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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des primären Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist in den westlichen Industrieländern das häu-

figste Karzinom der Frau (9). In den letzten Jahren ist ein deutlicher

Anstieg der Inzidenz des Mammakarzinoms in diesen Ländern zu ver-

zeichnen (2, 3, 4).

Im Jahre 1969 wurde das Risiko einer Amerikanerin, im Laufe ihres

Lebens an Brustkrebs zu erkranken mit 6% angegeben (1). 1991

schätzte die American Cancer Society die Erkrankungswahrscheinlich-

keit auf 11%. Das bedeutet, daß in den letzten 22 Jahren die Inzidenz

der Krankheit deutlich zugenommen hat, und nach neueren Analysen

ist anzunehmen, daß jede 8. Frau in Laufe ihres Lebens am Mamma-

karzinom erkrankt (5). Dieses Phänomen ist zum Teil durch den Anstieg

der Lebenserwartung zu erklären.

In Deutschland erkrankt ca. jede 10. Frau an Brustkrebs. Unter den

35- bis 54jährigen Frauen ist das Mammakarzinom die häufigste To-

desursache (6).

Aufgrund epidemiologischer Untersuchungen sind seit langem die deut-

lichen Unterschiede zwischen der Erkrankungshäufigkeit in den westli-

chen Industrieländern und den Entwicklungsländern, oder auch Japan

bekannt. Wie Migrantenstudien zeigen, spielen ethnische Unterschiede

hierbei eine geringe Rolle (10). So steigt die primär niedrige Krank-

heitsinzidenz bei Japanerinnen bei Emigration in die USA nach einer 40

Jahre dauernden Latenzperiode signifikant an. In der zweiten Generati-
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on wird dieselbe Erkrankungshäufigkeit erreicht wie bei der heimischen

Bevölkerung (7). Diese Daten zeigen, daß Lebensstil und Ernährung zu

den wichtigsten ätiologischen Komponenten für die Krankheitsentste-

hung gehören. Die Bedeutung diätetischer Faktoren geht auch aus den

neueren WHO-Analysen über die Häufigkeitsverteilung in den EG-

Ländern hervor. Hier findet sich ein deutlicher Nord-Süd-Gradient mit

einer geringeren Erkrankungshäufigkeit in den mediteranen Ländern

(11). Die geringe Inzidenzrate in den südlichen Ländern wird neuerdings

auch mit der protektiven Wirkung von Vitamin D in Zusammenhang

gebracht (8).

Die Unterschiede in der Häufigkeit zwischen westlichen Industrielän-

dern einerseits und Entwicklungsländern und Japan anderseits betref-

fen nur die Patientinnen in der Postmenopause. Aufgrunddessen wird

die Frage diskutiert, ob das prämenopausale Karzinom biologisch von

dem postmenopausalen unterschieden werden muß. Epidemiologische

Daten sind deshalb vor allen Dingen beim postmenopausalen Karzinom

relevant, wohingegen beim prämenopausalen Karzinom genetische

Faktoren offenbar eine größere Rolle spielen (9).

1.2 Biologische Eigenschaften des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom neigt früh zu lymphogener und hämatogener

Metastasierung (13). Ein Befall der regionalen Lymphknoten ist nicht

selten mit generalisierter, klinisch meistens occulter Tumorausbreitung

verbunden (12).

In Bezug auf den klinischen Verlauf und unabhängig von Tumoraus-

dehnung und Hormonrezeptorenstatus lassen sich grundsätzlich zwei
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Tumortypen unterscheiden: Mammakarzinome die durch ausgeprägte

Aggressivität, starke metastatische und invasive Potenz gekennzeichnet

sind und innerhalb weniger Jahre nach Diagnosestellung zum Tode der

Patientin führen. Und Tumoren, bei denen längere Rezidivfreiheit und

Überlebenszeit beobachtet werden (12).

Um die Patientinnen für eine weitere postoperative Therapie besser se-

lektieren zu können, werden prognostische und prädiktive Faktoren, die

die biologischen Eigenschaften der Tumorzellen widerspiegeln, gesucht

(59).

1.3 Klassische Prognoseparameter des primären Mammakarzi-
noms

Aufgrund einer Reihe anamnestischer, klinischer, morphologischer und

biochemischer Parameter werden die Patientinnen mit primärem

Mammakarzinom entweder  der prognostisch ungünstigeren „high-risk“

Kategorie oder der „low-risk“ Kategorie mit besseren Überlebenschancen

zugeordnet.

Die älteste und noch am meisten verbreitete Methode zur Prognoseein-

schätzung bei Mammakarzinom ist das sogenannte Staging, oder Er-

mittlung anatomischer Tumorausdehnung anhand klinischer und pa-

thologischer Befunde (14). Die drei wichtigste Stagingkomponenten, wie

Tumordurchmesser, Befall der regionalen Lymphknoten und Präsenz

oder Fehlen von Fernmetastasen, sind in die TNM-Klassifikation einge-

schlossen. In dieser seit 1988 weltweit anerkannten Klassifikation wer-

den fünf Tumorstadien, darunter in Stadien II und III jeweils zwei Kate-

gorien, unterschieden (15).

Die nach chirurgischer Behandlung der Patientin festgestellte Anzahl
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der metastatisch befallenen axillären Lymphknoten der ipsilateralen

Seite und die Größe des Primärtumors  bestimmen zur Zeit im Wesent-

lichen das weitere therapeutische Vorgehen (13, 18).

Die Invasion der axillären Lymphknoten ist der Ausdruck der metasta-

tischen Potenz des Primärtumors. Nur 25-30% der Patientinnen ohne

Befall der regionalen Lymphknoten haben ein Krankheitsrezidiv binnen

10 Jahren nach Primäroperation. Dagegen erleiden nodalpositive Pati-

entinnen in 75% der Fälle ein Rezidiv in dem gleichen Zeitraum (14).

Um eine präzise Aussage über den axillären Lymphknotenzustand zu

erreichen, müssen mindestens 10 Lymphknoten entfernt werden (25).

Von prognostischer Relevanz sind die Anzahl metastatisch befallener

Lymphknoten, Größe der intranodalen Metastasen sowie peri- und ex-

tranodale Tumorinfiltration (13, 14). Der ermittelte Lymphknotenstatus

ist der wichtigste Prognoseparameter und entscheidend für die Indika-

tion einer adjuvanten Therapie (21). Nodalpositive prämenopausale Pa-

tientinnen erhalten in der Regel eine adjuvante systemische Chemothe-

rapie, während postmenopausale Frauen von einer adjuvanten Tamoxi-

fen-Therapie profitieren (14).

Neben dem Lymphknotenstatus hängt die Prognose des Mammakarzi-

noms von der Größe des Primärtumors ab (16). In nodalnegativen Fäl-

len liegt die Wahrscheinlichkeit des Fünfjahreüberlebens bei Tumoren

≤2 cm im Durchmesser bei 96,3% und sinkt auf 82,2%, wenn der Tu-

mordiameter 2-5 cm beträgt (19). Die Größe des Primärtumors korre-

liert meistens direkt mit der Wahrscheinlichkeit des Lymphknotenbe-

falls (19, 18). Allein die Größe des Primärtumors spiegelt jedoch nicht

dessen metastatische Potenz wider. So sind Fernmetastasen auch bei

einer Tumorgröße unter 2 cm in 25% der Fälle vorhanden. Dahingegen

weisen etwa 10% der Tumoren mit einem Durchmesser über 8 cm keine
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Fernmetastasen auf (21).

Ein ähnliches Phänomen zeigt sich im Verhältnis zwischen Tumorgröße

und Befall der axillären Lymphknoten: Selbst Karzinome mit einem

Durchmesser von weniger als 0,5 cm führen in 15 bis 20 % zu regiona-

len (Mikro)Metastasen, dagegen findet in ca. 30% der größeren Tumoren

keine axilläre Metastasierung statt (13, 18, 20).

Die Bestimmung des histologischen Malignitätsgrades des Tumors ist

ein weiterer Prognosefaktor (17). Das 1957 von Richardson und Bloom

vorgeschlagene Prinzip zur Bestimmung des Grading beinhaltet eine

Beurteilung folgender histopathologischer Merkmale: Tubulusbildung,

Kernpleomorphie und Mitoserate (22, 23).

Der Differenzierungsgrad wird, der Scoresumme entsprechend, in drei

Stufen eingeteilt. Auch histopathologischer Tumortyp und Invasion der

Lymph- und Blutgefäße können bei der Zuordnung von Patientinnen zu

den jeweiligen Risikogruppen in Betracht gezogen werden (24).

Im Jahre 1896 erkannte Beatson die Hormonabhängigkeit des Mamma-

karzinoms. Er demonstrierte, daß Tumoren nach Ovarektomie kleiner

werden können (26). 1971 wurden Östrogenrezeptoren im Brustdrüsen-

gewebe entdeckt (27). In Folge weiterer Untersuchungen wurde die Lo-

kalisation der Östrogenrezeptoren an der nukleären Membran festge-

stellt. Zirkulierende Östrogene bilden an der Kernoberfläche feste Kom-

plexe mit Östrogenrezeptoren, die dann in die Zellkerne transloziert

werden. Von dort aus stimulieren diese Komplexe die DNA zur Produk-

tion von Wachstums- und Proliferationsfaktoren (14, 28).

Abhängig vom Östrogen und seinem Rezeptor und unter dem Einfluß

von Wachstumsfaktoren wie den Insulin-like-growth factors (IGF) 1 und

2, den Transforming-growth-factors (TGF) α und β, dem Epidermal-
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growth-factor (EGF) werden die Progesteronrezeptoren synthetisiert (35).

In Deutschland spricht man von Rezeptorpositivität, wenn bei bioche-

mischer Technik das lösliche Zytosolprotein >20 fmol/mg beträgt; bei

immunhistochemischer Untersuchung bei einem Score von >4-6 (13).

Der Östrogenrezeptor ist in 50-85% der Fälle nachweisbar (29). Seine

Konzentration korreliert mit dem menopausalen Status der Patientin-

nen. Der Anteil der östrogenrezeptorpositiven Fälle erreicht nach der

Menopause 80%, dagegen weisen prämenopausale Patientinnen in 50-

60% Östrogenrezeptoren auf. Der mittlere Östrogenrezeptorengehalt ist

postmenopausal dreimal so hoch wie vor der Menopause. In Gegensatz

dazu besteht kein Zusammenhang zwischen dem Progesteronrezeptor

und Menopausenstatus (36, 37).

Der Nachweis von Östrogenrezeptoren und Progesteronrezeptoren in

Tumorgewebe ist mit anderen Prognosefaktoren assoziiert. So weisen

östrogenrezeptorpositive Karzinome meistens einen hohen Differenzie-

rungsgrad, keine Tumornekrosen und keine Tendenz zur Gefäßinvasion

auf (30, 31). Und wie zytometrische Analysen zeigen, sind die östrogen-

rezeptorpositive Tumorzellen eher diploid als anaploid (32).

Die Präsenz von Östrogenrezeptoren und besonders von beiden Östro-

genrezeptoren und Progesteronrezeptoren zusammen im Tumorgewebe

dient als Indikator des Ansprechens der postmenopausalen Patientin-

nen auf eine adjuvante Hormontherapie, und findet bei der Therapie-

planung für diese Patientinnengruppe Verwendung (14, 25). Frauen mit

positivem Hormonrezeptorenstatus zeigen einen besseren Krankheits-

verlauf auch ohne adjuvante Therapien im Gegensatz zu hormonrezep-

tornegativen Fällen (33).

In den gegenwärtigen wissenschaftlichen Publikationen erscheinen ver-

schiedene andere Faktoren, deren prognostische Relevanz bei primärem

Mammakarzinom zum jetzigen Zeitpunkt unterschiedlich bewertet wird

(38). Dazu gehören z.B. verschiedene Wachstumsfaktoren wie EGF, IGF,
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TGF α (18), Thrombospondin (39), Onkogene wie HER-2 (40) und das

mutierte p-53 Gen (25).

1.4 Tumorstruktur und tumorassoziierte Proteasen

Die Malignität solider Tumoren hängt von ihrer Fähigkeit zur Invasion

und Metastasierung ab. Die Tumorzellen verfügen über ein großes Ar-

senal an Substanzen, die Strukturen ihrer unmittelbaren Umgebung

aufbauen und wieder auflösen. Durch Abbau der extrazellulären Matrix

und der Basalmembran können maligne Zellen in die Gefäße einbre-

chen und sich in das den Tumor umgebende Gewebe ausbreiten (59).

Die wichtigen Baukomponenten der extrazellulären Matrix sind Fibrin,

Fibronektin, Elastin, Glykosaminoglykane und Proteoglykane. Das Ba-

salmembran ist hauptsächlich aus Lamilin, Elastin und Kollagenase IV

zusammengesetzt (57). Die extrazelluläre Matrix bildet zusammen mit

Basalmembran und Zellen, die für die Aufbau dieser Matrix verantwort-

lich sind (Fibroblasten, Makrophagen, Endothelzellen, Histozyten und

Lymphozyten), das Tumorstroma, das für Anlieferung von Energieträ-

gern und Sauerstoff, für Abtransport von Stoffwechselprodukten und

als Matrix für die Tumorausbreitung dient (57).

Von Dvorak wurde die Hypothese formuliert, daß die zu Fibrinbildung

und zu Fibrinolyse führende Vorgänge in Tumoren selbst sowie im um-

gebenden Gewebe von auslösender Bedeutung für Tumorwachstum sei-

en (57). Das Wachstum z.B. menschlicher Ovarialtumoren steht in Zu-

sammenhang mit der Bildung einer provisorischen Fibrin-Fibronektin-

Gelmatrix, die den Tumor umgibt und im weiteren Verlauf durch ein

reifes Tumorstroma ersetzt wird (58). Proteasen (Enzyme, die Gerinnung
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und Fibrinolyse steuern) und deren Inhibitoren tragen wesentlich zu

diesem Vorgang bei (59, 60).

An der Dissemination und Infiltration der malignen Tumoren sind

hauptsächlich vier Proteasetypen beteiligt:

1. Metalloproteasen (Kollagenasen, Gelatinasen,

    Stromolysin);

2. Cysteinproteasen (Kathepsin B, H, L)

3. Aspartylproteasen (Kathepsin D)

4. Serinproteasen (Plasmin und seine Aktivatoren).

1.5 Plasmin und sein Aktivator vom Urokinasetyp

Plasmin, das bei Gesunden an der Fibrinolyse und Thrombolyse betei-

ligt ist, wirkt direkt destruierend auf die Baukomponenten der extra-

zellulären Matrix von Tumorzellen wie Fibronektin und Proteoglykane

(46). Mittels Aktivierung der Prokollagenase Typ IV ist Plasmin indirekt

an der Zerstörung des Hauptbestandteiles der Zellmembran, des Kolla-

gens Typ IV, beteiligt (41, 43). Seine fibrinolytische Aktivität erreicht

Plasmin dank spezifischen Aktivatoren (PA), die die Plasminvorstufe

Plasminogen aktivieren. Es sind 2 Typen von PA bekannt: tissue-type PA

(tPA) und urokinase type PA (uPA).

Die beiden Substanzen weisen unterschiedliche physiologische und

pathophysiologische Eigenschaften auf (44). Der tPA wird von Endothel-

zellen gebildet und spielt eine wichtige Rolle in intravasaler Fibrinolyse.

Der ursprünglich im Urin identifizierte uPA wird von verschiedenen

normalen und malignen Zellen synthetisiert und ist an einer Reihe phy-

siologischer Vorgänge wie Makrophagenmigration, Follikelovulation,

Implantation der Blastozyste während frühembryonaller Entwicklung

und Involution des Mammagewebes nach Laktation beteiligt (76, 77).
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1976 berichteten Alstedt und Holmberg in der Fachzeitschrift „Nature“

zum ersten Mal über die Freisetzung eines Plasminogenaktivators aus

dem menschlichen Ovarialkarzinomgewebe und wiesen seine immuno-

logische und funktionelle Identität mit dem Plasminogenaktivator vom

Urokinasetyp (uPA) nach (45). Später wurden erhöhte uPA-

Konzentrationen im Tumorgewebe bei Karzinomen des Colons, der

Bronchien, des Corpus uteri, der Mamma und Prostatakarzinomen fest-

gestellt (46-53).

Der uPA wird als inaktive Vorstufe (Zymogen) gebildet. Dieses Vorläu-

fermolekül, genannt pro-uPA, wird durch Bindung an einen spezifi-

schen Rezeptor hoher Affinität auf der Karzinomzelloberfläche aktiviert.

Der rezeptorgebundene aktive uPA fördert die Umwandlung des Plasmi-

nogens in Plasmin (59).

Eine Reihe von in vitro- und in vivo-Untersuchungen belegen eindeutig,

daß uPA beim komplexen Vorgang der Tumorinvasion und Metastasie-

rung eine wichtige Rolle spielt (61-64).

Duffy et al. (65) und Jänicke et al. (54) haben gezeigt, daß der mittels

ELISA in Tumorgewebeextrakt bestimmte uPA-Gehalt ein unabhängiger

Prognosefaktor für rezidivfreies und Gesamtüberleben bei Mammakar-

zinom ist. Erhöhte uPA-Werte zeigen eine signifikante Korrelation zu

einer schlechteren Prognose. Patientinnen mit metastatisch befallenen

regionalen Lymphknoten haben signifikant höheren Gehalt an uPA-

Antigen in ihrem Tumorgewebe (66).

Auch andere Untersucher bestätigen, daß hohe uPA-Konzentration oft

mit Befall regionaler Lymphknoten assoziiert ist (43, 67). Besonders bei

Patientinnen ohne Befall der regionalen Lymphknoten erlaubt die Be-

rücksichtigung dieses Parameters eine bessere Einschätzung des Rezi-

div- und Metastaserisikos (55, 56).
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1.6 Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1

Die Aktivität des Plasminogenaktivators vom Urokinasetyp untersteht

der Kontrolle spezifischen Inhibitoren. Bisher sind mindestens 4 Typen

des Plasminogenaktivatorinhibitors (PAI) beschrieben worden: PAI-1,

PAI-2, PAI-3 und Nexin (68). PAI-1, der von Endothelzellen, Thrombo-

zyten und Zellen der glatten Muskulatur der Blutgefäße produziert wird,

bildet kovalente Komplexe mit t-PA und uPA, und auf diese Weise inhi-

biert er beide Enzyme (43).

Für PAI-1 wurde in mehreren Studien eine direkte Korrelation einerseits

zum Befall der regionalen Lymphknoten und anderseits auch zu er-

höhten uPA-Werten nachgewiesen. Der PAI-1 wird zusammen mit uPA

zu den neuen unabhängigen prognostischen Markern bei Mammakarzi-

nom gerechnet (43, 46, 55, 56, 68, 69, 70).

Der Wirkungsmechanismus des PAI-1 bei Tumorinvasion und Metasta-

sierung ist bis jetzt nicht genau geklärt. Wie immunhistochemische

Untersuchungen an Mammakarzinomgewebe zeigen, ist PAI-1 im Nest

der epithelialen Karzinomzellen, in Endothelzellen und im normalen

Duktalepithel in großen Mengen vorhanden. Im Gegensatz dazu produ-

zieren Stromafibroblasten wenig PAI-1 (126). Das invasive Lewis-

Karzinomgewebe in Tierexperimenten weist hohe Konzentrationen an

uPA-Protein auf. Dagegen ist PAI-1 überwiegend in nicht invasiven

Arealen repräsentiert (72). Diese Ergebnisse sprechen dafür, daß PAI-1

von malignen Zellen als ein protektives Mittel gegen die indirekte de-

struierende Wirkung des uPA gebildet wird (69).

Eine andere Hypothese verbindet das Freisetzen von PAI-1 mit der Fä-

higkeit der zirkulierenden Tumorzellen zu Reimplantation und Metasta-

senbildung: Die Entwicklung und das Wachstum der Metastasen gehen

mit Bildung einer neuen Tumorstroma einher. Die Blockade des auf

Tumormatrix destruierend wirkenden uPAs ist dafür von großer Be-
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deutung (55). Die Zellmigration erfordert eine balancierte Proteolyse,

wobei das Zusammenspiel zwischen Proteasen und deren Inhibitoren

zur Einschränkung der Matrixdestruktion führt (69). Diese Hypothese

wird durch Studienergebnisse unterstützt, die eine verminderte uPA-

Aktivität in Metastasengewebe im Vergleich zu Primärtumor belegen

(73-75).

Bei Mammakarzinomen werden höhere PAI-1-Konzentrationen in Meta-

stasen als in Primärtumoren bei gleichem u-PA-Gehalt in beiden Lokali-

sationen beschrieben (66).

Die PAI-1-Konzentration im Tumorgewebeextrakt wird auch als Para-

meter für die Ausbreitung der Neovaskularisation betrachtet (71). Der

PAI-1 weist auch eine signifikante negative Korrelation zu den Hormon-

rezeptoren auf (55).

Die erhöhte Werte von Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 2 (PAI-2) sind

dagegen mit einem günstigeren Krankheitsverlauf assoziiert (43, 70,78).

Die Bestimmung von PAI-2 soll bei postmenopausalen Patientinnen die

prognostische Aussagekraft der uPA und in nodalnegativen Fällen des

PAI-1 verstärken (70).

Auch andere Proteasetypen, wie Cysteinproteasen Kathepsin B und L

(79, 80, 81, 82) und Aspartylprotease Kathepsin D (79, 82, 83, 84, 85),

sind mit erhöhter metastatischer und Proliferationspotenz des Mamma-

karzinoms verbunden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, anhand eines Patientenkollektives

von 291 Fällen den prognostischen Wert von uPA und PAI-1 beim pri-

mären Mammakarzinom für das rezidivfreien Intervall nachzuvollziehen

und Korrelationen zu anderen relevanten Prognoseparametern darzu-

stellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientengut

In diese Studie wurden 291 Patientinnen, welche in dem Zeitraum vom

Dezember 1991 bis Juli 1994 auf Grund eines primären Mammakarzi-

noms in der Frauenklinik des Universitätskrankenhauses Eppendorf

therapiert wurden, einbezogen. Nach der Diagnosestellung wurden bei

diesen Patientinnen entweder eine modifizierte radikale Mastektomie

oder ein brusterhaltendes operatives Verfahren im Sinne einer wide ex-

cision, Segmentresektion oder einer Qudrantektomie und in allen Fällen

eine axilläre Lymphnodektomie mittels subtotaler Axillaausräumung

durchgeführt. Es wurden in jedem Fall mindestens 10 Lymphknoten

entfernt. Die histologische Einteilung der Tumoren erfolgte nach der

WHO-Klassifikation, die Bestimmung des Grading nach der Methode

von Richardson und Bloom. Bei allen Patientinnen wurde auch der

Hormonrezeptorenstatus im Tumorgewebe bestimmt. Die Grenze für

Östrogen- bzw. Progesteronrezeptorenpositivität lag bei 20 fmol/mg

Zytosolprotein.

Für die Aufnahme in diese Studie wurde der Ausschluß einer distanten

Metastasierung durch eine negative klinische Untersuchung, bzw. ne-

gative Bildgebung (Röntgen-Thorax, Knochenszintigramm und Ober-

bauchsonographie) vorausgesetzt.

Die brusterhaltend operierte Frauen erhielten postoperativ eine

Strahlentherapie der betroffenen Brust. In nodalpositiven Fällen wurde

bei postmenopausalen Patientinnen eine adjuvante Tamoxifen-Therapie

und bei Prämenopausalen eine adjuvante Chemo-, in Einzelfällen eine

Zoladextherapie durchgeführt.
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2.2 Bestimmung von uPA und PAI-1 im Tumorzytosol

2.2.1 Vorbereitung der Proben

Das gewonnene Tumorgewebe wurde nach Begutachtung durch den

Pathologen im flüssigen Stickstoff eingefroren. 300 mg des tiefgefrore-

nen Gewebes wurden in einem Mikrodismembrator (Fa. Braun, Melsun-

gen) 2x in je 45 Sekunden pulverisiert, dazwischen und danach wieder

im flüssigen Stickstoff gekühlt. Dann wurden 200 mg feinpulverisiertes

Tumorgewebe in 1800 µl TBS-Puffer (0,2M Tris, 0,125M NaCl, pH 8,5)

sorgfältig aufgelöst. 900 µl dieses suspendierten Gewebes versetzte man

mit 100 µl 10% TritonX100/TBS-Puffer (1 g Triton, 9 g TBS) in einem

1ml Nalgene Kryoröhrchen. Diese 1% Triton/Zytosol-Lösung wurde in-

nerhalb 16h bei +4°C schonend gerührt und anschließend 60 Minuten

mit 25 000 U/min zentrifugiert, um Zelltrümmer zu separieren. Das

Tumorzytosol wurde je 50 µl aliquotiert und bis zur weiteren Untersu-

chungen in flüssigem Stickstoff gelagert.

2.2.2 Testprinzip

Die Bestimmung des uPA und PAI-1  im TritonX-100-Tumorzytosol er-

folgte mittels eines Enzymimmunassay, ELISA. Dabei wurden IMUBIND

Tissue uPA bzw. PAI-1 ELISA Kits #849 für uPA und #821 für PAI-1 von

der Firma American Diagnostica Inc., Greenwich, USA verwendet. Bei

dieser Methode wurden zu primären Komplexen monoklonaler Antikör-

per gegen humane uPA bzw. PAI-1 und uPA- bzw. PAI-1-Antigene nach

einer Inkubationszeit enzymmarkierte Anti-Antikörper zugeführt (sog.

Sandwichmethode). Durch Zugabe eines chromogenen Substrats zum

Reaktionsansatz konnten die immunkomplexgebundene Enzym-

Substrat-Komplexe sichtbar gemacht werden. Die Antigenkonzentration
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in der Probe wurde mittels einer photometrischen Bestimmung der im-

munkomplexgebundenen Markerenzyme und anschließend eines Ver-

gleiches mit Standards bekannter Enzymaktivität ermittelt.

2.2.3 Testdurchführung

2.2.3.1 Bestimmung des Proteingehaltes im Tumorzytosol

Die Ermittlung der uPA- und PAI-1-Werten erfolgte in ng/mg Zyto-

solprotein. Der Proteingehalt wurde mit Hilfe des BCA-Ptoteinassay

(Bicinchoninic Acid Protein Assay) gemessen.

In Assayplättchen wurden jeweils 50 µl Blanks (TBS-Triton X-100-

Verdünnungspuffer), Standards in Konzentrationen von 20 bis 400

µg/ml, die mit 100%-Albumin und TBS-TritonX-100-Puffer vorbereitet

worden sind, zwei Kontrollen und Tumorzytosol in Verdünnung 1:20

nacheinander abpipetiert. Dann wurden in jedes Plättchen 200 µl einer

Reagenzmischung aus 20 ml Reagenz A, Pierce Nr. 23223 und 400 µl

Reagenz B, Pierce, Nr. 23224 zugegeben.

Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden bei Raumtemperatur wurde

der Proteingehalt der Proben photometrisch bei einer Wellenlänge von

540 nm (Titertek Multiscan PLUS) gemessen und mit den Standards

und den Kontrollen verglichen.

2.2.3.2 uPA- und PAI-1-Bestimmung

Nach der oben erläuterten Vorbereitung der Proben wurden jeweils

100 µl Blanks (TBS-TritonX-100-Puffer), vier Standards in Konzentra-

tionen von 0,1-1,0 ng/ml einkettiges uPA, zwei Kontrollen und 1:20

verdünnter Tumorzytosol in die mit monoklonalen Antikörper be-
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schichtete Testplättchen nacheinander pipetiert und bei +4°C für 16

Stunden inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Proben mit PBS-

TritonX-100-Pufferlösung vier Mal gewaschen. Dann wurden jedem

Plättchen 100 µl Anti-Antikörper (Detection antibody) zugegeben und

alles wurde für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Desweite-

ren wurden jeweils 100 µl verdünntes Enzymkonjugators (Streptavadin-

horseradish Peroxidase) in jedes Plättchen pipetiert, für 1 Stunde bei

Raumtemperatur inkubiert und anschließend vier mal mit PBS-TritonX-

100-Puffer gewaschen.

Nach Zufuhr von 100 µl 3,3´,3,5´-Tetrametylbenzidins (TMB) entwickelte

sich in jeder Probe eine blaue Farbe unterschiedlicher Intensität. Die

enzymatische Reaktion wurde nach 20 Minuten durch Zugabe von 50 µl

von 0.5M H2SO4 blockiert. Die Menge des absorbierten Enzyms wurde

mit einem Mikrotestleser (Titertek Multiscan PLUS) bei einer Wellenlän-

ge von 450 nm innerhalb von 30 Minuten abgelesen. Die Auswertung

erfolgte mit einem computerunterstützten Programm. Der uPA-Gehalt

wurde auf die Proteinkonzentration des Tumorzytosols bezogen.

Die Empfindlichkeit dieser Methode betrug für uPA 10 pg/ml, dabei

wurden einkettige uPA-Formen (sc-uPA, pro-uPA), HMB-uPA sowie re-

zeptorgebundener uPA und uPA-Komplexe mit PAI-1 und PAI-2 erfaßt.

PAI-1 wurde nach derselben Methode mit IMUBIND ELISA Kits#821

(American Daignostica Inc.) bestimmt. Die dafür gebrauchte Reagenzien,

mit Ausnahme der Standards mit Konzentrationen von 1,0 bis 10,0

ng/ml PAI-1, und der Testvorgang waren mit den bei der Bestimmung

des uPA verwendeten identisch.

Die untere Empfindlichkeitsgrenze lag bei 50 pg/ml. Bei PAI-1-

Bestimmung wurden latente und aktive Formen dieses Inhibitors  und

PAI-1-Komplexe gemessen. Das Ergebnis in ng/ml wurde ebenfalls

durch mg/ml Zytosolprotein dividiert.
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2.3 Bestimmung von Steroidrezeptoren

Die Rezeptorenanalyse wurde nach der DCC (Dextran-coated-charcoal)-

Methode im Tumorzytosol durchgeführt.

Bei dieser Methode wurden die mit Tritium radioaktiv markierte Stero-

idhormone in steigenden Konzentrationen (0,4 nMolar bis 8 nMolar) zur

Bestimmung der totalen Hormonbindung eingesetzt.

Zur Ermittlung der unspezifischen Bindung wurden zu jeder Konzen-

tration des radioaktiv markierten Steroids Paralleluntersuchungen

durchgeführt, die zusätzlich zum markierten Hormon einen mindestens

100fachen Überschuß an unmarkiertem Steroid erhalten.

Am Ende der Inkubationszeit wurde das mit Dextran beschichtete Kohle

zur Abtrennung des freien Steroids verwendet. Nach Abzentrifugieren

der Kohle wurde die Radioaktivität im Überstand gemessen. Die Proben

werden mit Szintillatorlösung aufgefüllt, und dann wurde die Gesam-

taktivität in einem β-Szintilationsmeßgerät (Betazinn) gemessen.

Die Differenz zwischen totaler und unspezifischer Bindung wird „spezi-

fische Bindung“ oder „Rezeptorenbindung“ genannt, und entspricht

dem Rezeptorengehalt im Tumorzytosol. Das Ergebnis wurde in

fmol/mg Zytosolprotein angegeben.

Tumoren mit einer Östrogen- bzw. Progeseronrezeptorengehalt von

≥20fmol wurden als östrogen- bzw. progesteron- rezeptorpositive defi-

niert.

2.4 Erstellen des Follow-up

Zur Darstellung des postoperativen Verlaufes wurden standardisierte

Fragebögen an die Haus- bzw. Frauenärzte der Patientinnen verschickt,

und die Akten derjenigen Patientinnen durchgesehen, welche sich in



19

der Nachbehandlung in der Poliklinik und der chemotherapeutischen

Ambulanz des UKE befanden. Es wurde versucht, unmittelbar vor der

Datenauswertung alle Daten zu aktualisieren.

Die Dauer der Verlaufsbeobachtung wurde in Monaten angegeben. Das

berücksichtigte Zeitintervall endete bei Eintritt eines Krankheitsrezidi-

ves in Form einer Fernmetastasierung. Der Nachweis einer Metastasie-

rung wurde mit Hilfe nativer Röntgenaufnahmen, Computertomogra-

phien, Sonographien und Skelettszintigraphien erbracht.

Wenn innerhalb des beobachteten Zeitraumes kein Rezidiv festgestellt

werden konnte, so wurde der letzte Untersuchungstermin als Endpunkt

der Verlaufsbeobachtung angesehen.

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Datenreihen erfolgte mit

Hilfe des Programms SPSS für Windows, Version 1.6.3..

Die Korrelationen zwischen Parametern mit quantitativen Werten, wie

uPA- und PAI-1-Gehalt, Konzentration an Östrogen-, Progesteronre-

zeptoren und Tumordurchmesser, wurden nach Spearman-Methode be-

rechnet. Mittels des U-Tests nach Mann-Whitney und H-Tests nach

Kruska-Wallis wurden die Korrelationen zwischen uPA bzw. PAI-1 und

klassischen Prognoseparametern wie Lymphknoten-, Menopausensta-

tus, Angioinvasion und histologischem Malignitätsgrad geprüft. Die

quantitative Variablen wurden zu diesem Zweck rangskaliert.

Um den Einfluß der untersuchten Prognoseparameter auf das Risiko

eines Krankheitsrezidives beurteilen zu können, wurden Überlebens-

analysen eingesetzt.

Die Wahrscheinlichkeit des rezidivfreien Überlebens bzw. Gesamtüber-

lebens in Abhängigkeit von den „klassischen“ Prognoseparametern,

uPA- und PAI-1-Werten wurden nach der Kaplan-Meier-Methode be-
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rechnet und graphisch dargestellt. Das Gesamtkollektiv wurde in Ab-

hängigkeit von dem jeweiligen untersuchten Parameter in die Gruppen

mit hohem und niedrigem Risiko für ein Rezidiv geteilt. Für uPA diente

der Wert von 3 ng/mg Zytosolprotein als cut-off level und für PAI-1 der

Wert von 14 ng/mg. Diese Werte entsprechen den Grenzwerten einer

zur Zeit in Deutschland laufenden multizentrischen Studie zur Validie-

rung von uPA und PAI-1 als Entscheidungskriterium für eine risi-

koadaptierte adjuvante Therapie.

In Bezug auf den histologischen Malignitätsgrad wurden Patientinnen

mit Grading I und Grading II in einer Gruppe zusammengefaßt und ge-

gen Grading III getestet. Patientinnen mit dem Tumordurchmesser ≤20

mm wurden als risikoarm betrachtet im Gegensatz zu den Frauen mit

dem Tumordiameter >20 mm. Unter Berücksichtigung des Lymphkno-

tenbefalls und der Angioinvasion wurden die Fälle mit Faktorpräsenz

den Risikogruppen zugeteilt. Die in eine Gruppe einbezogene prä- und

perimenopausale Patientinnen wurden mit den postmenopausalen ver-

glichen. Mit Hilfe des Long-rank-Testes wurde die Signifikanz der Unter-

schiede der Überlebenwahrscheinlichkeit zwischen diesen Gruppen ge-

testet.

Die Unabhängigkeit eines bestimmten Faktors wurde mittels multipler

Regressionsanalyse nach Cox proportional Hazard-Modell getestet. In

diese Analyse wurde auch das Durchführen der adjuvanten Hormon-

oder Chemotherapie als prognostische Kovariable miteinbezogen.

Anschließend wurde die prognostische Bedeutung des uPAs und PAI-1

innerhalb der risikoarmen Gruppen nach Kaplan-Meier-Methode und

Long-rank-Test untersucht.

Für alle Testergebnisse gilt ein Signifikanzniveau mit p<0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 „Klassische“ Prognoseparameter

In dieser Studie wurden anamnestische, klinische und biochemische

Daten, die seit einiger Zeit als sogenannte klassische Prognoseparame-

ter etabliert sind, von 291 Patientinnen mit invasivem primärem

Mammakarzinom, ausgewertet.

Der Menopausenstatus zum Zeitpunkt der Diagnosestellung diente als

Kriterium zur Einteilung der Patientinnen in zwei Gruppen. In die erste

Gruppe wurden die prä- und perimenopausale Frauen, deren Anteil am

Gesamtkollektiv 35,1% (n=102) ausmachte, eingeschlossen. Die zweite

Gruppe bildeten 189 (64,9%) postmenopausale Frauen. Die jüngste Pa-

tientin war 25 Jahre alt und die älteste 86. Der Altersdurchschnitt be-

trug 55,6 Jahre, der Medianwert 55,0 Jahre.

In Bezug auf die Art des operativen Vefahrens, das bei jeder Patientin-

nen dem jeweiligen Krankheitsstadium entsprechend durchgeführt

worden war, ergaben sich folgende Verteilungen: Bei 124 Patientinnen

(42,3%) wurde das brusterhaltende operative Vorgehen gewählt. Diese

Patientengruppe erhielt eine postoperative Bestrahlung der betroffenen

Brust. Ablatio Mammae wurde in 166 Fällen (56,7%) durchgeführt. Bei

einer Patientin war die Resektion eines Drittels der Brust notwendig.

Zwölf der radikal operierten Frauen (4,1% des Gesamtkollektives) er-

hielten zusätzlich eine supraclavikuläre Bestrahlung.

Der Mittelwert der histologisch festgestellten Tumorgröße lag bei 32 mm

bei einer Standarddeviation von +/-16, der Medianwert betrug 28 mm.

Es waren 48 Fälle (16,5%) im Stadium pT1 gemäß der TMN-
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Klassifikation, 201 (69,1%) in pT2 und 42 (14,4%) in pT3.

Der Anteil der Fälle mit metastatischem Befall der regionalen

Lymphknoten (n=140, 48,1%) betrug nahezu die Hälfte des Gesamtkol-

lektives. 151 (51,7%) Patientinnen waren frei von Metastasen der axillä-

ren Lymphknoten.

Die Verteilung der Karzinome entsprechend den histologischen Typen

ist in der Tabelle 1 zusammengefaßt.

Tabelle 1

Histologischer Karzinomtyp   n   %
___________________________________________________________

duktal 227 77,7
lobulär   33 11,4
medullär   15   5,1
mischdifferenziert   10   3,4
andere     6   2
____________________________________________________________

Gesamt  291 100

Unter der Berücksichtigung des Malignitätsgrades der Karzinome nach

Bloom und Richardson wurde festgestellt, daß die meisten Tumore ein

Grading II (n=133, 45,5%) aufwiesen, gefolgt von Karzinomen mit dem

Grading III (n=113, 38,7%). Das Grading I lag in 39 Fällen (13,4%) vor.

In 6 Fällen (2,1%) fehlten die Angaben zum histologischen Malignitäts-

grad.
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Bei der histopathologischen Untersuchung der Gewebsproben wurden

auch die Präsenz der Tumorinvasion der Lymph- und Blutgefäßen in

Betracht gezogen. Eine Angioinvasion war in 85 Fällen (29,2%) vorhan-

den.

Der Gehalt an Steroidrezeptoren im Tumorzytosol wurde als wichtiger

biochemischer Prognosefaktor herangezogen.

Für die Östrogenrezeptoren ergab sich ein Mittelwert von 154 fmol/mg

bei einer Standardabweichung von +/-258. Der Medianwert lag bei 67

fmol/mg. Der niedrigste Wert betrug 0,0 fmol/mg und der höchste

2075 fmol/mg.

Für die Progesteronrezeptoren errechnete sich ein Mittelwert von 225

fmol/mg bei einer Standarddeviation von +/-463. Der Medianwert lag

bei 75 fmol/mg, die Variationsbreite zwischen 0 fmol/mg und 5003

fmol/mg.

Die Einteilung der Tumore in Bezug auf den Hormonrezeptorstatus er-

folgte bei dem cut-off level von 20 fmol/mg. Somit erwiesen sich bei der

Berücksichtigung dieses Grenzwertes von 291 Befunden 209 (71,6%)

als positiv für Östrogenrezeptoren und 222 (76,0%) als positiv für Pro-

gesteronrezeptoren. Es waren 37 Zytosole (12,7%) für beide Rezeptoren

negativ, und in 177 Proben (60,6%) konnten sowohl Östrogen- wie Pro-

gesteronrezeptoren nachweisen werden.

Tabelle 2 stellt die Verteilung der Steroidrezeptoren im Tumorgewebe

und mittlere Östrogen- bzw. Progesteronrezeptorenkonzentration in den

jeweiligen Gruppen dar.
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Tabelle 2

PSR1   n   % MER2 MPR3

fmol/mg fmol/mg
_____________________________________________________________________
ER+ PR+ 177 60,6 233,2 321,4
ER- PR-   37 12,7     4,6         3,3
ER+ PR-   32 11,0 103,4         5,8
ER- PR+   45 15,4     2,9 181,0
______________________________________________________________________

1 PSR-Präsenz von Steroidrezeptoren
2 MER-Mittelwert der Östrogenrezeptorenkonzentration
3 MPR-Mittelwert der Progesteronrezeptorenkonzentration

3.2 Plasminogenaktivator von Urokinasetyp (uPA)

In dem Patientenkollektiv dieser Studie wurden im Tumorzytosol uPA-

Konzentrationen zwischen 0,02 ng/mg und 21,35 ng/mg gemessen. Die

erhobene Werte ergaben einen Mittelwert von 3,48 ng/mg bei einer

Standardabweichung von +/-3,08 und den Medianwert  2,68 ng/mg.

Um die prognostische Bedeutung der uPA-Konzentration in Bezug auf

Gesamt- und rezidivfreie Überlebenszeit der Patientinnen beurteilen zu

können, wurden die quantitativen uPA-Werte qualitativ eingeteilt. Als

cut-off level diente der Wert von 3,0 ng/mg.

In der vorliegenden Studie wurde in 164 Proben (56,5%) eine uPA-

Konzentration ≤3,0 ng/mg  gemessen. 127 Gewebsproben (43,5%) wie-

sen einen uPA-Wert >3,0 ng/mg.
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3.3 Inhibitor des Plasminogenaktivators, Typ 1 (PAI-1)

Der mittlere PAI-1-Wert betrug 21,11 ng/mg bei einer Standardabwei-

chung von +/-23,4. Der Medianwert war 14,0 ng/mg (Range 0,2 - 193,4

ng/mg ).

Als cut-off level wurde der Wert von 14,0 ng/mg definiert.

Diesem Grenzwert zufolge war in 146 Zytosolen (40,2%) der PAI-1 Ge-

halt ≤14 ng/mg und in 145 Zytosolen (59,7%) >14 ng/mg.

Abbildung 1 demonstriert die Verteilung des von uns untersuchten Pa-

tientenkollektives nach uPA- und PAI-1-Werten.

Abb. 1
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3.4 Korrelationen

Bei der Suche nach den Zusammenhängen zwischen den erhobenen

Parametern wurden mittels des Spearman-Testes eine starke positive

Korrelation zwischen uPA- und PAI-1-Konzentrationen im Tumorgewebe

(p=0,000) festgestellt (Abb. 2).
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Abb. 2

Eine ebenfalls starke positive Korrelation ergab sich zwischen den

Östrogenrezeptorenbefunden dieser Probe und den Progesteronrezepto-

ren (p=0,000) (Abb.3). Für Östrogenrezeptoren konnte auch ein signifi-

kant positiver Zusammenhang (p=0,000) mit dem Menopausenstatus

der Patientinnen bestätigt werden, für Progesteronrezeptoren dagegen

nicht (p=0,46)
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Korrelation zwischen Östrogen- und 
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Beim Vergleich sowohl quantitativer wie rangskalierter Werte bestand

ein deutlicher negativer Zusammenhang zwischen PAI-1- und Progeste-

ronrezeptorenbefunden (p=0,006 (abb. 4)). Auch für uPA konnte eine

ähnliche Korrelation (p=0,04) fesgestellt werden.

Bei der Analyse der uPA bzw. PAI-1-Konzentrationen in Abhängigkeit

von der der TMN-Klassifikation entsprechend skalierten Tumorgröße

stellen sich folgende Zusammenhänge dar: Die Tumoren im Stadium

pT2, deren Diameter zwischen 20 und 50 mm lag, hatten signifikant

höhere uPA- (p=0,0007) bzw. PAI-1-Werte (p=0,0009) im Gegensatz zu

Tumoren mit einem Durchmesser unter 20 mm (pT1). Der uPA-Wert

war auch signifikant niedriger bei den Karzinomen im Stadium pT3 im

Vergleich zu den pT2-Tumoren (p=0,0009) (Abb. 5 und 6).
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4020145N =

PAI-1 bei Tumorstadium

Tumorstadium

p3pT2pT1

P
A

I-
1 

(n
g/

m
g 

P
ro

te
in

)

70

60

50

40

30

20

10

0

p=0,0009

Abb. 6



30

Es wurde eine direkte Korrelation von hoher Signifikanz zwischen uPA

(p=0,002) bzw. PAI-1 (p=0,000) und dem histologischen Malignitätsgrad

der Karzinome beobachtet. In Abbildungen 7 und 8 ist eine deutliche

Zunahme der medianen uPA-/PAI-1- Werte bei steigendem Malignität-

grad dargestellt.
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3.5 Follow-up

Das follow-up konnte bei 211 Patientinnen analysiert werden. Das me-

diane follow-up betrug 38 Monate. Die kürzeste Beobachtungszeit wurde

beim Auftreten des Krankheitsrezidives nach 2,3 Monaten beendet. Die

längste Nachbeobachtungszeit betrug 64 Monaten.

Während der Beobachtungszeit erlitten 41 Patientinnen ein Rezidiv in

Form einer Fernmetastasierung, und zwölf Patientinnen verstarben an

ihrem Mammakarzinom.

Bei 154 Frauen (73,5%) wurde eine adjuvante systemische Therapie

durchgeführt. 83 postmenopausale Patientinnen (39,9%) erhielten eine

adjuvante Hormontherapie mit Tamoxifen. Die zweithäufigste Therapie-

form war die adjuvante Chemotherapie nach dem CMF-Schema (n=46,

21,8%). Bei sieben Patientinnen (3,3%) ergänzte man das CMF-Therapie

durch Tamoxifengaben. Eine kleine Gruppe der prä-/perimenopausalen

Frauen (n=12, 5,7%) wurde aufgrund des Lymphknotenbefalles mit dem

LH-RH-Analoga Zoladex behandelt. Sechs weitere Patientinnen (2,8%)

wurden einer adjuvanten Chemotherapie nach verschiedenen Schemata

(FEC, FAC, EC, EC/CMF) unterzogen.
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3.6 Überlebensanalysen im Gesamtkollektiv

3.6.1 Univariate Analyse der uPA- und PAI-1-Werte

Die Konzentration des uPAs im Tumorgewebe der untersuchten Stich-

probe zeigte, unter Berücksichtigung des Grenzwertes von 3,0 ng/mg

Zytosolprotein, einen signifikanten Einfluß sowohl auf das rezidivfreie

(p=0,0002) wie das Gesamtüberleben (p=0,0014) (Abb. 19 und 20).
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Abb. 19
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Abb. 20

Bei den Patiententinnen mit PAI-1-Werten ≤14 ng/mg Ptrotein war eine

deutlich geringere Rezidivrate im Vergleich zu der Patientengruppe mit

PAI-1-Werten oberhalb des cut-off level zu verzeichnen (p=0,003) (Abb.

21). Die Beziehung des PAI-1 zum Gesamtüberleben war nicht stati-

stisch signifikant (p=0,056), zeigte aber einen Trend der größeren Über-

lebenwahrscheinlichkeit für Frauen mit PAI-1-Konzentration unterhalb

des Grenzwertes (Abb. 22).
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3.6.2 Univariate Analyse der „klassischen“ Prognoseparameter

Bei der univariaten Überlebensanalyse zeigte sich in der untersuchten

Population ein signifikanter Unterschied für das rezidivfreie (p=0,0001)

und das Gesamtüberleben (p=0,006) zwischen den Patientinnen mit po-

sitivem und negativem Progesteronrezeptorenbefund (Abb. 9 und 10).
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Progesteronrezeptor
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Abb. 10

Für die Östrogenrezeptoren konnte keine statistisch signifikante Bezie-

hung zur Rezidivwahrscheinlichkeit (p=0,23) belegt werden. Es war aber

ein Trend zu verzeichnen: In der Gruppe der Rezeptornegativen traten

die Rezidive im Laufe des ersten postoperativen Jahres häufiger auf als

in der Gruppe mit dem positiven Rezeptorbefund. Dieser Trend verlor

jedoch mit der Zeit an Bedeutung (Abb. 11). Der Östrogenrezeptoren-

status hatte keinen Einfluß auf das Gesamtüberleben der Patientinnen

(Abb. 12).
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Abb. 11
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Die Tumorinvasion in Blut- und Lymphgefäße erwies sich in dieser

Stichprobe als ein weiterer prognostisch relevanter Faktor. Patientinnen

ohne Angioinvasion hatten eine signifikant längere rezidivfreie Zeit ge-

genüber Frauen mit Angioinvasion (p=0,009) (Abb. 13). Für das Ge-

samtüberleben wurde keine Abhängigkeit von Angioinvasion festgestellt

(Abb. 14).
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Angioinvasion

fehlt

n=157, 9 Fälle

vorhanden

n=54, 3 Fälle

Gesamtüberleben
Alle Patientinnen

Beobachtungszeit, Monate

706050403020100

Ü
be

rl
eb

en
w

ah
rs

ch
ei

nl
ic

hk
ei

t

1,0

,9

,8

,7

,6

p>0,05

Abb. 14

Patientinnen ohne metastatischen Befall der regionalen Lymphknoten

hatten eine signifikant höhere rezidivfreie Überlebenwahrscheinlichkeit

(p=0,023) im Vergleich zu den Frauen mit einem positiven Lymphkno-

tenbefund (Abb. 15). Der Nodalstatus hatte jedoch keinen Einfluß auf

das Gesamtüberleben im untersuchten Kollektiv (Abb. 16).
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Hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens zeigte sich eine deutliche Ab-

hängigkeit vom histologischen Malignitätsgrad. So hatten Patientinnen,

bei deren Tumoren Grading III festgestellt wurde, eine wesentlich größe-

re Wahrscheinlichkeit eines Rezidives im Unterschied zu den Patientin-

nen mit Grading I und Grading II (p=0,0025) (Abb. 17). Der histologi-

sche Malignitätsgrad beeinflußte jedoch nicht das Gesamtüberleben

(Abb. 18).
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Abb. 18

Andere Prognoseparameter wie Tumordurchmesser (p>0,05) und Meno-

pausenstatus (p>0,05) hatten in der untersuchten Stichprobe keinen

Einfluß.
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3.6.3  Multiple Regressionsanalyse der uPA-, PAI-Werten und
„klassischen“ Prognoseparameter

Bei der multiplen Regressionsanalyse nach dem Cox-Modell wurde der

Einfluß der „klassischen“ Prognoseparameter sowie des uPAs und PAI-1

auf das rezidivfreie und das Gesamtüberleben im Patientenkollektiv

untersucht. Die Einbeziehung der adjuvanten Therapie als Kovariante

in diese Auswertung erlaubte eine Einschätzung der prognostischen

Bedeutung der untersuchten Faktoren unabhängig von dieser Therapie.

Laut der multivariaten Analyse hatte der histologische Malignitätsgrad

die stärkste prognostische Bedeutung (p=0,003) hinsichtlich des rezi-

divfreien Überlebens. Das relative Risiko für ein Rezidiv war für die Pa-

tientinnen mit Grading III 3,2 mal so hoch wie für Frauen mit Grading I

und Grading II.

Des weiteren erwies sich der Gehalt an uPA im Tumorzytosol als ein für

die Rezidivwahrscheinlichkeit relevanter Faktor (p=0,002) mit einem

relativen Risiko von 2,7, wenn die uPA-Konzentration 3 ng/mg Protein

überschritt.

Auch der Nodalstatus wurde als ein unabhängiger Prognoseparameter

für rezidivfreies Überleben in der untersuchten Population bestätigt

(p=0,04). Das relative Risiko eines Rezidives betrug 1,9 für nodalpositive

Frauen im Vergleich zu Nodalnegativen.

Andere Parameter wie PAI-1, Progesteronrezeptoren und Angioinvasion

erwiesen sich nicht als unabhängige Faktoren.

Für das Gesamtüberleben wurde die prognostische Bedeutung des

uPAs mit einem relativen Risiko von 6,8 (p=0,0036) für Patientinnen mit

uPA-Konzetration >3 ng/mg Protein, gefolgt vom Progesteronrezeptor-

status mit einem Risiko von 4,1 für rezeptornegative Fälle (p=0,034)

nachgewiesen.
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In der Tabelle 3 sind die Ergebnisse der univariablen und multiplen Re-

gressionsanalysen nach dem Cox-Modell dargestellt.

Anhand der „klassischen“ Prognoseparameter konnten im untersuchten

Kollektiv die Untergruppen der Patientinnen mit einem geringen Risiko

für ein Krankheitsrezidiv und Tod gebildet werden. Dazu gehören

nodalnegative Patientinnen, Patientinnen mit einem histologischen Ma-

lignitätsgrad I und II, Patientinnen ohne Angioinvasion und Patientin-

nen mit einem positiven Progesteronrezeptorenbefund.

Andere „klassische“ Prognoseparameter wie Tumorgröße, Östrogenre-

zeptorbefund und Menopausenstatus hatten im untersuchten Patien-

tenkollektiv keinen Einfluß auf Überlebenwahrscheinlichkeit. Unter Be-

rücksichtigung der in der Literatur beschriebenen prognostischen Be-

deutung dieser Parameter wurden jedoch drei weitere low riks Unter-

gruppen bestimmt.

Weiterhin wurde der prognostische Wert des uPAs und PAI-1 in diesen

Patientinnenuntergruppen bewertet.
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Tabelle 3.

Variable Rezidivfreies Überleben Gesamtüberleben

Unv. An.1

p

Mlv. An.2

p

R.R.3

(95%CI)

Unv. An.
p

Mlv. An.
p

R.R.
(95%CI)

uPA

≤3 ng/mg vs.
>3 ng/mg

0,0002 0,002 2,7(1,4-5,2) 0,0017 0,003 6,8(1,4-31,5)

PAI-1

≤14 ng/mg vs.
>14 ng/mg

0,0037 0,19 - 0,05 0,64 -

Grading

GI und GII
vs. G III

0,0001 0,0003 3,2(1,7-6,23) 0,09 0,47 -

Nodalstatus

positiv vs.
negativ

0,023 0,04 1,9(1,01-3,7) 0,16 0,17 -

PGR 4

posotiv
vs. negativ

0,0005 0,058 - 0,0056 0,034 3,5(1,1-11,4)

Angioinvasion

fehlt vs.
vorhanden

0,001 0,28 - 0,87 0,7 -

1 - univariate Analyse nach Cox

2 - multivariate Analyse nach Cox

3 - Relatives Risiko

4 - Progesteronrezeptoren
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3.7 Prognostischer Wert des uPAs , PAI-1 und der "klassischen"
Prognoseparameter in den Patientinnengruppen mit einem gerin-
gen Risiko

3.7.1 Nodalnegative Patientinnen

Bei der univariaten Analyse in dieser Gruppe (n=107) hatte der uPA-

Wert eine signifikante prognostische Bedeutung, sowohl für ein Rezidiv

(p=0,02) wie für das Gesamtüberleben (p=0,01) (Abb. 23 und 24). Im

Hinblick auf die rezidivfreie Zeit war für PAI-1 ein Trend zugunsten der

Patientinnen mit einem PAI-1-Wert unterhalb des cut-off level zu beob-

achten. Das Signifikanzniveau lag jedoch oberhalb der Irrtumswahr-

scheinlichkeit von 5% (p=0,1) (Abb. 25). PAI-1 zeigte keinen Einfluß auf

das Gesamtüberleben (p=0,25) (Abb. 26).
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Abb. 23



47
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Abb. 24
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Abb. 25
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PAI-1-Konzentration
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Abb. 26

Mit Hilfe der multiplen Regressionsanalyse nach dem Cox-Modell, bei

der andere prognostische Variablen wie Östrogen-, Progesteronrezepto-

renstatus, histologischer Malignitätsgrad, Angioinvasion, Tumorgröße,

Menopausenstatus und adjuvante Therapie miteinbezogen wurden,

wurde fesgestellt, daß der Progesteronrezeptorstatus (p=0,01) und der

histologische Malignitätsgrad (p=0,007) das Rezidivrisiko in dieser Pati-

entinnengruppe am stärksten beinflußten. Der Progesteronrezeptor

hatte auch eine signifikante Bedeutung für das Gesamtüberleben

(p=0,047).
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3.7.2 Patientinnen mit Grading I und Grading II

In dieser Patientinnengruppe (n=126) konnte weder für uPA noch für

PAI-1 eine signifikante Beziehung zum rezidivfreien oder Gesamtüberle-

ben (Abb. 27, 28, 29 und 30) festgestellt werden.
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Abb. 27
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Abb. 28
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Abb. 30

Laut der multivariaten Analyse war das Risiko eines Rezidives in dieser

Untergruppe deutlich von dem Nodalstatus (p=0,01) und von dem Pro-

gesteronrezeptorstatus (p=0,01) abhängig. Das Gesamtüberleben hatte

keinen Bezug zu den untersuchten Faktoren.

3.7.3 Patientinnen mit positivem Progesteronrezeptor

Für die 157 Frauen dieser Gruppe wurde bei der univariaten Analyse

sowohl für uPA (p=0,005) wie für PAI-1 (p=0,02) eine deutliche progno-

stische Bedeutung in Bezug auf Rezidivrate bestätigt (Abb. 31 und 33).

Der uPA-Wert zeigte im Gegensatz zu PAI-1 (p=0,8) auch einen Einfluß

auf das Gesamtüberleben in dieser Gruppe (p=0,02) (Abb. 32 und 34).
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Abb. 31
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Abb. 32
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Abb. 33
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p>0,05

Abb. 34
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Auch unter der Berücksichtigung der anderen Faktoren blieb uPA als

einer der stärksten Prognoseparameter für die rezidivfreie Zeit (p=0,007)

und als einziger Indikator für das Gesamtüberleben (p=0,02) dieser Pa-

tientinnen. Das Risiko eines Rezidives wurde auch durch den Nodal-

status (p=0,04) und den histologischen Malignitätsgrad (p=0,006) be-

einflußt.

3.7.4 Patientinnen mit positivem Östrogenrezeptor

Sowohl uPA wie PAI-1 beeinflußten bei den östrogenrezeptorpositiven

Frauen die rezidivfreie Überlebenwahrscheinlichkeit (p=0,02 für uPA

und PAI-1) (Abb. 35 und 37). Dagegen war das Gesamtüberleben dieser

Gruppe unabhängig von beiden Faktoren (Abb. 36 und 38).
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3.7.5 Patientinnen ohne Angioinvasion

Bei den Patientinnen ohne Angioinvasion mit hohen uPA- und/oder

PAI-1-Werten wurde eine niedrigere Überlebenwahrscheinlichkeit für

sowohl das rezidivfreie Überleben (p=0,007 für uPA, p=0,02 für PAI-1)

(Abb. 39 und 41) wie das Gesamtüberleben (p=0,02 für uPA, p=0,045

für PAI-1), nachgewiesen (Abb. 40 und 42).
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3.7.6 Postmenopausale Frauen

Beide untersuchten Faktoren, uPA und PAI-1, beeinflußten die Wahr-

scheinlichkeit des rezidivfreien Überlebens der postmenopausalen

Frauen (p=0,008 und p=0,007) (Abb. 43 und 45). Auch das Ge-

samtüberleben in der Gruppe hatte eine signifikante Beziehung zu den

uPA- (p=0,009) und PAI-1-Werten (p=0,04) (Abb. 44 und 46).
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uPA-Konzentration
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Abb. 44

PAI-1-Konzentration
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PAI-1-Konzentration

>14 ng/mg Protein

n=64, 6 Fälle

<-14 ng/mg Protein
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Abb. 46

3.7.7 Patientinnen mit Tumorstadium pT1

Weder das rezidivfreie noch das Gesamtüberleben der Patientinnen mit

der Tumorgröße <20mm waren von dem Gehalt an uPA und/oder PAI-1

im Tumorcytosol abhängig. Das Signifikanzniveau dieser Tests lag

deutlich über 0,05.

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse der univariaten und

multivariaten Überlebensanalyse in den low-risk-Gruppen zusammen-

gafaßt.
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Tabelle 5

UNIVARIATE UND MULTIVARIATE BEDEUTUNG VON uPA UND PAI-1 IN DEN UNTERGRUPPEN MIT EINEM
GERINGEM REZIDIVRISIKO

uPA PAI-1

Patientengruppe Univariate
Analyse

Multivariate Analyse Univariate
Analyse

Multivariate Analyse

RFÜ 1 GÜ 2 RFÜ R.R. 3

(95%CI 4)

GÜ
(95%CI)

R:R
(95%CI)

RFÜ GÜ RFÜ R.R.
(95%CI)

GÜ R:R
(95%CI)

Nodalnegative n=114 0,018 0,01 n.s. 4 - n.s. - n.s. n.s. n.s. - n.s. -

Angioinvasion
negativ n=157

0,007 0,02 n.s. - 0,04 4,5(0,9-22.6) 0,02 0,04 0,03 2,6(1,1-6,4) n.s. -

Progesteronrezeptor
positiv n=157

0,005 0,02 0,007 3,9(1,3-7,1) 0,02 8,7(1,0-74,6) 0,02 n.s. n.s. - n.s. -

Östrogenrezeptor
positiv n=143

0,02 n.s. n.s. - n.s. - 0,02 n.s. n.s. - n.s. -

Postmenopausale
n=130

0,008 0,009 0,04 2,5(1,3-6,4) n.s. - 0,07 0,04 n.s. - 0,01 9,5(1,1-89)

Grading I und II
n=143

n.s. n.s. n.s. - n.s. - n.s. n.s. n.s. - n.s.

Tumogröße pT1
n=48

n.s. n.s. n.s. - n.s. - n.s. n.s. n.s. - n.s. -

1 RFÜ - rezidivfreies Überleben 3 R.R. - Relatives Risiko 5 n.s. - Signifikanzneveau <0,05
2 GÜ - Gesamtüberleben 4 CI - confidence interval
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Tabelle 6

UNABHÄNGIGE PROGNOSEPARAMETER IN DEN UNTERGRUPPEN MIT GERINGEM REZIDIVRISIKO
Patientengruppe Rezidivfreies Überleben Gesamtüberleben

Faktor p 1 R.R. 2

(95%CI) 3

Faktor p R.R.
(95%CI)

Nodalnegative
n=114

PgR-Status

Grading

0,01

0,01

3,9(1,3-11,5)

5,1(1,4-19,2)

PgR-Status 0,047 9,9(1,0-97,1)

Grading I und II
n=143

PgR-Status

Nodalstatus

0,01

0,01

4,8(1,6-14,8)

4,3(1,2-15,8)

- - -

PgR-positive
n=157

uPA

Grading

Nodalstatus

0,007

0,006

0,004

3,1(1,3-7,1)

4,1(1,8-9,6)

3,6(1,4-9,1)

uPA 0,02 8,7(1,0-74,6)

ER-positiv
n=143

PgR-Status

Nodalstatus

Grading

0,003

0,03

0,007

4,1(1,7-9,9)

2,4(1,1-5,5)

3,0(1,3-6,8)

PgR-Status 0,002 12,3(2,9-58,2)

Angioinvasion
negativ n=157

PAI-1

PgR-Status

0,03

0,002

2,6(1,1-6,4) uPA 0,042 4,5(0,9-22,6)

Postmenopusal
n=130

uPA

Grading

0,04

0,007

2,6(1,0-6,5)

3,7(1,4-10,1)

PAI-1

PgR-Status

0,01

0,006

9,5(1,3-89,3)

17,53(2,9-107,6)

1 p-Signifikanzniveau 2 R.R.-relatives Risiko 3 CI-confidence interval
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4 Diskussion

Die klinische Bedeutung von Prognosefaktoren liegt darin, daß sie es

ermöglichen, das Risiko für ein Rezidiv oder ein Versterben abzuschät-

zen. Der Befund zum Zeitpunkt der Diagnosestellung oder Primärbe-

handlung kann also über die Aggressivität des Tumors und damit über

die Risiken der Tumorpatientinnen Auskunft geben. In dieser Arbeit

wurde die prognostische Bedeutung der Protease Plasminogenaktivator

vom Urokinasetyp (uPA) und seines Inhibitors vom Typ-1 (PAI-1) an-

hand eines Patientinnenkollektives mit primärem Mammakarzinom

untersucht und mit den sogenannten „klassischen“ Prognoseparameter

verglichen.

Die Vorgänge der Invasion von Tumorzellen mit Abbau des Tumorstro-

mas und der Metastasierung mit nachfolgender Bildung eines sekundä-

ren Tumorstromas basieren auf einem balancierten Verhältnis der Pro-

teasen, ihrer Rezeptoren und Inhibitoren (102). Proteasen wie Metallo-

proteasen, Kathepsine, Thrombin, Plasmin, uPA, und ihre Inhibitoren

spielen eine Schlüsselrolle bei der Invasion und Metastasierung solider

Tumoren (72, 101). Viele experimentelle Studien zur Tumorzellbiologie

weisen auf eine bedeutende Rolle des uPA, seines an der Zelloberfläche

gebundenen Rezeptors (uPA-R) und des PAI-1 bei diesem Vorgang hin

(48, 122, 123, 124). Eine Überexpression des uPA-R an der Oberfläche

von Mammakarzinomzellen hat in einem experimentellen Modell eine

Zunahme der Tumorinvasion und der metastatischen Potenz zufolge

(103). Es wurde auch gezeigt, daß die Überexpression von uPA-R an der

Oberfläche der Karzinom- und auch Stromazellen mit einer kürzeren

rezidivfreien Zeit assoziiert ist (118). Die Interaktion des uPA mit dem

uPA-R führt zur fokalen Proteolyse in der Umgebung der Karzinomzelle
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und fördert somit Tumorinvasion und Metastasierung (119). Eine der

neusten Studien von Allgayer et al. zeigt den im Knochenmark der Ma-

genkarzinompatienten nachgewiesenen uPA-R als einen starken Indi-

kator hinsichtlich einer späteren Metastasierung (120). Die Bedeutung

des PAI-1 bei der Tumorinvasion und Metastasierung besteht unter an-

derem darin, die tumorinduzierte Proteasen zu hemmen und Bildung

von neuem Tumorstroma am Ort der Metastasierung zu ermöglichen

(104).

Neue Untersuchungen deuten auf weitere Wirkungsmechanismen des

PAI-1 bei der Metastasierung hin: So soll PAI-1 die Bindung der uPA-R

zu einem Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix, Vitronektin, för-

dern (105) und außerdem die Verknüpfung der malignen Zellen mit der

Matrix lösen und somit Zellmigration erleichtern (106).

Diese Erkenntnisse betonen den starken Einfluß des PAI-1 auf die Ma-

lignität der Tumorzellen und stimmen mit den Beobachtungen überein,

daß uPA und PAI-1 fokale Tumorinvasion (102) und Aktivierung der An-

giogenesis (107) begünstigen. Mehrere wissenschaftliche Publikationen

belegen die Assoziation zwischen den erhöhten uPA- und PAI-1-Werten

im Tumorgewebe und der Verkürzung der rezidivfreien Zeit und des Ge-

samtüberlebens der Mammakarzinompatientinnen (55, 56, 69, 70, 90).

In der vorliegenden Arbeit wurde uPA erneut als unabhängiger Progno-

sefaktor sowohl für rezidivfreies als auch für Gesamtüberleben der Pati-

entinnen mit primärem Mammakarzinom bestätigt. Auch für PAI-1

wurde bei der univarianten Analyse ein signifikanter Einfluß auf die Re-

zidivrate nachgewiesen.

Im Gegensatz zu den meisten Publikationen zur prognostischen Rele-

vanz von uPA und PAI-1 wurde in der präsentierten Arbeit bewust auf

eine Optimierung der cut-off Werte verzichtet. Die verwendeten Grenz-

werte von 3,0 ng/mg Protein für uPA und 14,0 ng/mg Protein für PAI-1
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entsprechen den von der deutschen multizentrischen Studiengruppe

zur adjuvanten Chemotherapie bei nodalnegativem Mammakarzinom

(ChemoN0-Studie) empfohlenen Werten. Damit wurde ein wichtiges Kri-

terium einer Confirmatory Study erfüllt.

Eine starke Korrelation zwischen uPA und PAI-1, wie sie in den vielen

Publikationen zu diesem Thema beschrieben wurde (42, 55, 69, 70, 72),

konnten wir ebenfalls anhand des untersuchten Patientenkollektives

bestätigen. Weder für uPA noch für PAI-1 bestand im untersuchten

Kollektiv, ähnlich wie in den früher publizierten Arbeiten (55, 90, 69),

eine Korrelation zum Nodalstatus. In einigen Publikationen wurde auch

eine Assoziation zwischen beiden Proteasen und negativem Progesteron-

rezeptorstatus (69, 90) beschrieben. Im untersuchten Kollektiv war die-

se Beziehung für uPA wie für PAI-1 signifikant. Die in dem analysierten

Patientenkollektiv vorhandene starke Korrelation zwischen beiden Pro-

teasen und dem histologischen Malignitätsgrad wurde bis jetzt nicht

beschrieben. Föckens et al. wiesen lediglich eine Beziehung zwischen

hohen uPA-/PAI-1-Werten und dem hohen Anaplasiegrad für prämeno-

pausale Patientinnen nach (42). Im untersuchten Kollektiv korrelierte

der uPA-Wert auch mit der Tumorgröße: Karzinome im pT3-Stadium

hatten signifikant niedrigere Konzentrationen an uPA als die im Stadi-

um pT1 und/oder pT2. Da bei allen unseren Patientinnen eine Fern-

metastasierung ausgeschlossen wurde, spiegeln die niedrigen uPA-

Werte der pT3-Tumoren ihre weniger ausgeprägte Aggressivität im Ver-

gleich zu den kleineren Tumoren wider.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene prognostische Bedeutung des uPA´s

im Gesamtkollektiv korreliert mit den Resultaten einer Studie von Jä-

nicke et al. (55), bei welcher ein optimierter cut-off level von 2,97 ng/mg

Protein gebraucht wurde. Die Bestimmung von uPA und von PAI-1 wur-
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de bei Jänicke et al. ebenfalls in einem mit TritonX-100 behandelten

Tumorextrakt und mit dem gleichen ELISA-System durchgeführt. Im

Gegensatz zu der erwähnten Publikation wird zum Beispiel von Duffy et

al. ein optimierter cut-off level von 10 ng/mg Protein (56) und von Foe-

kens et al. von 1,25 ng/mg Protein (90) verwendet. Der niedrige cut-off

level in der Arbeit von Foeckens ergibt sich aus der Anwendung des

Tumorzytosols, das routinemäßig für die Bestimmung von Hormonre-

zeptoren und ohne Einsatz des Detergents TritonX-100 hergestellt wur-

de. Jänicke et al. konnten ferner zeigen, daß der Gehalt an uPA in einem

Detergentextrakt deutlich höher ist, als in einem detergentfreien Zyto-

sol, wohingegen die in beiden Tumorextrakten gemessene Konzentratio-

nen an PAI-1 vergleichbar sind (108). Unterschiedliche cut-off-Werte er-

geben sich auch durch die Verwendung verschiedener Antikörper- bzw.

Nachweissysteme (56, 72).

Unter den nodalnegativen Frauen des untersuchten Kollektives waren

uPA-Werte oberhalb 3,0 ng/mg Protein, ähnlich wie bei Jänicke (55),

signifikant mit höherer Rezidivrate und kürzerem Gesamtüberleben as-

soziiert. Die multifaktorielle Varianzanalyse innerhalb dieser Gruppe

zeigte, daß histologischer Malignitätsgrad und Progesteronrezeptorsta-

tus einen deutlich stärkeren Einfluß auf die Vorhersage von Rezidiven

haben und der Progesteronrezeptor auch als Prognosefaktor für das Ge-

samtüberleben von Bedeutung ist.

Es ist kritisch anzumerken, daß einige dieser Patientinnen aufgrund

ihrer Befundkonstellation einer adjuvanten Therapie unterzogen worden

waren. Dagegen erhielt in dem von Jänicke et al. untersuchten nodalne-

gativen Kollektiv keine der Frauen eine adjuvante Therapie (55).

In der Subgruppe der progesteronrezeptorpositiven Patientinnen erwies

sich der uPA als unabhängiger Prognoseparameter sowohl für rezidiv-

freies als für Gesamtüberleben. Im Gegenteil dazu wurde von Duffy et

al. (56) ein bedeutender Einfluß von uPA für rezidivfreies Überleben in



68

der Subgruppe der Patientinnen mit positivem Östrogenrezeptorbefund

beschrieben.

Die von den oben erwähnten Autoren bereits nachgewiesene Bedeutung

des uPA für die Vorhersage eines Rezidives bei den postmenopausalen

(55, 56) und prämenopausalen (56, 70) Patientinnen war auch in der

vorliegenden Arbeit zu sehen.

Die prognostische Bedeutung des PAI-1 für das rezidivfreie Überleben

wurde ebenfalls in unserem Kollektiv bestätigt. Im Gegensatz zu den

erwähnten Arbeiten konnte PAI-1 weder im Gesamtkollektiv noch im

Kollektiv der nodalnegativen Patientinnen als unabhängiger Prognose-

faktor bewertet werden. Dieses hängt möglicherweise mit der noch rela-

tiv kurzen Nachbeobachtungszeit zusammen, da der Einfluß eines be-

stimmten Prognosefaktors sich im Laufe der Beobachtung verändern

kann. Und wie es von Schmitt et al. mittels eines zeitvariierten Cox-

Modells gezeigt wurde, nimmt die prognostische Relevanz von PAI-1 mit

der Zeit zu (109). So erreicht PAI-1 bei dem medianen follow-up von 52

Monaten seine maximale prognostische Bedeutung ab dem 33. Monat

der Beobachtungszeit. Die Patientinnen mit hohen PAI-1-Werten haben

ein hohes Rezidivrisiko während des zweiten und dritten postoperativen

Jahres (109). Die mediane Bobachtungszeit unserer Stichprobe liegt bei

38 Monaten. Es ist möglich, daß bei längerer Beobachtungszeit auch

ein Anwachsen der prognostischen Relevanz des PAI-1 zu verzeichnen

ist. Währenddessen könnten andere Faktoren an ihrer Bedeutung ab-

nehmen, wie es von Schmitt et al. für den Hormonrezeptorstaus und

uPA gezeigt werden konnte (109). In einer Studie von Mayerhofer et al.

mit der medianen Beobachtungszeit von 33 Monaten konnte ebenfalls

keine unabhängige prognostische Relevanz des PAI-1 für das Rezidivri-

siko nachgewiesen werden. In einer multivariaten Analyse erwiesen sich

lediglich der Progesteronrezeptorstatus, der Lymphknotenstatus und

die Tumorgröße als unabhängige Faktoren bezüglich des rezidivfreien
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Intervals (121).

Von der klassischen Prognoseparameter haben sich im untersuchten

Gesamtkollektiv der histologische Malignitätsgrad und der Nodalstatus

als unabhängige Faktoren für das Rezidiv bestätigt. Das Rezidivrisiko

für Patientinnen mit einem positiven metastatischen Befall der regiona-

len Lymphknoten betrug 1,9 (95% CI 1,01-3,7) gegenüber der Frauen

ohne Lymphknotenmetastasen. Der Nodalstatus hat sich seit langem

als ein hochwertiger Prognosemarker in der Therapie des Mammakarzi-

noms etabliert. Seine prognostische Bedeutung für das Gesamtüberle-

ben nimmt jedoch nach fünf Jahren postoperationem deutlich ab und

verliert sich nach 10 Jahren ganz (12).

Bei Patientinnen mit einem histologisch gesicherten Lymphknotenbefall

wird zur Zeit eine adjuvante Therapie durchgeführt, während bei nodal-

negativen Frauen eine Indikation zur adjuvanten Therapie unter Be-

rücksichtigung anderer Faktoren, wie des histologischen Malignitäts-

grades, Hormonrezeptorenstatuses und der Tumorgröße, gestellt wird

(25).

In der untersuchten Stichprobe betrug das Risiko eines Rezidives für

Patientinnen mit Grading III das 3,2 -fache wie für Frauen mit Grading

I und II. Auch in der Gruppe der nodalnegativen Frauen hatte der Grad

der histologischen Differenzierung den stärksten Einfluß auf die Re-

zidivrate, gefolgt vom Progesteronrezeptorstatus.

In der Histopathologie des Mammakarzinoms wurde 1925 erstmals von

Greenough Untersuchungen über einen dreistufigen Malignitätsgrad

unter Berücksichtigung von Überlebenszeiten vorgenommen (91). Spä-

ter haben sich an diesem Prinzip weitere Studien orientiert, bis 1950

Bloom ein Grading als Index zur Prognose vorlegte (92,93), das nach

sieben Jahren durch Bloom und Richardson verbessert und ergänzt
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wurde (22). Dieses Modell, das die quantitative Beurteilung der Tubu-

lusbildung, Kernpleomorphie und Mitoseraten einbezieht und in einem

Score eingegeben wird, hat sich seither bewährt. Die prognostische Be-

deutung des Grading wurde auch in mehreren aktuellen Studien belegt

(94, 95, 96, 97).

Der histologische Malignitätsgrad ist einer der sicheren prognostischen

Indikatoren für alle invasive Mammakarzinomtypen mit Ausnahme des

medullären Karzinoms (95). Der histologische Differenzierungsgrad

steht offensichtlich mit einem hochen Metastasierungrisiko im Zusam-

menhang. So wurden bei Frauen mit hohem Grading eine progressive

Zunahme der metastatischen Herde sowie einen schnelleren Wachstum

dieser Herde beobachtet (21). Auch für nodalnegative Patientinnen er-

wies sich der Unterschied zwischen gut- und schlechtdifferenzierten

Tumoren als ein sicherer prognostischer Indikator (33). Der Grad der

histologischen Differenzierung des Mammakarzinoms weist signifikante

Korrelationen zu anderen prädikativen und prognostischen Parametern,

wie zum Beispiel zum Östrogen- und/oder Progesteronrezeptorenstatus

auf (98).

Der histologische Malignitätsgrad hat sich als praktikabel in der Beur-

teilung der Prognose des Mammakarzinoms etabliert, da seine Bestim-

mung keinen methodischen und technischen Aufwand verlangt, ko-

stengünstig ist und auf einer sorgfältigen mikroskopischen Ge-

websanalyse basiert. Das Ergebniss hängt jedoch von der subjektiven

Bewertung der einzelnen Faktoren ab, worauf sich Probleme in der Re-

produzierbarkeit der Ergebnisse zurückführen lassen (99, 100).

Die hohe prognostische Signifikanz des Grading im untersuchten Kol-

lektiv läßt sich unter anderem dadurch erklären, daß die Aufbereitung

aller Proben im gleichen Labor und die histologische Probenbeurteilung

nur von zwei Pathologen erfolgte. Eine Wichtige Rolle spielt auch die

Zugehörigkeit der Untersucher zu der gleichen Pathologieschule.
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Die prädikative Bedeutung der Hormonrezeptoren für die Patientinnen

mit primärem Mammakarzinom ist seit langem bekannt und findet ih-

ren Einsatz bei Therapieplanung. Patinetinnen mit positiven Östrogen

oder Progesteronrezeptoren profitieren deutlich von adjuvanter Hor-

montherapie (28). Dennoch sprechen nur ca. 59% der Patientinnen mit

positivem Östrogenrezeptorstatus auf eine endokrine Therapie an, und

die Präsenz vom Progesteronzezeptor ist mit einem viel besseren Thera-

pieerfolg verbunden (110). Da die Entwicklung von Progesteronrezepto-

ren im Tumorgewebe unter anderem vom Östrogen und seinen Rezepto-

ren abhängt, resultiert der negative Progesteronzeptorstaus entweder

aus Funktionsstörung der Östrogenrezeptoren oder aus Östrogenman-

gel (111). Der Progesteronrezeptorstatus hat einen größeren Einfluß auf

die Prognose der Patientinnen mit primärem Mammakarzinom als der

Östrogenrezeptor (112). Auch die Dauer des Gesamtüberlebens ist mit

einem positiven Progesteronrezeptorstaus assoziiert (113). In der vorlie-

genden Arbeit wird ein Zusammenhang zwischen negativem Progeste-

ronrezeptorstatus und kürzerem Gesamtüberleben gezeigt. In der mul-

tavariaten Analyse des gesamten Kollektives erreichte er jedoch keine

Signifikanz (p=0,058). Betrachtete man hingegen nur die Untergruppen

mit geringem Risikoprofil (Patientinnen mit Grading I und II, negativem

Lymphknotenstatus oder fehlender Angioinvasion) so erwies sich der

Progesteronrezeptor als ein starker unabhängiger Prognosefaktor. We-

gen zeitabhängiger Bedeutung des Hormonrezeptorenstatuses mit Ver-

lust prognostischer Aussagekraft von ca. 20% jährlich (114), sollte die

in dieser Arbeit nachgewiesene prognostische Relevanz des Progesteron-

rezeptors bei einem längeren follow-up und mit Hilfe einer zeitabhängi-

gen statistischen Analyse überprüft werden.

Die Tumorinvasion der Blut- und Lymphgefäßen wurde bereits als ein

unabhängiger Faktor für sowohl Rezidive wie Gesamtüberleben beim
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Mammakarzinom beschrieben (115-117). Laut einiger Autoren ist dieser

Faktor sogar zuverlässiger als der Nodalstatus, die Tumorgröße oder

andere etablierte Parameter (115). Auch im untersuchten Patientenkol-

lektiv wurde die Angioinvasion in der einfaktoriellen Varianzanalyse des

Gesamtkollektives als hochsignifikanter Parameter für das Krankheits-

rezidiv bestätigt. In der multivariaten Analyse erwies sich die prognosti-

sche Bedeutung jedoch nicht als unabhägig. In der Gruppe der Patien-

tinnen, bei denen keine Invasion der Gefäße vorlag, war PAI-1 ein un-

abhängiger Faktor für die Vorhersage eines Rezidives mit einem Risiko

von 2,6 (95%C.I. 1,1 - 6,4). Dies steht möglicherweise mit der Bedeu-

tung von PAI-1 bei der Neoangiongenesis der soliden Tumoren in Ver-

bindung (107).
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5 Zusammenfassung

Zusammenfassend ist festzustellen, daß die Invasionsmarker uPA und

PAI-1 an dem von uns untersuchten Kollektiv von 211 Patientinnen mit

primärem Mammakarzinom über prognostische Relevanz verfügen. Im

Gesamtkollektiv erwies sich uPA als ein unabhängiger Prognosemarker

sowohl für das rezidivfreie als auch das Gesamtüberleben. Unter den

low-risk Patientinnen hatte uPA nach multifaktorieller Varianzanalyse

einen signifikanten Einfluß auf die Wahrscheinlichkeit des rezidivfreien

Überlebens in den Gruppen der Patientinnen mit einem progesteronre-

zeptorpositiven Tumor und der postmenopausalen Frauen. Der Tumor-

gehalt an uPA konnte darüberhinaus als ein unabhängiger Prognosepa-

rameter für das Gesamtüberleben in den Patientinenuntergruppen mit

positivem Progesteronrezeprorbefund und fehlender Angioinvasion be-

stätigt werden.

Der PAI-1-Gehalt der Mammakarzinome erwies sich als ein unabhängi-

ger Prognosefaktor für das rezidivfeie Überleben bei Patientinnen ohne

Angioinvasion und für das Gesamtüberleben der postmenopausalen

Frauen. Die klassischen Prognoseparameter wie der histologischer Ma-

lignitätsgrad, der Nodalstatus und bei nodalnegativen Frauen der Pro-

gesteronrezeptorstatus waren jedoch dem PAI-1-Level überlegen.
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