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1. Einleitung

1.1. Das Mammakarzinom

Als Brustkrebs wird ein krankhaft bedingtes Wachstum des Brustgewebes
bezeichnet, woran jede achte Frau im Laufe ihres Lebens erkrankt. In
Deutschland sind das jidhrlich nahezu 46.000 Frauen, von denen etwa 17.000 im
Alter unter 60 Jahren sind [1]. Brustkrebs stellt damit die héufigste
Krebserkrankung bei Frauen dar und ist fiir 26% aller Krebsneuerkrankungen
und 18% aller Krebstodesfille bei Frauen verantwortlich. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 63,5 Jahren [2].

Risikofaktoren fiir Brustkrebs sind besonders:

- Alter und Geschlecht : Wie bei vielen Krebsarten spielt das Alter eine wichtige
Rolle, bei 77% der Neuerkrankten und 84% der Brustkrebs bedingten Todesfélle
sind die Frauen im Alter von 50 Jahren und &lter. Weniger als 1% entfillt dabei
auf Minner [3, 4].

- Erbfaktoren und familidire Anamnese : Einige Familien scheinen eine
genetische Veranlagung fiir die Entstehung von Brustkrebs zu haben. Dabei
wurden zwei Gene entdeckt, die damit in Verbindung stehen : BRCA1 und
BRCA2. Die Gene p53 und BARDI scheinen ebenso eine wichtige Rolle zu
spielen. AuBerdem wurden durch andere Untersuchungen noch die Gene
BRCA3 und Noey?2 aufgezeigt. Diese Fakten legen nahe, dass Brustkrebs durch
das Wachstum genetisch beschidigter Zellen entsteht [5-8].

- Hormonelle Einfliisse sind insofern wichtig, da sich Hormone positiv auf das

Zellwachstum auswirken [4, 9, 10].
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- Frithe Menstruation und spite Menopause : Frauen, bei denen die
Menstruation bereits sehr friih einsetzt (jiinger als 12 Jahre) oder die erst spét in
die Menopause eintreten (dlter als 55) sind einem erhohten Brustkrebsrisiko
ausgesetzt. Auch Frauen, die niemals Kinder bekommen haben oder erst nach
Threm 30ten Lebensjahr sind einem erhohten Krebsrisiko ausgesetzt [11].
- Kontrazeptiva (Anti-Babypille): Anti-Babypillen scheinen das Risiko fiir
Brustkrebs leicht zu erhohen abhingig vom Alter, Dauer der Anwendung und
anderen Faktoren [12].
- Ostrogenpriparate : Bei Ostrogenpriparaten (vor allem der Hormon-
ersatztherapie), die ldnger als 5 Jahre eingenommen wurden, hat sich eine
Erhohung des Risikos fiir Brustkrebs gezeigt, dabei steigt das Risiko mit der
Dauer der Anwendung [13-16].
- Korpergewicht : Adipositas wird als Risikofaktor kontrovers diskutiert [17].
- Alkoholabusus : Exzessiver Alkoholgenuss von mehr als 1-2 Getrédnken pro
Tag hat ein erhohtes Brustkrebsrisiko zur Folge [18].
- Chemikalien : Einige Studien haben gezeigt, das dstrogenihnliche Substanzen
in Pestiziden und anderen Industrieprodukten ein erhohtes Brustkrebsrisiko
hervorrufen [19, 20].
- Strahlung : Menschen, die im Kindesalter radioaktiver Strahlung ausgesetzt
sind, haben ein erhohtes Risiko an Brustkrebs zu erkranken [21-23].
- Zusdtzliche Risikofaktoren : In einigen Studien hat sich gezeigt, das bei
bestehenden oder vorhergehenden Krebserkrankungen im Uterus, Ovar oder
Dickdarm aber auch bei einer positiven Familienanamnese mit

Krebserkrankungen ein erhohtes Brustkrebsrisiko besteht [4].
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Die klinischen Symptome der Brustkrebserkrankung sind z.B. ein tastbarer
Knoten in der Brust, der iiberwiegend schmerzlos ist, sowie ein Knoten im

Achselbereich.

Die Héufigkeit zeigt bei der Brustkrebsinzidenz in Deutschland, wie in allen

anderen Lédndern der EU, in den letzten 20 Jahren einen steigenden Trend [1].

1.2. Prognose und Therapie des Mammakarzinoms

a) Prognose

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate einer an primdrem Mammakarzinom
erkrankten Frau betrdgt heute etwa 73%. Ihr gehen somit durchschnittlich 6
Jahre ihrer ausstehenden Lebenserwartung verloren [1].

Das Ziel klinischer Studien ist es also vorrangig, die Mortalititsrate zu senken.
So konnen durch Primértherapien wie Operation, Bestrahlung und
Fortbehandlungen etwa 30% der Patientinnen dauerhaft geheilt werden, aber
bei 70% treten dennoch ein Lokalrezidiv oder eine distante Metastasierung auf.
Die Prognose der Patientinnen mit primérer Erkrankung wird durch klinische,
histopathologische und biochemische Faktoren bestimmt. Zu den klinischen
Daten zidhlen das Alter der Patientin bzw. der prd- oder postmenopausale
Hormonstatus.

Die Tumorausbreitung wird pathohistologisch durch das pTNM- System
bestimmt, entsprechend der Richtlinien der UICC ( Union Internationale Contre
Le Cancer ). Anhand des postoperativ durch pathohistologische Untersuchung

gesicherten pTNM-Schemas lassen sich die GroBBe des Primdrtumors (pT), der
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Befall der regionren Lymphknoten (pN) und eventuelle Fernmetastasierung
(pM) einstufen.
Dabei wird der Befall der Lymphknoten in vielen Untersuchungen als der
bedeutendste prognostische Marker angesehen. 70% der nodalpositiven

Patientinnen entwickeln in den ersten zehn Jahren ein Rezidiv, dagegen nur 30%

der nodalnegativen [24-27].

Als ergidnzende prognostische und priddiktive Faktoren miissen am
Tumorgewebe neben Tumorgrole und Lymphknotenstatus ebenfalls bestimmt

werden:

- der histologische Typ:
Das invasiv- duktale Karzinom bildet die grofite Gruppe, gefolgt vom invasiv-

lobuldren und medullaren Karzinom.

- der Differenzierungsgrad (Grading):

Das Tumor- Grading nach Bloom and Richardson erfasst unabhidngig vom
Geschwulsttyp histologische und zytologische Merkmale und ordnet diese in ein
Schema von iiblicherweise drei Differenzierungsgraden (Grading I-1II). Diese
Einteilung beruht auf drei Kriterien: dem Grad der tubuldren Differenzierung,

der Polymorphie und dem Anteil an Mitosen.

- der Ostrogen- und der Progesteronrezeptorstatus:

Der Nachweis von Steroidhormonrezeptoren wird von einigen Autoren mit einer
giinstigen Prognose in Zusammenhang gebracht. Diese Rezeptoren sind vor
allem aber ein préadiktiver Parameter fiir das Ansprechen auf eine endokrine

Therapie.
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DasMammakarzmommetastaSIerthauﬁgundfruh ..............................................................................
Der Verlauf der Erkrankung wird ausschlieBlich davon bestimmt, ob eine
Fernmetastasierung eintritt. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
Fernmetastasen und sogar der Tod am Mammakarzinom kann durch eine

adjuvante, postoperative, systemische Therapie um etwa 20% gesenkt werden

[28].

b) Therapie

Die Therapie des Mammakarzinoms stiitzt sich momentan auf fiinf Sdulen.

1) Operation

Es wird die brusterhaltende Therapie (BET) von der Entfernung des gesamten
Brustdriisenkorpers (Mastektomie, Ablatio) als Operationsform unterschieden.
Obligatorisch ist dabei die Entfernung der Lymphknoten in der Axilla. Hier setzt
sich jedoch mehr und mehr die alleinige Entfernung des Wichterlymphknotens

(Sentinel-Lymphknoten-Technik) durch.

2) Bestrahlung
Die Bestrahlung wird bei der BET obligatorisch angewandt. Bei einer Ablatio
wird nur bei erhohtem lokalen Rezidivrisiko eine zusitzliche Bestrahlung

durchgefiihrt.

3) Chemotherapie
Die Durchfithrung einer postoperativen, adjuvanten Chemotherapie wird
heutzutage vorwiegend nach den Kriterien von St. Gallen entschieden. Hierbei

wird nach verschiedenen Parametern (siche Tabelle 1) das Metastasierungsrisiko
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ermittelt und bei erhohtem Risiko zur Senkung desselben eine Chemotherapie

durchgefiihrt [29].

Risikokategorie
Niedriges Nodalnegativer Befund, sowie
Risiko pT 112 cm und

Tumorgrading 1 und
Abwesenheit von peritumoralen Geféal3einsprossungen und
Her2/neu Gen weder iiberexpressioniert noch verstirkt und

Alter [135 Jahre

Erhohtes Nodalnegativer Befund, sowie

Risiko pT > 2 cm oder
Tumorgrading 2 oder 3 oder
Peritumorale GefidBBeinsprossung oder
Her2/neu Gen Uberexpression oder Verstirkung oder
Alter < 35 Jahre
Nodalpositiver Befund (1-3 befallene Knoten), sowie
Her2/neu Gen weder liberexpressioniert noch verstérkt

Hohes Risiko  Nodalpositiver Befund (1-3 befallene Knoten), sowie

Her2/neu Gen Uberexpression oder Verstirkung

Nodalpositiver Befund (114 befallene Knoten)

Tab. 1: Risikoeinschidtzung bei nodalnegativen Mammakarzinompatientinnen nach der Konsensabstimmung von

St. Gallen 2005 [26, “International Expert Consensus on the Primary Therapy of Early Breast Cancer”]

Die nodalnegativen Patientinnen ohne weitere Risikofaktoren werden dabei
nicht beriicksichtigt, obwohl sie ein Rezidivrisiko von 30% haben. Es ist also

wichtig, diese Patientinnen zu erkennen und zu therapieren.
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4) Hormontherapie
Bei positivem Hormonrezeptorstatus werden Antiostrogene verabreicht, wie z.B.

Tamoxifen fiir maximal 5 Jahre.

S) Antikorpertherapie
Der bis dato einzige zugelassene Antikorper bei Her2/neu iiberexprimierendem

Mammakarzinom ist Trastuzumab (Herceptin®).

1.3. Die Proteolysefaktoren uPA / PAI-1 beim nodalnegativen Mammakarzinom

Fiir Patientinnen mit negativem Lymphknotenbefall sind die klinischen Vorteile
einer Chemotherapie verhiltnismédBig klein, weil eine primédre operative
lokoregionire Behandlung bereits 60%—70% dieser Patienten heilt [30-32].
Dennoch entwickeln ca. 30% der Patientinnen Metastasen.

So miisste man also 100 % der nodalnegativen Patientinnen therapieren, das
heilt, sie zum Teil unndtigen und belastenden Nebenwirkungen aussetzen, um
bei den gefihrdeten 30% der Patientinnen einen Uberlebensvorteil zu erreichen.
Um dennoch eine Belastung von Patientinnen, die nicht einer systemischen
adjuvanten Therapie bediirfen, zu vermeiden, sind aussagekriftige,
prognostische Faktoren notwendig, die dazu beitragen, jene 30% der
Patientinnen zu erkennen, welche ein hohes Risiko einer Rezidiverkrankung
haben.

Der Gebrauch von traditionellen prognostischen Faktoren, wie zum Beispiel
Alter, Menopausenstatus, Tumorgrofe, Tumorgrading, und

Steroidhormonrezeptorstatus, ist hierzu jedoch nur mangelhaft geeignet.



1. Einleitung
Um ecine Verfeinerung der Risikoabschitzung und eine individualisierte
Behandlungsmoglichkeit beim nodalnegativen Mammakarzinom ermoglichen
zu konnen, wurde in den letzten Jahren der Untersuchung von neuen
prognostischen Faktoren erhebliche Aufmerksamkeit gewidmet.
Durch verschiedene Studien ist klar geworden, dass die Fihigkeit von
Krebszellen, die extrazelluldre Matrix zu infiltrieren, und in Lymph- und
Blutgefidlle einzuwachsen, sowie Metastasen an entfernten Stellen zu bilden, von
der koordinierten Wechselwirkung von zwei Hauptproteasesystemen abhingig
ist, dem Matrix-Metalloproteinasen- System und dem Plasminogen- Aktivator-
System. Hierbei kristallisieren sich vor allem die Serinprotease Urokinase
Plasminogen Aktivator (uPA) und ihr Inhibitor, Plasminogen Aktivator Inhibitor
Typ 1 (PAI-1) als viel versprechende neue Faktoren heraus.
Diese Bauteile spielen eine zentrale Rolle in den Ablédufen, die letzten Endes zur
Entwicklung von Metastasen fiihren. Sie spielen in der proteolytischen Kaskade,
die bei dem physiologischen und pathophysiologischen Auf- und Umbau der
extrazelluliren Matrix involviert ist, eine tragende Rolle. Ist uPA an seinen
zelluldren Rezeptor uPA-R gebunden, verwandelt es das Plasminogen in das
Serin- Protease- Plasmin. Dabei wird die Aktivitdt des uPA durch die Serin
Protease Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 kontrolliert. Das Plasmin 16st zahlreiche
Komponenten der Gewebeverbindungen auf und bei Malignitit auch das
Stroma, das die Krebszellnester umschlie3t. Bindet PAI-1 an den uPA/uPA-R
Komplex kommt es mithilfe transmembranirer Rezeptoren der LDL-Familie zur
Aufnahme dieses Tertidirkomplexes in die Zelle. Hier wird der uPA/uPA-R
Komplex kaskadenartig abgebaut und der uPA- Rezeptor wieder an der
Membranoberfliche replatziert. Damit wird die proteolytische Aktivitit der

Zelloberfldache und damit die perizelluldre Proteolyse wiederhergestellt [33].
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Neben der proteolytischen Aktivitit bewirkt das uPA- System in
Zusammenarbeit mit anderen Proteinen auch einige wichtige andere biologische
Effekte. Wie zum Beispiel die Chemotaxis, Invasion, Proliferation und auch die
Angiogenese. Die Produktion und der Zusammenbau von perizelluldarem und
zellulirem uPA, uPA-R und PAI-1 sind somit die Vorraussetzung fiir eine

effiziente Proteolyse, Angiogenese, Zelladhision und Migration und damit fiir

die Tumorzellinsvasion und Metastasierung [34-38].

Bei einer Metastasierung wird durch die Einwirkung des rezeptorgebundenen
Plasminogenaktivators (uPA) Plasmin aus dem enzymatisch inaktiven
Plasminogen in der Umgebung der Tumorzellen gebildet, wobei Inhibitoren
(z.B. PAI-1) die Aktivitit des uPAs an den invasiven Tumorgrenzen
kontrollieren.

An der Tumorperipherie entstandenes Plasmin aktiviert so die Kollagenase und
durch die enzymatische Einwirkung dieser beiden Faktoren wird die
extrazelluldre Matrix und die Basalmembran durchbrochen. Auf diese Weise
konnen die Tumorzellen die GefidBe erreichen. Hier schiitzen sie sich nach ihrer
Intravasation durch koagulative Mechanismen vor der Immunreaktion im
Kreislauf und organisieren sich in den Kapillaren und den Lymphknoten.
Ebenfalls durch Proteolyse treten die Tumorzellen aus den Gefdlen wieder aus
und dringen in die Metastasierungsstellen ein. Diese Sekundédrtumore
(Metastasen) veranlassen wiederum unter Einwirkung von uPA und PAI-1 die

Angioneogenese.

Im Tumorzytosol ist eine quantitative Bestimmung von uPA und PAI-1 anhand

des Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Verfahrens moglich. Es
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zeigte sich, dass in malignen Tumoren (wie z.B. Brustkrebs) die uPA und PAI-1
Konzentrationen deutlich hoher liegen als in normalem Gewebe [39-41].

Dabei sind hohe Konzentrationen, sowohl von uPA, als auch PAI-1 mit einer
schlechten Prognose fiir Brustkrebspatientinnen verbunden [42, 43]. So haben
sich neben einem jugendlichen Alter (<35 Jahre), einem negativen
Hormonrezeptorstatus und einem undifferenzierten Tumorgrad (Grading 3),
erhohte uPA und PAI-1 Werte als Prognoseparameter fiir ein kurzes

rezidivfreies Uberleben (disease-free survival), sowie ein Kkurzes

Gesamtiiberleben (overall survival) herauskristallisiert [34, 43-47].

1.4. Nachweismethoden von uPA / PAI-1

Die Bestimmung von uPA und PAI-1 erfolgt mittels eines kommerziell
erhiltlichem, standardisierten und qualititskontrollierten  ELISA  im
Tumorgewebeextrakt, d.h. an frischem oder unmittelbar nach der Operation in
Stickstoff oder bei -80 °C tiefgefrorenem Tumorgewebe. Eine repridsentative
Gewebemenge, die mengenmilig etwa einer Stanzbiopsie (ca. 25 mg) oder
einem 90 pm Kryoschnitt entspricht, ist fiir die ELISA- Messung technisch
ausreichend. Klinisch relevante Daten durch immunhistochemische Bestimmung
von uPA/PAI-1, liegen derzeit nicht vor. Ein Grund hierfiir ist sicherlich die
heterogene Expression von uPA und PAI-1 auf Tumor- und Stromazellen.
Dieses heterogene Expressionsmuster wird durch die biochemische ELISA-
Bestimmungsmethode standardisierbar und reproduzierbar quantifiziert.

Die immunhistochemische Bestimmung an Paraffinmaterial ist nicht
standardisiert, da die heterogene Anfirbung im Gewebe nicht reproduzierbar

beurteilt werden kann. Neue molekularbiologische Bestimmungsmethoden

10
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werden derzeit evaluiert. Fine Ableitung klinischer Konsequenzen aus
immunhistochemischen oder molekularbiologischen uPA, bzw. PAI-1

Bestimmungen ist nicht evidenzbasiert und daher nicht zuléssig.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

In verschiedenen Studien wurden uPA und PAI-1 bereits als neue
Prognosefaktoren fiir maligne Tumoren beschrieben. In dieser Arbeit soll ihre
Aussagekraft in Bezug auf das rezidivfreie Uberleben, sowie das
Gesamtiiberleben  bei  Patientinnen  mit  primdrem  nodalnegativem
Mammakarzinom {iiberpriift werden. AuBlerdem wird ihre Korrelation mit
etablierten Prognosefaktoren, sowie adjuvanter Hormon- und Chemotherapie

untersucht.

11
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2.1. Material
2.1.1. Patientenakten

Von 243 Patientinnen, die im Zeitraum zwischen Mirz 1991 und Juni 1999 an
einem priméren Brustkrebstumor in der Frauenklinik des UKE operiert worden
sind, wurden die Akten ermittelt und zur Auswertung aus dem Archiv
angefordert. Das Alter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Operation lag
zwischen 28 und 88 Jahren. Der Altersdurchschnitt lag mit 57 Jahren nur wenig
tiber dem Median von 56 Jahren.

In der Abbildung ist die Altersverteilung des gesamten Kollektivs dargestellt
(vgl. Diagramm 1).

Anzahl Patientinnen

28 39 45 51 57 63 69 75 83
36 42 48 54 60 66 72 78

Alter der Patientinnen [Jahre]

Diagramm 1: Altersverteilung der Patientinnen im Kollektiv

12
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2.1.2. uPA / PAI-1 Tumorgewebe

Das Tumorgewebe stammte von 243 Patientinnen, welche im Zeitraum von
Januar 1997 bis Oktober 2001 in der Universititsfrauenklinik Hamburg wegen
eines primdren Mammakarzinoms operiert wurden. Bei allen Geweben erfolgte
die Probenaufarbeitung nach gleichen Kriterien, um eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewihrleisten. Die Patientinnen mit Brustkrebs wurden entweder
brusterhaltend (n=163) oder durch modifizierte radikale Mastektomie (n=80)
operiert. In jedem Fall erfolgte die axillire Lymphonodektomie, wobei im
Median 16 (0-30) Lymphknoten entnommen wurden. Bei allen 243 in die
Untersuchung eingeschlossenen Fillen waren die axilliren Lymphknoten
tumorfrei. In keinem Fall kam es innerhalb der ersten 12 Monate zu einem
axillaren Tumorrezidiv. Alle Primirdaten beziehen sich auf den Zeitpunkt der

Operation.

2.1.3. ELISA Test- Kits und Geritschaften

Die uPA / PAI-1 ELISA —Kits stammten von der Firma american diagnostica
GmbH in Pfungstadt, Deutschland (Femtelle uPA/PAI-1 Test REF 899,
american diagnostica inc. Starnford, Connecticut USA). Die Reagenzien zur
Proteinbestimmung stammten von der Firma Biorad. Die iibrigen Reagenzien

und Losungsmittel wurden von der Firma Merck in Darmstadt bezogen.

13



2.2. Methoden
2.2.1. Datenerhebung und Follow-up

A) Aktenauswertung

Die Auswertung setzte sich wie folgt zusammen :
-Name der Patientin

-Anschrift und Telefonnummer

-Geburtsdatum

-Operationsdatum

-Operationsart

-Lymphknotenbefall

-TumorgroBe

-Grading

-Nummer des histologischen Berichtes

-falls vorhanden die uPA / PAI-1 Konzentrationen

2. Material und Methoden

-und die Anschrift des weiterbehandelnden niedergelassenen Arztes

Diese Angaben wurden zur weiteren Bearbeitung aufgenommen und in

tabellarischer Form festgehalten. Dabei wurden ausschlieflich Akten von

Patientinnen mit negativem Lymphknotenbefall untersucht, und ebenfalls keine

Akten minnlicher Patienten beriicksichtigt.

B) Arztanschreiben / Befragung

Die jeweiligen angegebenen Arzte wurden mit einem Brief kontaktiert, in dem

sie eine allgemeine Erkldarung des Anliegens, sowie einen Fragebogen mit dem

Namen der jeweiligen Patientin erhielten. Auf diesem Fragebogen wurde nach

14
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dem letzten Kontakt zur Patientin, aufgetretenen Metastasierungen, neuen
Operationen in Bezug zur Primirerkrankung, sowie verdanderten postoperativen
Medikationen oder Behandlungsweisen gefragt. Der Fragebogen selbst konnte
dann an eine spezielle Faxnummer zuriickgesendet werden und konnte so in die
Auswertung des Follow-Ups fiir die jeweilige Patientin mit einbezogen werden.
Es wurden 200 Patienten-Fragebogen an ca. 120 Arzte versandt, von denen
jedoch nur ca. 70 % ausgefiillt in die Auswertung miteinbezogen werden
konnten.

Der restliche Anteil war durch nur einmaligen oder zu weit zuriickliegenden

Kontakt des Arztes mit der Patientin nicht auswertbar.

C) Patientenanschreiben

Durch die aus den Akten ermittelten Anschriften der Patientinnen zum Zeitpunkt
der Operation, konnte an diejenigen Patientinnen, iiber die noch nicht
ausreichende Informationen zum Follow-Up vorlagen, ein direktes Anschreiben
gerichtet werden. Dabei war der Brief wieder in einen allgemeinen erkldarenden
Abschnitt und in einen Fragebogen unterteilt. Auf dem die Patientinnen ihren
letzten Besuch beim Frauenarzt, sowie die Anschrift ihres jetzigen Frauenarztes
und eventuell neu aufgetretene Ereignisse in Bezug auf ihre Primérerkrankung
(wie Metastasierungen, neue Operationen, neue Medikationen, oder neue
Behandlungsstrategien) angeben sollten.

Die Riicksendung des Fragebogens wurde mittels eines beigefiigten frankierten
Riickumschlags ermoglicht, wobei die Erfolgsrate dieser Methode ebenfalls bei
ca. 70% lag, da einige Patientinnen unter der damaligen angegebenen Adresse

nicht mehr zu erreichen waren.

15
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D) Patienten- Hinterbliebenenbefragung

Als letzte Moglichkeit zur Erstellung des Follow-Ups fiir die Patientinnen
wurden die in den Akten angegebenen, bzw. durch Nutzung anderer
Informationsquellen, wie Internet, erhaltenen Telefonnummern angerufen. Um
die Patienten direkt liber ihr derzeitiges Befinden und ihren jetzigen Frauenarzt,
neu aufgetretene Erkrankungen in Verbindung mit ihrer Primérerkrankung oder
neue Medikationen bzw. Behandlungsstrategien zu befragen.

Konnten nur die Hinterbliebenen erreicht werden, wurde sich auf das Eintreten
des Todes mit Zeitpunkt und Ursache beschrinkt. Es konnte jedoch auch hier
nicht bei allen Patienten ein erfolgreiches Follow-Up erstellt werden, da sich
Telefonnummern als nicht mehr giiltig erwiesen oder Hinterbliebene keine
Aussagen zu machen wiinschten.

Die Responserate aller Formen der Befragung stellt in tabellarisch

tibersichtlicher Form noch einmal die Tabelle 2 dar.

Anzahl Erfolgsrate
Ausgewihlte Akten 250 100 %
Arztanschreiben 120 48 %
Follow-Up Patientenanschreiben 113 45,2 %
Telefonbefragung 10 4 %
Insgesamt 243 97,2 %
Fehlend 7 2,8 %

Tab. 2: Uberblick iiber die Riicklaufquoten der angewandten Follow-Up Methoden
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2.2.2. Bestimmung von uPA / PAI-1

Prinzip der Messung

Der American Diagnostica Femtelle Test basiert auf einem hoch spezifischen
monoklonalen Maus Fingerantikorper, der entweder gegen humanes uPA oder
humanes PAI-1 gerichtet ist. Er erkennt dabei verschiedene Formen von uPA,
wie hochmolekulares (HMW) uPA, uPA komplexiert mit PAI-1 oder PAI-2,
sowie latente und aktive Formen von PAI-1.

Fir die Messung wurden die Tumorgewebeextrakte mit bekannter
Gesamtproteinkonzentration iiber Nacht in den mit uPA oder PAI-1
Fingerantikorper beschichteten Vertiefungen der Mikrotiterstreifen inkubiert.
Nach dem Waschen wurde nun ein biotinylierter Detektionsantikdrper, der
entweder gegen humanes uPA oder humanes PAI-1 gerichtet ist, zugesetzt.
Dieser wurde wiederum nach kurzer Inkubationszeit durch ein Streptavidin-
Meerrettichperoxidase (HRP) Konjugat nachgewiesen. Danach gab man als
Substrat 3,37,5,5"-Tetramethylbenzidin Perborat (TMB) hinzu, welches durch
die HRP umgesetzt wurde und so zu einer Blaufarbung fithrte. Durch Zugabe
von Schwefelsdure wurde die Reaktion gestoppt und die Farbung schlug von
blau nach gelb um. Nun konnten die uPA und PAI-1 Konzentrationen durch
Messung der optischen Dichte bei 450 nm anhand der miterstellten

Standardkurve abgelesen werden.
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2. Material und Methoden

Material und L.Oosungen

- anti-human uPA IgG und anti-human PAI-1 IgG beschichtete
Mikrotiterplatten

- uPA/PAI-1 Standards mit in ng/ml kalibriertem hochreinem uPA/PAI-1

- Detektionsantikorper: biotinyliertes anti-human uPA (lyophilisiert),
biotinyliertes anti-human PAI-1 (lyophilisiert)

- uPA Enzym Konjugat, Streptavidin-HRP (60 pl)

- PAI-1 Enzym Konjugat, Streptavidin-HRP (60 ul)

- Enzymkonjugat Verdiinner (lyophilisiert)

- PBS Puffer (PBS), pH 7.4

- 25% Triton X-100 (12 ml) Detergenz

- Tris gepufferte Kochsalzlosung (TBS), pH 8.5 (lyophilisiert)

- Peroxidase Substrat (TMB) (11 ml)

- 0,22um gefiltertes deionisiertes H20 (1 1)

- 0.5 N H2SO+

- Pipetten: 2-20 ul, 20-200 ul und 200-1000 pul mit auswechselbaren
Pipettenspitzen

- Prizisions-Multipipetten

- Reagenzgliser zur Probenverarbeitung

- Photometer fiir Mikrotiterplatten mit einer Wellenlédnge von 450 nm

- Kryogefidfie — 1 ml

- Fliissiger Stickstoff

- Mikro-Dismembrator

- Ultrazentrifuge mit Rotor

- Schiittler fiir Reaktionsgefifle und Mikrotiterplatten
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2. Material und Methoden

Vorbereitung der Reagenzien des Assays

Zur Vorbereitung der uPA und PAI-1 Standards wird je 1 ml gefiltertes
deionisiertes Wasser in die 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 und 1.0 ng/ml uPA Standard
Flidschchen gegeben ,sowie 2 ml gefiltertes deionisiertes Wasser in die 0.0 ng/ml
uPA Standard Flaschchen. Ebenso verfihrt man bei den 1.0, 2.5, 5.0 und 10
ng/ml PAI-1 Standard Fldschchen. Alle Standards werden dann vorsichtig fiir 3
Minuten gemischt.

Die uPA und PAI-1 Detektionsantikorper Fldaschchen werden mit 5.5 ml
gefiltertem deionisierten Wasser aufgefiillt und ebenfalls 3 Minuten gemischt.
Zu dem Enzymkonjugat Verdiinner wird 20 ml des gefilterten deionisierten
Wasssers hinzugegeben und gut durchgemischt.

Der Waschpuffer wird durch Losen einer Packung PBS in 900 ml gefiltertem
deionisierten Wassers unter Zugabe von 4 ml des 25% Triton X-100 Detergenz
und anschlieBendem Auffiillen mit weiterem gefilterten deionisierten Wasser auf
1 Liter erstellt.

Fiir die Vorbereitung des Proben Puffers wird BSA zum Waschpuffer in einer
Endkonzentration von 1% w/v zugegeben.

Um das 10%ige Triton X-100 fiir die Gewebeextraktion zu erhalten werden 4 ml
des 25%igen Triton X-100 mit 6 ml gefiltertem deionisierten Wasser gemischt.
Zur Vorbereitung der Tris gepufferten Salzlosung (TBS) mit pH 8.5 wird eine
Packung TBS in 900 ml gefiltertem deionisierten Wasser gelost und nach
Auffiillung zu 1 Liter mit weiterem gefilterten deionisierten Wasser gut

durchmischt.
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Durchfiihrung

Die uPA/PAI-1 ELISA Testdurchfithrung mit Femtelle gliedert sich in zwei
Tage. Am ersten Tag werden die Mikrotiterstreifen in benotigter Menge in den
Halter eingelegt und mit je 100 ul der rekonstituierten uPA bzw. PAI-1
Standards, Kontrollen und verdiinnten Gewebeextrakt Proben in den mit uPA
bzw. PAI-1 Antikorpern beschichteten Vertiefungen versehen. Dabei werden

immer Doppelbestimmungen durchgefiihrt die sich in folgendem Schema

wiedergeben.
1 2
A S1 S1
B S2 S2
C S3 S3
D S4 S4
E S5 S5
F S6 S6
G P1 P1
H K1 K1

Tab. 3: Schema zur empfohlenen Verteilung der Proben (S= Standard; P= gewebeextrakt Probe; K= Kontrolle)

Nach dem Beschichten werden die Mikrotiterstreifen abgedeckt und bei +4°C in
feuchter Kammer inkubiert.

Am zweiten Tag wird der Inhalt aus den Mikrotiterstreifen verworfen und je 4x
mit Waschpuffer gewaschen. Es werden je 100 ul Detektionsantikdrper in die
uPA bzw. PAI-1 beschichteten Vertiefungen gegeben und wiederum nach
Abdeckung 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach erneutem Verwerfen des Inhaltes und viermaligem Waschen mit
Waschpuffer werden 2 ul des uPA bzw. PAI-1 Enzymkonjugates in 2 ml des
uPA bzw. PAI-1 Enzymkonjugat Verdiinners gegeben (pro Mikrotiterstreifen)

und je 100 pl des verdiinnten Enzymkonjugates in die entsprechenden
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2. Material und Methoden
Vertiefungen pipettiert. Nach erneutem Abdecken und Inkubation fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur werden die Inhalte verworfen und vier mal mit
Waschpuffer gewaschen. Nun wird 100 pul TMB Substratlosung in die
Vertiefungen gegeben und unter Abdeckung bei Raumtemperatur fiir 20
Minuten inkubiert. Es kommt zu einer Reaktion mit blauer Farbentwicklung, die
durch Zugabe von je 50 ul 0.5 N H2S04 gestoppt wird und zu einem gelben
Farbumschlag fiihrt. Jetzt wird innerhalb von 30 Minuten die Messung der
Extinktionswerte der Mikrotiterstreifen bei 450 nm in einem ELISA-Reader

(Titertek Multiskan MK II von Labsystems, Finnland) vorgenommen und

eingetragen.

Zusammenfassung des Verfahrens

Arbeitsschritte Inkubation
1. Zugabe der Standards, Kontrollen und Proben in die |min. 20 Std. bei 4°C
Mikrotiterstreifen

2. 4x Waschen 1 Std. bei RT
3. Zugabe des Detektionsantikorpers in die

Vertiefungen

4. 4x Waschen 1 Std. bei RT

5. Zugabe des Konjugates in die Vertiefungen
6. 4x Waschen 20 Min. be1 RT
7. Zugabe von Substratlosung in die Vertiefungen

8. Zugabe der Stopplosung in die Vertiefungen

9. Lesen der Platte bei 450 nm RT=Raumtemperatur 20-25°C

Tab. 4: Zusammenfassende Darstellung aller Arbeitsschritte
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Auswertung

Bezugspunkt fiir die Messwerte der Patientinnenproben ist eine Kurve, die
anhand der Koordination der Standardmesswerte erstellt wird. Hierbei wurden
die jeweils gemessenen Mittelwerte der sechs Einzel-Extinktionen (E=450nm)
auf der Y-Achse gegen die entsprechenden sechs Konzentrationen mit genau
definiertem uPA/PAI-1 Gehalt (ng/ml) auf der x-Achse aufgetragen.

Es ergab sich eine annihernd lineare Standardkurve. Uber die gemittelte
Extinktion der Kontrollen und Proben ist es moglich, die Konzentrationen
derselbigen direkt durch Computerberechnung (Programm Magellan von Tecan,
Deutschland) abzuleiten. AnschlieBend wurde iiberpriift, ob die bestimmten
Werte fiir die Kontrollen im angegebenen Referenzbereich lagen. Bei
Abweichen der doppelt gemessenen Werte voneinander um mehr als 10 Prozent

musste dieser Wert im nachsten Versuch neu ermittelt werden.

Falls die Konzentration der gemessenen Probe iiber dem Referenzbereich lag,
musste die Probe in weiteren Verdiinnungsschritten bestimmt werden.

Als weitere Verdiinnungsschritte wurden gewdhlt:

1:100/1:200 / 1:400 / 1:800 / 1:1600

Die gemessenen Konzentrationen mussten dann jeweils mit dem entsprechenden

Faktor multipliziert werden : 2/4/8/16/ 32

2.2.3. Gewebeaufbereitung

Das Gewebe wurde unmittelbar nach der operativen Entnahme in das
pathologische Labor gebracht, wo die Schnellschnittbegutachtung erfolgte. Das

fiir die Untersuchung benotigte Gewebe wurde vom Pathologen aus dem Tumor
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2. Material und Methoden
herauspriipariert, von umgebendem Fettgewebe befreit und sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren.

Zur Tumoraufbereitung wurden 100- 300 mg des eingefrorenen Gewebes
abgewogen und in einem Mikrodismembrator mittels einer Wolframkugel im
vorgekiihlten Teflon- Gefil 30 Sekunden bei 2000 U dismembriert. Das
pulverisierte Gewebe wurde anschlieBend in 1.8 ml 1:10 verdiinntem TBS-
Puffer und 0.2 ml 10%igem Triton X-100 resuspendiert, um eine 1%ige Triton-
X Losung zu erhalten. AnschlieBend wurde diese Losung iiber Nacht in einem
Schiittler bewegt. Die Abtrennung der Kernbestandteile erfolgte in einer
Ultrazentrifuge fiir 1 Stunde bei 25.000 Umdrehungen und 4°C. Das im
Uberstand enthaltene T umorzytosol wurde danach durch eine Gaze filtriert,

aliquotiert und bis zur weiteren Verarbeitung in fliissigem Stickstoff

eingefroren.

2.2.4. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Bio-Rad-Methode. Die Zytosole
wurden hierzu 1:20 mit BCA-Puffer [49,5ml TBS-Puffer und 0,5ml 10% Triton
X-100] vorverdiinnt und anschlieBend wurden 50ul in Mikrotiterplatten
pipettiert und mit je 200ul Farbreagenz von Pierce iiber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Dabei musste beachtet werden, das Triton X-100
andere Proteinbestimmungs-Tests stort und nur der BCA Protein Assay von
Pierce zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben empfohlen wird.
Die Messung und Auswertung erfolgte im ELISA-Reader bei 540nm mit dem

Computerprogramm Magellan der Firma Tecan.
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2.2.5. Bestimmung der Hormonrezeptoren

Die Bestimmung des Steroidhormonrezeptor-Status erfolgte durch Auswertung

der Akten der Patientinnen.

2.2.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung aller gesammelten Daten erfolgte mit dem
Statistikprogramm SPSS fiir Windows im Release 11.0.1 der Firma SPSS Inc.,
1989-2001 in Zusammenarbeit mit LEADTOOLS ©1991-2000, der Firma
LEAD Technologies, Inc.

Mit Hilfe dieses Programms konnte der Zusammenhang zwischen uPA, bzw.
PAI-1 mit anderen Prognosefaktoren anhand des Chi- Quadrat- Testes ermittelt

werden.

2.2.7. Festlegung der optimalen Cut-Off- Werte

Um die prognostische Bedeutung von uPA und PAI-1 untersuchen zu konnen,
bedarf es eines sinnvollen Cut-Off- Wertes, welcher es ermoglicht, zwischen
einer Gruppe von Patientinnen mit erhohten Werten und einer Gruppe mit
niedrigen Werten zu unterscheiden. Die Gruppe von Patientinnen, welche einen
erhohten Gehalt an uPA und/oder PAI-1 im Tumorzytosol aufweisen und
dadurch eine signifikant geringere Heilungswahrscheinlichkeit, bzw. ein
erhohtes Metastasierungsrisiko und ein verkiirztes Gesamtiiberleben, sowie

einen signifikant groBeren Nutzen von einer adjuvanten Chemotherapie hitten;
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stehen dabei den Patientinnen mit niedrigem Gehalt an uPA/PAI-1 gegeniiber,
welche nach 5 Jahren eine 96%ige Uberlebenswahrscheinlichkeit haben.
Wihrend Patientinnen mit hohem uPA/PAI-1 Gehalt nur zu etwa 88% die ersten
5 Jahre iiberleben. Dabei hat sich in einer groBen multizentrisch prospektiv
randomisierten Therapiestudie ,,Chemo-NO*“ gezeigt, dass zur Unterscheidung
zwischen guter und schlechter Prognose der Cut-Off- Wert fiir uPA mit 3 ng/ug
Protein im Tumozytosol festzulegen wire und der Cut-Off-Wert fiir PAI-1 bei

14 ng/ug Protein im Tumorzytosol anzusetzen ist [31, 32, 48].
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3.1. Dateniiberblick

Von den urspriinglich ausgewéhlten 250 Patientinnen konnten nur 243 in die
Untersuchungen mit einbezogen werden, da zu 7 Patientinnen trotz intensiver
Recherche kein Follow-Up erstellt werden konnte. In 143 Fillen wurde eine
adjuvante Hormontherapie und in 54 Fillen eine adjuvante Chemotherapie,
teilweise auch eine doppelte Therapie veranlasst. 60 Patientinnen erhielten keine
adjuvante Therapie. Die mediane Nachbeobachtungszeit betrigt 86 Monate. Von
den 243 in die Untersuchung eingeschlossenen Patientinnen erlitten 50
Patientinnen ein Rezidiv. Es verstarben insgesamt 43 Patientinnen.

Den Dateniiberblick der aufgenommenen Daten zu den 243 in die Untersuchung
einbezogenen Patientinnen und ihre entsprechenden Werte gibt Tabelle 5 noch

einmal zusammenfassend wieder.

Prozentualer
Anzahl Anteil (jew. am
Gesamtkollektiv)
150 Jahre 70 28,8 %
Alter
> 50 Jahre 173 71,2 %
Ablatio 80 32,9 %
Operationsart
BET 163 67,1 %
Tumorgrofle <2cm 82 33,7 %
2-5cm 153 63,0 %
>5cm 6 2,5 %
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Mit Befall der

Haut, bzw. 2 0,8 %

Muskulatur

Nicht bestimmt |8 3,2 %

Gl (Gut differenziert) 48 19,8 Yo
Grading e

G I e 106 43,6 %

differenziert)

GIII (Undifferenziert) 81 33,3 Y%
. Positiv 189 77,8 %
Ostrogenrezeptorstatus

Negativ 54 22,2 %

Positiv 191 78,6 %
Progesteronrezeptorstatus

Negativ 52 21,4 %

Keine 100 41,2 %
Adj. Hormontherapie Tamoxifen 136 56,0 %

Zoladex 7 2,9 %

Keine 189 77,8 %

CMF 49 20,2 %
Adj. Chemotherapie

4xEC 4 1,6 %

FEC/FAC 1 0,4 %

Kein Rezidiv 193 79.4 %
Rezidivstatus

Rezidiv 50 20,6 %

Lebend 200 82,3 %
Vitalstatus

Verstorben 43 17,7 %
Insgesamt 243 100 %

Tab. 5: Gesamtiibersicht der erfassten Follow-Up Daten
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3.2. Untersuchungen zu uPA

3.2.1. Darstellung der uPA- Konzentrationen im Tumorzytosol der Patientinnen

Die uPA- Konzentrationen in dem untersuchten Kollektiv (n=243) lagen
zwischen 0,03 und 22,90 ng/ug Protein. Mit dem festgelegten Cut-Off Wert von
3 ng/ug Protein fiir uPA ergab sich ein Median von 1,48 ng/ug Protein fiir die
Patientinnen mit uPA- Werten unter dem Cut-Off und ein Median von 4, 98
ng/ug Protein in der Gruppe von Patientinnen mit uPA- Werten tiber dem Cut-

Off (Diagramm 1).

15

104

:

UPA im Tumorzytosol [ng/ug Protein]

N= 1;7 9;5
Niedrigrisikogruppe Hochrisikogruppe

Diagramm 1: Box-Plot Darstellung der Konzentrationen von uPA der Patientinnen im Kollektiv
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3.2.2. Zusammenhang zwischen uPA und etablierten Prognosefaktoren

A) Korrelation von uPA und der Tumorgrof3e

Bei dem Vergleich zwischen den uPA Konzentrationen im Tumorzytosol und

der TumorgroBe der Patientinnen ergibt sich in diesem Kollektiv kein Hinweis

auf eine signifikante Beziehung (p=0,2) (Tabelle 6).

Patientinnen |Patientinnen
Signifikanz
Anzahl mit uPA > |mituPA []
nach
Patientinnen |3 ng/ug 3 ng/ug
Fischer
(Prozent) (Prozent)
TumorgroBle
Stadium pT 1+2 |82 27 (32,9%) |55 (67,1%)
Stadium pT 3+4 [161 69 (42,9%) (92 (57,1%) |p=0,2
Gesamt |243 96 (39,5%) |147 (60,5%)

Tab. 6: Kreuztabelle zwischen Tumorgrofle und Patientinnengruppen von uPA
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B) Korrelation von uPA mit dem Tumorgrading

Es konnte in diesem Kollektiv ebenfalls keine signifikante Korrelation zwischen

den uPA-Tumorzytosolkonzentrationen und dem Tumor Grading gezeigt

werden. So gibt es eine anndhernd gleiche Verteilung der Patientinnen mit

Tumor Grading 3 in beiden Gruppen und fiir ein Tumor Grading 1 und 2 zeigt

sich ein leicht erhohter Anteil bei den Patientinnen mit niedrigen uPA- Werten

(vgl. Tabelle 7).

Patientinnen |Patientinnen
Signifikanz
Anzahl mit uPA mit uPA
nach
Patientinnen |> 3 ng/ug 13 ng/ug
Fischer
(Prozent) (Prozent)
Grading
nicht bestimmt 8 4 (50%) 4 (50%)
Tumor Grad 1+2 |154 55 (35,7%) |99 (64,3%)
Tumor Grad 3 81 39 (48,1%) (42 (51,9%) |p=0,27
Gesamt 243 96 (39,5%) |147 (60,5%)

Tab. 7: Kreuztabelle zwischen Tumor- Grading und Patientinnengruppen von uPA
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C) Korrelation von uPA und dem Patientenalter

Die Tabelle 8 zeigt, dass es in diesem Kollektiv keine signifikanten
Korrelationen zwischen dem Patientenalter und der Konzentration von uPA im

Tumorzytosol gibt. In beiden Altersgruppen weisen 40% der Patientinnen

erhohte uPA- Werte auf..

Patientinnen |Patientinnen
Anzahl mit uPA mit uPA Signifikanz
Patientinnen |> 3 ng/ug 13 ng/ug nach Fischer
(Prozent) (Prozent)
Alter
unter 50 Jahre |70 28 (40%) 42 (60%)
ab 50 Jahre 173 68 (39,3%) |105 (60,7%) |p=0,52
Gesamt (243 96 (39,5%) |147 (60,5%)

Tab. 8: Kreuztabelle zwischen Alter der Patientinnen und Patientinnengruppen von uPA
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D) Korrelationen zwischen uPA und dem Hormonrezeptorstatus

Der Hormonrezeptorstatus wurde im Kollektiv jeweils in Progesteron- und
Ostrogenrezeptorstatus unterschieden. Tabelle 9 gibt die nicht signifikanten
Korrelationen zwischen uPA- Konzentration im Tumorzytosol und dem
Progesteronrezeptorstatus des Kollektivs wieder, wobei ein GroBteil der
Patientinnen einen positiven Rezeptorstatus hat und zur Gruppe der Patientinnen
mit niedrigen uPA-Werten gehort. In Tabelle 10 ergibt sich die nicht
signifikante Korrelation zwischen dem Ostrogenrezeptorstatus und der uPA-
Konzentration im Tumorzytosol des Kollektivs, wobei die Verteilung hier ganz
dhnlich der des Progesteron-Rezeptorstatus ist und ein GroBteil der Patientinnen
Ostrogenrezeptorpositiv ist und ebenfalls der Gruppe Patientinnen mit niedrigen

uPA-Werten angehort.

Patientinnen |Patientinnen
Signifikanz
Anzahl mit uPA mit uPA
nach
Patientinnen |> 3 ng/ug 13 ng/ug
Fischer
(Prozent) (Prozent)
Progesteronrezeptor
negativ |52 25 (48,1%) |27 (51,9%)
positiv [ 191 71 (37,2%) [120 (62,8%) |p=0,1
Gesamt |243 96 (39,5%) |147 (60,5%)

Tab. 9: Kreuztabelle zwischen Progesteronrezeptorstatus und Patientinnengruppen von uPA
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Patientinnen |Patientinnen
Signifikanz
Anzahl mit uPA mit uPA
nach
Patientinnen |> 3 ng/ug 13 ng/pug
Fischer
(Prozent) (Prozent)
Ostrogenrezeptor
negativ |54 25 (46,3%) 29 (53,7%)
positiv 189 71 (37,6%) 118 (62,4%) |p=0,16
Gesamt (243 96 (39,5%) 147 (60,5%)

Tab. 10: Kreuztabelle zwischen Ostrogenrezeptorstatus und Patientinnengruppen von uPA
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3.2.3. Korrelation von uPA zum rezidivfreien und Gesamtiiberleben

A) Rezidivfreies Intervall

Es zeigt sich bei der Betrachtung der Kaplan- Meier Kurven des rezidivireien

Intervalls der beiden Patientinnengruppen des uPA ein signifikant verkiirztes

rezidivfreies Intervall fiir Patientinnen mit erh6hten uPA- Werten (p=0,012 nach

Log-Rank Test) (Diagramm 2). Nach einem Betrachtungszeitraum von ca. 10

Jahren sind nur noch 55%

der Patientinnen mit erhohten uPA-

Werten

rezidivfrei (kumulierte Rezidivfreiheit von 0,55) im Gegensatz zu mehr als 80%

der Patientinnen mit niedrigen uPA- Werten.

1,1

Kum. Rezidivfreiheit

1,019

uPA Risikogruppen

0 Patientinnen mit uPA >3
ng/ug

Patientinnen mit uPA (13
ng/ug

80
60

40

20 100

Rezidivfreies Intervall in Monaten

Diagramm 2: Kaplan-Meier Kurve zum rezidivfreien Intervall der uPA Patientinnengruppen
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B) Korrelation von uPA zum Uberleben nach 3 Jahren

Nach 3 Jahren zeigt sich in der Kaplan- Meier Kurve kein signifikanter
Unterschied im Gesamtiiberleben der Gruppe von Patientinnen mit uPA- Werten
tiber dem Cut-Off zu denen der Gruppe mit uPA- Werten unter oder gleich dem
Cut-Off (Diagramm 3). So enden beide Kurven mit einer

Uberlebenswahrscheinlichkeit von 98% bzw. 97% nach 3 Jahren.

1,1
91
c 81 UPA Risikogruppen
o -
) 7 O Patientinnen mit uPA > 3
o ng/ug
o
) 6
E‘ , o Patientinnen mit uPA 13
= ng/ug
SR

6 12 18 24 30 36

Gesamtliberleben in Monaten

Diagramm 3: Kaplan-Meier Kurve zum Uberleben der uPA Patientinnengruppen nach 3 Jahren
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C) Korrelation von uPA zum Uberleben nach 5 Jahren

Uber einen Betrachtungszeitraum von 5 Jahren zeigt sich jedoch schon ein
Absinken der Kurve fiir die Patientinnen mit erhohten uPA- Werten. Sie haben
nur noch eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 89% gegeniiber den
Patientinnen mit niedrigen uPA- Werten die nach 5 Jahren eine Uberlebens-

wahrscheinlichkeit von 91% besitzen (Diagramm 4).

Patientinnen mit uPA 13
5 ng/pg

6 18 30 42 54
12 24 36 48 60

c 81 UPA Risikogruppen
P -
E 0 Patientinnen mit uPA >3
5 ] nglng
Q
Hae ) -
. 61
1S
=}
X

Gesamtiberleben in Monaten

Diagramm 4: Kaplan-Meier Kurve zum Uberleben der uPA Patientinnengruppen nach 5 Jahren
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3. Ergebnisse

D) Korrelation von uPA zum Gesamtiiberleben nach 12 Jahren

Nach einem Beobachtungszeitraum von 5 Jahren (60 Monaten) zeigt sich eine
deutlich erhohte Sterblichkeit der Patientinnen mit uPA- Werten iiber 3ng/pug im
Tumorzytosol gegeniiber den Patietinnen mit uPA-Werten kleiner oder gleich
3ng/ug im Tumorzytosol. Uber den Gesamtverlauf der Studie betrachtet, mit
einer maximalen Nachbeobachungszeit von 11,84 Jahren, zeigt sich ein
signifikant schlechteres Uberleben fiir die Patientinnen mit erhohten uPA-

Werten (p=0,03, Log-Rank Test) (vgl. Diagramm 5).
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Diagramm 5: Kaplan-Meier Kurve zum Gesamtiiberleben der uPA Patientinnengruppen innerhalb der Studie
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3. Ergebnisse

3.3. Untersuchungen zu PAI-1

3.3.1. Darstellung der PAI-1- Konzentrationen im Tumorzytosol der

Patientinnen

Die PAI-1- Konzentrationen im Tumorzytosol des untersuchten Kollektivs
(n=243) lagen zwischen 0,02 und 142,45 ng/ug Protein (als Extrem). Bei dem
Festgesetzten Cut-Off Wert von 14 ng/ug Protein ergab sich fiir die Gruppe von
Patientinnen mit PAI-1- Werten unter dem Cut-Off ein Median von 6,66 ng/ug
Protein und ein Median von 25,02 ng/ug Protein in der Gruppe von Patientinnen

mit PAI-1- Werten iiber dem Cut-Off (Diagramm 6).
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Diagramm 6: Box-Plot Darstellung der Konzentrationen von PAI-1 in den Patientinnengruppen
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3. Ergebnisse

3.3.2. Zusammenhang zwischen PAI-1 und etablierten Prognosefaktoren

A) Korrelation von PAI-1 mit der Tumorgrofe

Die Konzentrationen des PAI-1 im Tumorzytosol der Patientinnen des

Kollektivs zeigten eine signifikante Korrelation von p=0,02 (nach Fischer).

Patientinnen mit der TumorgroBe pT 3 und 4 zeigen dabei hohere PAI-1-

Konzentrationen (im Median 20,92 ng/ug Protein) als Patientinnen mit den

Stadien pT 1 und 2 (Konzentration im Median 12,42 ng/ug Protein) (vgl.

Tabelle 11).

Patientinnen |Patientinnen
Signifikanz
Anzahl mit PAI-1 mit PAI-1
nach
Patientinnen |> 14 ng/ug |14 ng/ug
Fischer
(Prozent) (Prozent)
Tumorgrofe
Stadium pT 1+2 |82 22 (26,8%) |60 (73,2%)
Stadium pT 3+4 | 161 76 (47,2%) |85 (52,8%) |p=0,02
Gesamt |243 98 (40,3%) |145 (59,7%)

Tab. 11: Kreuztabelle zwischen Tumorgrée und Patientinnengruppen von PAI-1
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3. Ergebnisse

B) Korrelation von PAI-1 mit dem Tumorgrading

Es zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen PAI-1- Werten und

Grading (p=0,043). Die Patientinnen mit undifferenzierten Tumoren (Grading 3)

haben mit einem Median von 15,15 ng/ug Protein hohere PAI-1- Werte als

Patientinnen mit differenzierteren Tumoren (Grading 1 und 2), die einen Median

von 10,0 ng/ug Protein aufzeigen (Tabelle 12).

Patientinnen |Patientinnen
Signifikanz
Anzahl mit PAI-1 mit PAI-1
nach
Patientinnen |> 14 ng/ug |[114 ng/ug
Fischer
(Prozent) (Prozent)
Grading
nicht bestimmt 8 4 (50%) 4 (50%)
Tumor Grad 1+2 |154 53 (34,4%) |101 (65,5%)
Tumor Grad 3 81 41 (50,6%) |40 (49,4%) |p=0,043
Gesamt 243 98 (40,3%) |[145 (59,7%)

Tab. 12: Kreuztabelle zwischen Tumor Grading und den Patientinnengruppen von PAI-1
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3. Ergebnisse

C) Korrelation von PAI-1 zum Patientenalter

Es ldsst sich in diesem Kollektiv keine signifikante Beziehung zwischen dem

Patientenalter und den Konzentrationswerten von PAI-1 im Tumorzytosol der

Patientinnen nachweisen (Tabelle 13). Der GrofBteil der Patientinnen gehort

dabei der Altersgruppe iiber 50 Jahren an, und gehort zur Gruppe von

Patientinnen mit PAI-1- Werten kleiner oder gleich dem Cut-Off.

Patientinnen |Patientinnen

Anzahl mit PAI-1 mit PAI-1 [J]Signifikanz

Patientinnen |> 14 ng/ug |14 ng/ug nach Fischer
(Prozent) (Prozent)

Alter
unter 50 Jahre 70 33 (47,1%) |37 (52,9%)
ab 50 Jahre 173 65 (37,6%) |108 (62,4%) |p=0,11
Gesamt 243 98 (40,3%) |145 (59,7%)

Tab. 13: Kreuztabelle zwischen Patientinnenalter und Patientinnengruppen von PAI-1
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D) Korrelationen zwischen PAI-1 und dem Hormonrezeptorstatus

Es wurde 1in diesem Kollektiv jeweils zwischen Progesteron- und
Ostrogenrezeptorstatus unterschieden. Tabelle 14 gibt die nicht signifikanten
Korrelationen (p=0,13) zwischen der PAI-1 Konzentration im Tumorzytosol und
dem Progesteronrezeptorstatus des Kollektivs wieder. Ein positiver oder
negativer Progesteronrezeptorstatus ist somit nicht mit der Zugehorigkeit zu
einer der Patientinnengruppen von PAI-1 korreliert. Aus Tabelle 15 ergibt sich
die ebenfalls nicht signifikante Korrelation zwischen der PAI-1 Konzentration

im Tumorzytosol des Kollektivs und dem Ostrogenrezeptorstatus.

Patientinnen |Patientinnen
Signifikanz
Anzahl mit PAI-1 mit PAI-1
nach
Patientinnen |> 14 ng/ug |[114 ng/ug
Fischer
(Prozent) (Prozent)
Progesteronrezeptor
negativ 52 25 (48,1%) |27 (51,9%)
positiv 191 73 (38,2%) |118 (61,8%) |p=0,13
Gesamt 243 98 (40,3%) |145 (59,7%)

Tab. 14: Kreuztabelle zwischen Progesteronrezeptorstatus und Patientinnengruppen von PAI-1
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3. Ergebnisse

Patientinnen |Patientinnen
Signifikanz
Anzahl mit PAI-1 mit PAI-1
nach
Patientinnen |> 14 ng/ug |[114 ng/ug
Fischer
(Prozent) (Prozent)
Ostrogenrezeptor
negativ |54 27 (50%) 27 (50%)
positiv | 189 71(37,6%) |118(62,4%) |p=0,07
Gesamt [243 98(40,3%) |145 (59,7%)

Tab. 15: Kreuztabelle zwischen Ostrogenrezeptorstatus und Patientinnengruppen von PAI-1
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3. Ergebnisse

3.3.3. Korrelation von PAI-1 zum rezidivfreien und Gesamtiiberleben

A) Rezidivfreies Intervall

In der Kaplan- Meier Kurve zum rezidivfreien Intervall der Patientinnen-
gruppen von PAI-1 zeichnet sich eine verringerte kumulierte Rezidivfreiheit der
Patientinnen mit erhShten PAI-1- Werten gegeniiber den Patientinnen mit
niedrigen PAI-1- Werten ab. Diese ist nach Log-Rank Test jedoch nicht
signifikant (p=0,061) (Diagramm 7). Obwohl nach ca. 36 Monaten eine
deutliche Mehrheit der Gruppe von Patientinnen mit PAI-1-Werten iiber dem
Cut-Off ein Rezidiv erlitten haben und sich dieser Trend im weiteren

Beobachtungsverlauf eindeutig fortsetzt.
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Diagramm 7: Kaplan- Meier Kurve zum Rezidivfreien Intervall der Patientinnengruppen von PAI-1

44



3. Ergebnisse

B) Korrelation von PAI-1 zum Uberleben nach

3 Jahren

Die Kaplan-Meier Kurve zeigt bei der Betrachtung des Uberlebens zwischen

den beiden Patientinnengruppen von PAI-1 keine signifikanten Abweichungen

im Verlauf der ersten 3 Jahre (Diagramm 8). Beide Patientinnengruppen zeigen

nach einem Beobachtungszeitraum

Uberlebenswahrscheinlichkeit von etwa 97%.

von 36 Monaten

eine
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Diagramm 8: Kaplan-Meier Kurve zum Uberleben der Patientinnengruppen von PAI-1 nach 3 Jahren
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3. Ergebnisse

C) Korrelation von PAI-1 zum Uberleben nach 5 Jahren

Die Kaplan-Meier Kurven zum Uberleben iiber einen Verlauf von 5 Jahren
zeigen fiir die Patientinnen mit PAI-1- Werten iiber dem Cut-Off mit 86% eine
deutlich niedrigere Uberlebenswahrscheinlichkeit als fiir die Patientinnen mit
PAI-1- Werten kleiner oder gleich dem Cut-Off, die eine

Uberlebenswahrscheinlichkeit von 94% zeigen (Diagramm 9).

" PAI-1 Risikogruppen

O Patientinnen mit PAI-1 >
14 ng/ug

B Patientinnen mit PAI-1 [J
14 ng/pg

Kum. Uberleben
N

6 18 30 42 54
12 24 36 48 60

Gesamtiiberleben in Monaten

Diagramm 9: Kaplan-Meier Kurve zum Uberleben der Patientinnengruppen von PAI-1 nach 5 Jahren
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3. Ergebnisse

D) Korrelation von PAI-1 zum Gesamtiiberleben nach ca. 12 Jahren

Uber den Gesamtzeitraum der Studie von maximal 11,84 Jahren betrachtet,
zeichnet sich mit 63% weiter ein deutlich niedrigeres kumuliertes
Gesamtiiberleben der Patientinnen mit erhohten PAI-1-Werten gegeniiber den
Patientinnen mit niedrigen PAI-1- Werten, die ein kumuliertes Gesamtiiberleben
von 78% zeigen, ab. Dennoch ldsst sich fiir die Patientinnengruppen von PAI-1
keine Signifikanz nach Log-Rank Test im Gesamtiiberleben nachweisen (p=

0,07) (vgl. Diagramm 10).
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Diagramm 10: Kaplan-Meier Kurve zum Gesamtiiberleben der Patientinnengruppen von PAI-1 innerhalb der

Studie

47



3. Ergebnisse

3.4. Zusammengenommene Betrachtung von uPA und PAI-1

A) Korrelation der Faktoren uPA und PAI-1

Es ergab sich fiir das Patientinnenkollektiv eine sehr hohe Korrelation (p<0,001)

zwischen uPA und PAI-1. 67,7% der Patientinnen mit hohen uPA- Werten

weisen auch hohe PAI-1- Werte auf. 78,2% der Patientinnen mit niedrigen uPA-

Werten haben gleichzeitig niedrige PAI-1- Werte (vgl. Tabelle 16). Um die

Vergleichbarkeit zu Gewdhrleisten werden die 63 Patientinnen, die jeweils

gemischte Werte aufweisen in den weiteren Betrachtungen nicht beriicksichtigt.

Patientinnen | Patientinnen
- : . : Signifikanz
Anzahl mit PAI-1 mit PAI-1 g
Werten iiber | Werten unter nach
Patientinnen
dem Cut-Off |dem Cut-Off | Fjscher
(Prozent) (Prozent)
UPA Tumorzytosol-
konzentration
Unter dem Cut-Off 147 32 (21,8%) | 115 (78,2%)
Uber dem Cut-Off 96 65 (67,7%) |31 (32,3%) p<0,001
Gesamt 243 97 (39,3%) |146 (60,7%)

Tab. 16: Kreuztabelle zwischen den Patientinnengruppen von uPA und den Patientinnengruppen von PAI-1
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B) Korrelation von uPA und PAI-1 mit der Tumorgrof3e

3. Ergebnisse

Bei der zusammengenommenen Betrachtung von uPA und PAI-1 und der

TumorgroBe der Patientinnen zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang

zwischen geringer TumorgroBe und niedrigen uPA- und PAI-1- Werten

(p=0,008) (vgl. Tabelle 17).

Patientinnen | Patientinnen
: : Signifikanz
Anzahl mit uPA & mit uPA & g
PAI-1 Werten |PAI-1 Werten |nach
Patientinnen | _
liber dem Cut- | unter dem Cut- | Fischer
Off (Prozent) |Off (Prozent)
Tumorgrofe
Stadium pT 1+2 |59 13(22,0%) |46 (78,0%)
Stadium pT 3+4 [121 52(43,0%) |69 (57,0%) |p=0,008
Gesamt |180 65(36,1%) |115 (63,9%)

Tab. 17: Kreuztabelle zwischen Tumorgrée und den Patientinnengruppen von uPA/PAI-1
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3. Ergebnisse

C) Korrelation von uPA und PAI-1 zum Grading

Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen Grading und uPA- und PAI-1-
Werten. Niedrige uPA- und PAI-1- Werte treten gehduft bei differenzierteren
Tumoren Grading 1 und 2 auf (69%), hohe uPA- und PAI-1- Werte eher bei
Patientinnen mit undifferenzierten Tumoren (Grading 3) (52,2%) (p=0,047).

Tabelle 18 verdeutlicht noch einmal die signifikanten Beziehungen.

Patientinnen | Patientinnen
- : Signifikanz
Anzahl mit uPA & mit uPA & g
PAI-1 Werten |PAI-1 Werten |nach
Patientinnen | _
tiber dem Cut- |unter dem Cut- | Figcher
Off (Prozent) |Off (Prozent)
Grading
nicht bestimmt 4 1 (25%) 3(75%)
Tumor Grad 1+2 |[114 34 (29,8%) |80 (70,2%)
Tumor Grad 3 62 30 (48,4%) |32 (51,6%) |p=0,047
Gesamt 180 65 (36,1%) |115 (63,9%)

Tab. 18: Kreuztabelle zwischen Tumor Grading und den Patientinnengruppen von uPA/PAI-1
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D) Korrelation von uPA und PAI-1 zum Patientenalter

Das Patientinnenalter zeigt auch bei der zusammengefassten Betrachtung beider
Patientinnengruppenzugehorigkeiten keine signifikanten Beziehungen zwischen
der Altersgruppe unter fiinfzig Jahren oder dariiber, und der

Patientinnengruppenzugehorigkeit (Tabelle 19).

Patientinnen | Patientinnen
Ja— mituPA &  |mituPA &  |Signifikanz
PAI-1 Werten |PAI-1 Werten |nach
Patientinnen tiber dem Cut- |unter dem Cut- | Figcher
Off (Prozent) |Off (Prozent)
Alter
unter 50 Jahre |57 24 (42,1%) |33 (57,9%)
ab 50 Jahre 123 41 (33,3%) |82 (66,7%) |p=0,16
Gesamt | 180 65 (36,1%) |115 (63,9%)

Tab. 19: Kreuztabelle zwischen Patientinnenalter und den Patientinnengruppen von uPA/PAI-1
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E) uPA und PAI-1 zum Hormonrezeptorstatus

Es ergibt sich auch bei zusammengenommener Betrachtung der

Patientinnengruppenzugehorigkeiten keine signifikante Beziehung zwischen
dem Hormonrezeptorstatus und der Zugehorigkeit zu einer Patientinnengruppe
von uPA und PAI-1. Es zeigen gleich viele Patientinnen aus der Gruppe der
Patientinnen mit hohen uPA und PAI-1 Werten, wie auch Patientinnen die in
beiden = Faktoren  niedrige = Werte  aufweisen  einen  negativen
Progesteronrezeptorstatus und es weisen sogar mehr Patientinnen mit niedrigen
Werten in beiden Faktoren einen positiven Rezeptorstatus auf als die Gruppe der
Patientinnen die bei beiden Faktoren hohe Werte zeigen (vgl. Tabelle 20 und

Tabelle 21).

Patientinnen Patientinnen
~ - Signifikanz
Anzahl mit uPA & mit uPA &
PAI-1 Werten |PAI-1 Werten |nach
Patientinnen |
liber dem Cut- |unter dem Cut- | Figcher
Off (Prozent) | Off (Prozent)
P rogesteronrezeptor
negativ. |40 19 47,5%) |21 (52,5%)
positiv 140 46 (32,9%) |94 (67,1%) |p=0,10
Gesamt |180 65 (36,1%) |115 (63,9%)

Tab. 20: Kreuztabelle zwischen Progesteronrezeptorstatus und den Patientinnengruppen von uPA/PAI-1
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Patientinnen | Patientinnen
Jy— mituPA & |mituPA & | Signifikanz
PAI-1 Werten |PAI-1 Werten |nach
Patientinnen liber dem Cut- | unter dem Cut- | Fischer
Off (Prozent) |Off (Prozent)
Ostrogenrezeptor
negativ |40 19(47,5%) |21 (52,5%)
positiv | 140 46(32,9%) |94 (67,1%) |p=0,10
Gesamt |180 65(36,1%) |115 (63,9%)

Tab. 21: Kreuztabelle zwischen Ostrogenrezeptorstatus und den Patientinnengruppen von uPA/PAI-1
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3. Ergebnisse

F) Korrelation von uPA und PAI-1 zum rezidivfreien und Gesamtiiberleben

a) Rezidivfreies Intervall

Fiir die Betrachtung des rezidivfreien Intervalls zeigt sich ein deutlich lingeres
rezidivfreies Intervall fiir Patientinnen mit niedrigen uPA- und PAI-1- Werten
im Vergleich zu Patientinnen mit hohen uPA- und PAI-1- Werten (p=0,009). So
zeigt sich nach einem Nachbeobachtungszeitraum von etwa zehn Jahren bei
58% der Patientinnen mit hohen uPA- und PAI-1- Werten Rezidivfreiheit,
wohingegen 82% der Patientinnen mit niedrigen uPA- und PAI-1- Werten

rezidivfrei sind (Diagramm 11).
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Diagramm 11: Kaplan-Meier Kurve zum Rezidivfreien Intervall der Patientinnengruppen von uPA/PAI-1

innerhalb der Studie
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3. Ergebnisse

b) Korrelation von uPA und PAI-1 zum Gesamtiiberleben

Ebenso fiir das Gesamtiiberleben zeigt sich ein Zusammenhang zwischen uPA
und PAI-1 und Uberlebenszeit (p=0,019). Nach 10 Jahren leben noch 86% der
Patientinnen mit niedrigen uPA- und PAI-1- Werten im Gegensatz zu 60% der

Patientinnen mit hohen uPA- und PAI-1- Werten (Diagramm 12).
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Diagramm 12: Kaplan-Meier Kurve zum Gesamtiiberleben der Patientinnengruppen von uPA/PAI-1 innerhalb

der Studie
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4. Diskussion

4.1. Datenerfassung

Allgemein sind auf Grund der groBen Datenmengen Ubertragungsfehler von den

Fragebogen in das Datenerfassungsprogramm nicht auszuschlie3en.

4.2. Methodische Probleme

Die vorliegende Untersuchung wurde an Tumorzytosolen durchgefiihrt. Dafiir
ist zundchst das FEinhalten einer liickenlosen Kiihlkette von der
Gewebeentnahme iiber die Gewebeaufarbeitung bis zur definitiven Bestimmung
der Proteasenkonzentration im Zytosol Voraussetzung. Dieses war wihrend
dieser Arbeit gewihrleistet. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Art der
Gewebeaufschliisselung, da die Materialausbeute entscheidend hiervon abhéngt.
So findet man bei Verwendung des Detergens Triton X-100 im Median doppelt
so viel uPA wie in der Triton-freien Zytosolfraktion. 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 [49]. Hieraus ergeben
sich zunéchst unterschiedliche Cut-Off- Werte fiir beide Extraktionsarten. Noch
wichtiger ist jedoch die Tatsache, dass die prognostische Information des uPA
trotz Anpassung des Cut-Off- Wertes in der Tritonfraktion hoher ist als im
Tumorzytosol. Der prognostische Wert vom PAI-1 bleibt hingegen von der
Wahl der Extraktionsmethode weitgehend unbeeinflusst [49, 50] und erwies sich
in anderen Untersuchungen bei zunehmender Nachbeobachtungszeit als der

stiarkste Faktor des Proteasensystems [51-53].
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4.3. Grenzwerte

Die festgelegten Grenzwerte von uPA bei 3 ng/ug Protein im Tumorzytosol und
von PAI-1 bei 14 ng/ug Protein im Tumorzytosol dienen zur Unterteilung der
gemessen Patientenwerte in Gruppen. So lassen sich fiir beide Faktoren eine
Gruppe von Patientinnen mit hohen Werten und eine Gruppe von Patientinnen
mit niedrigen Werten erstellen, was der Zuordnung zu einer Risikogruppe
entspricht. Da gerade fiir die Patientinnen, die zum Zeitpunkt der Operation
noch keinen histologisch nachzuweisenden Lymphknotenbefall aufweisen, eine
Risikoabschidtzung von besonderer Gewichtung ist, bedarf es fiir sie
zuverldssiger Prognosefaktoren als Voraussetzung fiir eine risikoadaptierte
adjuvante Therapie. Oder gar, da etwa 70% aller nodalnegativen
Mammakarzinompatientinnen allein durch die chirurgische MaBBnahme geheilt
sind, die komplette Unterlassung einer weiterfilhrenden adjuvanten Therapie
[56].

Im Gegensatz dazu stehen die Patientinnen, die den Gruppen mit erhohten
Werten angehoren. Sie haben ein deutlich erhohtes Risiko eines Rezidives nach
der operativen Therapie und werden so von einer weiteren adjuvanten Therapie,
wie etwa einer Chemotherapie, profitieren.

In einer randomisierten, multizentrischen Studie zum nodalnegativen
Mammakarzinom die zwischen 1993 und 1999 an 13 deutschen Hochschulen,
sowie einer Slowenischen durchgefiihrt worden sind, wurden Patienten mit
hohen uPA- und/oder PAI-1 Werten, die mittels handelsiiblicher ELISA- Tests
aus primidrem Tumorgewebe bestimmt wurden, entweder einer adjuvanten

Therapie mit CMF oder nur der Beobachtung zugewiesen [57]. Diese erste
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4. Diskussion
gestaffelte Analyse bestitigte die unabhiingige prognostische Bedeutung von
uPA- und/oder PAI-1 fiir das rezidivfreie Uberleben, und bestitigte die vorher
optimierten Cut-Off- Werte fiir uPA (3ng/pug) und PAI-1 (14ng/ug), die zur

Unterteilung zwischen hohen und niedrigen Werten benutzt wurden [56].

4.4. Prognostische Bedeutung von uPA/PAI-1

A) uPA/PAI-1 im Zusammenhang mit etablierten Prognosefaktoren

Die Fihigkeit eines Tumors zu wachsen und zu metastasieren ist deutlich von
Proteasesystemen, wie dem Plasminogen Aktivator System, abhidngig. Das
Plasminogen Aktivator System schlieBt den Urokinase Plasminogen Aktivator
(uPA) und den Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ 1 (PAI-1), unter anderen
weiteren Molekiilen in sich ein und beide Faktoren haben sich mittlerweile
neben den Standardfaktoren wie TumorgroBe, Patientenalter,
Hormonrezeptorstatus und Tumorgrading als prognostische Faktoren fiir
Patienten mit Brustkrebs etabliert. Da die Relevanz dieser zuletzt genannten
Faktoren mittlerweile hinlinglich betrachtet wurde, wurde in dieser Arbeit
untersucht, ob uPA und/oder PAI-1 in Relation zu einem oder mehrerer dieser
Faktoren zu bringen ist. Und es zeigte sich, dass die Zugehorigkeit der
Patientinnen zu einer der Patientinnengruppen von uPA mit keinem der weiteren
Prognosefaktoren in einer statistisch signifikanten Beziehung steht (p>0,1). Fiir
die Zugehorigkeit zu den Patientinnengruppen von PAI-1 hingegen, zeigte sich
fir die Relation zur Tumorgrofe, sowie zum Tumorgrading eine statistisch
signifikante Beziehung. Patientinnen die der Gruppe mit niedrigen PAI-1-

Werten angehoren haben eine signifikant geringere Tumorgréfe (p=0,02) und
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4. Diskussion
gehiiuft ein Tumorgrading Grad 1 oder 2 (p=0,043). Bei den weiteren Faktoren,
wie Patientenalter und Hormonrezeptorstatus liel sich jedoch auch hier keine
Korrelation aufzeigen.

Betrachtet man uPA und PAI-1 zusammengenommen, ergibt sich ebenfalls fiir
die Patientinnen die zur Gruppe mit niedrigen uPA- Werten, sowie zur Gruppe
mit niedrigen PAI-1- Werten gehoren eine statistisch signifikante Beziehung zur

Tumorgrole (p=0,016) und zum Tumorgrading (p=0,047), jedoch nicht zum

Patientenalter oder Hormonrezeptorstatus.

B) uPA und PAI-1 im Zusammenhang mit dem rezidivfreien Intervall und dem

Gesamtiiberleben.

Seit 2003 zdhlen uPA wund PAI-1 zu den ersten tumorbiologischen
Prognosefaktoren beim Mammakarzinom, deren prognostische Bedeutung auf
hochstem Evidenzniveau nachgewiesen wurde, und fiir die somit alle
Evaluierungskriterien vor Uberfiihrung in die Klinik erfiillt sind. Es hat sich
eindeutig gezeigt, dass Patientinnen mit einem hohen Gehalt an uPA und/oder
PAI-1 im Primirtumorgewebe eine signifikant geringere Heilungs-
wahrscheinlichkeit als Patientinnen mit niedrigem uPA und PAI-1 haben [58].
Auch in dieser Arbeit hat sich herausgestellt, dass insbesondere der Faktor uPA
eine deutliche statistisch signifikante Aussagekraft (p=0,01) iiber ein eventuell
auftretendes Rezidiv hat. Die Patientinnen mit erhohten uPA- und/oder PAI-1-
Werten im Tumorzytosol zeigten deutlich mehr Fille eines Rezidivbefalles als
Patientinnen mit niedrigen uPA- und/oder PAI-1 Werten.

Ebenfalls zeigte sich ein deutlicher statistisch signifikanter Zusammenhang

(p=0,03) zwischen der Zugehorigkeit zu einer der Patientinnengruppen von uPA
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4. Diskussion
und dem Verlauf des Gesamtiiberlebens iiber drei, fiinf und mehr als zehn
Jahren im Kollektiv.

Auch hier kam es in der Gruppe der Patientinnen mit hohen uPA Werten im
Beobachtungszeitraum zu mehr Todesféllen, als in der Gruppe der Patientinnen
mit niedrigen Werten.

Fiir die Patientinnengruppeneinteilung von PAI-1 und der Aussagekraft iiber das
rezidivfreie Intervall (p=0,06), sowie das Gesamtiiberleben (p=0,07), konnte in
dieser Arbeit kein statistisch signifikanter Zusammenhang nachgewiesen
werden. Aber es zeigte sich in allen Betrachtungen eine deutliche Tendenz dazu
dass die Patientinnen mit hohen PAI-1- Werten das jeweils hohere Risiko eines
Ereigniseintrittes haben. Dies ldsst vermuten, dass die Werte bei einem
entsprechend groBeren Kollektiv und einem ldngeren Beobachtungszeitraum
eventuell statistische Signifikanzen aufweisen wiirden.

Betrachtet man die Patientinnengruppen von uPA und PAI-1 jeweils
zusammengenommen, zeigte sich ebenfalls das sich eine statistisch signifikante
Korrelation mit dem rezidivfreien Intervall (p=0,009), sowie dem
Gesamtiiberleben im Kollektiv (p=0,02) aufzeigen lédsst. So haben Patientinnen
die bei beiden Faktoren zur Patientinnengruppe mit niedrigen uPA/PAI-1-
Werten gehoren ein signifikant geringeres Risiko ein Rezidiv zu erleiden oder

zu versterben.

Eine eventuelle Erkldrung dafiir, dass in dieser Untersuchung kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen PAI-1 und dem rezidivfreien Intervall
oder dem Gesamtiiberleben aufgezeigt werden konnte, ist vielleicht die im Jahre
2004 veroffentlichte Untersuchung in der gezeigt werden konnte, dass eine
Uberexpression von aktivem PAI-1 in vitro bei Mammakarzinom- und

Ovarialkarzinomzellen die Zellmigration und Invasion reduziert [59]. Hier wire
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die Verteilung der Patientinnengruppe also genau umgekehrt wie in der
Gruppenaufteilung von uPA. Nun handelt es sich hierbei um eine in vitro Studie
die nicht fiir eine Bedeutung in vivo auszulegen ist, aber es konnte ein Ansatz

zur Erkldrung sein.

Uber ihre prognostische Bedeutung hinausgehend konnte fiir uPA und PAI-1
mittlerweile auch eine priadiktive Bedeutung hinsichtlich des Ansprechens auf
adjuvante Chemotherapie gezeigt werden. Patientinnen mit hohem uPA oder
PAI-1 haben einen signifikant groBeren Nutzen an einer adjuvanten
Chemotherapie als Patientinnen mit niedrigem uPA oder PAI-1.

Jiingst hat sich auch in einer Untersuchung an 576 nodalnegativen Patientinnen
gezeigt, das nicht nur die einzelnen Faktoren, sondern auch der von ihnen
gebildete Komplex deutliche Aussagen iiber das verringerte rezidivireie
Uberleben und das Gesamtiiberleben der Patientinnen erlaubt [60].

Es zeigte sich ebenfalls dass die Expression des uPA/PAI-1-Komplexes die
Wirksamkeit der adjuvanten Chemotherapie bei Patientinnen mit primédrem
Mammakarzinom unabhingig voraussagt. Es zeigt sich ein groBerer Nutzen
einer adjuvanten Chemotherapie fiir Patientinnen die einen hoheren Gehalt an

uPA/PAI-1-Komplex im Tumorgewebe aufweisen.

Die resultierende Frage nach der optimalen Chemotherapie fiir Patientinnen mit
hohem uPA/PAI-1 versucht derzeit in Deutschland die NNBC-3-Studie beim
nodalnegativen Mammakarzinom (AGO, EORTC-RBG) zu beantworten.
Gleichzeitig legen diese Ergebnisse den friithzeitigen Einsatz neuer mit dem
uPA- System interferierender tumorbiologischer Therapeutika, in Kombination
mit konventioneller Chemotherapie, bei Patientinnen mit hohen uPA- und PAI-

1- Werten nahe.
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Bei eciner Untersuchung von 691 Patientinnen mit einem primiren
Mammakarzinom, die ein Rezidiv entwickelten und daraufhin als erste
systemische MaBnahme mit Tamoxifen behandelt wurden, konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass erhohte Werte von uPA/PAI-1 im Tumorgewebe ein
signifikant schlechteres Ansprechen auf eine Tamoxifen Therapie zeigen. In der
multivariablen Analyse lieferte uPA  zudem zusitzliche Informationen,
unabhingig von den traditionellen Prognosefaktoren, um den Nutzen einer
Tamoxifen Therapie vorauszusagen [61].
Dariiber hinaus konnte 2004 fiir den Faktor PAI-1 gezeigt werden, dass eine

Uberexpression von aktivem PAI-1 in vitro bei Mammakarzinom- und

Ovarialkarzinomzellen die Zellmigration und Invasion reduziert [59].

4.5. Ausblick

In den letzten 15 Jahren, wurden ausreichende Beweise erbracht das die
Bestimmung von uPA und PAI-1 beim primdren Mammakarzinom eine
risikoadaptierte, individualisierte Therapieentscheidung ermoglicht, die
besonders fiir Patienten mit nodalnegativem Status entscheidend ist.

Auch bei anderen Malignomen, wie beim Ovarial-, Osophagus-, Magen-,
Kolon-, oder Leberzellkarzinom korreliert ein erhohter Gehalt an uPA und/oder
PAI-1 mit Tumoraggressivitit und schlechter Prognose. Eine prospektive
klinische Studie oder Metaanalyse, d.h. Daten auf hochstem Evidenzniveau,
wurden jedoch bei anderen Malignomen noch nicht vorgelegt, so dass die
klinischen Konsequenzen aus der uPA und PAI-1 Bestimmung zurzeit auf das

Mammakarzinom beschriankt bleiben [62].
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Die iiberzeugenden grundlagenorientierten und klinischen Daten, die auf eine
Schliisselrolle von uPA und PAI-1 bei Invasion und Metastasierung von
Tumorzellen hinweisen, machen diese beiden Faktoren auflerdem zu viel
versprechenden Zielstrukturen fiir tumorbiologische Therapieansitze [63]. Neue
Therapiemoglichkeiten zur Hemmung der Interaktion zwischen uPA, PAI-1 und
dem uPA- Rezeptor werden zurzeit in priklinischen Modellen getestet. Eine
erste Substanz, ein synthetischer uPA- Inhibitor (WX-UK1), ist bereits in einer
klinischen Krebsforschungsphase I/II (Pressemitteilung Wilex AG vom
14.10.02, Miinchen Deutschland). Neuere Erkenntnisse iiber die pradiktive
Bedeutung von uPA/PAI-1 hinsichtlich des Ansprechens auf adjuvante
Chemotherapie legen den friihzeitigen Einsatz dieser neuen Substanzen in
Kombination mit konventioneller Chemotherapie bei Patientinnen mit hohem
uPA/PAI-1 nahe [58].
Andere neue therapeutische Ansitze sind Rezeptor Liganden Imitatoren die in
die zelluldre Interaktion von uPA/uPA-R eingreifen sollen und derzeit in
priaklinischen Krebsmodellen in der Untersuchung sind [64, 65].
AuBerdem wird derzeit PAI-1 als potentielles Ziel fiir Therapieansitze getestet
indem man Antikorper oder kleine Molekiile herstellt, die in der Lage sind seine

Funktion zu inhibieren oder zu modulieren [66].
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5. Zusammenfassung

Eine wichtige Voraussetzung fiir Invasion und Metastasierung von soliden
Tumoren ist deren Fihigkeit zu Degradation der extrazelluliren Matrix und der
Basalmembran. Die proteolytisch aktiven Faktoren werden dadurch zu
potentiellen Prognosefaktoren. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Faktoren
tumorassoziierter Proteolyse (uPA und PAI-1) bei Patientinnen mit
nodalnegativem Mammakarzinom untersucht.

Durch ELISA- Testverfahren wurde die Tumorzytosol- Konzentration des
Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA) und seinem Inhibitor, Plasminogen
Aktivator Inhibitor Typ 1 (PAI-1) in 250 Primértumoren bestimmt. Davon
konnte in 243 Fillen ein ausreichendes Follow-Up erstellt werden, mit einer
medianen Nachbeobachtungszeit von 86 Monaten (6 bis 143 Monate).

uPA und PAI-1 wurden jeweils einzeln, sowie zusammengenommen auf ihre
prognostische Bedeutung hin untersucht und die Aussagekraft mit der der
klassischen Prognosefaktoren verglichen.

Es lie sich fir beide tumorassoziierten Faktoren uPA und PAI-1 keine
signifikante Korrelation zu den konventionellen Prognosefaktoren Patientenalter
oder Hormonrezeptorstatus aufzeigen. Und fiir uPA ergab sich ebenfalls keine
signifikante Beziehung zum Tumorstadium oder zum Grading, dieses lieB sich
jedoch fiir den Faktor PAI-1 nachweisen. Patientinnen mit erhohten
Tumorzytosol- Konzentrationen an uPA (>3ng/ug Protein) haben eine
signifikant niedrigere Wahrscheinlichkeit des rezidivfreien Uberlebens
(p=0,012) und des Gesamtiiberlebens (p=0,03).

Obwohl mehrere Studien diese Wahrscheinlichkeiten ebenfalls fiir den Faktor
PAI-1 gezeigt haben, konnte in dieser Arbeit keine signifikant niedrigere
Wahrscheinlichkeit fiir das rezidivfreie Uberleben (p=0,061), sowie das

Gesamtiiberleben (p=0,07) bei Patientinnen mit erhohten
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5. Zusammenfassung
Tumorzytosolkonzentrationen an PAI-1 (>l4ng/ug Protein) nachgewiesen
werden.
Es bestand jedoch eine deutliche Korrelation der beiden Faktoren uPA und PAI-
I zueinander. Werden die Faktoren uPA und PAI-1 zusammengenommen
gegeniiber dem rezidivfreien Intervall und dem Gesamtiiberleben betrachtet,
zeigt sich auch hier die deutliche Signifikanz fiir die Patientinnen, eher ein
Rezidiv zu entwickeln oder zu versterben, wenn sie bei beiden Faktoren zur

Patientinnengruppe mit erhohten Werten gehoren als wenn sie bei beiden

Faktoren zur Patientinnengruppe mit niedrigen Werten gehoren.
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6. Abkiirzungen

Abb. Abbildung

CART Classification and Regression Trees

C.L Confidence interval

CMF Cyclophosphamid Methotrexat-5-Flourouracil

DCC Dextran coated charcoal

DFS Disease-free survival (Rezidivfreies Intervall)

EC Enzyme classification (Nomenklatur der International Union of
Biochemistry)

EDTA (Dinatriumdihydrogen )-Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
ER Estrogen receptor (Ostrogenrezetor)
g Gravity (Schwerkraft)

HE Haematoxilin Eosin

HMW High molecular weight

mg Milligramm

ug Mikrogramm

ml Milliliter

ul Mikroliter

MMP Matrix metalloproteases

ng Nanogramm

nm Nanometer

OS Overall survival (Gesamtiiberleben)

PAI-1 Plasminogenaktivator Inhibitor Typ 1

PR Progesterone receptor (Progesteronrezeptor)

pTNM Pathologische Einteilung: Tumor, Nodulus, Metastase
RR Relative Risk (relatives Risiko)
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Tabelle

Tissue inhibitor of matrix metalloproteases
Union Internationale Contre le Cancer
Urokinase- Typ Plasminogenaktivator

World Health Organisation
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Es werden die verwendeten Anschreiben an die Patienten mit dem
dazugehorigen Fragebogen, sowie die Anschreiben an die behandelnden Arzte,
wenn die Anschrift der Patientinnen nicht mehr nachvollziehbar war, mit dem
abgewandelten Fragebogen abgebildet.

Patientinnenanschreiben:

Klinik und Poliklinik MartinistraRe 52
I Universitatsklinikum l fiir Frauenheilkunde 20246 Hamburg
3 Kernklinik Telefon: (040) 42803-2550
Hambu l’g Eppendorf Prof. Dr. Fritz Janicke Telefax: (040) 42803-2511
Geschaéftsfuhrender Direktor der vmueller@uke.uni-hamburg.de
Klinik www.uke.uni-hamburg.de

Uni i inikum Hamburg-Eppendorf MartinistralBe 52 20246 Hamburg

Sehr geehrte Frau s

zur Qualititssicherung und im Rahmen wissenschaftlicher Fragestellungen benotigen wir Informationen iiber

den weiteren Krankheitsverlauf der bei uns wegen eines primdren Mammakarzinoms behandelten Patienten.
Leider stehen uns iiber Sie keine ausreichend aktuellen Daten zur Verfiigung, deshalb wiren wir Thnen fiir Thre
Mitarbeit sehr dankbar.

Thre Angaben unterliegen natiirlich dem Datenschutz.

Bitte senden Sie den ausgefiillten Fraghogen in dem beiliegenden Riickantwortkuvert spétestens bis zum

an uns zuriick.

Fiir Ihre freundliche Unterstiitzung bedanken wir uns ganz herzlich im voraus und verbleiben mit freundlichen

Griien,

Tbae U, I e

Prof. F. Janicke Prof.Ch.Thomsen Dr. med. V. Miiller Frau L. Fall
l‘l_)irektolr ('ifr Kl:mll: ':]m(i: l:oliklin_ik fur Leitender Oberarzt
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Patientinnenfragebogen:

Fragebogen

Nachname: Vorname: Geburtsdatum:

1. Wer ist Ihr derzeitiger Frauenarzt ?

Letzter Arztbesuch ?

2. Kam es im Zusammenhang mit der Erkrankung zu weiteren Komplikationen (Rezidiv)

?

[0 Nein 0 Ja, wann ?

3. Wo st dieses Rezidiv aufgetreten ?

(z.B. operierte Brust oder nicht—operierte Brust)

4. Ist eine Metastasierung aufgetreten ?

L] Nein [ Ja, wann und wo ?

5. Wurde eine weitere Therapie eingeleitet ?

[] Nein [ Ja, welche ?
Ansprechen ? [] Nein ] Ja

Vielen Dank fiir Ihre schnelle Antwort !
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Arztanschreiben:
Klinik und Poliklinik Martinistralle 52
Universit3tsklinikum I fiir Frauenheilkunde 20246 Hamburg
o Kemnklinik Telefon: (040) 42803-2550
Hamburg Eppendorf Prof. Dr. Fritz Janicke Telefax: (040) 42803-2511
Geschaftsfihrender Direktor der vmueller@ uke.uni-hambury de
Klinik www .uke.uni-hamburg.de

Univer inikum Hemburg-Epp i Marinistrae 52 20246 Hamburg

Zur Qualitdtssicherung und im Rahmen wissenschaftlicher Fragestellungen benétigen wir
Informationen zum weiteren Krankheitsverlauf der Patientinnen, die bei uns wegen eines priméiren
Mammakarzinoms behandelt wurden,

Leider stehen uns nicht zu allen Patientinnen geniigend Daten ilber den weiteren Krankheitsverlauf zur
Verfiigung.

Deshalb bitten wir Sie, soweit Sie {iber weitere Informationen verfiigen, um Thre freundliche Mitarbeit.
Thre Angaben unterliegen natiirlich dem Datenschutz.

Fiir weitere Fragen stehen wir lhnen unter der Telefonnummer 42803-2550 (Hr. Dr. Miiller / Frau
Fall) gerne zur Verfiigung.

Wir bitten um Zusendung des ausgefiillten Fragebogens an die Faxnummer 42803-2511.

Fiir Ihre freundliche Unterstiitzung bedanken wir uns ganz herzlich im voraus und verbleiben mit
freundlichen kollegialen Griifler,

:}'.{f..-.a_ UL W@/ P

Prof. F. Jinicke Prof Ch. Thomsen Dr. med. V. Miiller Frau L. Fall
Direktor der Klinik und Poliklinik fiur Leitender Oberarzt
Frauenhalkunde und Geburshilfe
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Arztfragebogen:
Absender (Stempel)

Patienten Fragebogen
Nachname: Vorname:

1. Ist die Patientin noch in Ihrer Behandlung ?

] Nein, wo dann ?

2. Ist ein lokales Rezidiv aufgetreten ?

[ Nein 1 Ja, wann ?

3. Ist ein intramammares Rezidiv aufgetreten ?

] Nein ] Ja, wann ?

4. Ist eine distante Metastasierung aufgetreten ?

[ Nein 1 Ja, wann und wo ?

5. Wurde eine weitere Therapie eingeleitet ?

] Nein ] Ja, welche ?
Ansprechen ?

6. Ist die Patientin verstorben ?

L] Nein L] Ja, wann ?

] Todesursache ?

Vielen Dank fiir Ihre schnelle Antwort !

An das

Universitatsklinikum
Hamburg- Eppendorf
Klinik und Poliklinik fiir

Frauenheilkunde und Geburtshilfe
Martinistrasse 52

20246 Hamburg
Telefon:(040)42803-2350
Telefax:(040)42803-2511

Geburtsdatum:

[ Ja, letzter Besuch ?

[] Nein 1 Ja

] Brustkrebs [[] Andere
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