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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1.  Einfiihrung: Das Mammakarzinom

In Deutschland erkranken jdhrlich nahezu 46.000 Frauen an Brustkrebs, davon etwa 17.000 im
Alter unter 60 Jahren. Brustkrebs stellt damit die hiufigste Krebserkrankung bei Frauen dar
und ist fiir 26% aller Krebsneuerkrankungen und 18% aller Krebstodesfdlle bei Frauen
verantwortlich. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 63,5 Jahren [1].

Es wird heute davon ausgegangen, dal3 vor allem reproduktive, hormonelle und genetische
Faktoren mit einem erhdhten Risiko fiir Brustkrebs assoziiert sind: Brustkrebs in der Familie
(Mutter, Schwester), gutartige Brusterkrankungen in der Anamnese, reproduktive Faktoren
(hoheres Alter bei erster Geburt, Kinderlosigkeit, frithe Menarche und/oder spite Menopause),
sowie ionisierende Strahlung. In verschiedenen Studien wurden dariiber hinaus
Zusammenhdnge mit den Erndhrungsgewohnheiten (insbesondere einer hyperkalorischen
Erndhrung) sowie mit dem Alkoholkonsum beobachtet. Die Befiirchtung, daf3 die Einnahme
oraler Kontrazeptiva zu einer Erhohung des Brustkrebsrisikos fiihrt, hat sich offenbar nicht
bestatigt [1].

Trends: Die Brustkrebsinzidenz zeigt in Deutschland wie in allen anderen Lindern der EU in
den letzten 20 Jahren einen steigenden Trend.

Uberlebensrate: Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate betréigt heute etwa 73%. Einer an
Brustkrebs erkrankten Frau gehen durchschnittlich 6 Jahre ihrer ausstehenden

Lebenserwartung verloren [1].

Ziel klinischer Studien ist es vorrangig, die Mortalititsrate zu senken. Konnen durch
Primértherapie wie Operation, Bestrahlung und Folgebehandlungen etwa 30 % der
Patientinnen dauerhaft geheilt werden, so treten bei 70% 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 zdhlen das Alter der Patientin bzw. der prid- oder postmenopausale
Hormonstatus.

Die Tumorausbreitung wird durch das TNM-System bestimmt, entsprechend der Richtlinien

der UICC (Union Internationale Contre Le Cancer). Anhand des postoperativ durch
1



1. Einleitung

histopathologische Untersuchung gesicherten pTNM-Schemas lassen sich Grofle des
Primértumors (pT), Befall der regiondren Lymphknoten (pN) und Fernmetastasierung (pM)
einstufen [2].

Der Befall der Lymphknoten wird 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.

Als erginzende prognostische und pradiktive Faktoren miissen am Tumorgewebe neben
Tumorgrofle und Lymphknotenstatus bestimmt werden:

- der histologische Typ:

Das invasiv-duktale Karzinom bildet die groBte Gruppe, gefolgt vom invasiv-lobuldren und
medulldren Karzinom.

- der Differenzierungserad (Grading):

Das Tumor-Grading nach Bloom and Richardson erfait unabhingig vom Geschwulsttyp
histologische und zytologische Merkmale und ordnet diese in ein Schema von iiblicherweise
drei Differenzierungsgraden (Grading I-III). Diese Einteilung beruht auf drei Kriterien: dem
Grad der tubuldren Differenzierung, der Polymorphie und dem Anteil an Mitosen [3].

- 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 pradiktiver

Parameter fiir das Ansprechen auf eine endokrine Therapie.

Das Mammakarzinom metastasiert hdufig und friih.

Der Verlauf der Erkrankung wird ausschlieflich davon bestimmt, ob eine Fernmetastasierung
eintritt. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Fernmetastasen kann durch eine adjuvante,
postoperative, systemische Therapie und der Tod am Mammakarzinom um etwa 20% gesenkt
werden [4]. Fiir Patientinnen mit Metastasen ist eine Heilung nicht mdglich. Man muf} daher
durch die Behandlung der Metastasierung den Erhalt der Lebensqualitit anstreben (Palliation).
Man hat in den letzten Jahren intensiv untersucht, ob sich durch eine aggressivere
Chemotherapie mit Anthrazyklinen und neueren Substanzen, wie z.B. Taxanen, oder durch

Dosiserhdhung, eine Verlingerung des Uberlebens erreichen 148t [4].
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Die etablierten Prognoseparameter allein reichen noch nicht aus, um allen Patientinnen zum
Zeitpunkt der Metastasierung ein moglichst spezifisches Therapieschema zukommen zu
lassen. Es gilt, etwaige neue Prognoseindikatoren, wie z.B. HER-2/neu, die zuséitzliche
Informationen iiber Aggressivitit, Proliferationsverhalten und Therapieansprechen machen

konnten, intensiv zu untersuchen.

1.2. HER-2/neu

Das HER-2/neu-Protein (c-erbB-2) gehort zu einer Familie von 4 Wachstumsfaktor-
rezeptoren, darunter der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor HER-1 (erbB-1, EGF-R), sowie
HER-3 und HER-4 [5]. Das kodierende Gen ist auf Chromosom 17q21 lokalisiert [6]. Es
wurde zuerst beim chemisch induzierten Neuroblastom der Ratte durch Ethylnitrosoharnstoff
beschrieben [7].

Aufgrund der Ahnlichkeiten mit dem Genom des Retrovirus ,,v-erbB* und mit dem Genom
des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors ,,c-erbB-1¢ wurde es ,,c-erbB-2* benannt. Mitte
der 80er Jahre entdeckten Wissenschaftler das Aquivalent beim Menschen, welches den
Namen ,,HER-2/neu‘ erhielt (= Human Epidermal Growth Factor Receptor).
Immunhistochemische Studien zeigten nachfolgend, dal das HER-2/neu-Protein in 30-
50% der Tumoren epithelialen Ursprungs vermehrt ist [8]. Normale Epithelzellen besitzen
ungefahr 100.000 HER-2/neu-Molekiile pro Zelle, wohingegen Tumorzellen beim Menschen
30-45fach erhohte Werte zeigen [9].

Das humane HER-2/neu kodiert ein 185 kDa schweres transmembranires Glykoprotein. Es
besteht aus einer intrazelluliren Doméne mit Tyrosinkinaseaktivitit, einer transmembraniren
und einer extrazelluliren Domine, welche als Ligandenbindungsregion fungiert. Am C-
terminalen Ende des Molekiils befindet sich eine Region bestehend aus 580 Aminoséduren, die
fiir die zytoplasmatische Aktivitdt der Tyrosinkinase verantwortlich ist. Dieser Teil des neu-
Gens stimmt zu 88% mit dem betreffenden Teil des EGFR-Gens (= HER-1 = erbB-1) {iberein
und ist ebenfalls eng mit anderen bekannten Tyrosinkinasegenen verwandt. Der extrazelluldre
Teil des Molekiils ist stark glykosiliert und bildet die Ligandenbindungsregion. Dieser Teil des
neu-Gens stimmt zu 44% mit dem betreffenden Teils des EGFR-Gens iiberein. Die
extrazellulire Doméne (ECD) und die intrazellulire Tyrosinkinaseregion sind iiber die

hydrophobe transmembranire Doméne verbunden [10].
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Die Regulierung des Proto-Onkogens geschieht durch Amplifikation des entsprechenden
Genabschnitts  [11].  Jedoch sind der genaue biologische Mechanismus der
Onkogenaktivierung, der dazugehdrige Signaltransduktionsweg und der Einflu auf den
Zellzyklus bis jetzt noch nicht ausreichend aufgeklért.

Man geht heute davon aus, dal HER-2/neu der bevorzugte Partner bei der Heterodimerisation
von Rezeptoren innerhalb der HER-Familie ist. Die Heterodimerisation erfolgt durch
sogenannte ,,EGF-dhnliche Liganden®, die am N-terminalen hochaffinen Ende spezifisch an
einen Rezeptor binden und am C-terminalen niederaffinen Ende die Bindung eines zweiten
Rezeptors erleichtern [12]. HER-2/neu stabilisiert dabei die Rezeptor-Liganden-Interaktion
und verhindert die Abspaltung der Liganden. HER-2/neu enthaltende Heterodimere zeigen
erhohte Ligandenbindungsaffinitit und erhohte Signaltransduktionsaktivitit [13] und
verminderte Endozytose [14]. Die beim Mammakarzinom bevorzugte Heterodimerisation
erfolgt zwischen HER2 und HER3. Nach der Heterodimerisation kommt es zur Aktivierung
von zytoplasmatischen Signalproteinen, die intrazelluldre Signaltransduktionswege fordern
und schlieBlich die Transkription von Onkogenen (c-fos, c-myec,...) initiieren [15]. HER-2/neu
soll eine zentrale Rolle in der Migration und Invasion der Tumorzellen spielen [16; 17; 18]
und die Apoptose der Zelle verhindern [19].

Die extrazellulire Domine (ECD) des HER-2/neu-Proteins wird von der Zelloberflache
freigesetzt (,,shed antigen*) und ins Serum abgegeben [20]. Die Abspaltung erfolgt durch
einen bis jetzt noch nicht identifizierten Mechanismus [21; 22]. Sie hat ein Molekulargewicht
von ungefahr 105 kDa (mit einer Spannweite von 97 bis 115 kDa), welches im Serum, Plasma
oder in Gewebeproben von Patienten mit Tumoren epithelialen Ursprungs quantifiziert werden
kann [23]. In pl85-iiberexprimierenden Zellkulturen zeigte sich, daBl der Verlust der
extrazelluliren Doméne des Proto-Onkogens die Rezeptor-Liganden-Interaktion unterbricht

und die Differenzierung der proliferierenden Zellen einleitet [24; 25].
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1.3. Prognostische und pradiktive Bedeutung von HER-2/neu

HER-2/neu in der Schwangerschaft:

Es finden sich erhohte HER-2/neu-Spiegel im Blut im 3. Trimenon der Schwangerschaft. Die
Uberexpression des Onkogens ist in Plazenta und epithelialen Zellen des Feten nachzuweisen.
Die Werte variieren bei plazentarer oder fetaler Fehlentwicklung [26]. Interessant ist die
umgekehrte Proportionalitit zwischen Ostrogenspiegel und p185-Expression der Plazenta, was
darauf hindeuten koénnte, daB Ostrogene die Expression des Proto-Onkogens

herunterregulieren (down-regulation) [27].

HER-2/neu und Tumoren epithelialen Ursprungs:

Epitheliale Zellen der meisten Organe exprimieren HER-2/neu. In einigen Karzinomtypen ist
die normale Expression, oftmals aufgrund von Genamplifikation, gesteigert. Zum Beispiel
zeigen 14-32 % der Ovarialkarzinome eine Uberexpression, und das Uberleben der
Patientinnen mit HER-2/neu-Uberexpression ist signifikant kiirzer als das von Nicht-Erhohten
[28-30].

Ein anderes Beispiel ist das Pankreaskarzinom. 30-35 % der Adenokarzinome zeigen eine
Uberexpression, die ebenfalls mit einem verkiirztem Uberleben korreliert ist [31].

Andere Karzinome, die unterschiedlich erh6hte HER-2/neu-Werte aufweisen, sind solche des
Magens, der Lunge, des Kolons, der Niere, der Blase, der Prostata und ebenso der
Speicheldriisen [32]. Aber die prognostische Signifikanz ist meist noch nicht so ausfiihrlich

untersucht wie die bei Brust- und Ovarialkarzinom.

HER-2/neu und Brustkrebs- prognostische Bedeutung:

Im Gegensatz zu benignen Brusterkrankungen, die keine erhohte HER-2/neu-Expression
zeigen, konnten in 40-60% der duktalen Carcinome in situ (DCIS) erhohte Werte
nachgewiesen werden [33].

25-30% der Mammakarzinome iiberexprimieren das HER-2/neu-Protein [34].

Eine frithe Arbeit, die sich mit der prognostischen Bedeutung von HER-2/neu beschiftigte,
fand, daB die Uberexpression signifikant mit einer schlechteren Prognose, verkiirztem

Uberleben und verkiirztem rezidivfreien Intervall korreliert [34]. HER-2/neu sollte nach dem

5
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Lymphknotenbefall der stirkste unabhingige Prognosesfaktor fiir den Verlauf der
Brustkrebserkrankung sein [35].

In einer Meta-Analyse zu diesem Thema sind 97 verschiedenen Studien mit insgesamt 22616
Patientinnen verglichen worden [36].

Obwohl die in der Meta-Analyse beriicksichtigten Studien in ihren Aussagen oftmals
differieren, lassen sich Zusammenhidnge zwischen dem Her-2/neu-positiven Tumor und
einigen klinisch-pathologischen Parametern beobachten. So weist der Her-2/neu-
iiberexprimierende Tumor oftmals keine Steroidrezeptoren auf (Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren). Der Mechanismus, wie sich der HER-2/neu-Rezeptor und der
Ostrogenrezeptor gegenseitig beeinflussen, ist noch nicht gekldrt [37; 38]. AuBerdem
korreliert ein hoher HER-2/neu-Wert eher mit bestimmten histologischen Gruppen des
Mammakarzinoms (ndmlich duktal invasives und in situ Karzinom), schlechterem
histologischem Grading, Aneuploidie und hoher Proliferationsrate der Tumorzelle [39]. In der
univariaten Analyse korreliert HER-2/neu signifikant mit einer schlechteren Prognose. Es ist
wahrscheinlich, da3 HER-2/neu ein Marker ist, der die Aggressivitit des Tumors beschreiben
kann. Trotzdem kann er bis jetzt in multivariater Analyse nicht eindeutig mit der klinischen
Prognose korreliert werden [36].

Etliche weitere Untersuchungen ergeben unterschiedliche Ergebnisse fiir die prognostische
Bedeutung des Proto-Onkogens HER-2/neu. Kandl et al. konnten bei fortgeschrittener
Brustkrebserkrankung fiir 16sliche Fragmente des Onkogens im Serum eine deutliche
Beziehung zwischen medianem Uberleben und Hohe des Onkogens herstellen [40]. Isola et al.
zeigten, dafl erhhte Werte im Serum prédoperativ vor allem bei solchen Patientinnen gemessen
werden konnten, die einen groen Primédrtumor, Lymphknotenbefall in der Axilla oder eine
Metastasierung aufwiesen. Erhohte Werte konnten auBBerdem das Auftreten von Metastasen
innerhalb der nichsten 6 Monate bei 37% der Patientinnen vorhersagen [41]. In weiteren
Studien wird bestdtigt, daBl Serumwerte -gemessen bei Rezidiven- bei systemischer
Metastasierung Ofter erhoht sind als bei einem lokoregiondren Rezidiv (68 zu 19%) [11]. In
einer 412 Patientinnen umfassenden Studie von Molina et al. konnte gezeigt werden, dal3 bei
Patientinnen im fortgeschrittenen Stadium der Brustkrebserkrankung eher hohere Werte
nachweisbar sind als bei Patientinnen mit lokoregionédr beschrinkter Erkrankung (45,4 zu
9,2%). War der Primértumor Ostrogen(ER)- oder Progesteronrezeptor(PR)-negativ, war HER-
2/neu deutlicher erhoht als bei ER- oder PR-positiven Tumoren. Wird der prognostische Wert

6
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des Onkogens betrachtet, verschlechtert ein erhohter Wert deutlich die Prognose bei
nodalpositiven und —negativen Patientinnen [42].

Die prognostische Signifikanz des HER-2/neu-Proteins im Serum bei metastasiertem
Mammakarzinom wurde z.B.von Fehm et al. untersucht. In einer multivariaten Analyse war
HER-2/neu im Serum der groBte Prognosefaktor fiir das Uberleben nach Rezidivauftreten,
wohingegen der HER-2/neu-Spiegel zum Zeitpunkt der Primértumorentfernung keinerlei

EinfluB auf das Uberleben bei Metastasierung aufzeigen konnte [6].

Priadiktive Bedeutung von HER-2/neu

Im Vergleich zu den Studien tiber die prognostische Bedeutung von HER-2/neu sind Studien
iiber das Therapieansprechen etwas weniger zahlreich.

Erhohte HER-2/neu-Werte korrelieren signifikant mit einem schlechteren Ansprechen auf eine
Hormontherapie [43-45]. An Ostrogenrezeptor-positiven MCF-7 Brustkrebszellen bewirkt
HER-2/neu eine vermehrte Expression der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcel-X;, was
zum besseren Uberleben der HER-2/neu iiberexprimierenden Zelle fiihrt. Dadurch vermindert
sich die Tamoxifen-induzierte Apoptose [46].

Die ersten Studien, die sich mit dem Ansprechen auf die adjuvante Chemotherapie befaf3ten,
kamen zu dem SchluB3, da3 erhohte HER-2/neu-Werte zu einem schlechteren Ansprechen bei
Chemotherapien fithren, die CMF enthalten (Cyclophophamid, Methotrexat und 5-
Fluorouracil) [8; 47]. Allerdings beschreiben aktuellere Arbeiten keinen Unterschied im
Ansprechen auf die CMF-Therapie in Abhéngigkeit von HER-2/neu [48] bzw. sogar ein
verbessertes Ansprechen der HER-2/neu-positiven Tumoren auf CMF [49]. Weitere Studien
konnten zeigen, da3 hohe HER-2/neu-Werte mit besserem Ansprechen auf anthrazyklinhaltige
Chemotherapien verbunden sind [50].

Das Ergebnis eines an MCF-7 Brustkrebszellen durchgefiihrten Experiments ergab, dal} die
Aktivierung von HER-2/neu eine Amplifikation des Topoisomerase Ila-Gens bewirkt. Da
Anthrazykline an der Topoisomerase Ila angreifen, konnte also die HER-2/neu-Aktivierung
indirekt zum gesteigerten Wirkpotential der Chemotherapeutika beitragen [51]. Eine
Untersuchung von 136 primidren Mammakarzinomen mittels FISH konnte zeigen, daf3 die
HER-2/neu-Uberexpression zu einer Amplifikation oder Deletion des Topoisomerase Ilo.-

Gens fiihrt [52].
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Nachdem das Cancer and Leukemia Group Boston (CALGB) Protokoll 8541 demonstrieren
konnte, daf} Patientinnen, die mit einer dosisintensivierten anthrazyklin-(adriamycin)-haltigen
Chemotherapie behandelt wurden, ein signifikant ldngeres progressionsfreies Intervall und
auch Gesamtiiberleben hatten, wenn ihr Priméartumor eine hohe HER-2/neu-Expression zeigte,
sollte dieses Phidnomen in einer groBeren Gruppe weiter untersucht werden. In einer
Untergruppe von 992 Patientinnen mit Brustkrebs aus der CALGB 8541 konnte jedoch kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen HER-2/neu-Expression und CAF-Therapie
(Cyclophophamid, Doxorubicin(Adriamycin) und 5-Fluorouracil) festgestellt werden [53].

In einer weiteren Studie (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP)
protocol B-11) wurden 638 Brustkrebspatientinnen entweder mit L-Phenylalanin-Mustard plus
5-Fluorouracil (PF) oder PF plus Doxorubicin behandelt. In 37.5% der Tumoren konnte
immunhistochemisch eine Uberexpression des Proto-Onkogens nachgewiesen werden. Diese
Gruppe profitierte signifikant von der Zugabe von Doxorubicin zur Therapie in Bezug auf das
progressionsfreie Intervall jedoch nicht auf das Gesamtiiberleben [54].

In einer 211 Brustkrebspatientinnen umfassenden deutschen Studie zum selben Thema wurden
152 Patientinnen mit einer Mitoxantron-haltigen Chemotherapie behandelt (=Anthrazyklin-
Analogon) und 59 Patientinnen mit der konventionellen CMF-Therapie. In dieser
retrospektiven Studie konnte zwar der Einflu von HER-2/neu (Bestimmung im Serum) auf
das Uberleben bestiitigt werden; ein EinfluB in Abhingigkeit von der jeweiligen
Chemotherapie konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [55]. Auch weitere Studien konnten
keinen Zusammenhang zwischen HER-2/neu und anthrazyklinhaltiger Chemotherapie
erkennen [56-59].

Andere klinische Studien fanden deutlich verbesserte Ansprechraten der HER-2/neu-positiven
Tumoren auf Paclitaxel im Vergleich zu HER-2/neu-negativen Tumoren [60; 61]. Der
Mechanismus, der die Interaktion zwischen gesteigerter Paclitaxelsensitivitdt und HER-2/neu-
Uberexpression erkliren kdnnte, ist bis jetzt unbekannt [62]. In-vitro Studien zeigten vielmehr
eine gesteigerte Resistenz HER-2/neu-liberexprimierender Zelllinien gegentiiber Paclitaxel [62;
63]. Die Signaltransduktion durch HER-2/neu soll das Protein p21Wafl hochregulieren, welches
wiederum die p34cdc2-Kinase inhibiert, durch die Taxol seine apoptotische Aktivitdt entfaltet
[64].

Die Schwierigkeit in der Validierung der meisten Studien besteht darin, daB Ergebnisse

retrospektiv. gewonnen werden. Nur randomisierte prospektive Studien koénnten mit
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ausreichender statistischer Signifikanz Zusammenhinge zwischen HER-2/neu-Uberexpression
und therapeutischer Implikation erkennen. Patientinnen werden oft schon vor der zu
untersuchenden adjuvanten Therapie behandelt, so da3 nicht eruierbar ist, ob jeweilige Effekte

auf die untersuchte Therapie oder auf eine schon vorausgegangene zuriickzufiihren sind [65].

Perspektiven in der Therapie

Ein vielversprechender neuer Therapieansatz stellt die Therapie mit Antikérpern dar, die
genau gegen das HER-2/neu-Protein gerichtet sind [66].

In einer Phase II-Studie mit therapierefraktiren metastasierten Brustkrebspatientinnen wurde
der monoklonale rekombinante HER-2/neu-Antikorper Herceptin mit Cisplatin kombiniert.
Die Kombination von Antikorper und Cisplatin resultierte bei HER-2/neu-tiberexprimierenden
Tumoren in klinischen Ansprechraten, die héher waren als diejenigen mit jeweils nur einer
Therapie, also Cisplatin oder Antikorper. Der Effekt des Antikorpers scheint moglicherweise
darin zu bestehen, dafl die HER-2/neu-iiberexprimierende Zelle nach Behandlung mit dem
Antikorper nicht mehr in der Lage ist, Cisplatin-induzierte DNA-Schiaden zu reparieren [67].
Weitere Studien zeigen , daB3 Herceptin der erste anti-HER-2/neu-Antikorper ist, der einen
Uberlebensvorteil fiir Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom bei Her-2/neu-
positiven Tumoren bietet [68; 69].

Auch in der Hormontherapie scheint der therapeutische Ansatz mit Antikérpern
erfolgversprechend. Die Effekte des 4D5-Antikorpers auf das Wachstum von BT474-
Brustkrebszelllinien, die HER-2/neu und den Ostrogenrezeptor iiberexprimieren, wurden in
vitro  untersucht.  Tamoxifen und der HER-2/neu-Antikérper  zeigten  eine
Zellwachstumshemmung im Vergleich zur alleinigen Gabe von jeweils nur einer Substanz
[70]. Weitere Therapieversuche stellen Inhibitoren der Tyrosinkinase dar [71]. Es konnte
auBBerdem gezeigt werden, dafl Patientinnen mit DCIS gezielt Antikorper gegen das HER-
2/neu-Protein bilden konnen [33]. Dies wiederum konnte dazu fithren, da3 die Entstehung
eines invasiven Tumors verhindert wird bzw. eine fiir die Patientin prognostisch vorteilhafte
Selektion von HER-2/neu-negativen Tumorzellen stattfindet. Diese These kann allerdings nur
in einer grof3 angelegten Untersuchung von Patientinnen mit DCIS verifiziert werden [33].

Trotzdem erscheint die aktive Immuntherapie als mdgliche therapeutische Option [72].
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1.4. Nachweismethoden von HER-2/neu

Die Bedeutung der HER-2/meu-Bestimmung als pridiktiver Parameter flir bestimmte
Chemotherapien ist also noch umstritten. Es existiert dariiber hinaus noch keine allgemein
anerkannte und standardisierte Methode, die zuverldssige, reproduzierbare und prognostisch
eindeutige Ergebnisse liefert [73].

Techniken, die bis jetzt in Studien Verwendung finden konnten, beinhalten gentechnische
Verfahren, welche die Amplifikation des Gens nachweisen, sowie Southern und Slot Blots,
Polymerase Chain Reaction (PCR), und neuerdings auch in situ-Hybridisierungen
(fluoreszierende und nicht-fluoreszierende Techniken).

Die Uberexpression von HER-2/neu wird qualitativ und quantitativ mittels Immunhistochemie
(IHC) an gefrorenen oder archiviertem Gewebe mit Western Blots oder Enzymimmunoassays

(ELISA) bestimmt.

Southern und Slot Blot

Die Ergebnisse, die bis jetzt mittels Southern- und Slot Blot-Verfahren gewonnen werden
konnten, differieren untereinander deutlich. Der Southern und Slot Blot sind teure und

zeitintensive Nachweisverfahren, die frisches oder gefrorenes Gewebe bendtigen.

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Relativ neu ist die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Sie kann als gut
reproduzierbare und extrem zuverldssige Methode die HER-2/neu-Genamplifikation am
frischen und gefrorenen Tumor und auch am Paraffinschnitt, ebenso wie aus sehr geringen
Tumormengen (Feinnadelbiopsie) nachweisen [74]. Die bis jetzt verdffentlichten Studien mit

der FISH-Technik konnten HER-2/neu mit dem Krankheitsverlauf korrelieren [75; 76].

Immunhistochemie

Die Mehrheit der verdffentlichten Studien gewann ihre Ergebnisse durch die

immunhistochemische Untersuchung des Paraffinschnitts [77]. Hierbei kam es in Hinblick auf
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den prognostischen und pradiktiven Wert von HER-2/neu zu sehr unterschiedlichen
Resultaten.

Durch die Paraffinfixierung des Tumors unterliegt der HER-2/neu-Proteingehalt etlichen
StorgroBlen, wie z.B. der Fixierungszeit, -temperatur, Aufbewahrungszeit. Es existiert auch
kein einheitliches Scoring-System fiir die Auswertung der Proteiniiberexpression [5]. Die
Tatsache, daB3 bei der Immunhistochemie (IHC) viele verschiedene Antikérper benutzt
werden, konnte die VerldBlichkeit der Ergebnisse ebenfalls beeintrichtigen. FEine
Untersuchung von 6 kommerziell erhiltlichen Antikérpern flir die immunhistochemische
Bestimmung konnte zeigen, da3 die Ergebnisse durch unspezifische Bindungen entscheidend
beeinfluBt werden und zu falsch-positiven Ergebnissen filhren konnen [78]. Die
immunhistochemische Bestimmung von 187 Paraffinschnitten von Brusttumoren mit 7
polyklonalen und 21 monoklonalen Antikérpern konnte ebenfalls zeigen, dal die erzielten
Ergebnisse je nach Antikorper &uBerst variabel ausfielen. Dies erkldrt einerseits die
unterschiedlichen Angaben iiber die prozentuale Uberexpression von HER-2/neu im Tumor
und andrerseits die unterschiedlichen Angaben iiber prognostische und pradiktive
Aussagekraft des Onkogens [79]. Erstrebenswert ist deshalb, einen mdglichst spezifischen
Antikdrper zu entwickeln [80].

Ein Vergleich der IHC mit der FISH konnte zeigen, dal3 zwischen beiden Methoden lediglich
eine Konkordanz von 56% bestand. In einem Kollektiv von 112 nodal-negativen
Brustkrebspatientinnen war die prognostische Aussagekraft ermittelt durch FISH groBer als
die durch ITHC [81]. In einer Studie von Isola et al. liegt die Konkordanz zwischen FISH und
IHC bei 90% [82].

ELISA, PCR und Western Blot

Mit der ELISA-Technik kann man den Antigenverlust durch Fixierung und Lagerung
umgehen, da die Untersuchung an Tumorcytosol direkt erfolgt. Allerdings reicht oftmals die
GroBle der entnommenen Brusttumoren nicht aus, um eine gentigend grof3e Menge an Cytosol
herzustellen. In einer Untersuchung an 415 invasiven Mammakarzinomen konnten jeweils flir
PCR und ELISA gleiche Informationen tiber den HER-2/neu-Status gewonnen werden [83].
Der Western Blot ist fiir die Routineuntersuchung nicht geeignet [5].

11
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1.5. HER-2/neu-Bestimmung im Serum

ELISA

Die Tatsache, daBl die extrazellulire Domine von HER-2/neu von der Zelloberfliche
abgegeben wird und als Protein mit einem Molekulargewicht von 105 kDa im Serum
nachweisbar ist (“shed antigen®, p105, ECD), eroffnet neue diagnostische Moglichkeiten.
Dadurch, daB3 der Antigenspiegel im Serum auch mit der Hohe der HER-2/neu-Expression im
Primédrtumor korreliert [84], konnen aussagekriftige SchluBfolgerungen eventuell allein durch
die Bestimmung im Serum gezogen werden.

Der Vorteil der Bestimmung im Serum liegt darin, da3 kein Gewebe benétigt wird, sondern
man auf leicht zu gewinnende Blutproben zuriickgreifen kann. Dadurch wird auch die
Bestimmung bei nicht-operierten oder metastasierten Brustkrebspatientinnen moglich. Ein
weiterer Vorteil der ELISA-Bestimmung liegt darin, da3 er als quantitative Methode den
Vergleich mit anderen biologischen Parametern erleichtert [85]. Der Enzyme-linked-
Immunosorbent-Assay (kurz: ELISA) bietet sich als einfach durchzufiihrende Methode fiir
groflere Probenmengen in der Klinik an. In einer Untersuchung zu moglichen Storfaktoren des
ELISA konnte fiir verdnderte Transport- und Lagerungsbedingungen kein Einflul auf die
Ergebnisse ermittelt werden. Somit stellt sich der ELISA als wenig storanféllige
Nachweismethode dar [86].

Eine der ersten Studien an einem gréferen Patientinnenkollektiv (n=208) und 69
Kontrollpersonen mittels ELISA mit monoklonalem Antikdrper gab erhohte Werte von HER-
2/neu in einem Viertel der Brustkrebspatientinnen und in keiner der gesunden
Kontrollpersonen an [87]. Dittadi et al. stellten weiterhin fest, dal nach Bestimmung von p105
mit ELISA eine Einteilung der erhaltenen Werte in Quartile die Erkennung eines
Hochrisikokollekivs ermoglicht, das heifit, da das Quartil mit den hochsten HER-2/neu-

Werten ein besonders kurzes progressionsfreies Intervall zeigt. Somit bietet die quantitative
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Bestimmung (ng/ml, U/ml oder mol/ml) Vorteile gegeniiber qualititativen Verfahren, da sie
eine genauere Definition eines Hochrisikokollektivs ermdglicht [88].

Die meisten Studien, die ELISAs benutzten, konnten eine Beziehung zwischen zirkulierendem
HER-2/neu-Antigen und Prognose herstellen. So scheint ein hoher HER-2/neu-Spiegel im
Serum signifikant mit kiirzererem progressionsfreien Intervall einherzugehen [89]; und das
Auftreten von Metastasen vorhersagen zu konnen [90]. Willsher et al. konnten in ihrer Studie
die prognostische Bedeutung von HER-2/neu bestétigen, sahen jedoch keinen Zusammenhang
mit dem Ansprechen auf die Hormontherapie [91]. Volas et al. konnten dem HER-2/neu-Wert
im Serum weder eine prognostische Bedeutung fiir den Krankheitsverlauf noch einen Effekt
auf das Ansprechen auf die Hormontherapie zuschreiben [92]. Auch fiir das Ansprechen auf
die Chemotherapie konnte dem HER-2/neu-Wert im Serum keinerlei Bedeutung zugewiesen
werden [93]. Allerdings erlaubte die Betrachtung des HER-2/neu Spiegels im Serum vor der
Chemotherapie in einer Untergruppe von Patientinnen mit mehr als drei befallenen
Lymphknoten eine prognostische Aussage iiber das Therapieansprechen und das

progressionsfreie Intervall [94].

1.6. Zielsetzung dieser Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, die prognostische und pridiktive Bedeutung des Proto-
Onkogens HER-2/neu bei metastasiertem Mammakarzinom zu untersuchen.

Als erster Schritt sollte ein Nachweisverfahren etabliert werden, mit dem auch in der
metastasierten Situation sicher die HER-2/neu-Uberexpression der Metastasen ermittelt
werden kann. Da Gewebeproben in der metastasierten Situation schwierig oder gar nicht zu
gewinnen sind, wurde die Bestimmung im Serum mittels ELISA durchgefiihrt. Zur Ermittlung
des Grenzwertes (cut-off) wurde der HER-2/neu-Status zusitzlich in einem
altersentsprechenden Normallkollektiv (n=30) bestimmt.

Des weiteren wurde an 29 Primartumoren untersucht, ob die immunhistochemisch ermittelte
HER-2/neu-Uberexpression am Primértumor mit der Bestimmung im Serum zum Zeitpunkt
der Metastasierung korreliert.

AuBerdem wurde ermittelt, ob sich Unterschiede ergeben im progressionsfreien Intervall und
Gesamtiiberleben und in Anzahl und Lokalisation der Metastasen in Abhédngigkeit von HER-

2/neu. Da die palliative Chemotherapie mit Taxanen &uBlerst kostenintensiv ist, wurde
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versucht, mit Hilfe von HER-2/neu eine Subgruppe von Patientinnen zu definieren, die von
einer taxanhaltigen Chemotherapie profitieren konnen.

Ergénzend wurde noch der Wert als moglicher Tumormarker untersucht, indem HER-
2/neu mit dem etablierten Tumormarker CA 15-3 korreliert wurde. Es wurde ermittelt, ob eine
Verdnderung von HER-2/neu unter der Therapie auch eine Bedeutung beziiglich des

Therapieansprechens hat.

1. Bestimmung des Grenzwertes von HER-2/neu im Serum durch Normalkollektiv (n=30)

und Patientinnenkollektiv (n=103)

2. Korreliert die Hohe von HER-2/neu im Serum zur HER-2/neu-Expression im

Priméartumor?

3. Lassen sich durch die Bestimmung im Serum Aussagen machen iiber

a) bestes Ansprechen unter der Therapie?
b) progressionsfreies Intervall?

c) Gesamtiiberleben?

d) Anzahl der Metastasen?

e) Lokalisation der Metastasen?

4. Ergeben sich Unterschiede im Ansprechen/ im progressionsfreien Intervall/ im
Gesamtiiberleben in Abhidngigkeit von einem der beiden Chemotherapieschemata in

Abhingigkeit von der Hohe des HER-2/neu-Wertes im Serum?

5. Wert als Tumormarker:
a) Korreliert HER-2/neu mit dem etablierten Tumormarker CA 15-3?
b) Hat eine Verdnderung von HER-2/neu unter der Therapie (Abfall oder Anstieg)

auch eine Bedeutung beziiglich des Therapieansprechens?
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2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Normalkollektiv

Als Normalkollektiv wurden 30 freiwillige Blutspenderinnen ab einem Alter von 45 Jahren
verwendet (Mittelwert = 49 Jahre; Median = 45 Jahre).

Der Informations- und Einwilligungsbogen fiir die Blutspenderinnen (s. Anhang) wurde von
der Stabsstelle des Arztlichen Direktors fiir Medizinische Qualititssicherung im UKE auditiert

und bewilligt.

2.1.2. Patientinnen aus der AGO-Studie

Fiir die vorliegende Arbeit wurde das Serum von 103 Patientinnen untersucht, die im Rahmen
einer Studie der Arbeitsgemeinschaft fiir gyndkologische Onkologie der Deutschen
Krebsgesellschaft (AGO) behandelt wurden: ,,Epirubicin und Paclitaxel versus Epirubicin und
Cyclophophamid in der first-line Therapie bei Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom - Therapieoptimierung*.

Die Untersuchung der pratherapeutischen Seren konnte durch Bestimmungen der Seren nach
2-3monatiger Behandlungsdauer (=Zeitpunkt 1) wund 4monatiger und léngerer
Behandlungsdauer (=Zeitpunkt 2) erginzt werden.

Tiefgefrorene Aliquote der Seren wurden uns in folgender Anzahl aus verschiedenen Kliniken
in Deutschland zur Verfligung gestellt:

- 23 Seren aus der Frauenklinik der Technischen Universitidt Miinchen,

- 13 Seren und 11 Verlaufskontrollen (2 zum Zeipunkt 1; 9 zum Zeitpunkt 2) aus der
Universitits-Frauenklinik Ulm,

- 8 Seren, 7 Verlaufskontrollen zum Zeitpunkt 1 und 7 Verlaufskontrollen zum Zeitpunkt 2
aus dem Zentrum der Frauenheilkunde in Frankfurt,

- 4 Seren aus der Frauenklinik der Medizinischen Hochschule Hannover und

- 4 Seren aus der Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Universitit Greifswald.

- 51 Seren von Patientinnen, die sich in der Universitits-Frauenklinik Hamburg in Therapie
befanden, wurden zusammen mit 37 Verlaufskontrollen zum Zeitpunkt 1  und 32

Verlaufskontrollen zum Zeitpunkt 2 untersucht.
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Somit ergaben sich 103 Serumproben vor Therapiebeginn, 46 Serumproben zum Zeitpunkt 1

und 48 Serumproben zum Zeitpunkt 2 (Tab.1).

Klinik Anzahl Anzahl der Seren|Anzahl der Seren
pritherapeutischer |nach  2-3monatiger | nach 4monatiger
Seren Behandlungsdauer |oder langerer

Behandlungsdauer

Frauenklinik der TU |23 - -

Miinchen

Universitéts- 13 2 9

Frauenklinik Ulm

Zentrum der |8 7 7

Frauenheilkunde in

Frankfurt

Frauenklinik der |4 - _
Med. Hochschule
Hannover

Klinik fir |4 - -
Frauenheilkunde+
Geburtshilfe der Uni
Greifswald

Universitéts- 51 37 32
Frauenklinik
Hamburg

Insgesamt 103 46 48

Tabelle 1: Anzahl der Seren aus den teilnehmenden Kliniken vor Therapiebeginn, nach 2-
3monatiger Behandlungsdauer (=Zeitpunkt 1) und nach 4monatiger und langerer
Behandlungsdauer (=Zeitpunkt 2).

AGO-Studie

Titel der AGO-Studie ist ,,Epirubicin und Paclitaxel versus Epirubicin und Cyclophophamid in
der first-line Therapie bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom. —
Therapieoptimierung —.

In die AGO-Studie wurden 597 Patientinnen mit histologisch gesichertem, metastasiertem
Mammakarzinom ohne vorausgehende Chemotherapie der metastasierten Erkrankung
eingeschlossen, wobei eine vorherige palliative Hormon-, Radio- und/oder Chemotherapie
gestattet war. Die Studie wurde als prospektive, offene, randomisierte, multizentrische Phase
IT1I-Studie gestaltet. In jedem Behandlungsarm wurde alle 21 Tage ein Zyklus mit der

jeweiligen Chemotherapie durchgefiihrt. Die Fortsetzung der Therapie durfte bis zu einer
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maximalen Anzahl von 10 Zyklen erfolgen. Das Ansprechen auf die Therapie wurde gemél

UICC-Kriterien in komplette Remission (CR), partielle Remission (PR), keine Verdnderung

(NC) und Progression (PD) eingeteilt. Der Therapieabbruch erfolgte bei Tumorprogression.

Einschlul3kriterien

histologisch gesichertes metastasiertes Mammakarzinom

AbschluB einer fritheren adjuvanten Chemotherapie > 12 Monate, einer vorherigen
Radio- und/oder Immuntherapie > 4 Wochen vor Aufnahme in die Studie, einer
palliativen Hormontherapie vor der ersten Gabe der Priifmedikation; intakte
Knochenmarksfunktion nach einer lokalen Radiatio

durch korperliche und radiologische Untersuchung zweidimensional mef3barer Herd
negativer Schwangerschaftstest bei fertilen Frauen und Bereitschaft zur Kontrazeption
Alter: 18 bis 75 Jahre

Lebenserwartung >= 12 Wochen

Ausschlul3kriterien

Weiteres Karzinom (Ausnahme: Carcinoma in situ der Zervix, Hautkarzinome aul3er
malignen Melanomen)

Friihere Chemotherapie mit Anthrazyklinen mit einer kumulativen Dosis von
>300mg/m” Doxorubicin oder >420 mg/m” Epirubicin

Vorherige Chemotherapie oder mehr als eine Hormontherapie im metastasierten
Stadium

Knochenmetastasen als einziger mefSbarer Karzinomherd

Applikation anderer Chemo- oder Immuntherapeutika im Verlauf der Studie
Hirnmetastasen und andere neurologische Erkrankungen

Schwangerschaft, Stillzeit oder fehlende Kontrazeption bei fertilen Frauen

Aufgrund der Selektion des Kollektivs handelt es sich um Patientinnen mit miBigem oder

hohen Risiko fiir ein verkiirztes progressionsfreies Intervall und Gesamtiiberleben.

Die relevanten Daten der Patientinnen wurden uns durch den fiir die Betreuung und

Auswertung der Studie zustindigen wissenschaftlichen Dienst (WiSP=Wissenschaftlicher

Service Pharma, Langenfeld) zugesandt. Ergéinzend konnten von den in Hamburg behandelten
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Patientinnen notwendige Daten aus den Krankenunterlagen entnommen und vervollstindigt

werden (z.B. Follow-up).

2.1.2. Tumormarker CA 15-3
Die Werte des Tumormarkers CA 15-3, dessen Bestimmung aus den Seren schon in der
Abteilung fiir Klinische Chemie an der Universititsklinik Eppendorf stattgefunden hatte,

konnte mit den ermittelten HER-2/neu-Werten korreliert und verglichen werden.

2.1.3. Paraffinschnitte des Primartumors
An den in der Gyndkopathologie der Universitits-Frauenklinik asservierten Paraffinschnitten
der Primirtumoren von 29 Patientinnen konnte immunhistochemisch die HER-2/neu-

Uberexpression am Primértumor bestimmt werden.

2.2. Methoden

2.2.1. ELISA

Die Blutproben wurden 10 Minuten lang bei 3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Das
Serum wurde anschlieBend abpipettiert und bei —23°C eingefroren.

MeBprinzip

Der Oncogene Science, Inc. (Manhasset, NY) HER-2/neu-Assay OSDI-10 ist ein Sandwich-
Immuno-Assay, der einen monoklonalen Mausantikorper zur Bindung und einen anderen
monoklonalen Mausantikérper zum Nachweis des humanen neu-Proteins benutzt. Das
Bindungs- und das Detektionssystem reagieren spezifisch mit der extrazelluliren Doméne des
neu-Proteins (105kDa). Die Mikrotiterplatte ist mit dem ersten Antikérper beschichtet. Bei
Zugabe des Antigens (HER-2/neu im Serum) findet eine Antigen-Antikorper-Bindung statt,
die durch den Detektionsantikorper unter Zugabe eines Streptavidin-Biotin-Peroxidase-
Komplexes sichtbar gemacht und im ELISA-Reader bei 492 nm quantitativ bestimmt werden
kann.

Material/Losungen

- Mikrotiterplatte mit 96 beschichteten wells
- neu Standards: 6 verschiedene definierte Konzentrationen (ng/ml) von rekombinantem

pl105
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- 3 neu Kontrollen in unbekannten Konzentrationen

- Sample Diluent: BSA und 0.1% Sodium azide

- Detektorantikorper: Antikorper in 0.01 M PBS (Phosphate-Buffered Saline) (pH

7.4), Proteinstabilisator und 0,1% sodium azide

- Conjugate Diluent: 0,01 M PBS (pH 7,4), BSA und 0,01 % Chlorazetamid

- Conjugate Concentrate: 50X Streptavidin-Horseradish-Peroxidase in Pufferlosung

- Substrate Diluent: 0,1 M Citratpuffer (pH 5,0) und 0,01 % H,O,

- Substrate: O-Phenylendiamine(OPD)-Tabletten

- Stopplosung: 2,5 N H,SO4

- Waschkonzentrat (20X)

- Brutschrank (37°C)

- Pipetten; 2-20 pl, 20-200 pl und 200-1000 pl mit auswechselbaren Pipettenspitzen

- Multipipetten

- Reagenzgliser zur Probenvorbereitung

- ELISA-Reader mit einer Wellenldnge von 490 (488-492 ) nm

- Destilliertes Wasser
Durchfiihrung
Fiir alle Proben und Kontrollen ist eine initiale Verdiinnung von 1:50 mit Sample Diluent
notwendig: zu 980l Sample Diluent werden 20ul Serum hinzupipettiert. Die Standards,
Kontrollen und Proben wurden in Duplikaten gemessen.
In 2 Réhrchen wurden je 100 pl Sample Diluent als Leerwert pipettiert. Darauthin wurden je
100pl der Standards in aufsteigender Konzentration, 100l der Kontrollen und schlieBlich 100
Ml der verdiinnten Proben in die Rohrchen pipettiert. Nach einer dreistiindigen Inkubation bei
37 °C wurden die Platten drei Mal mit 1:19 verdiinntem Waschpuffer gewaschen. Zur
Herstellung des Puffers wurden 50ml Waschpuffer mit 950 ml destilliertem Wasser
versetzt. Anschliefend wurde in jedes Rohrchen mit Ausnahme der Leerwerte 100pl des
Detektionsantikorpers pipettiert. Es folgte eine weitere Inkubation bei 37°C fiir eine Stunde. In
der Zeit wurde das Working Conjugate vorbereitet (Tab.2). Nachdem die Platten wiederum
drei Mal gewaschen worden waren, konnte das vorbereitete Working Conjugate in alle
Rohrchen auBler in die Leerwerte pipettiert werden. Danach wurde die abgedeckte Platte bei
Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Working Substrate

lichtgeschiitzt vorbereitet (Tab.2). Nach dem letzten Waschvorgang konnte das Working
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Substrate zu je 100pl in jedes Rohrchen pipettiert werden. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln
fiir 45 Minuten. AbschlieBend wurden je 100l Stopplosung in alle R6hrchen pipettiert. Jetzt
konnte innerhalb von 30 Minuten das Ergebnis im ELISA-Reader (Titertek Multiskan®
MK II von Labsystems, Finnland) bei 492 nm abgelesen werden.

Vorbereitung der Reagenzien des Assays

Anzahl der Conj.Concentrate ~ Conj.Diluent Tablets Substrate
verwendeten Reihen Diluent
1 20pl 0,98 ml 1 4 ml
2 40ul 1,96 ml 1 4 ml
3 60l 2,94 ml 1 4 ml
4 80pl 3,92 ml 1 4 ml
5 100pl 4,90 ml 2 8 ml
6 120ul 5,88 ml 2 8 ml
7 140ul 6,86 ml 2 8 ml
8 160ul 7,84 ml 2 8 ml
9 180ul 8,82 ml 3 12 ml
10 200pl 9,80 ml 3 12 ml
11 220ul 10,78 ml 3 12 ml
12 240ul 11,76 ml 3 12 ml

Tabelle 2: Schema zur Vorbereitung des Working Conjugate und des Working Substrate.

Zusammenfassung des Verfahrens

Arbeitsschritte Inkubation

1. Zugabe der Standards, Kontrollen und Proben in die|3 Std. bei 37°C
Rohrchen
2. 3 x Waschen
1. Zugabe des Detektionsantikorpers in die R6hrchen 1 Std. bei 37°C
2. 3 x Waschen
3. Zugabe des Konjugates (Streptavidin-Horseradish- |30 Min. bei RT*
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2. Material und Methoden

Peroxidase) in die R6hrchen
4. 3 x Waschen
5. Zugabe von Substratlosung (O-Phenylendiamine) in die |45 Min. bei RT*
Rohrchen
6. Zugabe der Stoplosung (2,5 N H,SOy,) in die R6hrchen
7. Lesen der Platte bei 492 nm

*RT=Raumtemperatur

Auswertung

Bezugspunkt fiir die MeBwerte der Patientinnenproben ist eine Kurve, die anhand der
Koordination der StandardmeBwerte erstellt wird (Abb. 1 und 2). Hierbei wurden die jeweils
gemessenen Mittelwerte der sechs Einzel-Extinktionen (E=492 nm) auf der Y-Achse gegen
die entsprechenden sechs Konzentrationen mit genau definiertem HER-2/neu-Gehalt
(ng/ml) auf der X-Achse aufgetragen.

Es ergab sich eine anniihernd lineare Standardkurve (Abb.2). Uber die gemittelte Extinktion
der Kontrollen und Proben ist es moglich, die Konzentrationen derselbigen direkt durch
Computerberechnung (Programm eia3 von Labsystems, Finnland) abzuleiten. AnschlieBend
wurde iberpriift, ob die bestimmten Werte fiir die Kontrollen im angegebenen
Referenzbereich lagen. Bei Abweichen der doppelt gemessenen Werte voneinander um mehr

als 10 Prozent mufite dieser Wert im nachsten Versuch neu ermittelt werden.

Falls die Konzentration der gemessenen Probe {iber dem Referenzbereich lag, mufite die Probe
in weiteren Verdiinnungsschritten bestimmt werden.

Als weitere Verdiinnungsschritte wurden gewahlt:

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

Die gemessenen Konzentrationen mufiten dann jeweils mit dem entsprechenden Faktor
multipliziert werden:

2 /4 /8 / 16 / 32
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2. Material und Methoden

Standardkurve

2,5

1,5

Extinktion bei 492 nm

0,5
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Abbildung 1: Standardkurve unter definierten Konzentrationen und Extinktionen

gemessene Standardkurve
2
1,8 /
1,6 /
1,4

1,2 4

14

0,8
0,6 1 /
0,4
0,2 /
0 T T T T T . .

0 5 10 15 20 25 30 35 40
ng/ml

Extinktion bei 492 nm

Abbildung 2: tatsachlich gemessene Standardkurve

2.2.2. CA 15-3-Bestimmung

Die Bestimmung der CA 15-3-Konzentrationen erfolgte mit dem Abbott IMx CA 15-3
Tumormarker-Assay (Abbott Laboratories, Abbott Park, USA). Der IMx CA 15-3 ist ein
Mikropartikel-Enzymimmunoassay (MEIA), der auf dem Einsatz von monoklonalen 115D8-
und DF3-Antikorpern basiert. Der monoklonale Antikérper 115D8 ist gegen die Membranen
humaner Milchfettkiigelchen gerichtet, der monoklonale Antikérper DF3 gegen eine

angereicherte Membranfraktion eines metastasierenden Mammakarzinoms. Die Antikrper
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2. Material und Methoden

reagieren mit Epitopen, die als hochmolekulare Glykoproteine exprimiert werden und als
polymorphe epitheliale Muzine (PEMs) bezeichnet werden.
(Untersuchung durch das klinisch-chemische Labor des Universitidtskrankenhauses Hamburg-

Eppendorf unter der Leitung von Prof. Wagener)

2.2.3. Immunhistochemie

Vorbereitung und Durchfithrung

Aus den Paraffinblocken der Primadrtumoren wurden 5 pm dicke Schnitte mit dem
Schlittenbahnmikrotom der Firma Reichert-Jung, Deutschland, angefertigt.

Die entparaffinierten Schnitte wurden in einer Pufferlosung aus Tris-base, EDTA und Tri-
Natrium-Zitrat (pH 7,8) bei 600 Watt in der Mikrowelle routinemaBig vorbehandelt. Die HER-
2/neu-Uberexpression wurde mit dem 1:40 verdiinnten Antikérper CB11, einem Antikdrper
der Klasse IgG1, der Firma Novocastra Laboratories, Newcastle upon Tyne, UK, untersucht.
Die Farbung erfolgte mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex und eine anschlieende
Gegenfarbung wurde mit Himalaun durchgefiihrt.

Die Féarbung wurde in der Abteilung fiir Gyndkopathologie mit dem Ventana Enhanced DAB
Detection Kit (Catalogue No: 250-003) durch den halbautomatischen Farbeautomaten Nexes®

von Ventana Medical Systems, Tucson, USA, vorgenommen.

Auswertung

Die Auswertung erfolgte nach dem von Remmele und Stegner vorgeschlagenen System
(immunoreactive score (IRS)). [95]

Dabei wird die Férbeintensitit (=staining intensity) und die Anzahl der angefirbten Zellen
beurteilt (Tab.3).

Keine Firbereaktion ergibt den Wert ,,0, eine schwache den Wert ,,1%, eine miBige ,,2“ und
eine starke Farbereaktion den Wert ,,3%.

Keine positiven, d.h. angefarbten Zellen ergeben den Wert ,,0“. Wenn weniger als 10 % aller
Zellen positiv sind, ergibt dies den Wert ,,1%, 10-50% den Wert ,,2%, 51-80% den Wert ,,3* und
mehr als 80% den Wert ,,4“.

Anschlieend werden die beiden erhaltenen Werte multipliziert.
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2. Material und Methoden

Férbeintensitét Zahlenwert Prozent positiver | Zahlenwert
= ,,staining intensitiy* Zellen
Keine 0 Keine positiven | 0
Zellen
Schwach 1 <10 % 1
MiBig 2 10-50 % 2
Stark 3 51-80 % 3
>80 % 4

Tabelle 3: Auswertung der Immunhistochemie nach Remmele und Stegner. Zuordnung eines
Zahlenwertes zur Farbeintensitat und zur Anzahl der gefarbten Zellen.

Der durch Multiplikation ermittelte Wert erlaubt die Unterscheidung zwischen
HER-2/neu ist

Nicht erhoht (Wert =0-2)
Mittelgradig erhoht (Wert = 3-4)
Hochgradig erhoht (Wert = 6-12).

(Untersuchung durch die Abteilung fiir Gyndkopathologie des Universitdtsklinkums Hamburg-
Eppendorf unter der Leitung von Prof. Loning)

2.3.  Statistische Auswertung

Die Schétzung des progressionsfreien Intervalls und des Gesamtiiberlebens erfolgte mittels der
Kaplan-Meier-Methode. Die Abhidngigkeit des progressionsfreien Intervalls oder des
Gesamtiiberlebens von der Therapie oder von der Konzentration von HER-2/neu wurde mit
dem Logrank-Test berechnet.

Als nichtparametrische Tests wurden der Wilcoxon-Test und der Mann-Whitney-Wilcoxon-
Test (U-Test) benutzt.

Die Verldufe von HER-2/neu oder CA 15-3 wurden mit dem Wilcoxon-Test flir zwei

verbundene Stichproben untersucht.
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2. Material und Methoden

Die Verteilung von HER-2/neu in verschiedenen Prognoseparametern oder in verschiedenen
Metastasenlokalisationen wurde mit dem Mann-Whitney-Wilcoxon-Test (U-Test) fiir zwei
unverbundene Stichproben auf Signifikanz {iberpriift.

Innerhalb der Stichproben wurde meist der Median als der Wert groffter Aussagekraft
gewertet. Daneben wurden aber auch Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und
Maximum angegeben, falls dies von Interesse war.

Der Zusammenhang zwischen Immunhistochemie und Serumwert wurde durch den
Spearman-Korrelationskoeffizienten, der Zusammenhang zwischen HER-2/neu- und CA
15-3-Wert durch den Chi-Quadrat-(y?)-Test bestimmt.

Fiir die statistische Auswertung wurde das SPSS Software Package (Version: 9.0) der Firma

SPSS Inc., Los Angeles, USA, verwendet.
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3. Ergebnisse
3.1. Dateniiberblick

Untersuchtes Merkmal

Anzahl der Patientinnen

Absolut (%)
Patientinnen insgesamt 103 100
Alter bei Therapiebeginn 33-39 6 5,8%
40-49 20 19,4%
50-59 42 40,8%
60-69 30 29,1%
70-73 5 4,9%
Therapiearm ET 49 47,6
EC 54 52,4
Tumorstadium PT1 21 20,4
PT2 38 36,9
PT3 11 10,7
PT4 13 12,6
unbekannt 20 18,4
Lymphknotenbefall PN negativ 25 243
pN positiv 52 50,5
unbekannt 26 25,2
Differenzierungsgrad Gl 1 1
G2 32 31,1
G3 45 43,7
unbekannt 25 24,2
Art der Operation Brusterhaltende OP 20 19,4
Ablatio 34 33
Keine OP 42 40,8
unbekannt 9 6,8
Histologischer Typ Duktal 65 63,1
Lobulér 10 9,7
Sonstiges 17 16,5
unbekannt 11 10,6
Ostrogenrezeptor-Status ER negativ 36 35
ER positiv 53 51,5
unbekannt 14 13,6
Progesteronrezeptor-Status PR negativ 39 37,9
PR positiv 50 48,5
unbekannt 14 13,6
Adjuvante Chemotherapie Keine 64 62,1
Anthrazyklinhaltige 5 4,9
CMF 25 24,3
Andere 1 1
unbekannt 8 7,8
Adjuvante Tamoxifentherapie |Ja 30 29,1
Nein 73 70,9
Palliative Hormontherapie Tamoxifen 6 5,8
Aromatase-Inhibitoren 6 5,8
Gestagen 0 0
GnRH-Analoga 2 1,9
Patientinnen insgesamt 14 13,6
Ansprechen auf die CR 1 7,1
Palliative Hormontherapie PR 1 7,1
NC 0 0
PD 12 85,8
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Tabelle 4: Haufigkeitsverteilung der Klinischen, histopathologischen und biochemischen
Daten im Patientinnenkollektiv

Metastasierung Anzahl der Patientinnen
absolut (%)

Viszeral insgesamt (Leber, Lunge, Peritoneum) 76/95 80,0 %

Sonstiges (Lymphknoten, Lokoregionidr, ...) 19/95 20,0 %

Tabelle 5: Anzahl der Patientinnen mit viszeraler und sonstiger Metastasenlokalisation.

3 Met. 1 Met.

Abbildung 3: Anzahl der Metastasenlokalisationen.

35 Patientinnen hatten eine Metastasenlokalisation, 35 Patientinnen hatten zwei
Metastasenlokalisationen, 17 Patientinnen hatten drei Metastasenlokalisationen, 4
Patientinnen hatten vier Metastasenlokalisationen und 4 Patientinnen hatten finf oder mehr
Metastasenlokalisationen. Von 13 Patientinnen war die Anzahl der Metastasenlokalisationen
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nicht bekannt. Von den 90 Patientinnen, bei denen die Metastasierung bekannt war, hatten
also 60 Frauen mehr als eine Metastasenlokalisation.

Zervix uteri

Peritoneum\

Lymphknoten_\ /—Lokoregionér

Lunge

Leber —

Abbildung 4: Betroffene  Organsysteme bei Patientinnen mit nur einer
Metastasenlokalisation.

Von den 35 Patientinnen, bei denen ein Organsystem betroffen war, war die Lokalisation wie
folgt verteilt: Die Leber war haufigster Ort der Metastasierung (n=18), gefolgt von der Lunge
(n=8). Eine lokoregionare Metastasierung (Thorax-Wand, restliche Mamma, axillare und
infraklavikulare Lymphknoten) zeigten 5 Patientinnen, Befall der nicht-regionaren
Lymphknoten (supraklavikulédre, retrosternale Lymphknoten und Lymphknoten der
Thoraxwand) zeigten 2 Patientinnen. Das Peritoneum war bei 1 Patientin befallen; die Zervix
uteri war bei 1 Patientin befallen war.

3.2. HER-2/neu-Konzentrationen
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Die Kontrollen (n=30) hatten Serumwerte von HER-2/neu, die zwischen 5,5 und 11,1 ng/ml
lagen (Median= 8,82 ng/ml).

Die Werte der Patientinnen (n=103) lagen mit einem Median von 12,73 ng/ml deutlich {iber
dem Normalkollektiv (Spannweite= 5,9 — 426 ng/ml).

Die beiden Gruppen unterschieden sich signifikant voneinander (p< 0,001).

Bestimmt man den Wert von 12 ng/ml als Grenzwert, dann wiesen 51,5 % der Patientinnen

erhohte Werte auf (Abb.5).

1000

100 ¢

.0
iigo ‘—12 ng/ml

23 8
10 _W Otﬁgyo«

Patientinnenkollektiv Normalkollektiv

HER-2/neu (ng/ml)
*

Abbildung 5: Verteilung der HER-2/neu-Werte im Patientinnen- und Normalkollektiv. 51,5%
der Patientinnen hatten HER-2/neu-Werte Uber dem Grenzwert von 12 ng/ml. Patientinnen-
und Normalkollektiv unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,001).

Bestimmte man die Werte von HER-2/neu im Serum im Verlauf der Therapie, so zeigte sich,
dafl sich die Werte im Median nicht wesentlich verdnderten. Der Median lag bei der
Bestimmung zum Zeitpunkt 1, also nach ca. 3 Zyklen Chemotherapie geringfiigig niedriger
(11,40 ng/ml) als vor der Therapie; die Bestimmung zum Zeitpunkt 2, also nach ca. 6 Zyklen
Chemotherapie, ergab einen mit12,08 ng/ml hoheren Median, der jedoch immer noch unter

dem Median der Serumbestimmung vor der Therapie lag (12,73 ng/ml) (Tab.6).
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HER-2/neu HER-2/neu HER-2/neu
vor der Therapie |zum Zeitpunkt 1 |zum Zeitpunkt 2
Anzahl der Proben 103 46 48
>12 ng/ml (%) 51,5(%) 58,7(%) 37,5(%)
Median (ng/ml) 12,73 11,40 12,08
Minimum (ng/ml) 5,92 5,79 5,69
Maximum (ng/ml) 803,60 584,53 1626,25

Tabelle 6: HER-2/neu-Werte vor Beginn der Therapie (ng/ml), nach 3 Zyklen Chemotherapie

(Zeitpunkt 1) und nach 6 Zyklen Chemotherapie (Zeitpunkt 2).

3.3. Verteilung von HER-2/neu innerhalb verschiedener Prognoseparameter

Die Verteilung der extrazelluliren Doméne von HER-2/neu (ECD) ist nahezu identisch

innerhalb aller in dieser Studie erhobenen Prognoseparameter. Es ergeben sich keine

signifikanten Unterschiede in den dargestellten Untergruppen.

Patienten-oder Anzahl der = Anzahl Prozent
Tumorcharakteristik Patientinnen >12ng/ml > 12ng/ml  p-Wert
Alter
<50 Jahre 26 11 42% NS
>= 50 Jahre 75 41 55%
Nodalstatus
NO 25 12 48% NS
N1 50 24 48%
unbekannt 26
Grading
Gl 1 1
G2 32 15 47% NS
G3 43 20 47%
unbekannt 25
Histologie
duktal 64 31 48% NS
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lobulér 10 4 40%

sonstiges 16 9 56%
unbekannt 11
Ostrogenrezeptor
positiv 34 15 44% NS
negativ 53 26 49%
unbekannt 14
Progesteronrezeptor
positiv 37 16 43% NS
negativ 50 25 50%

unbekannt 14

Tabelle 7: Verteilung der HER-2/neu-Werte innerhalb verschiedener Prognoseparameter.
Eine Haufung erhéhter HER-2/neu-Werte innerhalb der untersuchten Prognoseparameter
konnte nicht ermittelt werden.

3.4. Korrelation der HER-2/neu-Befunde im Serum mit der HER-

2/neu-Uberexpression des Primértumors

Um beurteilen zu konnen, inwieweit die HER-2/neu-Expression des Primértumors auch
Riickschliisse auf die Hohe des Serumwertes zum Zeitpunkt der Metastasierung zuléft, wurde
gepriift, ob Patientinnen mit einem Serumwert >12 ng/ml auch im Primértumor einen
Punktewert >= 9 aufwiesen bzw. Patientinnen mit Serumwerten < 12ng/ml auch im
Primdrtumor Werte <9 hatten. Mit diesem fiir die immunhistochemische Auswertung
optimierten Grenzwert von 9 konnte eine signifikante Korrelation zwischen der HER-
2/neu-Expression des Primdrtumors und des Serumwertes zum Zeitpunkt der Metastasierung
ermittelt werden (p=0,018).

9 von 29 Patientinnen hatten eine erhohte HER-2/neu-Expression im Primidrtumor. Die
mediane Konzentration von HER-2/neu im Serum war bei diesen Patientinnen 45,2 ng/ml. Die
20 Patientinnen mit niedriger Expression von HER-2/neu hatten mit der medianen HER-2/neu
Konzentration von 9,4 ng/ml auch deutlich niedrigere Serumwerte. Dennoch zeigte eine
Patientin trotz stark erhéhter Expression im Primédrtumor eine Serumkonzentration <12 ng/ml.
4 Patientinnen hatten erhOhte Serumwerte, obwohl sie im Primartumor keine deutliche
Uberexpression gezeigt hatten.

Immunhistochemie und ELISA stimmten in 83% der Fille (24/29) iiberein (Tab.8, Abb.6).

31



Immunhistochemie
<9 >=9 N
HER-2/neu <12 16 1 17
(Serum)
>=12 4 8 12
N 20 9 29

Tabelle 8: Korrelation zwischen Immunhistochemie und ELISA (p=0,018). Bei 24 von 29
Patientinnen stimmten Immunhistochemie und ELISA-Bestimmung Uberein. Bei 5
Patientinnen stimmten Immunhistochemie und ELISA-Bestimmung nicht Gberein.
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Abbildung 6: Darstellung der durch Immunhistochemie und ELISA bestimmten HER-2/neu-
Werte. Grenzwerte (12 ng/ml im ELISA und 9 in der Immunhistochemie) sind zur Orientierung
eingezeichnet.

3.5. Bestes Ansprechen unter der Therapie
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Das beste Ansprechen unter der Therapie ist in der unten dargestellten Tabelle aufgelistet
(Tab.9). Es wird nach UICC-Kriterien unterschieden zwischen kompletter Remission (CR),
partieller Remission (PR), keiner Verdanderung (NC) und Progression (PD). Bei der Einteilung
wurde nur das jeweils beste Therapieansprechen bertlicksichtigt, ohne daBl der weitere
Therapieverlauf, das progressionsfreie Intervall oder das Gesamtiiberleben in Betracht

gezogen wurden. Es lagen Ansprechdaten von 90 Patientinnen vor.

Ansprechen: CR PR NC PD
insgesamt 4 34 32 20
ET-Arm 3 17 15 7
EC-Arm 1 17 17 13

Tabelle 9: Anzahl der Patientinnen in den verschiedenen Ansprecharmen

Um das beste Ansprechen unter der Therapie in Abhingigkeit von HER-2/neu zu untersuchen,
wurden drei Ansprechgruppen gebildet.

In einer Gruppe wurden komplette und partielle Remission (CR + PR) zusammengefallt, da
nur vier Patientinnen eine komplette Remission erreicht hatten. Diese Gruppe umfafite 38
Patientinnen. Die Gruppe, in der es weder zur Remission noch zur Progression gekommen war
(NC = no change), umfafite 32 Patientinnen. In der dritten Gruppe befanden sich 20
Patientinnen, deren Krankheit unter der Therapie progredient gewesen war (PD=progressive
disease).

Es konnte kein Zusammenhang zwischen prétherapeutischen HER-2/neu Werten und bestem

Ansprechen unter der Therapie gefunden werden (p>0,05) (Tab. 10, Abb.7+8).

Ansprechen  Anzahl Median Minimum Maximum (ng/ml)
CR+PR: n=38 13,0 5,92 803,6
NC: n=32 11,18 6,52 372,19
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PD: n=20

11,72 6,15

89,69

Tabelle 10: Gleichmalige Verteilung der

HER-2/neu-Werte

in den verschiedenen

Ansprecharmen. Der Median in der Gruppe ,CR + PR" lag geringfligig Uber den Medianen
der anderen Ansprechgruppen (p>0,05).
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Abbildung 7: Anzahl der Patientinnen in den Ansprechgruppen in Abhangigkeit von

HER-2/neu. Patientinnen mit HER-2/neu-Werten gréfier und kleiner 12 ng/ml waren in allen

Ansprechgruppen annahernd gleich verteilt (p>0,05).
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Abbildung 8: GleichmaRige Verteilung der HER-2/neu-Werte in den verschiedenen

Ansprechgruppen.

Auch fiir die Unterscheidung zwischen den beiden Therapiearmen konnte fiir keinen

Therapiearm ein Zusammenhang zwischen HER-2/neu vor der Therapie und dem besten

Ansprechen unter der Therapie entdeckt werden (p>0,05) (Tab.11, Abb.9+10+11). Die Zugabe

von Paclitaxel ergab kein besseres Ansprechen.

Fiir die drei Ansprechgruppen ergaben sich folgende HER-2/neu Werte (ng/ml):

Ansprechen Th.  Median Minimum Maximum (ng/ml)
CR+PR ET 13,0 5,92 803,6
EC 13,18 8,19 54,67
NC ET 10,72 6,8 352,5
EC 11,40 6,52 372,19
PD ET 13,49 6,15 41,47
EC 11,55 7,16 89,69

Tabelle 11: Verteilung der HER-2/neu-Werte innerhalb der verschiedenen Ansprechgruppen
in den zwei Therapiearmen (p>0,05).

35



14

12 A

10

Anzahl der Patientinnen

Therapiearm

[ et
[ Jec

CR oder PR NC PD

Bestes Ansprechen >12 ng/ml

Abbildung 9: Bestes Ansprechen in den beiden Therapiearmen bei
HER-2/neu-Werten > 12 ng/ml.

Anzahl der Patientinnen
N
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Abbildung 10: Bestes Ansprechen in den beiden Therapiearmen bei
HER-2/neu-Werten <= 12 ng/ml
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Abbildung 11: Gleichmalige Verteilung der HER-2/neu-Werte in den Ansprechgruppen in
den zwei verschiedenen Therapiearmen.

ZahlenmiBig sprachen zwar weniger Patientinnen mit erhéhten HER-2/neu-Werten bei dem

Grenzwert 17 ng/ml auf die Chemotherapie mit ,,EC* an ( 3 vs. 8 Patientinnen) (Tab.12). Der

Unterschied ist aber nicht statistisch signifikant

ET EC
<=12 > 12 <=12 >12  (ng/ml)
CR+PR 8 (9%) 12 (13%) 9 (10%) 9 (10%)
NC 9 (10%) 6 (7%) 9 (10%) 8 (9%)
PD 3 (3%) 4 (4%) 7 (8%) 6 (7%)
ET EC
<=17 >17 <=17 >17  (ng/ml)
CR+PR 12 (13%) 8 (9%) 15 (17%) 3 (3%)
NC 10 (11%) 5 (6%) 11 (12%) 6 (7%)
PD 4 (4%) 3 (4%) 7 (8%) 6 (7%)
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Tabelle 12: Verteilung der Patientinnen innerhalb der Ansprecharme in den 2 verschiedenen
Therapiearmen in Abhangigkeit von erhéhtem oder niedrigem HER-2/neu-Wert bei zwei
verschiedenen Grenzwerten. Weniger Patientinnen mit hohen HER-2/neu-Werten sprechen
auf eine Therapie mit EC an (p>0,05).

3.6. Progressionsfreies Intervall und Gesamtiiberleben

3.6.1. insgesamt

Median | Mittelwert | Standard- Minimum | Maximum
abweichung
Progressionsfreies Intervall
(Monate) 7,1 7,7 5,1 0,5 23,2
Gesamtiiberleben
(Monate) 16,2 12,9 6,8 0,5 34,4

Tabelle 13: Progressionsfreies Intervall und Gesamtlberleben

3.6.2. in Abhiingigkeit von der Therapie

Progressionsfreies Intervall in beiden Therapiearmen

Bei der Berechnung des progressionsfreien Intervalls (PFI) und des Gesamtiiberlebens (OS)
nach Kaplan-Meier konnte mit dem Logrank-Test (p=0,39 fiir PFI und p=0,78 fiir OS) fiir die
zwei verschiedenen Therapiearme kein Unterschied entdeckt werden.

Das mediane progressionsfreie Intervall der 49 Patientinnen unter der Therapie ,,ET* war 9
Monate (39 Wochen), das der 54 Patientinnen unter der Therapie ,,EC* war 6,9 Monate (30
Wochen).

Gesamtiiberleben in den beiden Therapiearmen

Das mediane Uberleben der 49 Patientinnen unter der Therapie ,,ET* war 13,8 Monate (60
Wochen), das der 54 Patientinnen unter der Therapie ,,EC* war 24,6 Monate (107
Wochen).

Wie aus der unten abgebildeten Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier ersichtlich wird, erwies
sich die Therapie mit ET im ersten Beobachtungsjahr als geringfiigig wirkungsvoller, d.h. es

verstarben weniger Patientinnen als unter der Therapie mit EC. Doch nach diesem Zeitraum
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iiberschneiden sich die beiden Uberlebenskurven und deutlich mehr Patientinnen versterben
unter ET-Therapie (Abb.12). Dieser Befund entspricht auch den Daten der Gesamtauswertung
der Studie (n=597 Patientinnen) [96].
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Abbildung 12: Gesamtuberleben in den beiden Therapiearmen. Im ersten Beobachtungsjahr
versterben weniger Patientinnen unter der Therapie mit EC. Nach diesem Zeitraum
Uberschneiden sich die Uberlebenskurven und mehr Patientinnen versterben unter der
Therapie mit EC.

3.6.3. in Abhéngigkeit von HER-2/neu vor der Therapie

Die Bestimmung des progressionsfreien Intervalls und des Gesamtiiberlebens in Abhédngigkeit
von HER-2/neu vor der Therapie wurde fiir verschiedene Grenzwerte vorgenommen.

Zum einen diente der durch das Normalkollektiv festgelegte Grenzwert von 12 ng/ml als
Einteilungshilfe. Bei diesem Grenzwert lag ungefdhr die eine Halfte der Patientinnen unter
und die andere Hélfte der Patientinnen iiber 12 ng/ml. Zum anderen erfolgte die Einteilung in
Tertile und Quartile. Der obere Grenzwert bei der Einteilung in Tertile lag bei 17 ng/ml, das
heiflt, ein Drittel der Patientinnen hatte HER-2/neu Werte groBer als 17 ng/ml. Der obere
Grenzwert bei der Einteilung in Quartile lag bei 30 ng/ml, womit ein Viertel der Patientinnen
Werte grofer als 30 ng/ml hatten.

Das mediane progressionsfreie Intervall bei Patientinnen mit pratherapeutischen HER-

2/neu-Werten <= 12 ng/ml lag bei 7,1 Monaten. Patientinnen mit HER-2/neu-Werten > 12
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ng/ml hatten ebenfalls ein medianes progressionsfreies Intervall von 7,1 Monaten. Die 30 %
der Patientinnen mit HER-2/neu-Werten > 17 ng/ml hatten mit 5,3 Monaten (vs. 8 Monaten
bei Werten <= 17 ng/ml) ein etwas kiirzeres medianes progressionsfreies Intervall. Die 25 %
der Patientinnen mit HER-2/neu-Werten > 30 ng/ml hatten nur noch ein medianes
progressionsfreies Intervall von 4,4 Monaten (vs. 8 Monaten bei Werten <= 30 ng/ml).

Ein Trend zum kiirzeren progressionsfreien Intervall bei hohen HER-2/neu-Werten ist also

erkennbar, stellt sich aber nicht statistisch signifikant dar (Abb.13).
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Abbildung 13: Progressionsfreies Intervall in Abhangigkeit vom HER-2/neu-Spiegel. Nahezu
identischer Verlauf der beiden Kurven. Auch fir andere Grenzwerte laf3t sich nur ein Trend zu
kiirzerem progressionsfreien Intervall bei héheren HER-2/neu-Werten ermitteln (p>0,05).

Fiir das Gesamtiiberleben 146t sich dieser Trend bei alleiniger Betrachtung der Mediane nicht
verfolgen.
Patientinnen mit Werten > 12 ng/ml hatten ein medianes Gesamtiiberleben von 16,8 Monaten

(vs. 13,8 Monaten bei Werten <= 12 ng/ml) (Abb.14).
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Abbildung 14: Gesamtiberleben in Abhangigkeit vom HER-2/neu-Spiegel. Im ersten
Beobachtungsjahr versterben mehr Patientinnen mit HER-2/neu-Werten grofer 12 ng/ml. Bei
Betrachtung der Mediane (kumulatives Uberleben=0,5) fir die beiden Kurven |aRt sich dieser
Trend nicht bestatigen (p>0,05).

Patientinnen mit HER-2/neu-Werten > 17 ng/ml lebten im Median 15,2 Monate (vs. 14,5
Monate bei Werten <= 17 ng/ml). Wie sich in der unten dargestellten Uberlebenskurve
nachvollziehen 148t, starben allerdings bis zum Zeitpunkt von ungefdahr 12 Monaten vermehrt
Patientinnen mit Werten grofler 17 ng/ml als Patientinnen mit Werten kleiner gleich 17 ng/ml.
Nach 12 Monaten waren 72 % der Patientinnen mit HER-2/neu-Werten > 17 ng/ml
verstorben im Gegensatz zu 41 % der Patientinnen mit Werten <= 17 ng/ml. Bis zu diesem
Zeitpunkt ist der Unterschied zwischen dem oberen Drittel von Patientinnen in Bezug auf
HER-2/neu-Werte und den unteren zwei Dritteln statistisch signifikant (Test nach Breslow: p=
0,02). Nach etwas mehr als einem Jahr kreuzen sich allerdings die drei Kurven und ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen HER-2/neu und Gesamtiiberleben fiir den
gesamten Beobachtungszeitraum 148t sich nicht beobachten (Logrank-Test: p>0,05) (Abb.15).

Fiir Patientinnen mit HER-2/neu-Werten > 30 ng/ml lag das mediane Gesamtiiberleben bei
15,2 Monaten (vs. 16,8 Monate bei Werten <= 30 ng/ml). Ein statistisch signifikanter
Unterschied 148t sich auch hier nicht ermitteln.

Berticksichtigt man, dall zum Zeitpunkt der Metastasierung keine Heilung mehr mdéglich ist,
findet sich bei Betrachtung der Uberlebenskurven im ersten Beobachtungsjahr ein Hinweis auf

ein kiirzeres Gesamtiiberleben bei hoheren HER-2/neu-Werten.
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Abbildung 15: Gesamtliberleben in Abhangigkeit vom HER-2/neu-Spiegel. Deutlich mehr
Patientinnen mit HER-2/neu-Werten groRer 17 ng/ml versterben im ersten Beobachtungsjahr.
Im Testverfahren nach Breslow stellt sich der Unterschied unter Gewichtung der vorderen
Kurvenabschnitte  signifikant dar  (p=0,02); bei Betrachtung des gesamten
Beobachtungszeitraums im Logrank-Test lafit sich kein Unterschied zwischen den
Uberlebenskurven ermitteln (p>0,05)

3.6.4. in Abhéngigkeit von anderen Prognoseparametern

Progressionsfreies Intervall | Gesamtiiberleben
Nodalstatus (NO/NT) |NS NS
T-Stadium (T1-T4) |NS NS
Grading (G1-G3) NS NS
Ostrogenrezeptor (pos/neg) |NS NS

Tabelle 14: Progressionsfreies Intervall und Gesamtiberleben in Abhangigkeit von anderen
Prognoseparametern. Keines der am Primartumor bestimmten Prognoseparameter erlaubt
zum Zeitpunkt der Metastasierung einen Rickschlul auf Dauer des progressionsfreies
Intervalls und Gesamtuberlebens.

3.6.5. in Abhingigkeit von der Metastasenlokalisation
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Das progressionsfreie Intervall war flir Patientinnen mit Lebermetastasen mit einem Median
von 5,1 Monaten deutlich kiirzer als fiir Patientinnen mit Lungen- (9 Monate) oder anderen
Metastasen, wie z.B. Lymphknotenmetastasen (9,2 Monate). Allerdings war der Unterschied
nicht statistisch signifikant (p> 0,05).

Allerdings ergab sich fiir das Gesamtiiberleben ein signifikanter Unterschied zwischen
Patientinnen mit Lebermetastasen, die ein medianes Gesamtiiberleben von 12,9 Monaten
hatten, verglichen mit dem medianen Gesamtiiberleben von 20,3 Monaten fiir Patientinnen mit

anderen Metastasenlokalisationen (p= 0,017) (Abb.16).
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Abbildung 16: Gesamtuberleben in Abhangigkeit von der Metastasenlokalisation. Das
mediane Uberleben von Patientinnen mit Lebermetastasen war kirzer als fur Patientinnen
mit anderen Metastasenlokalisationen (p=0,017).

3.7. HER-2/neu und Metastasierung

HER-2/neu Konzentrationen in Abhédngigkeit von der Anzahl der Metastasenlokalisationen

Wie aus der unten dargestellten Tabelle ersichtlich wird, hangt der HER-2/neu-Wert in diesem
Patientinnenkollektiv nicht von der Anzahl der Metastasenlokalisationen ab (Tab.15). Eine
grole Tumorlast hat in dieser Darstellung keinen EinfluB auf die Konzentration von HER-

2/neu im Serum. Auch wenn man die Werte von HER-2/neu fir zwei und mehr
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Metastasenlokalisationen zusammen betrachtet, ergibt sich ein Median von 12,8 ng/ml (MW=

49,7 ng/ml; SD= 16,7 ng/ml).

Anzahl der | Anzahl der | Median von | Minimum Maximum
Metastasen- Patientinnen HER-2/neu

lokalisationen (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 35 13.0 6.1 352.5

2 33 13.0 6.5 372.2

3 17 12.7 59 803.6

4 4 12.8 7.9 36.3

5 4 10.8 9.6 426.3

Tabelle 15: HER-2/neu-Konzentration in Abhangigkeit von der Anzahl der

Metastasenlokalisationen. Eine grofle Tumorlast hat keinen Einflu® auf die
HER-2/neu-Konzentration.

HER-2/neu-Konzentrationen in Abhingigkeit von der Metastasenlokalisation

Um die Patientinnen den verschiedenen Metastasenlokalisationen zuzuordnen, wurden
Patientinnen als viszeral metastasiert betrachtet, wenn sie eine Metastasierung in Leber,
Lunge, Pleura oder Peritoneum hatten. Sobald Patientinnen viszeral metastasiert waren, wurde
keine andere Metastasierung mehr fiir die Einteilung berticksichtigt. Patientinnen wurden nur
dann als lokoregionir metastasiert eingestuft, wenn sie keine Eingeweidemetastasen hatten.
Die Metastasierung in die Leber wurde exemplarisch als viszerale Metastasierung
herausgegriffen, da ein Grofiteil der Patientinnen Lebermetastasen hatte (55,8 %).

Bei lokoregiondrer Metastasierung hatten die Patientinnen mediane HER-2/neu-
Konzentrationen von 11,1 ng/ml (Min.= 8,3 ng/ml; Max.= 32,1 ng/ml). Dagegen zeigten
Patientinnen mit viszeraler Metastasierung mit 14,4 ng/ml wesentliche hohere mediane HER-

2/neu-Konzentrationen (Min.= 5,9 ng/ml; Max.= 803,6 ng/ml). Bei Betrachtung allein der
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Lebermetastasen konnten sogar noch héhere mediane Werte von HER-2/neu (14,8 ng/ml)
berechnet werden (Min.= 5,9 ng/ml; Max.= 803,6 ng/ml).
Damit unterschieden sich viszerale und lokoregionidre Metastasierung im Mann-Whitney-Test

signifikant voneinander (p= 0,044) (Abb.17).
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Abbildung 17: Verteiung der HER-2/neu-Werte in Abhangigkeit von der
Metastasenlokalisation. Patientinnen mit viszeraler Metastasierung bzw. Lebermetastasen

zeigten hohere HER-2/neu-Werte als Patientinnen mit lokoregionarer Metastasierung
(p=0,044).

3.8. Korrelation von HER-2/neu—Verlaufskontrollen mit dem Tumormarker

CA 15-3

Von 49 Patientinnen lagen CA 15-3 Werte vor. 12 Patientinnen zeigten CA 15-3-Werte
kleiner 30 U/ml und gleichzeitig HER-2/neu-Werte kleiner 12 ng/ml. 21 Patientinnen hatten
CA 15-3-Werte groBBer 30 U/ml und gleichzeitig HER-2/neu-Werte groBler 12 ng/ml. Die
restlichen 16 Patientinnen lagen in der einen Bestimmung unter und in der anderen iiber dem
Grenzwert. Somit konnte eine signifikante Korrelation zwischen HER-2/neu und CA 15-3
nachgewiesen werden (p=0,012) (Tab.16+Abb.18).
CA 15-3 (Serum)

<30 >=30 N
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HER-2/neu <12 12 13 24

(Serum)
>=12 3 21 25
n 15 34 49

Tabelle 16: Korrelation zwischen CA 15-3 und HER-2/neu (p=0,012). Bei 33 von 49
Patientinnen waren CA 15-3- und HER-2/neu-Werte gleichsinnig unter bzw. Uber den
jeweiligen Grenzwerten. Bei 16 von 49 Patientinnen korrelierten CA 15-3- und HER-2/neu-
Bestimmung nicht.
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Abbildung 18: Darstellung der CA 15-3- und der korrespondierenden HER-2/neu-Werte. Die
jeweiligen Grenzwerte (12 ng/ml fur HER-2/neu und 30 U/ml fir CA 15-3) sind zur
Orientierung eingezeichnet.

CA 15-3-Verlaufskontrollen

Vor Beginn der Therapie hatten 34 von 49 Patientinnen erh6hte CA 15-3-Spiegel im Serum
(Normalbereich bis 30 U/ml). Das entspricht 69,4 % der Patientinnen. Betrachtet man die
Verlaufswerte des Tumormarkers CA 15-3, so sieht man, dal3 der Median der Werte mit
Behandlungsdauer abnahm (58> 38> 30,5 U/ml). Ebenfalls die Mittelwerte sanken ab
(279,6 = 206,3 = 112,1 U/ml) (Tab.17).
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CA 15-3 vor der|CA 15-3 zum | CA 15-3 zum
Therapie Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2
Anzahl 49 37 32
>30 U/ml (%) |69,4 (%) 64,9 (%) 50 (%)
Median 58,0 38,0 30,5
Minimum 7,0 8,0 8,0
Maximum 5355,0 4575,0 1000,0

Tabelle 17: Tumormarker CA 15-3 vor Beginn der Therapie (U/ml), nach 3 Zyklen
Chemotherapie (Zeitpunkt 1), nach 6 Zyklen Chemotherapie (Zeitpunkt 2).
Hohe des Abfalls von HER-2/neu oder CA 15-3

Bei Patientinnen mit kompletter oder partieller Remission lag der mediane Abfall der HER-
2/neu-Werte nach 3 Zyklen Chemotherapie bei 5,7 ng/ml (von 17,1 ng/ml auf 11,4 ng/ml).
Dabei gab es einen maximalen Abfall von 700 ng/ml (Ausgangswert: 803,6 ng/ml) und als
Minimum einen Anstieg von 8,45 ng/ml. Das 95%-Konfidenzintervall lag zwischen dem
Anstieg von 32,6 ng/ml und dem Abfall von 155,6 ng/ml (Abb.19).

Vor Beginn der Therapie zeigten 69% (11/16) der Patientinnen mit kompletter und partieller
Remission HER-2/neu Werte grofler 12 ng/ml. Nach 3 Zyklen Chemotherapie hatten noch
38% (6/16) der Patientinnen erhohte Werte. Bei 81% der Patientinnen fielen die HER-2/neu-
Werte wihrend der Therapie ab. Ein Abfall von HER-2/neu war mit dem Therapieansprechen
assoziiert (p=0,006, Wilcoxon-Test).
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Abbildung 19: Veranderung des HER-2/neu-Wertes im Therapieverlauf bei kompletter und
partieller Remission. Bei 81% der Patientinnen mit kompletter und partieller Remission fielen
die HER-2/neu-Werte wahrend der Therapie ab (p=0,006).

Der mediane Abfall von CA 15-3-Werten bei Patientinnen mit kompletter oder partieller
Remission nach 3 Zyklen Chemotherapie lag im Median bei 9,14 U/ml (von 98 auf 49 U/ml).
Dabei gab es einen maximalen Abfall von 780 U/ml (Ausgangswert: 1096 U/ml) und als
Minimum einen Anstieg von 2 U/ml. Das 95%-Konfidenzintervall lag zwischen dem Abfall
von 9,1 bis zu dem Abfall von 272,9 U/ml (Abb.20).

Vor Beginn der Therapie zeigten 85,8% (12/14) der Patientinnen mit kompletter und partieller
Remission CA 15-3-Werte groBBer 30 U/ml. Nach 3 Zyklen Chemotherapie hatten noch 50%
(7/14) der Patientinnen erhohte Werte. 86 % der Patientinnen mit kompletter oder partieller
Remission zeigten einen Abfall von CA 15-3 (p=0,002, Wilcoxon-Test).

10000
‘— —m— —— —
1000 H
E
2
© 100 -
B
<
(&)
10 +
1
CR + PR : Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2

Abbildung 20: Veranderung des CA 15-3-Wertes im Therapieverlauf bei kompletter und
partieller Remission. Bei 86% der Patientinnen mit kompletter und partieller Remission fielen
die CA 15-3-Werte wahrend der Therapie ab (p=0,002).
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Betrachtet man Patientinnen mit ,,no change®, so zeigt sich, da3 die HER-2/neu-Werte bei 25
% der Patientinnen im Therapieverlauf ansteigen (5/20 Patientinnen), bei 25 % der
Patientinnen abfallen (5/25 Patientinnen) und sich bei der Hélfte der Patientinnen nicht
verdndern (10/20 Patientinnen) (Abb.21). Eine dhnliche Beobachtung kann man fiir CA
15-3 machen. Bei 40% der Patientinnen zeigt sich ein Anstieg der CA 15-3-Werte (6/15
Patientinnen),bei 47% der Patientinnen ein Abfall (7/15 Patientinnen) und bei 13% der
Patientinnen zeigt sich keine Verdnderung der CA 15-3-Werte (2/15 Patientinnen) (Abb.22).
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Abbildung 21: Veranderung des HER-2/neu-Wertes im Therapieverlauf bei Patientinnen mit
“"no-change”’.
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Abbildung 22: Veranderung des CA 15-3-Wertes im Therapieverlauf bei Patientinnen mit
“"no-change™".

49



Die Verdnderung von HER-2/neu und CA 15-3 unter der Therapie ist von nur 6 Patientinnen
mit Progression dokumentiert, so daf} sich keine signifikanten Hinweise auf eine Verdanderung

des Tumormarkers bei Progression ergeben (Abb.23+24).
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Abbildung 23: Veranderung des HER-2/neu-Wertes im Therapieverlauf bei Progression.
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Abbildung 24: Veranderung des CA 15-3-Wertes im Therapieverlauf bei Progression.
Im Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben zeigte sich, dafl das Absinken des HER-2/neu-

Wertes nach 3 Zyklen Chemotherapie eine komplette oder partielle Remission anzeigen kann
(p=0.006).

Damit kommt dem HER-2/neu-Wert eine Bedeutung als Tumormarker entsprechend dem
etablierten Tumormarker CA 15-3 zu (p=0.002 fiir den angegebenen Zeitraum).

Im Gegensatz dazu erlaubt die Verdnderung des HER-2/neu-Wertes von Beginn der Therapie
bis zum Zeitpunkt 2 (= nach 6 Zyklen Chemotherapie) oder vom Zeitpunkt 1 zu Zeitpunkt 2
nicht, eine Aussage dariiber zu machen, ob eine Remission eingetreten ist oder nicht (Tab.18).

Anzahl  p-Wert
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HER-2/neu vor der Therapie — HER-2/neu zum Zeitpunkt 1 16 0.006
CA 15-3 vor der Therapie — CA 15-3 zum Zeitpunkt 1 | 14 0.002

HER-2/neu vor der Therapie — HER-2/neu zum Zeitpunkt 2 16 NS
CA 15-3 vor der Therapie — CA 15-3 zum Zeitpunkt 2 | 14 0.012

HER-2/neu zum Zeitpunkt 1 — HER-2/neu zum Zeitpunkt 2 16 NS
CA 15-3 zum Zeitpunkt 1 — CA 15-3 zum Zeitpunkt 2 | 14 NS

Zeitpunkt 1 = 3 Zyklen Chemotherapie; Zeitpunkt 2 = 6 Zyklen Chemotherapie

Tabelle 18: Verlaufskontrollen von HER-2/neu und CA 15-3 bei Patientinnen mit kompletter
oder partieller Remission. Ein Absinken des HER-2/neu- und des CA 15-3-Wertes nach 3
Zyklen Chemotherapie (Zeitpunkt 1) zeigt eine komplette oder partielle Remission an
(p=0,006 bzw. p=0,002). Ebenso zeigt das Absinken des CA 15-3-Wertes nach 6 Zyklen
Chemotherapie (Zeitpunkt 2) eine komplette oder partielle Remission an (p=0,012).
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4. Diskussion

Die vorliegende Untersuchung stellt eine retrospektive klinische Studie dar, welche neben dem
methodischen Vergleich zweier Analyseverfahren die Bedeutung des Onkogens HER-2/neu
fiir den Verlauf der metastasierten Mammakarzinomerkrankung und das Therapieansprechen

auf die palliative Chemotherapie untersucht.

Dazu wurde HER-2/neu im Serum vor Beginn der Chemotherapie bei 103 Patientinnen mittels
ELISA nachgewiesen.
Bei 29 Patientinnen wurden auch die formalinfixierten Paraffinschnitte des priméren

Mammakarzinomgewebes untersucht.

4.1. 'Wahl des Grenzwertes

Die in der Literatur angegebenen Grenzwerte im ELISA differieren stark. Viele
Untersuchungen wurden mit nicht standardisierten ELISAs durchgefiihrt. AuBBerdem gibt es
noch keinen einheitlich anerkannten Grenzwert fiir das Proto-Onkogen HER-2/neu. Zur
Vergleichbarkeit mehrerer Studienergebnisse scheint jedoch die Verwendung eines
standardisierten Assays und eines einheitlichen cut-off-Levels notwendig. Der quantitative
Vergleich der Befunde erweist sich wegen der unterschiedlichen MeBprinzipien und
Bezugssysteme als nicht sinnvoll. Grenzwerte werden angegeben in femtomol/ml ([6; 55; 94])
und in Units/ml ([11; 40-44; 87]). Allerdings sind auch die Konzentrationseinheiten
untereinander nicht zu vergleichen, da die Werte durch Verwendung unterschiedlicher
Antikorper stark differieren. Serum wurde meist auch von gesunden Kontrollpersonen
(Minimum: n=10, Maximum: n=79) oder von Patientinnen mit benignen Brusterkrankungen
gewonnen und zur Bestimmung des Grenzwertes auf den Gehalt an HER-2/neu-Protein
untersucht. Dabei wurde fast in allen Studien darauf geachtet, dal bei der Wahl des
Grenzwertes Gesunde -wenn moglich- keine Werte iiber dem gewdhlten cut-off Level
aufwiesen. Meist wurde der Mittelwert der gesunden Personen plus die zwei- bis dreifache
Standardabweichung als Grenzwert festgelegt.

Die Verdffentlichungen mit dem in dieser Studie verwendeten ELISA von Oncogene Science
Diagnostics sind rar. Zwei Studien geben einen Grenzwert von 15 ng/ml an [97; 98].

In unserer Studie wurde der HER-2/neu-Wert bei 30 gesunden Blutspenderinnen bestimmt, die

dlter als 45 Jahre sein sollten. In keinem Fall lagen die Werte iiber 12 ng/ml (Maximum=
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11,12 ng/ml). Es ist davon auszugehen, dal der HER-2/neu-Wert bei gesunden
altersentsprechenden Frauen (>45 Jahre) diesen Maximalwert nicht {iberschreitet, da sich die
Werte der Kontrollpersonen zwischen dem Bereich von 5,5 und 11,12 ng/ml bewegten.
Deswegen definierten wir 12 ng/ml als den Grenzwert. Wiare zur Berechnung des Grenzwertes
der Mittelwert des Kontrollkollektivs plus die 2- oder 3fache Standardabweichung gewéhlt
worden, l4ge der cut-off Level entweder bei 11,58 oder bei 12,99 ng/ml, nahe des definierten
Grenzwertes von 12 ng/ml. Der Median der Patientinnengruppe bei 12,73 ng/ml. Somit hatten
51,5% der Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom erhohte Werte (>12 ng/ml).
Auch durch die Wahl anderer Grenzwerte (17 und 30 ng/ml) zur Optimierung des
Grenzwertes konnten keine signifikanten Schlufolgerungen in Bezug auf Prognose und
Therapieansprechen gezogen werden.

In anderen Studien wurden erhdhte Werte bei metastasiertem Mammakarzinom am niedrigsten
gemessen in 19,3% der Falle ([43]), etwas hoher in 34% der Félle ([44]), 38,8% ([6]) und 40
% der Félle ([41]), und am hochsten in 68% der Fille ([11]) und 64% der Félle nur unter
Berticksichtigung der Lungen- oder Lebermetastasierung ([42]).

Es konnten jedoch alle Studien zeigen, dal HER-2/neu-Werte in der metastasierten Situation

deutlich liber den Werten bei primidrer Mammakarzinomerkrankung liegen.

4.2. Vergleich zwischen Immunhistochemie und ELISA

Die ELISA-Technik  riickt immer stirker in das Zentrum medizinischer
Untersuchungsmethoden. Diese auf einem enzymimmunologischen Prinzip beruhende
Methode hat sich in der medizinischen Diagnostik etabliert. Der Nachweis der extrazelluldren
Domine von HER-2/meu im Serum wird mit Hilfe monoklonaler Antikérper im sog.
»dandwich Assay® moglich. Bis jetzt konnte noch kein natiirlicher Ligand fiir HER-2/neu
ermittelt werden [12; 51]. Die monoklonalen Antikdrper konnen somit im Bereich der
extrazelluliren Doméne binden, ohne von einer eventuell vorliegenden Ligandenbindung
beeintrichtigt zu werden.

In den meisten Studien wurde die HER-2/neu-Uberexpression mittels immunhistochemischer
Untersuchung des Primértumors bestimmt. Obwohl die Methode durch zahlreiche mogliche
StorgroBen und die Benutzung verschiedener Antikorper und Auswertverfahren nicht
standardisiert ist [79], stellt sie doch das etablierteste Verfahren der HER-2/neu-Bestimmung

dar.
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Da Gewebeproben von Metastasen teilweise schwer zu gewinnen sind, greift man auch in der
metastasierten Situation auf die Rezeptorbestimmung am Primértumor zuriick. Dabei
beriicksichtigt man allerdings nicht, dal an der Tumorzelle im Verlauf der Erkrankung
biologische Verdnderungen stattgefunden haben kénnen. Deswegen stellt der ELISA als leicht
durchzufiihrende Methode im Serum eine vielversprechende Alternative dar, die genauere
Informationen iiber den HER-2/neu-Status zum Zeitpunkt der Metastasierung liefern kann.
Vor dem Hintergrund des intensiv untersuchten neuen Therapieansatzes bei metastasiertem
Mammakarzinom durch rekombinante monoklonale Antikdrper [53; 66; 68; 69; 98; 99], der
sich in klinischen Studien schon bewéhrt hat [67], stellt sich die Frage, ob die HER-2/neu-
Bestimmung im Serum nicht als Grundlage fiir den EinschluB in klinische Studien mit dem als
Medikament entwickelten HER-2/neu-Antikorper Herceptin® gelten kann [70; 100].

Fir n=29 Patientinnen, die in der Universitits-Frauenklinik operiert wurden, wird der
Vergleich der Ergebnisse beider Untersuchungsmethoden (ELISA und IHC) durchgefiihrt. Die
immunhistochemische Untersuchung des Priméirtumors erfolgte an Paraffinschnitten mit dem
CB-11 Antikérper von Novocastra Laboratories®, UK. Es wurde die Anfarbung der
Zellmembranen nach dem System von Remmele und Stegner ausgewertet [95]. In der IHC
wurde der cut-off Level willkiirlich bei 9 festgelegt. Damit hatten 31% (9/29) der Patientinnen
eine erhohte HER-2/neu-Uberexpression im Primértumor, was sich mit der in der Literatur
angegebenen HER-2/neu-Uberexpression zwischen 10 und 40% im Primértumor deckt.
Allerdings hatten alle untersuchten Patientinnen Metastasen. Bei solchen Patientinnen wurden
in anderen Studien hohere Werte der HER-2/neu-Uberexpression im Primértumor (50% der
Fille) ermittelt [101]. Die 29 untersuchten Patientinnen hatten zum Zeitpunkt der
Metastasierung in 41 % der Fille (12/29) erhohte Werte von HER-2/neu im Serum.
Immunhistochemie und ELISA stimmten in 83% der Félle iiberein (p= 0,018). Allerdings
hatten 4 Patientinnen erhohte Werte im Serum, obwohl sie im Primértumor keine HER-
2/neu-Uberexpression zeigten und 1 Patientin hatte bei hoher HER-2/neu-Uberexpression im
Primértumor einen niedrigen HER-2/neu-Wert im Serum. In einer Untersuchung von Fehm et
al. bei metastasiertem Mammakarzinom zeigten sogar 35 % der Patientinnen eine
Verdanderung des HER-2/neu-Status zum Zeitpunkt der Metastasierung verglichen mit dem
Serumwert zum Zeitpunkt der Primérdiagnose [6].

Die Frage ist, ob die Tumorzelle im Verlauf der Erkrankung modifiziert und HER-2/neu-

positive Zellklone vermehrt metastasieren oder ob die HER-2/neu-Werte bei 4 Patientinnen
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erhoht waren, weil sie eine hohe Tumorlast (viele befallene Organsysteme) hatten. Dazu
untersuchten wir die HER-2/neu-Werte in Abhédngigkeit von der Anzahl der
Metastasenlokalisationen. Wir konnten allerdings keinen Zusammenhang zwischen Anzahl
der Metastasenlokalisationen und Hohe von HER-2/neu im Serum erkennen. Allerdings kann
dieses Ergebnis auch verfdlscht sein durch die wungeniigende Dokumentation von
Metastasenlokalisationen bzw. die unzureichende Diagnostik aller bei den Patientinnen
vorhandenen Metastasen. Das Ergebnis deckt sich mit Untersuchungen von Colomer et al., die
bei metastasierten Mammakarzinompatientinnen ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen
Anzahl der Metastasen und Hohe von HER-2/neu im Serum nachweisen konnten [102].

Parallel zu den Untersuchungen am Serum fand in Los Angeles, USA, im Labor von Dennis J.
Slamon die immunhistochemische Untersuchung der Primartumore der in der Studie
behandelten Patientinnen statt. 188 Tumorblocke konnten dort auf die HER-2/neu-
Uberexpression untersucht werden. Gearbeitet wurde mit einem polyklonalen Antikdrper R60,
der in diesem Labor entwickelt worden war. Die Befunde wurden vier Kategorien zugeteilt (0,
Ifach positiv, 2fach positiv und 3fach positiv). Als HER-2/neu-negativ wurden die Befunde
,0“und ,, 1 gewertet, als HER-2/neu-positiv die Befunde ,,2 und ,,3*“. 46% der Patientinnen
zeigten eine HER-2/neu-Uberexpression im Primértumor (2+ und 3+), was sich mit den im

Serum bestimmten 51,5% nahezu deckt.

4.3. Prognostischer Wert von HER-2/neu

In dieser Arbeit konnten keine statistisch signifikanten Zusammenhange zwischen den HER-
2/neu-Werten und Alter, Histologie-Typ, der Tumorgréfle und dem Lymphknotenstatus, dem
Grading und dem Ostrogenrezeptorstatus aufgezeigt werden (p>0,05).

In zahlreichen Studien wird die Korrelation zwischen HER-2/neu-Status und Alter der
Patientin, Histologie-Typ, Grading und TumorgroBBe kontrovers diskutiert [36; 40; 54; 94].
Viele Studien fanden keine Korrelation zwischen Alter der Patientinnen und HER-2/neu-
Status [103; 104]. Dieses Ergebnis iiberrascht umso mehr, da HER-2/neu-indirekt mit dem
Ostrogen- und Progesteronrezeptor korreliert [38; 54] und diese wiederum mit dem Alter
korrelieren [104; 105].

Die meisten Studien fanden keine Korrelation zwischen der TumorgréBe und dem HER-
2/neu-Status [40; 103; 104]. Trotzdem war die HER-2/neu-Uberexpression in einigen Studien

mit groBeren Tumoren assoziiert [54].
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Auch die Frage des Zusammenhangs zwischen Nodalstatus und HER-2/neu-Uberexpression
wurde in verschiedenen Studien unterschiedlich beantwortet. Obwohl in den meisten Studien
kein Zusammenhang gesehen wurde [103; 105], beschrieben zahlreiche Studien einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Nodalstatus und ~ HER-2/neu [54; 94].

Die HER-2/neu-Uberexpression im Primirtumor konnte signifikant mit dem Auftreten von
Metastasen korreliert werden [11; 101]. Der Zusammenhang zwischen HER-2/neu-Status und
Lokalisation der Metastasen ist nicht vollstindig geklart. Wahrend Molina et al. signifikant
hohere HER-2/neu-Werte fiir Patientinnen mit Leber- und Lungenmetastasen fanden [42] und
erhohte HER-2/neu-Werte auch als Marker sahen, die das Auftreten von Metastasen
voraussagen konnen [90], konnten Fehm et al. keinen Zusammenhang zwischen
Metastasenlokalisation und HER-2/neu-Wert herstellen, wobei in jener Studie Patientinnen
mit Knochenmetastasen die hochsten HER-2/neu-Werte zeigten [6].

In dem in dieser Arbeit untersuchten Patientinnenkollektiv hatten Patientinnen mit viszeralen
Metastasen deutlich hohere HER-2/neu-Konzentrationen im Serum als Patientinnen mit
lokoregiondrer Metastasierung (p=0,044). Knochenmetastasen konnten als alleinige
Metastasenlokalisation nicht beurteilt werden, da Patientinnen mit Knochenmetastasen als
einzigem Manifestationsort der Metastasierung in die AGO-Studie ,,EC versus ET* nicht
eingeschlossen wurden.

Bei nodal-positiven Patientinnen gilt in zahlreichen Studien die HER-2/neu-Uberexpression
als Hinweis auf eine schlechtere Prognose, d.h. kiirzeres rezidivfreies Intervall und
Gesamtiiberleben [8; 35; 104; 105]. Bei metastasiertem Mammakarzinom ist HER-2/neu
ebenfalls mit einem schlechteren Gesamtiiberleben korreliert [6; 106].

In dem in dieser Arbeit untersuchten Patientinnenkollektiv mit metastasiertem
Mammakarzinom 146t sich ein deutlicher Trend zu kiirzerem progressionsfreien Intervall in
Zusammenhang mit erhohten HER-2/neu-Werten erkennen. Je hoher der Grenzwert gewéhlt
wird, desto kiirzer wird auch das mediane progressionsfreie Intervall. Das mediane PFI
verkiirzt sich von 7,1 Monaten bei Werten > 12 ng/ml vs 7,1 Monate bei Werten <=12
ng/ml auf 5,3 Monate vs. 8 Monate (cut-off Level: 17 ng/ml) auf 4,4 Monate vs. 8 Monate
(cut-off Level: 30 ng/ml). Fiir das Gesamtiiberleben 148t sich dieser Trend bei alleiniger
Betrachtung der Mediane nicht verfolgen. Es ergibt sich kein grofler Unterschied im
Gesamtiiberleben in Zusammenhang mit verschiedenen Grenzwerten fiir HER-2/neu.

Trotzdem versterben im ersten Beobachtungsjahr mehr Patientinnen mit erh6hten HER-
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2/neu-Werten (> 17 ng/ml) (p=0,02 im Test nach Breslow). Andere Studien konnten einen
signifikanten Zusammenhang zwischen HER-2/neu-Konzentration im Serum und
Gesamtiiberleben aufzeigen [6; 106]. Allerdings ergab sich auch fiir die im Labor von Dennis
J. Slamon mittels immunhistochemischer Untersuchung der Primédrtumoren vorgenommenen
Einteilung der Patientinnen in HER-2/neu-positiv und —negativ kein Unterschied im
Gesamtiiberleben sowie im progressionsfreien Intervall in beiden Gruppen.

Signifikanten EinfluB auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit hat in dieser Arbeit lediglich die
Metastasenlokalisation (p= 0,038). Patientinnen mit Lebermetastasen haben die schlechteste
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Da 56% aller Patientinnen Lebermetastasen haben und
insgesamt sogar 80% der Patientinnen viszeral metastasiert sind, handelt es sich bei den in
dieser Arbeit untersuchen Patientinnen um ein Hochrisikokollektiv.

Bedenkt man, dall der Median des Gesamtiiberlebens der Patientinnen in dieser Arbeit bei nur
8,2 Monaten (Spannweite: 0,5 — 34,4 Monate) lag, so erscheint es umso schwerer, statistisch
signifikante Zusammenhénge ermitteln zu kdnnen. Wéhlt man den Beobachtungszeitraum
entsprechend kurz (12 Monate), konnen auch in dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv
signifikante Zusammenhédnge zwischen HER-2/neu-Status (cut-off Level 17 ng/ml) und
Gesamtiiberleben ermittelt werden (p=0,02). Bis zu dem Zeitpunkt von 12 Monaten waren
72% der Patientinnen mit erhdhten HER-2/neu-Konzentrationen > 17 ng/ml verstorben im

Gegensatz zu 41% der Patientinnen mit Werten <= 17 ng/ml.

4.4. Pridiktiver Wert von HER-2/neu

Die Identifizierung biologischer Marker, die das Ansprechen auf die Chemotherapie
vorhersagbar machen, ist zu einem bedeutenden Ziel in der Mammakarzinomforschung
geworden. Dennoch bleibt die Einteilung der Tumoren nach biologischen Parametern in gut-
und weniger gut-ansprechende Tumoren schwierig und wird kontrovers diskutiert [15].
Retrospektive Studien konnten die Bedeutung des Proto-Onkogens HER-2/neu fiir das
Ansprechen auf die Doxorubicin-haltige Chemotherapie [53; 54; 65] oder auf Paclitaxel [60;
61; 107] deutlich machen. In-vitro Analysen konnten zeigen, dal3 die Rolle der HER-2/neu-
Uberexpression im Ansprechen auf die Chemotherapie komplex ist [62-64].

In der metastasierten Situation ist eine kurative Therapie nicht mehr moglich. Es gilt, das
progressionsfreie Intervall und das Gesamtiiberleben zu verldngern und die Lebensqualitét zu

verbessern. Taxane stellen eine neuere Substanzgruppe in der Chemotherapie des
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Mammakarzinoms dar. Der Einsatz von Paclitaxel in Kombination mit Epirubicin (ET) wurde
in der AGO-Studie bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom klinisch erprobt und
mit der konventionellen Kombination von Epirubicin mit Cyclophophamid (EC) verglichen
[96]. Es konnte jedoch kein Unterschied im Ansprechen auf die Chemotherapie zwischen den
beiden Therapiearmen ermittelt werden (p>0,05).

In dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, da3 mittels der Bestimmung der HER-
2/neu-Konzentration im Serum eine Subgruppe von Patientinnen identifiziert werden kann, die
von einer taxan-haltigen Chemotherapie profitiert.

Es ergibt sich jedoch kein Hinweis darauf, daB HER-2/neu-iiberexprimierende Tumoren von
der Therapie mit ET profitieren konnen. ZahlenméBig sprachen zwar etwas weniger
Patientinnen mit erhohten HER-2/neu-Werten auf die Chemotherapie mit EC an (3 vs. 8
Patientinnen bei dem Grenzwert 17 ng/ml). Der Unterschied ist aber nicht statistisch
signifikant.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dafl durch die Bestimmung von HER-2/neu im
Serum zum Zeitpunkt der Metastasierung in dem in dieser Arbeit untersuchten
Patientinnenkollektiv keine Riickschliisse auf das Ansprechen auf die Chemotherapie gezogen
werden konnen. Es ergibt sich auch kein Hinweis darauf, daB3 erhohte HER-2/neu-
Konzentrationen im Serum zum Zeitpunkt der Metastasierung als starker pradiktiver Faktor
fiir ein schlechteres Ansprechen auf die (anthrazyklin- und taxan-haltige) Chemotherapie
gelten konnten, wie in anderen Untersuchungen behauptet [6; 102; 108]. Das von uns an 92
beziiglich Ansprechraten untersuchten Patientinnen ermittelte Ergebnis wurde durch die 177
Patientinnen, deren Primértumoren immunhistochemisch im Labor von Dennis J. Slamon

untersucht worden waren, bestétigt.

4.5. Bedeutung von HER-2/neu als Tumormarker

Die Bestimmung von Tumormarkern, also von Neoplasmen gebildeten oder induzierten
Stoffen, wie z.B. tumorassozierte Antigene oder Serumproteine kann dazu beitragen, den
Verlauf einer Erkrankung und die Wirksamkeit der Therapie zu iiberwachen. Die Mehrzahl
der heute im klinischen Alltag verwendeten Tumormarker zeigt eine Korrelation zwischen
Krankheitsverlauf und Hohe des Tumormarkers im Serum. Idealerweise sollte ein
Tumormarker bei Tumorwachstum ansteigen und bei Therapieansprechen abfallen. Fiir CA

15-3 ist eine gute Korrelation zwischen Serumwert und Tumormasse bzw. Ansprechen auf die
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Therapie belegt [109]. In der vorliegenden Arbeit wurde der klinisch etablierte Tumormarker
CA 15-3 mit HER-2/neu verglichen.Es zeigte sich eine moderate Korrelation zwischen HER-
2/neu und CA 15-3 (r=0,6), die statistisch signifikant war (p=0,012). Colomer et al. konnten
eine statistisch signifikante Korrelation zwischen HER-2/neu und CA 15-3 zeigen (r=0,5,
p<0,001) [102]. Krainer et al. konnten ebenfalls eine Korrelation zwischen HER-2/neu- und
CA 15-3-Wert im Serum nachweisen (p<0,002) [110].

Nach 3 Zyklen Chemotherapie korrelierte ein Abfall von CA 15-3 im Median um 9,14
U/ml mit einer kompletten oder partiellen Remission (p=0,002). HER-2/neu fiel im Median
um 5,7 ng/ml ab und korrelierte ebenfalls mit dem klinischen Ansprechen (p=0,006). Nach
mehr als 4 Zyklen Chemotherapie zeigte allerdings nur noch der Tumormarker CA 15-3 eine
komplette oder partielle Remission an (p=0,012).

Stearns et al. gehen davon aus, dal der Tumormarker CA 15-3 mit dem Therapieansprechen
korreliert werden kann und deshalb wihrend der Therapie als niitzlicher Parameter zum
Therapiemonitoring eingesetzt werden kann, diese Situation fiir HER-2/neu alledings nicht
gegeben ist [111].

In einer Studie von Volas et al. konnte bei 48 Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom unter Hormontherapie bei 12 Patientinnen eine Remission durch Abfall von
HER-2/neu und bei 16 Patientinnen eine Progression durch Anstieg von HER-2/neu
nachgewiesen werden. 20 Patientinnen konnten keine entsprechenden Werte zugeordnet
werden [92]. Pegram et al. konnten HER-2/neu-Serumwerte von 37 Patientinnen mit
metastasiertem Mammakarzinom unter Therapie mit dem monoklonalen HER-2/neu-
Antikdrper Herceptin (Trastuzumab®) in Kombination mit Cisplatin nach 70 Therapietagen
mit dem Therapieansprechen korrelieren. Patientinnen mit NC und PD zeigten einen Anstieg
von HER-2/neu (p=0,006) und Patientinnen mit CR oder PR zeigten einen Abfall von HER-
2/neu (p=0,004) [67].

Aus den vorliegenden Daten kann geschlossen werden, dal HER-2/neu nicht im Sinne eines
klassischen Tumormarkers wie z.B. CA 15-3 genutzt werden kann. Trotzdem kann die
Bestimmung von HER-2/neu im Serum eine einfache Moglichkeit beim Therapiemonitoring
der Antikorpertherapie des metastasierten Mammakarzinoms mit z.B. Herceptin

(Trastuzumab®) darstellen.

59



5. Zusammenfassung

Das Proto-Onkogen HER-2/neu (c-erbB-2) kodiert ein 185 kDa schweres trans-membranires
Glykoprotein mit intrazelluldrer Tyrosinkinaseaktivitit. Die extrazellulire Doméne von HER-
2/neu wird von der Zelloberflache abgegeben und ist als 105 kDa-schweres Protein im Serum
nachweisbar (,,shed antigen*). 20-35% der Mammakarzinome {iberexprimieren das HER-
2/neu-Protein. Bei Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom korreliert die HER-2/neu-
Uberexpression im Tumor mit schlechterer Prognose und schlechterem Therapieansprechen.
Studien tiber die Bedeutung von HER-2/neu bei metastasiertem Mammakarzinom kommen zu
keinem einheitlichen Ergebnis. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob durch die
Bestimmung von HER-2/neu im Serum zum Zeitpunkt der Metastasierung Schluf3folgerungen
im Hinblick auf Prognose und Therapieansprechen zu ziehen sind. Hierzu wurden Serumwerte
von HER-2/neu im Serum von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom bestimmt,
die mit zwei unterschiedlichen anthrazyklinhaltigen Chemotherapieschemata behandelt
wurden (Epirubicin/Paclitaxel vs. Epirubicin/Cyclophophamid). Untersucht wurde auflerdem
die Korrelation zwischen HER-2/neu-Uberexpression im Primértumor und HER-2/neu-Serum-
konzentration zum Zeitpunkt der Metastasierung und HER-2/neu und dem etablierten
Tumormarker CA 15-3. Seren von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom (n=103)
vor der ersten palliativen Chemotherapie wurden mittels Enzymimmunoassay auf ihren Gehalt
an freiem HER-2/neu-Protein untersucht. 30 gesunde Blutspenderinnnen dienten als
Kontrollkollektiv. Primirtumoren (n=29) wurden mittels Immunhistochemie (Antikérper CB
11) auf die HER-2/neu-Expression untersucht. CA 15-3-Konzentrationen wurden mittels
Mikropartikel-Enzymimmunoassay bestimmt. 51,5% der Patientinnen hatten HER-2/neu-
Werte im Serum {iber dem von uns festgelegten Grenzwert von 12ng/ml (Median=12,7 ng/ml).
Keine Patientin aus der Kontrollgruppe hatte Serumwerte >12 ng/ml (Median=8,8 ng/ml). Es
existiert eine Korrelation zwischen immunhistochemischer Bestimmung der HER-2/neu-
Uberexpression im Primirtumor und der Serumkonzentration des freien Antigens zum
Zeitpunkt der Metastasierung in unserem Kollektiv (p=0,018). Im Hinblick auf die Prognose
zeigte sich ein Trend zu kiirzerem progressionsfreien Intervall und Gesamtiiberleben bei
hohen HER-2/neu-Werten (p>0,05). Im Ansprechen auf die Therapie ergaben sich keine
Unterschiede zwischen Patientinnen mit erhdhten oder niedrigen HER-2/neu-Serumwerten. Es

zeigte sich eine moderate Korrelation zwischen HER-2/neu und CA 15-3 (r=0,6; p=0,012).
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Ein Abfall von HER-2/neu nach 3 Zyklen Chemotherapie korrelierte mit einer kompletten
bzw. partiellen Remission (p=0,006).
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6. Abkiirzungen

AGO

CAF
CMF
CR
DCIS
EC
ELISA
ER

ET
FISH
GnRH
HER-2/neu
IHC
NC

ng

OS
PCR
PD
PFI
PR

UICC

Arbeitsgemeinschaft fiir gyndkologische Onkologie der Deutschen

Krebsgesellschaft

Cyclophophamid, Adriamycin und 5-Fluorouracil
Cyclophophamid, Methotrexat und 5-Fluorouracil
complete remission = komplette Remission
duktales Carcinoma in situ

Epirubicin und Cyclophophamid

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Ostrogenrezeptor

Epirubicin und Taxol (Paclitaxel)
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Gonadotropin Releasing Hormone

Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 = c-erbB-2
Immunhistochemie

no change = keine Verdnderung

Nanogramm

overall survival = Gesamtiiberleben

Polymerase Chain Reaction

progressive disease = Progression
Progressionsfreies Intervall

partial response = partielle Remission

Units

Union International Contre Le Cancer
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8. Anhang

Informationsblatt und Einwilligungserklirung

Wissenschaftliche Studie zur Verbesserung der Therapie von Brustkrebserkrankungen

Bitte um Einwilligung zur Untersuchung einer Blutprobe von gesunden
Blutspenderinnen als Normal-Kontrollkollektiv

Die Universitéts-Frauenklinik Hamburg ist als forschendes Lehrkrankenhaus ein Teil der
weltweiten Wissenschaftsgemeinde. Wichtige neue Behandlungsformen wie z.B. die
brusterhaltende Therapie beim Brustkrebs wurden in dieser Klinik mitentwickelt und
vorangetrieben. Um den wissenschaftlichen Fortschritt auf diesem Gebiet im Dienste der
Patientin voranzutreiben, sind wir auf Ihre Mithilfe angewiesen.

In unserer Studie geht es um die Bestimmung eines sog. Proto-Onkogens (HER2/neu), ein
Bluteiweil3, welches in manchen Fillen einer Brustkrebserkrankung in erhdhter Konzentration
im Blut nachgewiesen werden kann. Wir wollen in Abhéngigkeit von diesem Wert das
Ansprechen auf unterschiedliche Medikamente zur Krebsbekdmpfung untersuchen.

Eine kleine Menge Blut, 10 Kubikzentimeter, die im Rahmen der Blutspende zusétzlich ohne
Nachteile fiir Sie gewonnen wird, dient zur Bestimmung des Normalwertes in der
Bevolkerung.

Wir mdchten darauf hinweisen, daf3 sich beim derzeitigen Stand der Forschung fiir die klinisch
gesunde Patientin keine Konsequenzen aus den zu bestimmenden Werten ergeben und daB3 ein
erhohter Wert des HER2/neu noch keinen Hinweis auf das Vorliegen einer bosartigen
Erkrankung gibt.

Sollten wir unerwarteterweise bei IThnen einen erhohten Wert des Proto-Onkogens HER2/neu
finden, werden wir Sie umgehend benachrichtigen, so dal3 Sie sich einer frauenérztlichen
Vorsorgeuntersuchung unterziehen kénnen.

Falls Sie nichts von uns horen, lag Thr Wert im Normalbereich.

Bitte unterstiitzen Sie uns bei dieser wichtigen Studie und ermoglichen Sie uns die
wissenschaftliche Auswertung Ihrer Blutspende.
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Ich habe das Informationsblatt aufmerksam gelesen, den Inhalt verstanden und hatte die
Moglichkeit, Fragen zu stellen.

Ich erkléire mich durch meine Unterschrift damit einverstanden, daf} eine kleine Menge
Blut, die im Rahmen der heutigen Blutspende zusiitzlich entnommen wird, fiir das oben
genannte wissenschaftliche Projekt genutzt wird.

Alle Befunde werden gemil3 Datenschutzbestimmungen bei spiterer Veroffentlichung
selbstverstindlich anonymisiert.

Eine Kopie dieser Erklirung wird mir iibergeben.

Hamburg, den

Name der Patientin Name des/r Aufklarenden

Name der Patientin:

Geburtsdatum:

Adresse/Telefonnummer:

78



9. Danksagungen

Im besonderen liegt es mir am Herzen, Herrn Professor Doktor Thomssen zu danken fiir die
Uberlassung des Themas, die wissenschaftliche Betreuung der Arbeit, fiir die zahlreichen

Hilfestellungen und die Moglichkeiten zur Prasentation der Arbeit.

Mein herzlicher Dank gilt zugleich Herrn Dr. V. Miiller flir die Betreuung der Arbeit und die
jederzeit gewidhrte Unterstiitzung bei Fragen zur Durchfithrung, Auswertung und Présentation

der Arbeit.

Zu groBBem Dank bin ich Herrn Prof. Pantel verpflichtet fiir die Hilfe bei der Etablierung des

Enzymimmunoassays.

Ich danke Herrn Prof. Berger, Abteilung fiir Mathematik, fiir die Unterstiitzung bei der

statistischen Auswertung des Zahlenmaterials.

Des weiteren danke ich Herrn Prof. Kiihnle, Abteilung fiir Transfusionsmedizin, fiir die
Zustimmung zur Durchfiihrung von Blutentnahmen bei Blutspenderinnen,

Herrn Prof. Loning, Abteilung fiir Gynikopathologie, fiir die Uberlassung der
Immunhistochemie, Frau Dr. Ramirez, Abteilung fiir Gyndkopathologie, fiir die Auswertung
der Immunhistochemie und Herrn Prof. Wagener, Abteilung fiir Klinische Chemie, fiir die

Uberlassung der CA 15-3-Werte.
AuBerdem danke ich Frau Andreas und Frau Baack fiir die freundliche Aufnahme im
onkologischen Labor der Universititsfrauenklinik und die geduldige Einarbeitung in die

Labortechniken.

Den teilnehmenden Kliniken der AGO-Studiengruppe danke ich fiir die Zusendung der Seren
und Herrn Dr. Hinke danke ich fiir die Uberlassung der Studiendaten.

79



10. Lebenslauf

Personliche Daten

Name:
Vorname:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Familienstand:

Schulbildung
1981-85

1985-94

Auslandsaufenthalt
1994/95

Studium

1995-1998

1998-jetzt
seit 05/2001

08/1997
08/1998
03/2001

Promotion

Seit 10/98

Witzel

Isabell Diana
4.0Oktober.1975
Rotthalmiinster (Ndby.)
ledig

Grundschule Griesbach
Wilhelm-Diess-Gymnasium Pocking, Abitur

Soziales Jahr im Waisenhaus ,,Hogar Don Bosco*, Santa Cruz, Bolivien

Studium der Humanmedizin an der Albert-Ludwigs-Universitit
Freiburg

Studium der Humanmedizin an der Universitdt Hamburg

Praktisches Jahr an der Universitdt Hamburg.

University of Nottingham und der Universita di Verona

Arztliche Vorpriifung
Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Doktorarbeit ,,Prognostische und préadiktive Bedeutung von HER-2/neu
im Serum bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom unter
adjuvanter Chemotherapie bei PD Dr. Chr. Thomssen,

Universititsfrauenklinik Hamburg-Eppendorf
80



11. Erklirung

Ich versichere ausdriicklich, da3 ich die Arbeit selbstéindig und ohne fremde Hilfe verfal3t,
andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und die aus den
benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen einzeln nach Ausgabe
(Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des benutzten Werkes kenntlich gemacht
habe, und daBl ich die Dissertation bisher nicht einem Fachvertreter an einer anderen
Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich anderweitig um Zulassung zur Promotion

beworben habe.

81



	Aus der Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe
	Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf
	Direktor: Prof. Dr. med. Fritz Jänicke
	D i s s e r t a t i o n

	Doktorgrades der Medizin
	M e i n e n  E l t e r n

	Inhaltsverzeichnis
	1. Einleitung
	1.1. Einführung: Das Mammakarzinom
	1.2. HER-2/neu
	1.3. Prognostische und prädiktive Bedeutung von HER-2/neu
	Perspektiven in der Therapie

	1.4. Nachweismethoden von HER-2/neu
	Southern und Slot Blot
	Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
	Immunhistochemie
	ELISA, PCR und Western Blot

	1.5. HER-2/neu-Bestimmung im Serum
	ELISA

	1.6. Zielsetzung dieser Arbeit

	2. Material und Methoden
	2.1. Material
	2.1.1. Normalkollektiv
	2.1.2. Patientinnen aus der AGO-Studie
	Insgesamt
	AGO-Studie
	Einschlußkriterien

	2.1.2. Tumormarker CA 15-3
	2.1.3. Paraffinschnitte des Primärtumors

	2.2. Methoden
	2.2.1. ELISA
	Meßprinzip
	Material/Lösungen
	Durchführung
	Vorbereitung der Reagenzien des Assays
	Zusammenfassung des Verfahrens
	Auswertung

	2.2.2. CA 15-3-Bestimmung
	2.2.3. Immunhistochemie
	Vorbereitung und Durchführung
	Auswertung


	2.3. Statistische Auswertung

	3. Ergebnisse
	3.1. Datenüberblick
	3.2. HER-2/neu-Konzentrationen
	3.3. Verteilung von HER-2/neu innerhalb verschiedener Prognoseparameter
	3.4. Korrelation der HER-2/neu-Befunde im Serum mit der    HER-2/neu-Überexpression des Primärtumors
	3.5. Bestes Ansprechen unter der Therapie
	3.6. Progressionsfreies Intervall und Gesamtüberleben
	3.6.1. insgesamt
	Gesamtüberleben

	3.6.2. in Abhängigkeit von der Therapie
	Progressionsfreies Intervall in beiden Therapiearmen
	Gesamtüberleben in den beiden Therapiearmen

	3.6.3. in Abhängigkeit von HER-2/neu vor der Therapie
	3.6.4. in Abhängigkeit von anderen Prognoseparametern
	3.6.5. in Abhängigkeit von der Metastasenlokalisation

	3.7. HER-2/neu und Metastasierung
	3.8. Korrelation von HER-2/neu–Verlaufskontrollen mit dem Tumormarker
	CA 15-3
	CA 15-3-Verlaufskontrollen


	4. Diskussion
	4.1. Wahl des Grenzwertes
	4.2. Vergleich zwischen Immunhistochemie und ELISA
	4.3. Prognostischer Wert von HER-2/neu
	4.4. Prädiktiver Wert von HER-2/neu
	4.5. Bedeutung von HER-2/neu als Tumormarker

	5. Zusammenfassung
	6. Abkürzungen
	7. Literaturverzeichnis
	8. Anhang
	Informationsblatt und Einwilligungserklärung
	Wissenschaftliche Studie zur Verbesserung der Therapie von Brustkrebserkrankungen


	Bitte um Einwilligung zur Untersuchung einer Blutprobe von gesunden Blutspenderinnen als Normal-Kontrollkollektiv
	9. Danksagungen
	10. Lebenslauf
	Persönliche Daten
	Schulbildung
	Auslandsaufenthalt
	Studium
	Promotion

	11. Erklärung

