen. [37,38].

Durch die perizelluldre Proteolyse wird nun der Weg freigemacht fiir die Metastasierung der
Tumorzellen liber die Blut- und LymphgefiBle. Die Tumorzellen verlassen die Gefif3e

wiederum durch die Proteolyse.
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Unabhéngig von ihrer enzymatischen, den Abbau der ECM begiinstigenden Aktivitit, 16st die
Bindung von uPA an den uPAR Wachstumssignale in den Tumorzellen aus. Zudem
interagiert der uPA-Rezeptor mit Vitronektin und Integrinen, welche jeweils eine Rolle in den
Prozessen der Zelladhésion und der Signaltransduktion spielen.

Insgesamt erwerben die Tumorzellen also Wachstums- und Uberlebensvorteile, indem sie das
uPA-System {iiberexprimieren, welches das Wachstum, die Invasion und die metastatische
Ausbreitung der Tumorzellen iiber multiple Mechanismen begiinstigt. Somit stellt das uPA-
System eine therapeutische Zielstruktur fiir die Entwicklung neuer Krebsmedikamente dar,
die in der Lage sein sollen, den Tumor an unterschiedlichen Stellen im Wachstums- und
Metastasierungsprozess anzugreifen. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass das
Plasminogen-Aktivator-System und das Matrix-Metalloproteinsystem bei der Metastasierung

von Tumorzellen eine entscheidende Rolle spielen.

Degradation of ECM
Adhesion PAI-1 Activation of MMPs

Migration & Invasion

P :

e x Metastasis
g. . uPA Plasmin
Vitrenecti > _PAI2 —=L
ronectin E_'"‘m ‘p‘ "™ Plasminogen

)
Integrins ||'”

Internalization f UPAR-Recycling
Signal Transduction
Stimulation of Proliferation

Abbildung 2: Funktionsweise von uPA und PAI-1 [39]

Obwohl man davon ausgehen miisste, dass PAI-1 die Metastasierung von malignem Gewebe
einschrinken miisste, ist dies aber nicht der Fall. Der Grund liegt in dessen vielfiltigen
biologischen Eigenschaften. Es ist es nicht nur ein Inhibitor fiir uPA und t-PA, sondern hat
seine Aufgaben auch bei der Zelladhdsion und Zellmigration, Signaltransduktion und
Apoptose.

Zahlreiche Studien zeigen, dass hohe Werte von uPA (>3 ng/mg Protein) und PAI-1 (>14
ng/mg Protein) mit einer schlechten Prognose beziiglich des Gesamtiiberlebens und dem DFS

(Disease Free Survival) einhergehen [11,13,37,40].
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Bei 45% der nodal-negativen Patientinnen liegen hohe Werte an uPA und/oder PAI-1 vor.
55% mit niedrigen uPA und/oder PAI-1 haben ein Rezidivrisiko innerhalb der ersten 5 Jahre
von 5% [13].

Astedt et al. hatten 1976 erstmals hohe Werte an uPA beim Ovarialkarzinom nachweisen
konnen [41]. Heute liegen zahlreiche Publikationen vor, die die erhohte Expression von uPA
auch bei anderen Tumorarten gezeigt haben [42-47].

Duffy et al. stellten 1988 den Zusammenhang zwischen hohen Werten von uPA und
signifikant kiirzerem DFS-Intervall beim Mammakarzinom 1988 fest [48].

Uber die Korrelation von hohen PAI-1-Werten und schlechter Prognose beim
Mammakarzinom berichteten erstmals Jidnicke et al. 1991 und hatten 1993 als erste
festgestellt, dass nicht nur uPA, sondern auch PAI-1 eine prognostische Aussage besitzt [49].
In einigen Studien zeigte sich, dass die prognostische Information, die durch uPA-Antigen—
Bestimmung erhalten wird, unabhéngig von den klassischen prognostischen Faktoren wie
TumorgréBe und Lymphknotenstatus ist [49].

Beide Faktoren sind auch unabhéngig von den klassischen Prognosefaktoren wie Grading,
Hormonrezeptorstatus oder Menopausalstatus [40].

Dem HER2/neu ist es als reiner Prognosefaktor beim nodal-negativen Mammakarzinom fiir
die Abschdtzung des weiteren Krankheitsverlaufs ohne adjuvante Systemtherapie iiberlegen
[50].

Durch eine prospektive randomisierte Multicenterstudie und einer Metaanalyse erreichten die
Proteasen uPA und PAI-1 den hochsten Level of Evidence (LOE I) und wurden in die
Leitlinien 2006 der AGO (Arbeitsgemeinschaft Gynikologische Onkologie) aufgenommen

[9].
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Mit der vorliegenden Arbeit wurden die Korrelationen zwischen uPA und PAI-1 zu

etablierten (Alter, T-Status, N-Status, Grading, Hormonrezeptoren, M-Status) und neuen

Prognosefaktoren (Her2/neu-Status, EGFR, VEGF, p53, Ki-67/MIB-1, MMP-11) untersucht.

Des Weiteren wurde die Korrelation von uPA und PAI-1 zum rezidivfreien Uberleben (RFS)

sowohl bei nodal-negativen als auch bei nodal-positiven Mammakarzinomen nach adjuvanter

Systemtherapie (Chemo und/oder Hormontherapie) analysiert und mit den Prognosefaktoren

Hormonrezeptor, Her2/neu, EGFR und Tumorsuppressorgen p53 verglichen.

Das Augenmerk wurde auf das Subkollektiv der Frauen ohne Lymphknotenbefall gelegt.

Folgende Fragestellungen sollten beantwortet werden:

1. Liegen signifikante Zusammenhénge zwischen uPA und PAI-1 zu etablierten und neuen
Prognosefaktoren vor?

2. Wie verhdlt sich die prognostische Féhigkeit von uPA und PAI-1 beziiglich des
rezidivfreien Intervalls bei nodal-negativem Mammakarzinom nach adjuvanter
Systemtherapie im Vergleich zu anderen Prognosefaktoren wie Hormonrezeptor,

Her2/neu, EGFR und p53?

-26 -



Patientinnen, Material und Methoden

2 Patientinnen, Material und Methoden

2.1 Material und Methoden

Die Daten von 1993 Mammakarzinomen stammten aus dem Brustzentrum der St. Josefsklinik
in Offenburg und wurden im Zeitraum vom 01.01.1997 bis zum 20.03.2008 dokumentiert.
Aus diesen Daten flossen 1251 Mammakarzinome in die Analyse der Korrelationen ein und
1278 Mammakarzinome in die Auswertung des rezidivfreien Intervalls.

Als Datenbank wurde in Offenburg das Tumordokumentationsprogramm MaDoS (Mamma-
Dokumentations-System) benutzt.

Die Bestimmung der Proteasen erfolgte im Institut fiir onkologische Chemie der Heinrich-
Heine Universitdt mittels kommerziell erhiltlichen ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)-Tests in Detergenzextrakten.

Dabei wurde der in vitro Test Femtelle von dem Unternehmen american diagnostica
eingesetzt.

Da bei allen Geweben die Bearbeitung der Proben nach gleichen Kriterien erfolgte, ist eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewihrleistet. Fiir die Bestimmung werden etwa 150-200 mg

Gefriermaterial bendtigt. Das Ergebnis liegt am dritten Tag nach Materialeingang vor [19].

2.1.1 Testprinzip

Femtelle erkennt verschiedene Formen von uPA: sc-uPA, hoch molekulares (HMW) uPA,
uPA komplexiert mit PAI-1 oder mit Plasminogenaktivator Inhibitor Typ-2 (PAI-2), sowie
latente und aktive Formen von PAI-1. Der Femtelle Test basiert auf einem hoch spezifischen
monoklonalen Maus Fingerantikorper, der entweder gegen humanes uPA oder humanes PAI-
1 gerichtet ist. Tumorgewebeextrakte mit bekannter Gesamtproteinkonzentration werden {iber
Nacht in den Vertiefungen der Mikrotiterstreifen inkubiert, die mit uPA oder PAI-1
Féangerantikorper beschichtet sind. Nach dem Waschen wird der biotinylierte
Detektionsantikorper, der entweder gegen humanes uPA oder humanes PAI-1 gerichtet ist,
zugesetzt. Nach kurzer Inkubationszeit, wird der biotinylierte Zweitantikdrper durch ein
Streptavidin — Meerrettichperoxidase (HRP) Konjugat nachgewiesen.

Das Substrat 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin Perborat (TMB) wird durch die HRP umgesetzt,
was zu einer Blaufdrbung fiihrt. Durch Zugabe von Schwefelsdure wird die Reaktion gestoppt

und die Farbung schldgt von blau nach gelb um. Die uPA und PAI-1 Werte werden durch
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Messung der optischen Dichte bei 450 nm anhand der mitgefiihrten Standardkurve ermittelt.
Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration des Gewebextrakts erfolgt durch einen
chromogenen Protein Assay. Die gemessenen Werte werden entweder als ng uPA/mg

Gesamtprotein oder als ng PAI- 1/mg Gesamtprotein im Tumorgewebeextrakt angegeben.

Vorbereitung der Reagenzien
A. uPA und PAI-1 Standards
1. Je 1 ml gefiltertes deionisiertes H2O in die 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 und
1.0 ng/mL uPA Standard Flaschchen geben. 2 ml gefiltertes deionisiertes H20O in das
0.0 ng/mL uPA Standard Fldaschchen geben.
2. Je 1 ml gefiltertes deionisiertes H20 in die 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 und 10 ng/mL PAI-1
Standard Flaschchen geben. Je 2 ml gefiltertes deionisiertes H20 in das 0.0 ng/mL
PAI-1 Standard Flaschchen geben.
3. Vorsichtig 3 Minuten mischen. Nicht vortexen!
B. Detektionsantikorper
1. Je 5.5 ml gefiltertes deionisiertes H20 in die uPA und PAI-1 Detektionsantikrper
Flaschchen geben
2. Vorsichtig 3 Minuten mischen.
C. Enzymkonjugat Verdiinner
1. 20 ml gefiltertes deionisiertes H2O zugeben und gut durchmischen.
D. Waschpuffer
1. Den Inhalt einer Packung PBS in 900 ml gefiltertem deionisiertem H20
16sen.
2.4 mL des 25% Triton X-100 Detergenz zugeben.
3. Mit gefiltertem deionisiertem H20 ad 1 Liter auffiillen.
4. Gut mischen.
E. Proben Puffer
BSA zum Waschpuffer in einer Endkonzentration von (1% w/v) zugeben.
Ausreichende Menge des Probenpuffers herstellen (ca. 2 ml Probenpuffer/Probe).
F. 10% Triton X-100
4 mL 25% Triton X-100 zu 6 mL gefiltertem deionisiertem H20 zugeben.
G. Tris-gepufferte Salzlosung, TBS, pH 8,5
1. Den Inhalt einer Packung TBS in 900 ml gefiltertem deionisiertem H20 l6sen.
2. Mit gefiltertem deionisiertem H2O ad 1 Liter auffiillen.
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3. Gut mischen.

Probenvorbereitung

A. Pulverisierung des Gewebes
1. Ca. 100-300 mg des tiefgefrorenen Gewebes entnehmen (z.B. aus fliissigem
Stickstoff Tank).
2. Den gefrorenen Gewebeblock in ein vorgekiihltes Dismembratorgefidl3 (in fliissigem
Stickstoff gekiihlt) tiberfiihren.
3. Das Gewebe 30 sec im Mikro-Dismembrator pulverisieren.

4. Das gefrorene Pulver in ein 2 ml Reaktionsgefal3 tiberfiihren.

B. Gewebeextraktion
5. 0.2 mL 10% Triton-X 100 in 1.8 mL TBS, pH 8.5 geben um eine 1% Triton-X
Losung zu erhalten. (Beachte: Fiir cytosolische Gewebefraktionen 2.0 mL TBS, pH
8.5 ohne Triton-X 100 Detergenz verwenden).
6. Das Gewebepulver in 2 mL kaltem TBS, pH 85 mit 1% Triton X-100
resuspendieren (Beachte: Fiir cytosolische Gewebefraktionen das pulverisierte
Gewebe in 2.0 mL kaltem (4°C) TBS, pH 8.5 ohne Triton X-100 Detergenz
aufnehmen).
7. Die Gewebesuspension vorsichtig fiir 14 - 16 h bei 4°C schiitteln (z.B.
Uberkopfschiittler).
8. Die Suspension bei 100 000 x g fiir 1 h bei 4°C zentrifugieren, um Zelltrimmer
abzutrennen.
9. Mogliche Lipidreste, die sich dem Uberstand befinden vorsichtig entfernen und den
klaren Uberstand (Gewebe Extrakt) in vorbereitete Kryorshrchen (auf Eis) tiberfiihren.
Das Pellet bzw. die Zelltriimmer verwerfen.
10. Den Uberstand (Gewebeextrakt) in 100 NI Portionen aliquotieren und aus einem
Aliquot die Gesamtproteinkonzentration des Gewebeextrakts bestimmen. Den
Gewebeextrakt in fliissigem Stickstoff oder bei -800C bis zum weiteren Gebrauch
lagern. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren ist unbedingt zu vermeiden, da es die
Messergebnisse verfilschen kann.
11. Fir die Anwendung im ELISA den Gewebeextrakt 1:20 in Probenpuffer

verdiinnen.
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Proteinbestimmung

Die Gesamtproteinkonzentration der Gewebeextrakte sollte mit dem BCA Proteintest von
Pierce bestimmt werden, da dieser Proteintest nicht durch Detergenzien gestort wird und
durch Triton X-100 Konzentrationen bis zu 1% nicht beeinflusst wird. Falls nétig, sollte die
Gesamtproteinkonzentration des Gewebeextrakts durch Zugabe von TBS, pH 8.5 auf 2-3 mg

Gesamtprotein/ml eingestellt werden.

2.1.2 uPA/PAI-1 ELISA Testdurchfiihrung

Die Testfiihrung erfolgt an zwei Tagen:

erster Tag

1. Bendtigte Anzahl der beschichteten uPA Mikrotiterstreifen aus der Verpackung nehmen
und in den Halter einlegen. Die restlichen Teststreifen gut verschlossen in der Folien
Verpackung bei +2° bis +8°C lagern.

2. Bendtigte Anzahl der beschichteten PAI-1 Mikrotiterstreifen aus der Verpackung nehmen
und in den Halter einlegen. Die restlichen Teststreifen gut verschlossen in der Folien
Verpackung bei +2° bis +8°C lagern.

3. Je 100 NL der rekonstituierten uPA Standards, Kontrollen und verdiinnten Gewebeextrakt
Proben in die mit uPA Antikorper beschichteten Vertiefungen zur Bestimmung von uPA
geben. Je 100 NL der rekonstituierten PAI-1 Standards, Kontrollen and verdiinnten
Gewebeextrakt Proben in die mit PAI-1 Antikdrper beschichteten Vertiefungen zur
Bestimmung von PAI-1 geben.

4. Abdecken und iiber Nacht bei +40C in feuchter Kammer inkubieren.

zweiter Tag

5. Inhalt verwerfen und Teststreifen je 4 x mit Waschpuffer waschen.

6. Je 100 NL uPA Detektionsantikorper in die uPA beschichteten Vertiefungen geben. Je 100
uL. PAI-1 Detektionsantikorper in die PAI-1 beschichteten Vertiefungen geben.

7. Abdecken und 1 h bei Raumtemperatur inkubieren (20° — 25°C).

8. Inhalt verwerfen und Teststreifen 4 x mit Waschpuffer waschen.

9. Firr die Messung einer kompletten Platte mit 96 Vertiefungen 12 NI des Enzymkonjugats in
12 ml Enzymkonjugat Verdiinner geben (falls nicht die komplette Platte genutzt wird, 2 NI
Enzymkonjugat in 2 ml Verdiinnerlosung pro Teststreifen (16 Vertiefungen) geben).
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10. Je 100 NL des verdiinnten Enzymkonjugats in die entsprechenden Vertiefungen geben
(Beachte: uPA Enzym Konjugat nur in die mit uPA Antikorper beschichteten Vertiefungen
geben. PAI-1 Enzym Konjugat nur in die mit PAI-1 Antikorper beschichteten Vertiefungen
geben.)

7. Abdecken und 1 h bei Raumtemperatur inkubieren (20° — 25°C).

8. Inhalt verwerfen und Teststreifen 4 x mit Waschpuffer waschen.

9. Je 100 NL TMB Substratlosung in die Vertiefungen geben, abdecken und 20 min bei
Raumtemperatur (20°-25°C) inkubieren. Eine blaue Farbentwicklung ist zu beobachten.

10. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von je 50 NL 0.5 N H2SO4. Kurz

mischen (durch Antippen der Platte) um eine gleichmiBige Verteilung zu

bewirken. Die Losung farbt sich gelb.

11. Die Messung soll innerhalb von 30 min bei einer MeBBwellenldnge von 450 nm erfolgen.
Der Mittelwert der Extinktion des Nullwerts (Standard 0 ng/ml) ist von den Standards und

den Proben abzuziehen.

2.1.3 Berechnung der Ergebnisse

1. Unter Verwendung des jeweiligen Extinktionsmittelwerts der verdiinnten Probe, wird die
entsprechende uPA und PAI-1 Konzentration in ng/ml anhand der Standardkurve abgelesen.
2. Um die uPA und PAI-1 Konzentrationen des Gewebeextrakts zu erhalten, ist der
Probenwert mit 20 zu multiplizieren (Beachte: Der Gewebeextrakt wurde 20 fach verdiinnt im
Test eingesetzt).

3. Um die uPA und PAI-1 Konzentrationen in ng/mg Gesamtprotein zu erhalten, sind die uPA
und PAI-1 Werte (ng/ml) durch die Gesamtproteinkonzentration (mg/mL) des

Gewebeextrakts (siehe oben) zu teilen.

2.1.4 cut-off Wert

Der optimale cut-off Wert fiir beide Proteasen wurde in einer randomisierten Studie mit 3
ng/mg Protein fiir uPA und 14 ng/mg Protein fiir PAI-1 bestidtigt und fiir die Aufteilung in
Risikogruppen genutzt [37,39]. Niedrige Werte (uPA < 3 ng/mg Protein und PAI-1 < 14
ng/mg Protein) haben nach Angaben der Literatur [13] eine gute Prognose beziiglich
Gesamtiiberleben und rezidivfreiem Intervall und hohe Werte (uPA > 3 ng/mg Protein

und/oder PAI-1 > 14 ng/mg Protein) eine schlechtere Prognose (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Algorithmus der Proteasenbestimmung [76]
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2.2 uPA und PAI-1 im Kollektiv

Das Minimum sowohl fiir uPA als auch PAI-1 lag bei 0,1 ng/mg Protein. Im Maximum
erreichte uPA einen Wert von 59,0 ng/mg Protein und PA1-1 743,0 ng/mg Protein. Die

Mittelwerte liegen bei 3,232 ng/mg Protein fiir uPA und 19,467 ng/mg Protein fiir PAI-1
(Tabelle 7).

Proteasen (n=1251)

uPA* PAI-1*
Minimum 0,1 0,1
Maximum 59,0 743,0
Mittelwert 3,232 19,467
Standardabweichung 3,2789 30,5237
cut-off >3,0 > 14,0
n < cut-off 738 (59%) 717 (57%)
n > cut-off 513 (41%) 534 (43%)

Tabelle 7: uPA und PAI-1 im Uberblick (*Einheit in ng/mg Protein)

15,0 80,0
60,07
E )
- p— bl [P}
% 10,0 <
N =
m m
o0 en 40,07
: £
g £
N’
5,09 v—
g — 20,0
= <
%l )
0,07
0,07
T T L] L]
<3 ng/mg >3 ng/mg <14 ng/mg > 14 ng/mg
cut-off cut-off

Abbildung 4: Box-Plot Darstellung von uPA und PAI-1 (Extremwerte und Ausreiler werden nicht dargestellt)
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Entsprechend der Literatur wurden uPA und PAI-1 in zwei Gruppen eingeteilt (Tabelle 8).
Die stdrkste Unterscheidung zwischen Hoch- und Niedrigrisiko-Patientinnen wurde durch die
Kombination uPA/PAI-1 mit der Einteilung in uPA und PAI-1 niedrig versus uPA und/oder
PAI-1 hoch durch Studien bestétigt [37,39,51,52].

44% der Patientinnen hatten in unserem Kollektiv niedrige uPA und PAI-1 Werte, also unter

dem cut-off Wert. Hohe uPA und/oder PAI-1 Werte waren bei 56% anzutreffen (Tabelle 8b).

Gruppeneinteilung Gruppendefinition n %
<3 ng uPA/mg Protein und 548 44
uPA und PAI-1 () <14 ng PA1-1/mg Protein
> 3 ng uPA/mg Protein und/oder 703 56
PA PAI-1 (+
uPA und/oder ) > 14 ng PA1-1/mg Protein
Gesamt 1251 100

Tabelle 8: Verteilung von uPA und PAI-1 in kombinierten Gruppen (n=1251)
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2.3 Bestimmung der weiteren Prognosefaktoren

Ostrogen- und Progesteronrezeptor

Gemdfl dem St. Gallen-Konsens 2003 wird zwischen hormonsensitiven und nicht-
hormonsensitiven Mammakarzinomen unterschieden. Es ist noch keine Einigkeit dariiber
erzielt worden, welcher exakte Grenzwert zur Unterscheidung zwischen diesen beiden
Kategorien herangezogen werden sollte.

Tumoren mit einem geringen Prozentsatz positiver Tumorzellkerne (ab ca. 1% der
Tumorzellen) konnen ein gewisses Ansprechen auf eine endokrine Therapie zeigen. Aus
empirischen Gesichtspunkten wird derzeit eine positive Farberektion von > 10% der
Tumorzellkerne als Grenzwert fiir eine endokrine Ansprechbarkeit angesehen. Daher gelten
in unserer Berechnung die Mammakarzinome ab > 10% als Hormonrezeptor-positiv. Die

Bestimmung erfolgte immunhistologisch.

Her2/neu-Proto-Onkogen

Der Her2/neu-Status wurde in der vorliegenden Arbeit in die Kategorien ,negativ und
positiv eingeteilt. Die Klassifikation des Her2/neu-Proto-Onkogen-Nachweises erfolgte
gemil der Farbung der Plasmamembran bei immunhistochemischer Untersuchung.

Damit wurden die Mammakarzinome mit einem immunhistochemischen Score von 0+ bis 2+
als negativ bezeichnet und 3+ als positiv. Tabelle 9 definiert den immunhistochemischen

Score von 0+ bis 3+.

Immunhistochemie | Reaktionsmuster Bewertung
Score

0+ keine Férbereaktion oder < 10% der invasiven | negativ
Tumorzellen mit Markierung der Zellmembran
> 10% der invasiven Tumorzellen mit negativ

1+ schwacher inkompletter Markierung der
Zellmembran
> 10% der invasiven Tumorzellen mit schwach positiv

2+ zirkuldrer Markierung der Zellmembran; (geringe HER-2/neu-
Férbeintensitit gering bis mittelgradig Uberexpression)
> 10% der invasiven Tumorzellen mit stark positiv (starke

3+ zirkuldrer Markierung der Zellmembran; HER-2/neu-
Férbeintensitit stark Uberexpression)

Tabelle 9: Bewertung der HER-2/neu-Immunhistochemie
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EGFR

Die EGF-Rezeptor-Farbung ist eine Zellmembranfirbung Bei der semiquantitativen
Auswertung der EGFR-Fiarbung wurde die Intensitét der stidrksten Zellmembranfarbung mit
0-3 angegeben. Im Falle einer Farbung von <10% der Tumorzellen wurde der Schnitt als
negativ gewertet. Eine schwache membranose Anfirbung wurde als 1+, eine miBige

Anfirbung als 2+ und eine starke Anfdrbung als 3+ gewertet (Tabelle 10).

Farbintensitiit Reaktionsmuster
0+ Keine Membrananfiarbung
1+ Schwache Membrananfirbung
2+ MifBige Membrananfirbung
34 Starke Membrananférbung

Tabelle 10: EGFR-Score der Farbintensitét

VEGF

Der Nachweis von VEGF erfolgte mittels Real-Time-RT-PCR (Reverse-Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion). Geht man davon aus, dass die in einer Zelle vorhandene Menge
an mRNA von der Aktivitit des korrespondierenden Gens abhingig ist, so ldst sich vice versa
tiber die quantitative Erfassung der Verdnderungen in den mRNA-Spiegeln ein Riickschluss
auf die Aktivitdt des entsprechenden Gens vornehmen. Als ein etabliertes Verfahren zur
Bestimmung der mRNA-Mengenverhiltnisse gilt die RT-PCR. Sie ist insbesondere dann die
Methode der Wahl, wenn kleine Probengroflen vorliegen, d. h. die mRNA nur in geringer
Menge exprimiert wird. Im Vergleich zur Vermehrung von DNA-Matrizen mit der
herkémmlichen PCR, werden in der RT-PCR RNA-Molekiile vervielfiltigt, indem man sie
zunichst mit Hilfe der Reversen Transkriptase in die cDNA umschreibt und dann die PCR
nach dem herkommlichen Schema ablaufen ldsst. Die Intensitit der nach einer
Gelelektrophorese mit Agarose entstehenden Banden erlaubt Riickschliisse auf die
urspriinglich vorliegende mRNA-Menge. Zum einen konnen die Banden im Verhiltnis
zueinander verglichen werden, zum anderen kann eine Quantifizierung durch den Vergleich
mit Kontrollen erfolgen, die durch eine PCR mit einer definierten Menge DNA gewonnen
worden sind. Ein wesentlicher Fortschritt in der RT-PCR-Technologie hat sich durch die
Real-Time-RT-PCR ergeben. Sie stellt ein Verfahren dar, in dem in einem System die

Amplifikation sowie die direkte Detektion und Quantifizierung der Akkumulation des PCR-
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Produktes moglich ist. Die quantitative Echtzeitanalyse (,,real time*) der PCR ist iiber die
Messung von laserinduzierten Fluoreszenzsignalen realisierbar.

Die quantitative Bestimmung der Expression der Zielgene erfolgte durch Hochdurchsatz-
Echtzeit-RT-PCR auf dem ABI PRISM® 7900HT Cycler. Die Primer und Sonden wurden als
»Assay-on-Demand” von Applied Biosystems bezogen. Jeder Assay enthdlt ein
Amplifikationsprimer-Paar und eine zusdtzliche TaqMan-MGB-Oligonukleotidsonde mit
einem 6-FAM Fluoreszenzfarbstoff am 5’-Ende sowie einem Quencher am 3’-Ende mit einem
»Minor-groove*“-Bindungsprotein zur Senkung der Schmelztemperatur (Tm) der Sonde Die
genauen Primersequenzen werden von Applied Biosysems nicht offen gelegt. Zur
Orientierung sind aber Context Sequenzen des Amplikons und Zielexone bekannt gegeben

(Tabelle 11).

Assay ID Gene Chromosome Context Sequenz Target
Exons
Hs00171829 mI  MMPII 22 ]ngTTCCAGGATGCTGATGGCTA 7
Hs00173626 m1  VEGF 6 ATGCCAAGTGGTCCCAGGCTGC 1
- ACC
Kontrollgen: RPLPO GAAATGTTTCATTGTGGGAGCAG
Hs99999902 m1 AC

Tabelle 11: Materialtabelle der Primer/Sonden Kombination ,,Assays on Demand* ABI

Die Gene wurden durch Ermittlung des Schwellenzyklus (Ct) quantifiziert. Als endogene
Kontrolle wurde das Gen des ribosomalen Humanproteins RPLPO verwendet. Die Ct Werte

der Zielgene wurden durch Subtraktion des Ct Wertes der Kontrolle normalisiert:

A Ct Zielgen = Ct (Zielgen) — Ct (RPLPO)

Alle Gene wurden doppelt analysiert. Zur Qualitétssicherung flossen fiir die weitere
statistische Auswertung nur Versuche mit einem Ct (RPLPO) unter 31 Zyklen ein.

Aus der damit ermittelten Expressionsstiarke wurde eine Rangfolge innerhalb des Kollektivs
ermittelt und durch die Anzahl der getesteten Mammakarzinom-Biopsien geteilt.
(Bestimmung des relativen Expressionsranges). Der Prozentrang sagt etwas iiber den Rang
oder die Stellung aus, die in der Stichprobe eingenommen wird. Die Schwelle wurde bei

einem Prozentrang von > 80% festgelegt.
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Abbildung 5: Beispiel fiir die Amplifikationskurve der RT-PCR auf dem Abisprism 7900

Tumorsuppressorgen pS3

Nur als mutiertes Protein kann das p53-Gen in den Zellen akkumulieren. Somit wurde die
Einteilung auf die vorhandene p53-Mutation bezogen (keine p53-Mutation versus p53-
Mutation). Die Bestimmung erfolgte mittels Sequenzierung, mit der man den Ort der

Mutation bestimmen kann.

Ki-67/MIB-1

Der Proliferationsmarker Ki-67 wurde durch den monoklonalen Antikérper MIB-1 angefarbt
und die Anfirbung der Tumorzelle beurteilt. Der angegebene Wert fiir die
Proliferationsaktivitdt entspricht dem Prozentsatz der angefirbten Zellkerne. Die
Firbungsintensitit findet keine Beriicksichtigung. Eine Uberexpression fiir Ki-67 bzw. MIB-1

wurde bei groBBer oder gleich 30% angegeben.

MMP-11

Die Expressionsstirke der Matrix-Metalloproteinase 11 in den Tumorzellarealen wurde wie
die Bestimmung von VEGF mittels Real-Time-RT-PCR ermittelt. Die Schwelle wurde
ebenfalls bei Prozentrang > 80% festgelegt.
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2.4 Auswertung der Korrelationen

Alle invasiven Mammakarzinome bei denen beide Proteasen uPA und PAI-1 bestimmt
worden sind wurden auf die Korrelationen zu anderen Prognosefaktoren untersucht. Somit
bestand das Kollektiv aus 1251 Mammakarzinomen. Reine Tis wurden ausgeschlossen.

Tabelle 12 gibt die Ein- und Ausschlusskriterien an.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

e invasives Mammakarzinom e reine Tis
e uPA und PAI-1 bestimmt

Tabelle 12: Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Auswertung der Korrelationen

Das durchschnittliche Alter der Patientinnen lag bei 63 Jahren. Die jlingste Patientin war 25,

die dlteste 94 Jahre alt (Abbildung 6).

07 n=1251
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Abbildung 6: Altersverteilung im Kollektiv (n=1251)

-39 .-



Patientinnen, Material und Methoden

Als klassische Prognosefaktoren wurden Alter, TumorgroBe (T-Status), Nodalstatus, Grading,
Hormonrezeptor- und Metastasenstatus fiir die Korrelationsanalyse zu den beiden

Proteasengruppen ausgewdhlt.

Her2/neu-Status, EGF-Rezeptor, VEGF, p53-Mutation, Antikérper MIB-1 bzw. Ki-67 und
MMP-11 wurden als neue Prognosefaktoren in die Untersuchung der Zusammenhénge zu

uPA und PAI-1 aufgenommen (Tabelle 13).

Klassische Prognosefaktoren Neue Prognosefaktoren
o Alter e Her2/neu-Status

e TumorgrofBe e EGFR

e Nodalstatus e VEGF

e QGrading e p53-Mutation

e Hormonrezeptorstatus o Ki-67/MIB-1

e Metastasierter Status e MMP-11

Tabelle 13: Liste der untersuchten Prognosefaktoren zur Korrelation mit uPA und PAI-1

Tabelle 14 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung der zu untersuchenden Prognosefaktoren
im Gesamtkollektiv. Einige Prognosefaktoren erreichen nicht eine 100%ige Bestimmung, da

sie nicht immer dokumentiert oder bestimmt worden waren.
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n=1251
Prognosefaktor n % Prognosefaktor n %
Alter Her2/neu-Status
<50 Jahre 225 18 negativ 1116 89
> 50 Jahre 1026 82 positiv 134 11
fehlend - - fehlend 1 >1
Menopausalstatus p53-Mutation
pramenopausal 163 13 nein 850 68
perimoenopausal 22 2 ja 236 19
postmenopausal 575 46 fehlend 165 13
fehlend 491 39
Tumorgrofie EGFR
T1-T2 1100 88 <2+ 1101 88
T3 -T4 119 9 3+ 93
fehlend 32 3 fehlend 57
Nodalstatus VEGF
NO 654 52 <80 % 205 16
N1-N3 557 45 >80 % 57 5
fehlend 40 3 fehlend 989 79
Grading MMP-11
Gl -G2 823 66 <80 % 232 19
G3 425 34 >80 % 93 7
fehlend 3 >1 fehlend 926 74
Metastasenstatus MIB-1
MO 1137 91 <30 % 171 14
M1 98 9 >30% 262 21
fehlend 16 1 fehlend 818 65
Hormonrezeptorstatus Proteasen
ER <10% 238 19 uPA <3 ng/mg 738 59
ER > 10% 1013 81 uPA > 3 ng/mg 513 41
PR <10% 361 29 PAI-1 <14 ng/mg 717 57
PR > 10% 890 71 PAI-1> 14 ng/mg 534 43
fehlend - - fehlend - -

Tabelle 14: Dateniibersicht (n=1251)
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2.5 Auswertung des rezidivfreien Uberlebens (RFS)

Das rezidivfreie Uberleben bei nodal-negativen bzw. -positiven Mammakarzinomen nach
adjuvanter Systemtherapie wurde nach der Methode von Kaplan-Meier dargestellt. In die
Berechnung wurden nur Mammakarzinome aufgenommen, bei denen Tumortyp, Nodal- und
Metastasenstatus bekannt war. Alle Patienten mit einer adjuvanten Systemtherapie wurden
einbezogen, unabhingig davon, ob sie eine Mono- oder kombinierte Therapie (Chemo-
und/oder Hormontherapie) erhalten haben. Follow-up-Daten mussten vorhanden sein.
Metastasierte Karzinome, reine Tis und Fille mit Nx und Mx wurden aus der Berechnung

ausgeschlossen (Tabelle 15).

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

e invasives Mammakarzinom e reine Tis

e Nodalstatus bestimmt e Nodalstatus x (Nx)

e Metastasenstatus bestimmt e metastasierte Mammakarzinome (M1)

¢ adjuvante Systemtherapie (Chemo- und/oder e Metastasenstatus x (Mx)
Hormontherapie)

o Follow-up Statistik vorhanden

Tabelle 15: Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Auswertung des rezidivfreien Uberlebens

Nach diesen Ein- und Ausschlusskriterien verblieben 1278 Mammakarzinome aus dem
Gesamtkollektiv von 1993 Datensdtzen. Als Rezidiv wurden sowohl Lokalrezidive als auch
Fernmetastasen definiert.

Die mediane Nachbeobachtungszeit lag bei 46,8 (1,6-132,7) Monaten. Zu jedem Faktor
wurden jeweils die Ergebnisse der nodal-negativen und -positiven Mammakarzinome

gegeniiber gestellt.
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nodal-negativ nodal-positiv Gesamt
n %o n % n %

759 59 519 41 1278 100
Proteasen
uPA <3 ng/mg 336 44 227 44 563 44
uPA > 3 ng/mg 175 23 167 32 342 27
fehlend 248 33 125 24 373 29
PAI-1 <14 ng/mg 311 41 234 44 545 43
PAI-1 > 14 ng/mg 204 27 165 32 369 29
fehlend 244 32 120 24 364 28
uPA <3 ng/mg und PAI-1 < 14 ng/mg 254 33 169 33 423 33
uPA > 3 ng/mg und PAI-1 > 14 ng/mg 257 34 225 43 482 38
fehlend 248 33 125 24 373 29
Hormonrezeptorstatus
ER < 10% 130 17 95 18 225 17
ER > 10% 627 82 424 82 1051 82
fehlend 2 >1 - - 2 >1
PR <10% 214 28 145 28 359 28
PR >10% 543 71 374 72 917 71
fehlend 2 >1 - - 2 >1
ER <10% und PR < 10% 114 15 89 17 203 15
ER > 10% und/oder PR > 10% 643 84 430 83 1073 84
fehlend 2 >1 - - 2 >1
Her2/neu-Status
negativ 691 91 453 87 1144 89
positiv 66 8 66 13 132 10
fehlend 2 >1 - - 2 >1
p53-Mutation
nein 510 67 329 63 839 66
ja 121 16 96 19 217 17
fehlend 128 17 94 18 222 17
EGFR
<2+ 643 85 454 88 1097 86
3+ 48 6 33 6 81 6
fehlend 68 9 32 6 100 8

Tabelle 16: Ubersicht der untersuchten Prognosefaktoren fiir die Auswertung des rezidivfreien Uberlebens
(n=1278)
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Die therapeutische Situation der 1278 Patientinnen zeigt Tabelle 17.

Bei 759 nodal-negativen Patientinnen wurden in 12% (n=89) der Fille eine reine
Chemotherapie durchgefiihrt und in 72% (n=548) der Félle eine rein endokrine Therapie
verabreicht. Die kombinierte adjuvante Systemtherapie erhielten 122 (16%) Patientinnen.
Lokalrezidive und/oder Fernmetastasen traten bei 40 Frauen (5%) auf.

11% (n=58) der nodal-positiven Patientinnen erhielten reine adjuvante Chemotherapie. Nur
Hormontherapie wurde in 115 (22%) Féllen verabreicht. Prozentual lag die Rezidivrate
(Lokalrezidive wund/oder Fernmetastasen) mit 19% tiber den Patientinnen ohne
Lymphknotenbefall  (5%). Beim nodal-positiven  Subkollektiv ~ verstarben  im

Beobachtungszeitraum 55 Patienten mehr.

nodal-negativ nodal-positiv Gesamt
n % n % n %

759 59 519 41 1278 100
Operationsart
BET 479 63 208 40 687 54
Mastektomie 278 36 311 60 589 46
kein chirurgischer Eingriff 2 >1 - - 2 >1
adjuvante Systemtherapie
reine Chemotherapie 89 12 58 11 147 12
reine Hormontherapie 548 72 115 22 663 52
Chemo- und Hormontherapie 122 16 346 67 468 37
Chemo- und/oder Hormontherapie 759 100 581 100 1419 100
Rezidive/Metastasen
Lokalrezidive und/oder 40 5 96 19 136 11
Fernmetastasen
Lokalrezidive und Fernmetastasen 4 >1 11 2 15 1
reine Lokalrezidive 14 2 10 2 24 2
reine Fernmetastasen 22 3 75 14 97 8
verstorben 17 2 72 14 89 7

Tabelle 17: Therapieformen, Rezidiv- und Metastasenstatus aus dem Kollektiv fiir die Auswertung des
rezidivfreien Uberlebens (n=1278)
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98% (n=87) der 89 nodal-negativen Patientinnen, die nur adjuvante Chemotherapie erhielten,
hatten einen negativen Hormonrezeptorstatus. Nahezu alle Patientinnen mit einer adjuvanten

Hormontherapie (99%) waren Hormonrezeptor-positiv (Tabelle 18a und 18b).

nodal-negative Patientinnen mit adjuvanter Chemotherapie

(n=89)
1 i
HR (+) HR (-)
2 (2%) 87 (98%)
i !
G1 G2 G3 G1 G2 G3
0 0 2 (100%) 0 29 (33%) 58 (67%)

HR (+): Hormonrezeptorstatus positiv ER und/oder PR > 10%
HR (-): Hormonrezeptorstatus negativ ER und PR < 10%

Tabelle 18a: Hormonrezeptorstatus und Grading bei nodal-negativen Patientinnen mit adjuvanter Chemotherapie
(n=89)

nodal-negative Patientinnen mit adjuvanter Hormontherapie

(n=548)*
! 1
HR (+) HR (-)
543 (99%) 3 (1%)
! 1
Gl G2 G3 Gl G2 G3
64 (12%) 402 (74%) 77 (14%) 0 1 (33%) 2 (67%)

* bei 2 Patientinnen wurden die Hormonrezeptoren nicht bestimmt/dokumentiert
HR (+): Hormonrezeptorstatus positiv ER und/oder PR > 10%
HR (-): Hormonrezeptorstatus negativ ER und PR < 10%

Tabelle 18b : Hormonrezeptorstatus und Grading bei nodal-negativen Patientinnen mit adjuvanter
Hormontherapie (n=548)
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Bei den nodal-negativen Patientinnen mit adjuvanter Chemo- und Hormontherapie waren
81% (n=98) Hormonrezeptor-positiv und 19% (n=23) hatten einen negativen Rezeptorstatus
(Tabelle 19a).

Tabelle 19b fasst nochmals alle 759 nodal-negativen Patientinnen mit einer adjuvanten
Therapie zusammen. Von denen hatten 85% (n=643) einen positiven und 15% (n=113) einen

negativen Hormonrezeptorstatus.

nodal-negative Patientinnen mit adjuvanter Chemo- und Hormontherapie

(n=122)*
l l
HR (+) HR ()
98 (81%) 23 (19%)
l !
Gl G2 G3 Gl G2 G3
1 (1%) 55 (56%) 42 (43%) 0 3 (13%) 20 (87%)

* bei 1 Patientin wurde das Grading nicht bestimmt/dokumentiert
HR (+): Hormonrezeptorstatus positiv ER und/oder PR > 10%
HR (-): Hormonrezeptorstatus negativ ER und PR < 10%

Tabelle 19a: Hormonrezeptorstatus und Grading bei nodal-negativen Patientinnen mit adjuvanter Chemo- und
Hormontherapie (n=122)

nodal-negative Patientinnen mit adjuvanter Chemo- und/oder Hormontherapie

(n=759)*
HR (+) HR (-)
643 (85%) 113 (15%)
G1 G2 G3 Gl G2 G3
65 (10%) 457 (71%) 121 (19%) 0 33 (29%) 80 (71%)

* bei 3 Patientinnen wurden die Hormonrezeptoren nicht bestimmt/dokumentiert und bei 1 Patientin
wurde das Grading nicht bestimmt/dokumentiert

HR (+): Hormonrezeptorstatus positiv ER und/oder PR > 10%
HR (-): Hormonrezeptorstatus negativ ER und PR < 10%

Tabelle 19b: Hormonrezeptorstatus und Grading bei nodal-negativen Patientinnen mit adjuvanter Chemo-
und/oder Hormontherapie (n=759)
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Von 58 nodal-positiven Patientinnen mit nur adjuvanter Chemotherapie waren 2% (n=1)
Hormonrezeptor-positiv und 98% (n=57) Hormonrezeptor-negativ (Tabelle 20a). Nahezu alle
Patientinnen (99%) mit einer reinen adjuvanten Hormontherapie hatten einen positiven

Rezeptorstatus (Tabelle 20b).

nodal-positive Patientinnen mit adjuvanter Chemotherapie

(n=58)
! !
HR (+) HR (-)
1 2%) 57 (98%)
! 1
Gl G2 G3 G1 G2 G3
0 0 1 (100%) 1 (2%) 8 (14%) 48 (84%)

HR (+): Hormonrezeptorstatus positiv ER und/oder PR > 10%
HR (-): Hormonrezeptorstatus negativ ER und PR < 10%

Tabelle 20a: Hormonrezeptorstatus und Grading bei nodal-positiven Patientinnen mit adjuvanter Chemotherapie

(n=58)
nodal-positive Patientinnen mit adjuvanter Hormontherapie
(n=115)
HR (+) HR (-)
114 (99%) 1 (1%)
G1 G2 G3 G1 G2 G3
3 (3%) 79 (69%) 32 (28%) 0 0 1 (100%)

HR (+): Hormonrezeptorstatus positiv ER und/oder PR > 10%
HR (-): Hormonrezeptorstatus negativ ER und PR < 10%

Tabelle 20b: Hormonrezeptorstatus und Grading bei nodal-positiven Patientinnen mit adjuvanter
Hormontherapie (n=115)
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Nodal-positive Patientinnen mit einer adjuvanten Chemo- und Hormontherapie wiesen in
91% (n=315) der Fille einen positiven Hormonrezeptorstatus auf und 9% (n=31) einen
negativen Status (Tabelle 21a).

Insgesamt wurden 519 nodal-positive Patientinnen mit einer adjuvanten Systemtherapie
behandelt. 83% (n=430) der Patientinnen waren Hormonrezeptor-positiv und 17% (n=89)

hatten negative Hormonrezeptoren.

nodal-positive Patientinnen mit adjuvanter Chemo- und Hormontherapie
(n=346)
HR (+) HR (-)
315 (91%) 31 (9%)
G1 G2 G3 G1 G2 G3
5(2%) 188 (60%) 122 (38%) 0 7 (23%) 24 (77%)
HR (+): Hormonrezeptorstatus positiv ER und/oder PR > 10%
HR (-): Hormonrezeptorstatus negativ ER und PR < 10%

Tabelle 21a: Hormonrezeptorstatus und Grading bei nodal-positiven Patientinnen mit adjuvanter Chemo- und
Hormontherapie (n=346)

nodal-positive Patientinnen mit adjuvanter Chemo- und/oder Hormontherapie
(n=519)
HR (+) HR (-)
430 (83%) 89 (17%)
G1 G2 G3 G1 G2 G3
8 (2%) 267 (62%) 155 (36%) 1 (1%) 15 (17%) 73 (82%)

HR (+): Hormonrezeptorstatus positiv ER und/oder PR > 10%
HR (-): Hormonrezeptorstatus negativ ER und PR < 10%

Tabelle 21b: Hormonrezeptorstatus und Grading bei nodal-positiven Patientinnen mit adjuvanter Chemo-
und/oder Hormontherapie (n=519)
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2.6 Statistische Auswertung

Die Daten wurden aus dem Dokumentationsprogramm MaDoS (Mamma-Dokumentations-
System) gewonnen und in das SPSS-Programm (Statistical Package for the Social Sciences
Version 15 Inc., Chicago, IL, USA) importiert. Im SPSS wurden die Zusammenhinge
zwischen den Proteasen und den Prognosefaktoren mit Kontingenztafeln (Kreuztabellen)
dargestellt. Die Signifikanz wurde zweiseitig mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson bzw.

exakten Fisher-Test berechnet und das Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt.

Die Darstellung des rezidivfreien Uberlebens (Relapse-Free-Survival RFS) erfolgte nach der
Methode von Kaplan-Meier. Die Signifikanz-Einschitzung wurde durch den Log-Rank-Test
durchgefiihrt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde auch hier als signifikant
betrachtet und p<0,1 als Trend bezeichnet.

Das mediane Follow-up lag bei 46,8 (1,6-132,7) Monaten.
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3 Ergebnisse

3.1 Korrelation von uPA und PAI-1 zu etablierten Prognosefaktoren

3.1.1 Korrelation von uPA und PAI-1 zum Alter

Von den insgesamt 1251 Patientinnen waren 225 (18%) unter 50 Jahre alt und 1026 (82%)
tiber 50 Jahre alt.

Es ldsst sich kein signifikanter Zusammenhang (p=0,505) zwischen dem Alter und der
Protease uPA und seinem Inhibitor PAI-1 erkennen. Tabelle 22 veranschaulicht die

Verteilung der beiden Gruppen.

Gruppeneinteilung
uPA und uPA und/oder
Altersverteilung n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
<50 Jahre 225 18 % 94 42 % 131 58 %
> 50 Jahre 1026 | 82 % 454 | 44% 572 56% 0205
Gesamt 1251 100 % 548 44 % 703 56 %

Tabelle 22: Korrelation von uPA und PAI-1 zum Alter
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3.1.2 Korrelation von uPA und PAI-1 zur Tumorgroéfie

Von den 1219 Mammakarzinomen waren mit T1 und T2 1100 (90%) und 119 mit T3 und T4
(10%) beziiglich Threr TumorgréBe bestimmt worden.

Es zeigt sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Tumorgrofe und der
Gruppeneinteilung der Proteasen uPA und PAI-1 (p=0,174). Trotzdem zeigt Tabelle 20
Auffilligkeiten in der Verteilung der beiden Gruppen mit T3 und T4 Tumoren. 62% der T3
und T4 Tumoren haben in diesem Status hohe uPA und/oder PAI-1 Werte.

Gruppeneinteilung
uPA und uPA und/oder
Tumorgrofie n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
T1-T2 1100 90 % 492 | 45% 608 | 55%
T3 -T4 119 10 % 45| 38 % 751 62% o1
Gesamt 1219 | 100 % 537 44% 682 | 56%

Tabelle 23: Korrelation von uPA und PAI-1 zur Tumorgréfle
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3.1.3 Korrelation von uPA und PAI-1 zum Nodalstatus

Der Nodalstatus wurde bei 1211 Mammakarzinomen bestimmt. 654 (54%) hatten einen
nodal-negativen Status und bei 557 (46%) lag ein Lymphknotenbefall vor.

Es liegt ein signifikanter Zusammenhang (p=0,005) zwischen dem Lymphknotenstatus und
der Proteasenverteilung vor. Beim N+-Status treten in 60% der Félle erhohte Werte von uPA

und seinem Inhibitor PAI-1 auf.

Gruppeneinteilung
uPA und uPA und/oder
Nodalstatus n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
NO 654 54 % 313 | 48% 341 52 %
0,005
N1-N3 557 46 % 222 40 % 335 60%
Gesamt 1211 | 100 % 535 44% 676 | 56%

Tabelle 24: Korrelation von uPA und PAI-1 zum Nodalstatus
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3.1.4 Korrelation von uPA und PAI-1 zum Grading

Das Grading wurde bei 1248 Mammakarzinomen bestimmt. Die Verteilung wird in Tabelle
25 dargestellt. Ein Grading von G1 und G2 lag bei 823 (66%), ein G3 bei 425 (34%)
Mammakarzinomen vor.

Es zeigt sich ein hochstsignifikanter Zusammenhang zwischen dem Grading und den
Proteasengruppen (p<0,001). Prozentual treten mehr hohe Werte von uPA/PAI-1 bei
undifferenzierten Tumoren auf. 65% der beiden Proteasen liegen tiber dem cut-off Wert bei

G3 Tumoren.

Gruppeneinteilung
uPA und uPA und/oder
Grading n PAI-1 (- PAI-1 (+) p-Wert
G1-G2 823 66 % 397 | 48% 426 | 52 %
< 0,001
G3 425 34 % 150 | 35% 2751 65%
Gesamt 1248 100 % 547 | 44 % 701 56 %

Tabelle 25: Korrelation von uPA und PAI-1 zum Grading
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3.1.5 Korrelation von uPA und PAI-1 zum Hormonrezeptorstatus

Der Ostrogen- und Progesteronstatus wurde bei 1251 Mammakarzinomen bestimmt. Einen
negativen Hormonrezeptorstatus wiesen 216 Patienten (17%) auf. Als negativ wurden alle
Mammakarzinome mit Werten von unter 10% aufgenommen und es mussten ER und PR
negativ ermittelt worden sein. 1035 Patientinnen (83%) hatten einen positiven
Hormonrezeptorstatus (ER und PR > 10%)).

Tabelle 26 zeigt einen hochstsignifikanten Zusammenhang zwischen Hormonrezeptorstatus
und Proteasenverteilung (p<0,001). Proteasenwerte iiber dem cut-off treten ganz besonders

bei Hormonrezeptor-negativen Patientinnen auf (80%).

Gruppeneinteilung
Hormon- uPA und uPA und/oder
rezeptorstatus n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
ER und PR
216 17 % 44| 20% 172 | 80 %
<10%
< 0,001
ER und/oder ER
1035 83 % 5041 49% 531 51 %
>10%
Gesamt 1251 | 100 % 548 | 44 % 703 56 %

Tabelle 26: Korrelation von uPA und PAI-1 zum Hormonrezeptorstatus
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Bei den Ergebnissen der Korrelation von uPA und PAI-1 zu den einzelnen Hormonrezeptoren
zeigt sich das gleiche Bild.

Beide  Zusammenhinge, entweder zum  Ostrogenrezeptorstatus  oder  zum
Progesteronrezeptorstatus, zeigen hochstsignifikante Ergebnisse (p<0,001). In der Tabelle 27
tritt die Protease uPA und sein Inhibitor PAI-1 mit erhdhten Werten bei 76% der
Ostrogenrezeptor-negativen Tumore auf. Auch beim negativen Progesteronstatus kommen bis

zu 67% der Fille Proteasenwerte iiber dem cut-off Wert vor.

Gruppeneinteilung
Ostrogen- uPA und uPA und/oder
rezeptorstatus n PAI-1 () PAI-1 (+) p-Wert
ER <10% 238 19 % 58| 24 % 180 | 76 %
< 0,001
ER >10% 1013 81 % 490 | 48% 523 52%
Gesamt 1251 | 100 % 548 | 44 % 703 56 %
Tabelle 27: Korrelation von uPA und PAI-1 zum Ostrogenrezeptorstatus
Gruppeneinteilung
Progesteron- uPA und uPA und/oder
rezeptorstatus n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
PR <10% 361 29 % 119 33% 242 | 67 %
< 0,001
PR >10% 890 71 % 429 | 48% 461 52 %
Gesamt 1251 | 100 % 548 | 44 % 703 56 %

Tabelle 28: Korrelation von uPA und PAI-1 zum Progesteronrezeptorstatus
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3.1.6 Korrelation von uPA und PAI-1 zum M-Status

Von den 1235 Mammakarzinomen waren 98 (8%) in einem metastasierten Status. Obwohl ein
starkes Ungleichgewicht bei dem metastasierten Status vorliegt, ergibt sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen uPA und PAI-1 zum Metastasenstatus (p=0,203). In 62% der Fille
liegen beim M1-Status erhohte uPA und/oder PAI-1 Werte vor. Die Verteilung wird in
Tabelle 29 dargestellt.

Gruppeneinteilung
uPA und uPA und/oder
M-Status n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
MO 1137 92 % 508 | 45% 629 | 55%
0,203
M1 98 8% 37| 38% 61 62 %
Gesamt 1235 | 100 % 545 44 % 690 | 56%

Tabelle 29: Korrelation von uPA und PAI-1 zum M-Status
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3.2 Korrelation von uPA und PAI-1 zu neuen Prognosefaktoren

3.2.1 Korrelation von uPA und PAI-1 zum Her2/neu-Status

Der Her2/neu-Status wurde bei 1250 Mammakarzinomen gemessen, davon 1116 (89%) Fille
mit negativem und 134 (11%) Fille mit positivem Status.

Tabelle 30 zeigt eine statistisch signifikante Beziehung (p<0,001) zwischen uPA/PAI-1 und
dem Her2/neu-Status. Hohe uPA- und/oder PAI-1 Werte treten gehéduft bei positivem
Her2/neu-Status auf (73%).

Proteasenverteilung
uPA und uPA und/oder
Her2/neu-Status n PAI-1 () PAI-1 (+) p-Wert
negativ 1116 89 % 512 46% 604 | 54%
< 0,001
positiv 134 11 % 36 | 27% 98| 73%
Gesamt 1250 | 100 % 548 | 44 % 702 56 %

Tabelle 30: Korrelation von uPA und PAI-1 zum Her2/neu-Status
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3.2.2 Korrelation von uPA und PAI-1 zum EGFR

In die Berechnung der Korrelation von uPA und PAI-1 zum EGF-Rezeptor gingen 1194
Bestimmungen ein. In 8% (n=93) der Fille wurde eine Uberexpression gemessen.

Es zeigt sich ein hochstsignifikanter Zusammenhang zwischen dem EGF-Rezeptor und der
Gruppeneinteilung (p<0,001). Erhohte Proteasenwerte liegen gehduft bei einer starken

Zellmembrananfiarbung von 3+ des EGF-Rezeptors vor (84%).

Gruppeneinteilung
uPA und uPA und/oder
EGFR n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
<2+ 1101 92 % 503 | 46% 598 | 54%
< 0,001
3+ 93 8% 15 16 % 78| 84 %
Gesamt 1194 | 100 % 518 44% 676 | 56%

Tabelle 31: Korrelation von uPA und PAI-1 zum EGFR
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3.2.3 Korrelation von uPA und PAI-1 zum VEGF

Bei 262 Mammakarzinomen wurde die Expressionsstiarke von VEGF mittels Real-Time-RT-
PCR ermittelt. Die Angaben liegen in Prozentrdngen vor.

Es zeigt sich ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen VEGF und Proteasenverteilung
(p=0,008). Ein Prozentrang fiir VEGF > 80% kommt in 84% der Félle bei hohen uPA und
PAI-1 Werten vor.

Gruppeneinteilung
uPA und uPA und/oder
VEGF n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
<80 % 205 79 % 721 35% 133 65%
0,008
>80 % 57 21 % 9 16 % 48 | 84 %
Gesamt 262 | 100 % 81 31% 181 69 %

Tabelle 32: Korrelation von uPA und PAI-1 zum VEGF
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3.2.4 Korrelation von uPA und PAI-1 zur p5S3-Mutation

Die p53-Mutation lag bei 236 (22%) Mammakarzinomen vor. Bei den insgesamt 1086
Untersuchungen wurden bei 850 (78%) Mammakarzinomen keine p53-Mutation festgestellt.
Es zeigt sich in der Tabelle 33 ein hochstsignifikanter Zusammenhang zwischen der p53-
Mutation und der Proteasenverteilung (p<0,001).

Es werden tiberwiegend hohe uPA und/oder PAI-1 Werte bei einer p53-Mutation ermittelt
(72%).

Gruppeneinteilung
uPA und uPA und/oder
p53-Mutation n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
keine Mutation 850 78 % 381 45 % 469 55%
< 0,001
Mutation 236 22 % 65 28 % 171 72 %
Gesamt 1086 | 100 % 446 41 % 640 59 %

Tabelle 33: Korrelation von uPA und PAI-1 zur p53-Mutation
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3.2.5 Korrelation von uPA und PAI-1 zu Ki-67/MIB-1

MIB-1 wurde in 433 Fillen bestimmt. Es liegt ein hochstsignifikanter Zusammenhang
zwischen Ki-67/MIB-1 und den Proteasen uPA und PAI-1 vor (p<0,001).

Eine Expression von > 30% lag bei 262 (60%) Mammakarzinomen vor. Tabelle 34
verdeutlicht, dass hohe uPA und/oder PAI-1 Werte in 77% der Félle bei Mammakarzinomen

auftreten, die eine Uberexpression von Ki-67/MIB-1 vorweisen.

Gruppeneinteilung
uPA und uPA und/oder
MIB-1 n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
<30 % 171 40 % 80| 47 % 91 53 %
< 0,001
>30 % 262 60 % 60 | 23% 202 | 77 %
Gesamt 433 | 100 % 140 | 32% 293 | 68%

Tabelle 34: Korrelation von uPA und PAI-1 zu Ki-67/MIB-1
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3.2.6 Korrelation von uPA und PAI-1 zum MMP-11

Bei 325 Mammakarzinomen wurde die Expressionsstirke von MMP-11 mittels Real-Time-
RT-PCR ermittelt. Die Angaben liegen in Prozentréngen vor.

Es zeigt sich ein hochsignifikanter ~Zusammenhang zwischen MMP-11 und
Proteasenverteilung (p<0,001). Ein Prozentrang fiir MMP-11 > 80% kommt in 87% der Fille
bei hohen uPA und PAI-1 Werten vor.

Proteasenverteilung
uPA und uPA und/oder
MMP-11 n PAI-1 (-) PAI-1 (+) p-Wert
<80 % 232 71 % 93| 40 % 139 | 60%
< 0,001
>80 % 93 29 % 12 13 % 81 87 %
Gesamt 325 | 100 % 105 32% 220 | 68%

Tabelle 35: Korrelation von uPA und PAI-1 zum MMP-11
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3.3 Uberblick der Korrelationen

Insgesamt lagen signifikante Zusammenhinge von uPA und PAI-1 zum Nodal-, Grading,-
Hormonrezeptor-, Her2/neu-Status, EGFR, VEGF, zur p53-Mutation, zu Ki-67/MIB-1 und
zum MMP-11 vor (Tabelle 36).

Prognosefaktor n uﬁil;;lelrv;::fﬁ) p-Wert
Altersverteilung 1251 | 58% bei < 50 Jahre 0,505
Tumorgrofie 1219 | 62% bei T3-T4 0,174
Nodalstatus 1211 | 60% bei N1-N3 0,005*
Grading 1248 | 65% bei G3 <0,001*
Hormonrezeptorstatus 1251 | 80% bei ER und PR < 10% <0,001*
M-Status 1235 | 62% bei M1 0,203
Her2/neu-Status 1250 | 73% bei Status positiv <0,001*
EGFR 1194 | 84% bei 3+ Membrananfirbung <0,001*
VEGF 262 | 84% bei > 80% (Prozentrang) 0,008*
p53-Mutation 1086 | 72% bei Mutation <0,001*
Ki-67/MIB-1 433 | 77% bei > 30% Expression <0,001*
MMP-11 325 | 87% bei > 80% (Prozentrang) <0,001*

Tabelle 36: Uberblick der Korrelationen von uPA und PAI-1 zu den untersuchten Prognosefaktoren (*statistisch
signifikant p<0,05)
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3.4 Korrelation von uPA und PAI-1 zum rezidivfreien Uberleben

3.4.1 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit von uPA

nodal-negative Patientinnen

(n=511)
1,0
=
D
S 0,9
=
-]
=
1= 0,8
&
‘D
& 0,7
2
5=
§ 0,6-
&
0,5
1 1 1 1 1 1 1
0 24 48 72 96 120 144
Zeit in Monate
=+ uPA <3ng/mg Protein
=+ uPA > 3ng/mg Protein
p =0,975 (Log-Rank-Test)
n Rezidive Zensiert
<+ 336 18 (5%) 318 (95%)
+ 175 8 (5%) 167 (95%)
Gesamt 511 26 (5%) 485 (95%)

= = =
o o =
] ] ]

Rezidivfreies Uberleben
\'O
1

nodal-positive Patientinnen
(n=394)

+
+

Gesamt

I
0 24 48 72 9% 120 144

Zeit in Monate

uPA < 3ng/mg Protein
uPA > 3ng/mg Protein
=0,034 (Log-Rank-Test)

n Rezidive Zensiert

227 38 (17%) 189 (83%)
167 34 (20%) 133 (80%)
394 72 (18%) 322 (82%)

Abbildung 7: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit von uPA im Vergleich zwischen nodal-negativem und
-positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

Bei den 511 nodal-negativen Patientinnen zeigt sich in der Kaplan-Meier Darstellung

(Abbildung 7) kein signifikantes Ergebnis fiir das rezidivfreie Uberleben (p=0975). Beide

Risikogruppen unterscheiden sich kaum hinsichtlich Threr Prognose.

Im Gegensatz dazu liegt ein signifikantes Ergebnis bei den 394 nodal-positiven Patientinnen

vor (p=0,034). Patientinnen mit einem hohen Level an uPA haben nach einer adjuvanten

Systemtherapie eine ungiinstigere Prognose als Patientinnen mit einem niedrigen Level.
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3.4.2 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit von PAI-1

nodal-negative Patientinnen
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Abbildung 8: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit von PAI-1 im Vergleich zwischen nodal-negativem und
-positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

Der Vergleich zwischen den nodal-negativen und -positiven Mammakarzinomen beziiglich

des rezidivfreien Uberlebens in Abhingigkeit zum Inhibitor PAI-1 zeigt in beiden

Subkollektiven kein signifikantes Ergebnis flir die beiden Risikogruppen. Nach Log-Rank

liegt die Signifikanz fiir die nodal-negativen Patientinnen bei p=0,472 und fiir die nodal-

positiven bei p=0,261. Es deutet sich aber an, dass Frauen ohne Lymphknotenbefall und

hohem PAI-1 Level mit zunehmendem Nachbeobachtungszeitraum eher von einer adjuvanten

Systemtherapie profitieren, als Frauen mit einem niedrigen PAI-1 Level.
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3.4.3 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit von uPA und PAI-1 in

Kombination

nodal-negative Patientinnen nodal-positive Patientinnen
(n=511) (n=394)
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=< uPA <3ng/mg Protein und =< uPA <3ng/mg Protein und
PAI-1 < 14 ng/mg Protein PAI-1 < 14 ng/mg Protein
=+ uPA > 3ng/mg Protein und/oder =+ uPA > 3ng/mg Protein und/oder
PAI-1 > 14 ng/mg Protein PAI-1 > 14 ng/mg Protein
p =0,903 (Log-Rank-Test) p =0,010 (Log-Rank-Test)
n Rezidive Zensiert n Rezidive Zensiert
+ 254 15 (6%) 239 (94%) + 169 27 (16%) 142 (84%)
+ 257 11 (4%) 246 (96%) + 225 45 (20%) 180 (80%)

Gesamt 511 26 (5%) 485 (95%) Gesamt 394 72 (18%) 322 (82%)

Abbildung 9: Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit von uPA/PAI-1 im Vergleich zwischen nodal-negativem
und -positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

Die Kaplan-Meier Kurve fiir die 394 nodal-positiven Patientinnen zeigt einen signifikant
giinstigeren Verlauf fiir Patientinnen mit niedrigen uPA und PAI-1 Werten im Vergleich zu
Patientinnen mit hohen uPA und PAI-1 Werten (p=0,010). Nach Log-Rank ist jedoch die
Kaplan-Meier Darstellung in der nodal-negativen Gruppe nicht signifikant (p=0,903).
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3.4.4 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit von uPA und PAI-1 in vier

Gruppen
nodal-negative Patientinnen nodal-positive Patientinnen
(n=511) (n=394)
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=% uPA < 3ng/mg Protein und == uPA < 3ng/mg Protein und
PAI-1 > 14 ng/mg Protein PAI-1 > 14 ng/mg Protein
4 uPA > 3ng/mg Protein und 4 uPA > 3ng/mg Protein und
PAI-1 > 14 ng/mg Protein PAI-1 > 14 ng/mg Protein
p =0,756 (Log-Rank-Test) p =0,064 (Log-Rank-Test)
n Rezidive Zensiert n Rezidive Zensiert
+ 254 15 (6%) 239 (94%) + 169 27 (16%) 142 (84%)
+ 53 5 (9%) 48 (91%) + 6l 17 (28%) 44 (72%)
4+ 32 3 (4%) 79 (96%) 4+ 58 11 (19%) 47 (81%)
4= 122 3 (2%) 119 (98%) <+ 106 17 (16%) 89 (84%)

Gesamt 511 26 (5%) 485 (95%) Gesamt 394  72(18%) 322 (82%)

Abbildung 10: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit von uPA und PAI-1 in 4 Gruppen im Vergleich
zwischen nodal-negativem und -positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

Die Protease uPA und sein Inhibitor PAI-1 wurden in der Abbildung 10 in vier
unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Das Ergebnis der nodal-negativen Patientinnen zeigt kein
signifikantes Ergebnis (p=0,756). Die Gruppe mit uPA > 3ng/mg Protein und PAI-1 < 14

ng/mg Protein weist die ungiinstigste Prognose in beiden Darstellungen auf. Mit p=0,064
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zeigt sich eine Tendenz bei den nodal-positiven Patientinnen. Niedrige Werte bei den
Proteasen zeigen einen giinstigeren Verlauf als die Gruppen mit einer Erhhung einer oder

beider Proteasen.
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3.5 Korrelation von weiteren Prognosefaktoren zum rezidivfreien Uberleben

3.5.1 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom

Ostrogenrezeptorstatus (ER)

nodal-negative Patientinnen
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424 70 (16%) 354 (84%)

519 96 (18%) 423 (82%)

Abbildung 11: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus (ER) im Vergleich
zwischen nodal-negativem und -positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

Es liegt bei den nodal-negativen Patientinnen (n=757) keine signifikante Korrelation

zwischen rezidivfreiem Uberleben und Ostrogenrezeptorstatus vor. Im Gegensatz dazu liegt

ein signifikanter Zusammenhang bei den nodal-positiven Mammakarzinomen vor (p=0,003).

Die giinstige Prognose der Ostrogenrezeptor-positiven Patientinnen nimmt aber mit

zunehmender Nachbeobachtungszeit ab.
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3.5.2 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom

Progesteronrezeptorstatus (PR)

nodal-negative Patientinnen nodal-positive Patientinnen
(n=757) (n=519)
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Gesamt 757 40 (5%) 717 (95%) Gesamt 519 96 (I18%) 423 (82%)

Abbildung 12: Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom Progesteronrezeptorstatus (PR) im Vergleich
zwischen nodal-negativem und -positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

Die Kaplan-Meier Darstellung der nodal-negativen Patientinnen (n=757) in Abhingigkeit
zum Progesteronrezeptorstatus zeigt keine Signifikanz (p=0,248).

In der nodal-positiven Gruppe konnte eine Signifikanz von p=0,006 ermittelt werden. Nodal-
positive Patientinnen profitieren eher von einer adjuvanten Systemtherapie als
Progesteronrezeptor-negative Patientinnen. Dieser Benefit nimmt aber mit zunehmender

Nachbeobachtungszeit ab.
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3.5.3 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom Hormonrezeptorstatus (ER+PR)

nodal-negative Patientinnen nodal-positive Patientinnen
(n=757) (n=519)

1,0 1.0
= =
D D

"S 0,9 S 0,9
= =
5 D
2 2

= 0,8 2 0,8
7] 7]
5 2
> >

&= 0,77 &= 0,77
Z 2
= =

N 0,6 N 0,6
=2 =2

(=]
W
|
(=]
W
|

0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
Zeit in Monate Zeit in Monate
4+ ER <10% und PR < 10% 4+ ER <10% und PR < 10%
4+ ER>10% und/oder PR > 10% 4+ ER>10% und/oder PR > 10%
p =0,788 (Log-Rank-Test) p =0,008 (Log-Rank-Test)
n Rezidive Zensiert n Rezidive Zensiert
+4+ 114 6 (5%) 108 (95%) 4+ 89 23 (26%) 66 (74%)
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Gesamt 757 40 (5%) 717 (95%) Gesamt 519 96 (18%) 423 (82%)

Abbildung 13: Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom Hormonrezeptorstatus (ER+PR) im Vergleich
zwischen nodal-negativem und -positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

In der Abbildung 13 wurden beide Hormonrezeptoren ER und PR kombiniert. Es ldsst sich
bei der nodal-negativen Gruppe keine Signifikanz erkennen (p=0,788). Bei den nodal-
positiven Patientinnen zeigt sich eine signifikante Korrelation beider Risikogruppen
(p=0,008). Die giinstige Prognose der Hormonrezeptor-positiven Patientinnen nimmt aber mit

zunehmender Nachbeobachtungszeit ab.
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3.5.4 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom Her2/neu-Status
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+ 66 5 (8%) 61 (92%) + 66  1421%) 52 (79%)
Gesamt 757 40 (5%) 717 (95%) Gesamt 519 96 (18%) 423 (82%)

Abbildung 14: Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom Her2/neu-Status im Vergleich zwischen
nodal-negativem und -positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

Der Vergleich zwischen den nodal-negativen bzw. -positiven Mammakarzinomen hinsichtlich
des rezidivfreien Uberlebens in Abhingigkeit vom Her2/neu-Status ldsst sich in beiden
Subkollektiven kein signifikantes Ergebnis ermitteln. Nach Log-Rank liegt die Signifikanz fiir
die nodal-negativen Patientinnen bei p=0,291 und fiir die nodal-positiven bei p=0,383.
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3.5.5 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom EGFR

nodal-negative Patientinnen nodal-positive Patientinnen
(n=691) (n=487)
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+ 48 4 (8%) 44 (92%) + 33 7 (21%) 26 (79%)

Gesamt 691 32 (5%) 659 (95%) Gesamt 487 86 (18%) 401 (82%)

Abbildung 15: Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom EGFR im Vergleich zwischen nodal-
negativem und -positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

Aus dem Gesamtkollektiv wurden bei 691 nodal-negativen Patientinnen die Expression des
EGF-Rezeptors bestimmt. Es liegt eine signifikante Korrelation zwischen rezidivfreiem
Uberleben und der EGFR Expression bei nodal-negativen Patientinnen nach adjuvanter
Systemtherapie vor (n=691) vor. Eine negative Membrananfirbung (<2+) zeigt eine
glinstigere Prognose nach einer adjuvanten Systemtherapie als eine starke Membrananfarbung
(3+), wobei nur bei 48 (7%) Patientinnen eine Uberexpression zu beobachten war. Eine

Signifikanz ldsst sich bei den nodal-positiven Patientinnen (n=487) nicht erkennen (p=0,273).
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3.5.6 Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit von der p53-Mutation

nodal-negative Patientinnen nodal-positive Patientinnen
(n=631) (n=425)
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Gesamt 631 29 (5%) 602 (95%) Gesamt 425 70 (16%) 355 (84%)

Abbildung 16: Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit von der p53-Mutation im Vergleich zwischen nodal-
negativem und -positivem Mammakarzinom nach adjuvanter Systemtherapie

Bei den nodal-negativen Patientinnen (n=631) zeigt sich eine leichte Tendenz von p=0,083.
Die giinstige Prognose bei keiner p53-Mutation nimmt mit zunehmender
Nachbeobachtungszeit ab.

Bei den nodal-positiven Mammakarzinomen (n=425) ist das Ergebnis signifikant (p=0,003).
Patientinnen ohne eine p53-Mutation entwickeln nach einer adjuvanten Systemtherapie eine

bessere Prognose als Frauen mit einer p53-Mutation.
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4 Diskussion

Die Serinproteasen Plasminogen Aktivator vom Urokinase-Typ (uPA) und sein Inhibitor
Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) gehdren zu den proteolytischen Faktoren und
spielen eine Schliisselrolle in der physiologischen und pathophysiologischen Degradation und
Remodelierung der extrazelluldren Substanz.

Durch die Bindung von uPA an den zelluldren Rezeptor, Urokinase Plasminogen Aktivator
Rezeptor (uPA-R), wandelt es Plasminogen in Plasmin um. Dieser Mechanismus unterliegt
der Kontrolle vom Inhibitor PAI-1 und fiihrt zur Proteolyse der extrazelluliren Matrix.
Zusidtzlich dieser proteolytischen Eigenschaft besitzt das uPA-PAI-1 System auch andere
wichtige biologische Effekte zur Chemotaxis, Migration, Invasion, Adhision, Proliferation
und Angiogenese.

Diese vielfdltigen biologischen Eigenschaften fiihrten dazu, dass hohes Interesse an der
Forschung des uPA-PAI-1 Systems in soliden Tumoren gezeigt worden ist. Die zahlreichen
Studien belegen dies eindrucksvoll.

Hohe Werte von uPA und PAI-1 wurden in vielen soliden Tumoren gefunden und korrelierten
mit einem verkiirzten krankheitsfreiem Uberleben und Gesamtiiberleben [11,13,39-49].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Korrelationen von uPA/PAI-1 auf etablierte und neue
Prognosefaktoren untersucht und der préddiktive Wert bei nodal-negativen und -positiven
Patientinnen nach einer adjuvanten Systemtherapie ermittelt, wobei der Focus der
Untersuchung auf die Mammakarzinome ohne Lymphknotenbefall gelegt worden ist. Aus
diesem Grunde wird sich die Diskussion hauptsidchlich auf die Ergebnisse der nodal-

negativen Patientinnen konzentrieren.

Unser Datenkollektiv mit 1251 Mammakarzinomen ergab signifikante Korrelationen
zwischen der Protease uPA und seinem Inhibitor PAI-1 zum Nodalstatus (p=0,005), Grading
(p<0,001), Hormonrezeptorstatus (p<0,001), Her2/neu-Status (p<0,001), EGFR (p<0,001),
VEGF (p=0,008), zur p53-Mutation (p<0,001), zu Ki-67/MIB-1 (p<0,001) und zum MMP-11
(p<0,001).

Zur Altersverteilung (p=0,505), TumorgrofBe (p=0,174) und zum M-Status (p=0,203) konnte

kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.
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Hohe uPA und/oder PAI-1 Werte mit einem cut-off fiir uPA > 3ng/mg Protein und fiir PAI-1
> 14ng/mg Protein traten gehduft in Mammakarzinomen auf, wenn folgender Status vorlag (in

Klammern der prozentuale Anteil in diesem Status):

e positiver Nodalstatus (60%)

e Grading G3 (65%)

e negativer Hormonrezeptorstatus (80%)
e positiver Her2/neu-Status (73%)

e Uberexpression von EGFR (84%)

e Uberexpression von VEGF (84%)

e vorhandene p53-Mutation (72%)

e Uberexpression von Ki-67/MIB-1 (77%)
e Uberexpression von MMP-11 (87%)

Die prozentuale Verteilung beider Gruppen in unserem Kollektiv entsprach der Spannweite
anderer Studien [39,40]. 44% der Patientinnen hatten in unserem Kollektiv niedrige uPA und

PAI-1 Werte und hohe uPA und/oder PAI-1 Werte waren bei 56% anzutreffen.

Unsere Daten unterstiitzen die Ergebnisse von Manders et al. (2004), die 1119 Patientinnen
auf Korrelationen untersucht hatten. Diese Forschergruppe konnte signifikante Korrelationen
zum Hormonrezeptorstatus, Grading und zum Lymphknotenstatus finden. Zusitzlich auch
zum Alter und der TumorgréB3e, die wir aber nicht bestéitigen konnten [57].

In einer weiteren Untersuchung von Leib (2007) an 243 Patientinnen wurde eine statistisch
signifikante Beziehung nur zur Tumorgrofe (p=0,0016) und zum Tumorgrading (p=0,047),
jedoch nicht zum Patientinnenalter oder Hormonrezeptorstatus gefunden [74].

In den weiteren Studien zur Korrelation wurden iliberwiegend beide Faktoren getrennt
voneinander untersucht und nicht, wie in unserer Arbeit, in zwei Gruppen zusammengefasst.
Die zwei Gruppen zwischen Hoch- und Niedrigrisiko-Patientinnen wurde durch die
Kombination uPA/PAI-1 mit der Einteilung in uPA und PAI-1 niedrig versus uPA und/oder
PAI-1 hoch durch Studien bestétigt [37,39,51,52].

Die signifikanten Ergebnisse der Korrelationen durch die univariate Analyse deuten darauf
hin, dass die Proteolysefaktoren uPA und sein Inhibitor PAI-1 in ein komplexes System

eingebunden sind und in ihrer Funktion und Aufgabe nicht unabhédngig von anderen
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tumorbiologischen Faktoren zu betrachten sind. Das uPa-PAI-1 System kann demnach nicht
als eigensténdiger Apparat angesehen werden.

Es ist weiter abzukldren, wie die Wechselwirkungen zwischen weiteren tumorbiologischen
Faktoren sind und wie sie sich einander beeinflussen.

Eine multivariate Analyse wiirde weitere Erkenntnisse beziiglich der Zusammenhéinge von
uPA/PAI-1 und den anderen Prognosefaktoren gewinnen lassen.

Angesichts der Fiille der zu untersuchenden Faktoren sind Strukturen zu fordern, die einen
weitgehenden Datenaustausch tiber die Grenzen der einzelnen Forschergruppen hinaus
ermoglichen. Um eine optimale Vergleichbarkeit zwischen den Studien zu ermdoglichen,
miissen unbedingt gleiche Bedingungen und Standards zwischen den Studien herrschen.

Fiir die Bestimmung der Konzentration von uPA und PAI-1 wird die ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)-Methode in der klinischen Routine an frischem oder gefrorenem
Gewebe als Standard empfohlen.

ELISA’S sind kommerziell erhiltlich und wurden von der EORTC Receptor und Biomarker
Group einer Qualitdtskontrolle unterzogen. Empfehlenswert sind non-ionic Detergens Triton
X-100 fur die Gewebeextraktion. So findet man bei Verwendung des Detergen Triton X-100
doppelt so viel uPA-Antigen wie in der Triton-freien Zytosolfraktion und liefert zusétzlich
eine bessere Messbarkeit fiir das DFS.

Die Ausbeute an PAI-1 ist hingegen in der Tritonfraktion etwa 10 % niedriger als im Zytosol,
was durch den hoheren Proteinwert in der Tritonfraktion bedingt ist. Hieraus ergeben sich
zunichst unterschiedliche cut-off Werte fiir beide Extraktionsarten, die aber die prognostische
Aussagekraft nicht beeinflussen.

Der cut-off Wert von 3 ng/mg Protein fiir uPA und 14 ng/mg Protein fiir PAI-1 haben sich
durch zahlreiche Studien etabliert [63,51].

Aufgrund der validierten Studien beziiglich der prognostischen Aussagekraft der
Proteasengruppen wurde die Bestimmung dieser neuen Tumormarker in die Leitlinien der
AGO, in die S3-Leitlinien und in die Guidelines der ASCO (American Society of Clinical
Oncology) 2007 aufgenommen. Die Bestimmung dient der besseren Risikoabschitzung fiir
nodal-negative Patientinnen.

In das Konsensuspapier von St.Gallen 2007 haben uPA und PAI-1 noch nicht Einzug
gehalten. Sicherlich ein Grund hierfiir ist die Testung an Frischgewebe, die nicht in allen
Landern Standard ist. Obwohl gute Daten fiir die prognostische Bedeutung fiir uPA und PAI-

1 vorliegen, ist deren Untersuchung (Kiihlkette, Bestimmungsmethode) vielerorts schwierig
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und stoBt besonders bei kleinen Tumoren (zu wenig Frischgewebe) an technische Grenzen. In
Deutschland ist die Testung in mehreren Einsendelabors moglich.

Beide Proteasen in Kombination, uPA und PAI-1 niedrig versus uPA und/oder PAI-1 hoch,
bewiesen sich als  Prognosefaktor  beziiglich der  Abschitzung  derjenigen
Brustkrebspatientinnen, die nach einer operativer Entfernung des Tumors, ein geringes bzw.
hohes Risiko fiir einen Riickfall der Krankheit tragen. Wenn sowohl die uPA als auch die
PAI-1 Konzentration niedrig ist, also unter dem cut-off Wert, gehort die Patientin zur Gruppe
mit niedrigem Risiko. Liegt aber die Konzentration einer der beiden Proteasen (uPA/PAI-1)
tiber den entsprechenden cut-off Wert, gehort die Patientin zur Gruppe mit hohem
Rezidivrisiko.

Somit kdnnen durch eine solch bessere Risikoeinschitzung der nodal-negativen Patientinnen
Ubertherapien in diesem Kollektiv vermieden werden.

In der Chemo NO-Studie von Harbeck et al. (2001) mit 13 Zentren in Deutschland und einem
Zentrum in Slowenien wurden 689 nodal-negative Patientinnen in niedrige und hohe
uPA/PAI-1 Risikogruppen eingeteilt. Patientinnen mit hohem uPA und/oder PAI-1 wurden
entweder in einen Chemotherapiearm mit 6 Zyklen CMF (Cyclophosphamid/Methotrexat/5-
Fluoruracil) oder einen unbehandelten Arm randomisiert. Die Patientinnen erhielten keine
endokrine Therapie.

Nach einer medianen Beobachtungszeit von 3 Jahren konnten uPA/PAI-1 als unabhingige
prognostische Faktoren im Bezug auf das rezidivfreie Uberleben bestitigt werden [53]. In der
zweiten Interimanalyse mit einem Follow-up von 50 Monaten konnte auch eine prognostische
Wertigkeit fiir das Gesamtiiberleben gezeigt werden. Patientinnen mit niedrigem uPA/PAI-1
im Primdrtumor, d.h. etwa die Hilfte der nodal-negativen Patientinnen, wiesen auch ohne
adjuvante Therapie ein exzellentes 5-Jahres-Gesamtiiberleben (>95%) auf [37,53].

Die nachgewiesene Prognosekraft fiir uPA/PAI-1 konnte ebenfalls in weiteren Studien
bestétigt werden (Tabelle 37).

Zusétzlich zeigte sich in der Chemo NO-Studie eine deutliche Verbesserung des rezidivfreien
Uberlebens durch die adjuvante CMF-(Cyclophosphamid-Methotrexat-5-Fluoruracil)
Therapie bei Patientinnen mit hohen uPA/PAI-1-Werten. Das Rezidivrisiko wurde in diesem
Kollektiv durch die adjuvante Chemotherapie um 58% reduziert. Es konnte auch gezeigt
werden, dass high-risk Patientinnen mit hohen uPA/PAI-1 bei nodal-negativen Patientinnen
ein vergleichbar hohes Risiko haben wie Patientinnen mit > 3 befallenen Lymphknoten

[11,39].
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Somit besitzt uPA/PAI-1 nicht nur einen prognostischen Wert, sondern auch einen
pradiktiven Wert hinsichtlich des Ansprechens auf eine adjuvante Chemotherapie.

Mit unseren Daten war es nicht moglich die prognostische Aussagekraft zu untersuchen, da
alle Patientinnen in unserem ausgewdihlten Kollektiv entweder eine Chemo- und/oder
Hormontherapie erhalten haben. Um die Prognosekraft in unserem Patientinnengut ermitteln
hitten zu konnen, wire eine Gruppe unbehandelter Patientinnen mit nodal-negativem Status
erforderlich gewesen. Daher konzentrierte sich die Untersuchung auf den pradiktiven Wert

beider Proteasen bei Patienten mit einer adjuvanten Systemtherapie (Chemo- und/oder

Hormontherapie).

Assays® Median

(method of follow
Author tissue uPA/PAI-1 Patients up

(year) Country extraction)® determination (No) (months)
Duffy (1988)° Ireland Activity? (Cyt) Retrospective 52 (25) 17
Janicke (1991) Germany ELISAAD! (TX) Prospective 104 (50) 25
Janicke (1993) Germany ELISAAP! (TX) Prospective 247 (101) 30
Fockens (1994) The Netherlands ELISAAD! (Cyt) Retrospective 657 (273) 48
Grghndahl-H. (1995) Denmark ELISAMO (Cyt) Retrospective 505 (193) 54
Fernd (1996)¢ Sweden LIA®" (Cyt)  Retrospective 688 (265) 42
Eppenberger (1998) Switzerland ELISAAD! (Cyt) Retrospective 305 (159) 387
Kim (1998) Japan ELISAB® (Cyt) Prospective 180 (130) 53
Kute (1998) UsA ELISAMO (Cyt) Retrospective 168 (168) 58
Knoop (1998) Denmark ELISAMO (TX) Retrospective 429 (178) 61
Bouchet (1999) France ELISAAD! (Cyt) Retrospective 499 (233) 72
Fockens (2000) The Netherlands ELISAAD! (Cyt) Retrospective 2780 (1405) 88
Janicke (2001) Germany ELISAAD! (TX) Prospective 556 (556) 32
Konecny (2001) USA/Germany  ELISAAP! (TX) Retrospective 587 (283) 26
Harbeck (2002) Germany ELISAAD! (TX) Prospective 761 (269) 60
Cufer (2003) Slovenia ELISAAD! (TX) Retrospective 460 (214) 33
Hansen (2003) Denmark ELISAP (TX) Retrospective 228 (101) 150
Zemzoum (2003) Germany ELISAAD! (TX) Prospective 128 (128) 126
Bouchet (2003) France ELISAAD! (Cyt) Retrospective 488 (226) 120
Manders (2004)¢ The Netherlands ELISA' (Cyt) Retrospective 576 (576) 61
Meo (2004) Italy ELISAAD! (Cyt) Retrospective 196 (196) 65

%Only determination of uPA.

bAssays: ADI (American Diagnostica Inc., Stamford, CT, USA), Mo (Monozyme, Horsholm, Denmark),

San (Sangtec, Bromma, Sweden), Bio (Biopool, Umea, Sweden), ih (in-house assay).
‘Tissue extraction: Cyt (cytosol), TX (Triton-X-100, i.e., detergent extraction).
dAditional determination of uPA:PAI-1 complex.

Tabelle 37: Studien zu uPA und PAI-1 im Uberblick [55]

Wir konnten mit unserer Arbeit keinen signifikanten Benefit einer adjuvanten Systemtherapie
zwischen den beiden Risikogruppen der Proteasen bei nodal-negativen Patientinnen mit

einem medianen Follow-up von 46,8 Monaten nachweisen. Weder in der Abhingigkeit zu
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einem der Faktoren oder in den beiden Gruppen uPA und PAI-1 niedrig versus uPA/PAI-1
hoch. Die Risikogruppen reagierten beziiglich des Krankheitsverlaufes dhnlich auf eine
Hormonrezeptor-assoziierte Therapie. Es konnten kaum Unterschiede zwischen den
Verldufen erkannt werden. Nur der Inhibitor PAI-1 deutete mit Zunahme der
Beobachtungszeit einen Benefit einer adjuvanten Systemtherapie bei nodal-negativen

Patientinnen mit hohem PAI-1 Level an (p=0,472).

Auch in der vierer Gruppe mit uPA und PAI-1 niedrig, nur PAI-1 hoch, nur uPA hoch und
uPA und PAI-1 hoch konnten die Proteasen keine signifikanten Ergebnisse ermitteln.

Ganz besonders in den Risikogruppen mit uPA und PAI-1 niedrig versus uPA/PAI-1 hoch,
deren prognostische Aussagekraft hinreichend bestitigt worden ist, verlieren die
Proteolysefaktoren bei den nodal-negativen Patientinnen ihre Prognosefdhigkeit nach einer
Hormonrezeptor-adaptierten Therapie.

Signifikante Ergebnisse konnten aber in der nodal-positiven Gruppe ermittelt werden. Somit
zeigte uPA einen signifikant giinstigeren Verlauf, wenn niedrige uPA Werte vorlagen
(p=0,034). Das gleiche Bild lieB sich bei der Kombination beider Proteasen zeigen.
Mammakarzinome mit einem hohen uPA und/oder PAI-1 Wert hatten nach einer adjuvanten
Systemtherapie eine ungiinstigere Prognose als Patientinnen mit niedrigen Werten (p=0,010).
In diesem Subkollektiv ging die prognostische Fdhigkeit der Proteasen auch nach einer
Hormonrezeptor-adaptierten Therapie nicht verloren.

Eine Vergleichbarkeit unserer Ergebnisse mit der Chemo NO Studie ist nicht gewéhrleistet. In
der Studie von Harbeck et al. wurden nur Fernmetastasen als Rezidiv aufgenommen. In die
Analyse unserer Arbeit gingen Lokalrezidive und/oder Fernmetastasen ein. Zusétzlich wurden
die Patientinnen nur mit einer Chemotherapie behandelt.

Hatte die Untersuchung nur Fernmetastasen erfasst, wéren die Ergebnisse aufgrund der zu
niedrigen Ereigniszahl nicht zu bewerten gewesen. Von den 1278 Frauen (nodal-negative und
-positive) erlitten 2% (n=24) der Félle ein Lokalrezidiv.

Auch wurden die Patienten in der Chemo NO-Studie nicht mit einer endokrinen Therapie
behandelt. Aber auch bei der Aufsplittung in eine Chemo- oder Hormontherapie lieferten die
Proteasen in unserem Datenkollektiv keine signifikanten Ergebnisse. Es konnte kein
pradiktiver Wert, weder in der adjuvanten Hormon- noch Chemotherapie ermittelt werden.
Aufgrund der niedrigen Ereignisfille wurden diese Ergebnisse in der Arbeit nicht dargestellt.
Es konnte z.B. wegen zu geringen Ereignisfillen (n=2) nach einer adjuvanten Chemotherapie

bei nodal-negativen Patientinnen keine Kaplan-Meier Kurve dargestellt werden.
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Die Therapie unserer Patientinnen erfolgte {iberwiegend Hormonrezeptor-adaptiert. Von den
insgesamt 759 nodal-negativen Patientinnen erhielten 12% (n=89) eine reine Chemotherapie.
Von denen hatten 87 (98%) einen Hormonrezeptor-negativen Status (Tabelle 18a, Seite 45).
548 (72%) Frauen erhielten eine rein endokrine Therapie. 543 (99%) von lhnen hatten einen
positiven Rezeptorstatus nach St. Gallen (Ostrogen- oder Progesteronrezeptorstatus > 10%).
Bei den 122 Patientinnen, die eine adjuvante Chemo- und Hormontherapie erhalten haben,
waren 98 (81%) Rezeptor-positiv. Unter denen hatten 55 (56%) Patientinnen ein Grading von
2 und 42 (43%) Patientinnen ein Grading von 3.

Insgesamt waren 85% (n=643) der 759 nodal-negativen Patientinnen Hormonrezeptor-positiv
und 15% (n=113) hatten einen negativen Status. Bei drei Patientinnen war der
Hormonrezeptorstatus nicht bestimmt/dokumentiert worden, aber erhielten eine Chemo- und
oder Hormontherapie

Das bedeutet, dass die Therapieentscheidung nicht unabhéngig vom Hormonrezeptorstatus
war.

Somit ldsst auch der Einfluf3 anderer priadiktiver Faktoren, wie z.B. der Hormonrezeptorstatus,
die Untersuchung von uPA und PAI-1 nicht unangetastet. Von entscheidender Bedeutung ist
anscheinend die Hormonrezeptor-assoziierte Therapie und nicht der Proteasenstatus. 80% der
Patientinnen mit einem hohen Proteasenlevel gingen mit Rezeptornegativitit des Tumors
einher. Genau diesem Patientinnenkollektiv wird nach den internationalen Leitlinien eine
adjuvante Chemotherapie empfohlen, was in diesem Kollektiv zu 98% erfolgte. Die Zahlen
deuten demnach darauf hin, dass die prognostische Kraft der Proteasen durch eine
Hormonrezeptor-assoziierte Therapie aufgehoben wurde. Die Korrelation zwischen dem RFS
in Abhédngigkeit zu den beiden Proteasengruppen uPA/PAI-1 konnte daher auch keine
Signifikanz liefern.

Einen klaren und eindeutigen Therapieeffekt wiirde man bei randomisierten Studien erhalten.
Weiterhin ist natiirlich auch die geringe Rezidivhaufigkeit in diesem Patientinnenkollektiv zu
priifen. Im Gesamtkollektiv von 1278 Frauen (nodal-negative und -positive) erlitten 2%
(n=24) reine Lokalrezidive und 8% (n=97) reine Fernmetastasen. Nur 5% (n=40) von den 759
nodal-negativen entwickelten Lokalrezidive und/oder Fernmetastasen.

Zur Erforschung des therapeutischen Effekts sind prospektiv randomisierte Studien am
optimalsten. Diese Studien sind aber oft schwer durchfiihrbar und auch aus ethischen
Griinden nicht zu unterstiitzen. Der Konsensus von internationalen Guidelines und Experten
lasst einen Vergleich mit nicht therapierten Armen einer Studie bei einem priméren

Mammakarzinom nicht zu [56].
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Um trotzdem die Aussagekraft eines Parameters optimal untersuchen zu kénnen, eignen sich
daher retroprospektive Studien in denen die Patientinnen nach dem zu untersuchenden Faktor
nach adjuvanter und keiner adjuvanter Systemtherapie randomisiert werden. Die Auswertung
sollte tiber multivariate Analysen erfolgen.

Weitere Untersuchungen zur pradiktiven Aussagekraft bei Patientinnen nach adjuvanter
Systemtherapie liegen nur wenige vor (Tabelle 38).

In einer groflen retrospektiven Analyse mit einem medianen Follow-up von 83 Monaten
konnten Harbeck et al. (2002) bei 3424 Patientinnen im Gesamtkollektiv ermitteln, dass die
Patientinnen mit einem hohen uPA/PAI-1 einen groBeren Therapievorteil fiir eine
Chemotherapie haben als welche die niedrige uPA/PAI-1 Werte aufwiesen (p<0,003; HR
0,68; 95% CI; 0,53 — 0,88). Ein pradiktiver Wert nach einer endokrinen Therapie konnte, so

wie in unserer Untersuchung, nicht festgestellt werden. [40].

. i Studien- Nodal- Ansprechen auf

U Therapie design " status hohe
uPA/PAI-1 Werte

2001 Chemotherapie | prospektiv 556 alle gut
Jénicke et al.
[11]
2002 Chemo- oder | retrospektiv | 761 alle gut
Harbeck et al. | Hormontherapie
[39]
2002 Chemotherapie | retrospektiv | 3424 alle signifikant gut
Harbeck et al.
[40]
2003 Hormontherapie | retrospektiv | 460 alle gut
Cufer et al.
[58]
2004 Chemo- oder | retrospektiv | 1119 alle gut
Manders et al. | Hormontherapie
[57]

Tabelle 38: Studien zur pradiktiven Aussagekraft von uPA und PAI-1 nach adjuvanter Systemtherapie
(modifiziert nach [70])

Eine weitere Untersuchung von Harbeck et al. aus dem Jahre 2002 deutete fiir Patientinnen
mit hohem uPA/-PAI-1 den Nutzen einer Chemotherapie an. Das zu untersuchende Kollektiv

erhielt sowohl nodal-negative als auch nodal-positive Patientinnen (n=761).
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In der univariaten Analyse konnten Sie ebenfalls, so wie in unseren Untersuchungen, keinen
signifikant pradiktiven Wert fiir uPA/PAI-1 entdecken (p=0,165; Relative Risk 4,6; 95% CI,
2,6 — 8,3). Die Signifikanz &nderte sich auch nicht in der Unterscheidung der Therapieformen
zwischen Hormon- (p=0,404; RR 1,3; 95% CI; 0,7 — 2,2) oder Chemotherapie (p=0,260; RR
1,3; 95% CI; 0,8 — 2,2). Auch im Cox-Modell konnte keine signifikante Aussage gefunden
werden. Es wurde dadurch begriindet, dass die Analyse sehr stark von der
Therapieentscheidung beziiglich Nodalstatus und der Art der Chemotherapie beeinflusst
worden war [39].

In der adjuvanten Situation konnten Cufer et al. (2003) dafiir eine gute Ansprechrate auf die
endokrine Therapie bei hohen uPA und PAI-1 Werten herausfinden [58]. Es wurden
prospektiv 460 primdre Mammakarzinome auf die prognostische und pradiktive Aussagekraft
der Proteasen untersucht. 89% der Patientinnen erhielten eine adjuvante Systemtherapie. In
unserem Kollektiv erhielten alle Patientinnen eine Chemo- und/oder Hormontherapie.

Nach einem 3-Jahres-DFS waren Patientinnen nach einer adjuvanten Hormontherapie mit
beiden Proteasen hoch zu 95% rezidivfrei und 88% der Frauen, die uPA und/oder PAI-1
niedrig aufwiesen. Die Ergebnisse konnten aber keine Signifikanz niederlegen (p=0,250; HR
0,30; 95% CI; 0,04-2,34). Es erschien, dass die Hormontherapie die prognostische
Aussagekraft der beiden Proteasen ebenfalls aufhieb.

Aber auch in dieser Untersuchung wurden die Patientinnen nicht in zwei Gruppen beziiglich
des Lymphknotenbefalls aufgegliedert (N- versus N+) und die Gruppen wurden in uPa
und/oder PA1-1 niedrig versus uPA und PAI-1 hoch aufgeteilt und entspricht somit nicht der
durch Studien bestétigten Einteilung (uPA und PAI-1 niedrig versus uPA und/oder PAI-1
hoch) [37,39,51,52].

2004 untersuchten Manders et al. 1119 primdre Mammakarzinome auf die Korrelation
zwischen Ansprechrate und adjuvanter Systemtherapie. Das mediane Follow-up lag bei 59
Monaten [57].

Es wurde ein hoher Benefit einer adjuvanten Chemotherapie bei Patienten mit hohem versus
niedrigem uPA und PAI-1 gefunden. Die Untersuchungen lieferten eine signifikante
Beziehung zwischen der adjuvanten Chemotherapie und hoher uPA und PAI-1 Werten
(p=0,033).

Zusitzlich konnte eine signifikante Interaktion zwischen der adjuvanten Hormontherapie und
uPA gefunden werden (p=0,031). Auch konnte gefunden werden, dass PAI-1 mit der
adjuvanten Chemotherapie korreliert (p=0,012).
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Der Vergleich mit unseren Daten ist nicht gegeben, da uPA und PAI-1 als Gruppe untersucht
worden sind und die cut-off Werte nicht mit unseren und den anderen Studien identisch
waren.

Aktuellere Arbeiten ab dem Jahre 2004 liegen fiir die priadiktive Vorhersagekraft von uPA
und PAI-1 nicht vor.

Insgesamt ldsst sich zusammenfassen, dass die Bestimmung von uPA und PAI-1 als
pradiktiver Indikator zur Abschitzung des Therapieansprechens auf eine adjuvante
Chemotherapie und/oder Hormontherapie noch nicht vollstdndig validiert ist und weitere
Studien zu erfolgen haben.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass nach einer Hormonrezeptor-adaptierten Therapie kaum ein

Benefit zwischen den Risikogruppen der Proteasen zu sehen war.

Aber auch die weiteren, in dieser Arbeit untersuchten, Prognosefaktoren wie der
Hormonrezeptorstatus, Her2/neu-Status und das Tumorsuppressorgen p53 konnten als
pradiktiver Faktor bei nodal-negativen Patientinnen nach einer adjuvanten Systemtherapie
nicht als signifikant ermittelt werden und zeigten wie uPA und PAI-1 nur eine schwache
Trennung zwischen den Niedrig- und Hochrisikopatientinnen in den Darstellungen nach
Kaplan-Meier.

Als einziger Parameter konnte der EGF-Rezeptor eine signifikant pradiktive Aussagekraft
beziiglich RFS bei den nodal-negativen Patientinnen liefern (p=0,019). Bei den nodal-
positiven Patientinnen konnte dies nicht beobachtet werden (p=0,273).

Nodal-negative Patientinnen mit einer schwachen Membrananfarbung (< 2) hatten in unserem
Kollektiv ein signifikant bessere Prognose beziiglich RFS als Patientinnen mit einer starken
Membrananfiarbung von 3+ nach einer adjuvanten Systemtherapie. Somit sprachen
Mammakarzinome mit einer starken Expression des EGF-Rezeptors schlechter auf eine
Hormonrezeptor-adaptierte Therapie an.

Der EGF-Rezeptor und die Steroidhormonrezeptoren sind in Threr Wirkungsweise
voneinander abhingig. Diese gegenseitige Interaktion fithrt dazu, dass eine endokrine
Resistenz in ER-positiven Mammakarzinomen induziert wird. In einigen Studien konnte
gezeigt werden, dass dieser Marker eine Resistenz gegeniiber endokriner Therapie und

Chemotherapie besitzt [21,59-62].

Obwohl der Hormonrezeptor in Studien als préadiktiver Faktor bestitigt worden ist, konnten

wir weder fiir den Ostrogen- noch Progesteronrezeptor eine Vorhersagekraft bei nodal-
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negativen Patientinnen auf eine Hormonrezeptor-assoziierte Therapie finden. Auch in
Kombination wurde keine Signifikanz ermittelt. Die Ursache kann daran liegen, dass die
Ergebnisse durch die Chemotherapie iiberdeckt worden sind.

Bei den nodal-positiven Patientinnen konnten in allen drei Einheiten eine signifikante
Korrelation ermittelt werden. Ein negativer Hormonrezeptorstatus, ob nur ER (p=0,003)
negativ, PR negativ (p=0,006) oder beide der Rezeptoren negativ (p=0,008), hat eine
ungiinstigere Prognose als Mammakarzinome mit einem positiven Rezeptorstatus. So wie in
den Studien bestdtigt, nimmt auch in unserem Kollektiv die prognostische Vorhersagekraft

des Steroidhormonrezeptorstatus mit der Dauer der Nachbeobachtungszeit ab [64,65].

Der Her2/neu Status, der ebenfalls auf die pradiktive Aussagekraft untersucht worden ist,
konnte weder in der nodal-negativen (p=0,291) noch -positiven (p=0,383) Gruppe signifikante
Ergebnisse liefern.

Eine HER-2/neu-Uberexpression ist in der Regel mit einem aggressiveren Verlauf der
Tumorerkrankung und einer Herunterregulierung des Hormonrezeptorstatus korreliert [66].
Vier grofle Studien haben den Einsatz von Herceptin in der adjuvanten Situation beim
Mammakarzinom untersucht (NSABP 31, NCCTG-N 9831, BCIRG 006, HERA). Diese
ergaben bereits nach einem kurzen Follow-up von zwei Jahren eine signifikante Verlangerung
des krankheitsfreien Intervalles und im Weiteren des Gesamtiiberlebens. Die Zulassung von
Herceptin als adjuvante Therapie wéhrend eines Jahres erfolgte aufgrund der
Zwischenergebnisse der HERA Studie.

Eine HER2-Proteiniiberexpression bzw. Genamplifikation ist pradiktiv fiir das Ansprechen
einer Trastuzumab-Therapie. [17].

Eine unabhiingige prognostische Relevanz einer HER-2/neu-Uberexpression ist allerdings
nicht endgiiltig geklirt, da die Korrelation zwischen HER-2/neu-Status und Krankheitsverlauf
durch seine pradiktive Bedeutung hinsichtlich des Ansprechens auf eine Systemtherapie

tiberdeckt wird [67]. Diese Beeinflussung lag auch in unserer Analyse vor.

Das Tumorsuppressorgen p53, als weiterer untersuchter Faktor auf die préadiktive
Aussagekraft, lieferte bei den nodal-negativen Patientinnen eine leichte Tendenz zur
Signifikanz (p=0,083). Patientinnen mit keiner p53-Mutation profitierten eher von einer
adjuvanten Systemtherapie, als Patientinnen mit einer p53-Mutation. Die pridiktive Kraft

nahm aber mit der Dauer der Nachbeobachtungszeit ab.

-85 -



Diskussion

Diese Abnahme der pradiktiven Aussagekraft zeigte sich nicht bei den nodal-positiven
Patientinnen (p=0,003). In diesem Subkollektiv hatten Patientinnen mit einer p53-Mutation
nach einer adjuvanten Systemtherapie eine ungiinstigere Prognose als Patientinnen ohne eine

p53-Mutation.

Somit konnte der EGF-Rezeptor in unserer Untersuchung als einziger Marker eine
signifikante Aussagekraft {iber den rezidivfreien Verlauf nach einer adjuvanten
Systemtherapie bei nodal-negativen Patientinnen zeigen. Patientinnen mit einer niedrigen
EGFR-Expression sprechen auf eine Hormonrezeptor-assozierte Therapie besser an, als
Patientinnen mit einer Uberexpression (p=0,019).

Der Her2/neu-Status, das Tumorsuppressorgen p53 und auch der Hormonrezeptorstatus
unterschieden sich in ihrer Vorhersagekraft auf eine adjuvante Systemtherapie zu den
Proteasen uPA und PAI-1 kaum voneinander. Es lagen kaum Unterschiede im Nutzen einer
Hormonrezeptor-assoziierten Therapie zwischen den Risikogruppen bei nodal-negativen

Patientinnen vor.

Was die Proteasen angeht, erfolgt in Studien schon die Selektierung der Chemotherapien, da
tiber den Nutzen unterschiedlicher Chemotherapieregime bezogen auf den Proteasenstatus
bisher keine Aussage gemacht werden konnte. Es laufen zur Zeit zwei Studien, um die
giinstigste Chemotherapie fiir Patientinnen mit einem hohen Level an uPA und/oder PAI-1 zu
eruieren.

In der internationalen NNBC-3-Studie (Nodal-Negative-Breast-Cancer-IIl-Trial), die seit
Oktober 2002 l4uft, und die gemeinsam von der AGO, der German Breast Group und der
EORTC-RBG  durchgefiihrt  wird, wird untersucht man, ob nodal-negative
Hochrisikopatientinnen mit hohem uPA/PAI-1 von einer zusidtzlichen Taxantherapie
profitieren [71].

In der ADEBAR-Studie (Adjuvant Docetaxel vs. Epirubicin Based Regimen Trial), eine
randomisierte Phase III Studie zum Vergleich von FEC-Chemotherapie versus EC-Doc-
Chemotherapie in der adjuvanten Therapie des Mammakarzinoms mit > 4 befallenen
Lymphknoten, wird der pradiktive Wert des uPA und PAI-1 Status mit untersucht. Im
Rahmen dieser Studie wird eine prospektive uPA/PAI-1 Bestimmung angeboten, um zu
untersuchen, ob Patientinnen mit hohem uPA/PAI-1 nach Anthrazyklintherapie von einer
zusétzlichen Taxantherapie profitieren. 2005 wurde die Rekrutierung abgeschlossen. In die

Studie gingen 1500 Patientinnen ein [72].

- 86 -



Diskussion

Auch die ersten tumorbiologischen Therapieansitze fiir das uPA-System sind angelaufen. Die
Medikamentenkandidaten WX-UK1 und WX-671 sind die ersten uPA-Inhibitoren weltweit,
die in klinischen Studien bei Krebspatienten eingesetzt werden. WX-UKI ist ein intravends
verabreichter, synthetischer niedermolekularer Inhibitor von uPA und anderen Serinproteasen.
WX-UKIT soll somit den Metastasierungsprozess an unterschiedlichen Stellen hemmen. WX-
671 ist ein oraler Inhibitor von uPA und anderen Serinproteasen. Als oral verabreichtes
Medikament soll WX-671 zur Behandlung von Tumorerkrankungen weiterentwickelt werden,

bei denen eine langfristige chronische Behandlung notwendig ist [73].

Unabhéngig von diesen Ansdtzen und Studien der Proteasen uPA und seinem Inhibitor PAI-1
untersucht die BIG/EORTC MINDACT-Studie (Microarray for Node Negative Disease may
Avoid Chemotherapy) 6000 Patientinnen mit nodal-negativen Mammakarzinomen. Hauptziel
der Studie ist die Identifikation von Patientinnen mit einer exzellenten Prognose ohne
adjuvante Chemotherapie.

Auch in der TAILORx-Studie (Trial Assigning Individualized Options for Treatment) werden
nodal-negative Patientinnen (n=4390) mit einem negativen Her2/neu-Status und
Hormonrezeptor-positivem Status auf priadiktive bzw. prognostische Gensignaturen
untersucht. Wahrscheinlich konnen 80-85% dieser Patientinnen ausschliefSlich durch eine
adjuvante endokrine Therapie geheilt werden [36].

Die Genexpressionsprofile sind zwar viel versprechend, miissen aber auch wie die anderen
Prognosefaktoren und préadiktive Marker durch die entsprechenden prospektiven Studien in
den néchsten Jahren erst noch validiert werden und kénnen so in der klinischen Routine nicht
empfohlen werden.

Die Studien machen aber deutlich, dass die Identifizierung von Patientinnengruppen mit einer
sehr guten klinischen Prognose, ganz besonders der nodal-negativen Frauen, zukiinftig im
Mittelpunkt steht. Dazu haben sicherlich uPA und PAI-1 viel beigetragen.

Auch wenn diese beiden Faktoren international noch nicht die volle Anerkennung errungen
haben, konnen Sie doch vielen nodal-negativen Patientinnen die Belastungen einer

Chemotherapie ersparen.
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5 Zusammenfassung

Die prognostische Aussage der Protease uPA und seinem Inhibitor Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 zum Gesamtiiberleben und rezidivfreiem Intervall wurde in den letzten Jahren
mehrfach bestitigt. Beide Parameter haben sich neben den klassischen Prognosefaktoren wie
Patientinnenalter, Tumorgroe, Grading und Hormonrezeptorstatus als unabhéngige

Prognosefaktoren etabliert.

In unserer Arbeit wurden 1251 Mammakarzinome auf die Korrelation der Proteasen uPA und
PAI-1 zu etablierten und neuen Prognosefaktoren untersucht. Zusdtzlich wurde von 1278
Mammakarzinomen die pradiktive Aussagekraft beider Proteasen auf eine adjuvante
Systemtherapie beziiglich des rezidivfreien Uberlebens untersucht und mit den Faktoren
Hormonrezeptorstatus, Her2/neu-Status, p53-Mutation und EGFR verglichen. Die Daten
wurden in nodal-negative und -positive Mammakarzinome unterteilt. Das mediane Follow-up

lag bei 46,8 (1,6-132,7) Monaten.

Es konnten signifikante Zusammenhinge zwischen den Proteasen uPA und PAI-1 zum
Nodalstatus (p=0,005), Grading (p<0,001), Hormonrezeptorstatus (p<0,001), Her2/neu-Status
(p<0,001), EGFR (p<0,001), VEGF (p=0,008), zur p53-Mutation (p<0,001), zu Ki-67/MIB1
(p<0,001) und zum MMP-11 (p<0,001) ermittelt werden, wihrend zur Altersverteilung
(p=0,505), TumorgroBe (p=0,174) und zum M-Status (p=0,203) kein signifikanter
Zusammenhang festgestellt werden konnte.

Demnach sind die Proteasen keine eigenstindigen Prognosefaktoren, sondern in das
Risikoprofil eines Mammakarzinoms, das sich vielfiltig im Bereich von

molekularbiologischen Faktoren widerspiegelt, eingebunden.

Ein pradiktiver Wert konnte fiir die Proteasen, sei es fiir uPA (p=0,975), PAI-1 (p=0,472)
oder in Kombination uPA/PAI-1 (p=0,903), bei den nodal-negativen Patientinnen beziiglich
einer Hormonrezeptor-adaptierten Therapie nicht signifikant bestdtigt werden. Die
Prognosekraft der Proteasen ging in dem untersuchten Kollektiv nach einer adjuvanten
Systemtherapie  verloren. Zwischen den Risikogruppen konnten beziiglich des
Krankheitsverlaufes kaum Unterschiede beobachtet werden. Bei den nodal-positiven

Patientinnen behielten die Proteasen Thre prognostische Fahigkeit.
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Zusammenfassung

Auch der Hormonrezeptorstatus (p=0,788), der Her2/neu-Status (p=0,291) und das
Tumorsuppressorgen p53 (p=0,083) konnten keinen préadiktiven Wert aufweisen. All diese
Marker konnten wie die Proteasen kaum Unterschiede im Benefit einer Hormonrezeptor-
assoziierten Therapie zwischen den Risikogruppen bei nodal-negativen Patientinnen
aufzeigen.

Als einziger Prognosefaktor konnte der EGF-Rezeptor eine signifikante Aussage liefern
(p=0,019). Demnach hatten nodal-negative Patientinnen mit geringer Expression, die eine
Hormonrezeptor-assoziierte Therapie erhielten, eine giinstigere Prognose, als Patientinnen mit
einer Uberexpression. Eine Signifikanz konnte bei den nodal-positiven Mammakarzinomen

nicht ermittelt werden (p=0,273).
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Erkldrung

Abstract

Die prognostische Aussage der Protease uPA und seinem Inhibitor Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 zum Gesamtiiberleben und rezidivfreiem Intervall wurde in den letzten Jahren
mehrfach bestitigt. In unserer Arbeit wurden 1251 Mammakarzinome auf die Korrelation der
Proteasen uPA und PAI-1 zu etablierten und neuen Prognosefaktoren untersucht. Zusitzlich
wurde bei 1278 Mammakarzinomen die pradiktive Aussagekraft beider Proteasen auf eine
adjuvante Systemtherapie beziiglich des rezidivfreien Uberlebens untersucht und mit den
Faktoren Hormonrezeptorstatus, Her2/neu-Status, p53-Mutation und EGFR verglichen. Die
Daten wurden in nodal-negative und -positive Mammakarzinome unterteilt. Das mediane
Follow-up lag bei 46,8 (1,6-132,7) Monaten. Es konnten signifikante Zusammenhinge
zwischen den Proteasen uPA und PAI-1 zum Nodalstatus (p=0,005), Grading (p<0,001),
Hormonrezeptorstatus (p<0,001), Her2/neu-Status (p<0,001), EGFR (p<0,001), VEGF
(p=0,008), zur pS53-Mutation (p<0,001), zu Ki-67/MIB1 (p<0,001) und zum MMP-11
(p<0,001) ermittelt werden, wéahrend zur Altersverteilung (p=0,505), TumorgréBe (p=0,174)
und zum M-Status (p=0,203) kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden konnte.
Demnach sind die Proteasen keine eigenstindigen Prognosefaktoren, sondern in das
Risikoprofil eines Mammakarzinoms, das sich vielfiltig im Bereich von
molekularbiologischen Faktoren widerspiegelt, eingebunden.

Ein therapeutischer Benefit einer Hormonrezeptor-adaptierten Therapie konnte zwischen den
Risikogruppen der Proteasen, sei es fiir uPA (p=0,975), PAI-1 (p=0,472) oder in Kombination
uPA/PAI-1 (p=0,903) nicht bestitigt werden. Die Prognosekraft der Proteasen ging in dem
untersuchten Kollektiv nach einer adjuvanten Systemtherapie verloren. Zwischen den
Risikogruppen konnten beziiglich des Krankheitsverlaufes kaum Unterschiede beobachtet
werden. Bei den nodal-positiven Patientinnen behielten die Proteasen ihre prognostische
Féhigkeit. Auch der Hormonrezeptorstatus (p=0,788), der Her2/neu-Status (p=0,291) und das
Tumorsuppressorgen p53 (p=0,083) konnten wie die Proteasen kaum Unterschiede im Benefit
einer Hormonrezeptor-assoziierten Therapie zwischen den Risikogruppen bei nodal-negativen
Patientinnen aufzeigen. Als einziger Prognosefaktor konnte der EGF-Rezeptor eine
signifikante Aussage liefern (p=0,019). Demnach hatten nodal-negative Patientinnen mit
geringer Expression, die eine Hormonrezeptor-assoziierte Therapie erhielten, eine gilinstigere
Prognose, als Patientinnen mit einer Uberexpression. Eine Signifikanz konnte bei den nodal-

positiven Mammakarzinomen nicht ermittelt werden (p=0,273).
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