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1 EINLEITUNG

1.1 Das Mammakarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Mit einer Inzidenz von iiber 1,1 Millionen Neuerkrankungen pro Jahr ist das
Mammakarzinom die hdufigste maligne Erkrankung weltweit [1]. In Deutschland werden
jahrlich tiber 55000 Frauen mit der Diagnose Brustkrebs konfrontiert, bei der derzeitigen
Einwohnerzahl bedeutet dies, dass etwa jede 10. Frau in ithrem Leben daran erkrankt. Dabei
sind mit einem mittleren Erkrankungsalter von etwa 62 Jahren im Vergleich zu den
Krebserkrankungen insgesamt besonders viele jiingere Frauen betroffen.

Manner Frauen

Prostata [ | Brustdriise
Darm 16,2 Darm
Lunge 14,3 Lunge
Harnblase* || NEE] Gebarmutterkérper
Magen Eierstocke
Miere M. Melanom d. Haut
Mundhghle u. Rachen m Magen
Neon-Hodgkin-Lymphome Harnblase*
M. Melanom d. Haut Bauchspeicheldriise
Bauchspeicheldrl]se Niere
Leukamien Gebarmutterhals
Hoden I Nen-Hodgkin-Lymphome
Speisershre Leukimien
Kehlkopf [ Schilddriise
Schilddrise ll Mundhshle u. Rachen

Morbus Hodgkin i Speiseréhre
Morbus Hodgkin

Kehlkopf
T

30 25 20 15 10 5 o o g 10 15 20 25 30
*einschlieRlich bosartiger Neubildungen in situ und Neubildungen unsicheren Verhaltens

Abbildung 1: Prozentualer Anteil ausgewdahlter Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen

ohne nicht-melanotischen Hautkrebs in Deutschland 2004. Aus: [2]

Auch bei der malignombedingten Mortalitdt von Frauen nimmt das Mammakarzinom den
ersten Rang ein: es ist fiir etwa 18 % der Krebssterbefille verantwortlich [2]. Bei Frauen im
Alter zwischen 35 und 45 Jahren ist es die hdufigste Todesursache iiberhaupt [3].

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist zwar nicht im Detail geklirt, es sind aber einige
Faktoren bekannt, die die Entstehung eines malignen Brustdriisentumors begiinstigen (Tabelle

1). Dabei spielen neben dem Alter vor allem hormonelle Einfliisse, wie beispielsweise eine
1
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frithe Menarche und eine spite Menopause, sowie genetische Voraussetzungen eine Rolle,
was sich in einem erhohten Erkrankungsrisiko bei Verwandten von Brustkrebspatientinnen
widerspiegelt [4]. Eine Keimbahnmutation der mit dem Mammakarzinom assoziierten
Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCA2, die bei den betroffenen Frauen mit bis zu
80%iger Wahrscheinlichkeit und in jungem Alter zur Erkrankung fiihrt, ist allerdings nur bei

etwa 5% der Patientinnen vorhanden [5].

Risikofaktor Relatives Risiko

Alter (>50 vs. <50 Jahre) 6,5

familidre Belastung

Verwandte ersten Grades 1,4-13,6

Verwandte zweiten Grades 1,5-1,8
Alter bei Menarche (<12 vs. >14 Jahren 1,2-1,5
Alter bei Menopause (=55 vs.<55 Jahre) 1,5-2,0
Alter bei der ersten Lebendgeburt (>30 vs. <20Jahre) 1,3-2,2
Benigne Erkrankung der Brust (Biopsie) 1,5-1,8
Hormonersatztherapie 1,0-1,5

Tabelle 1: Etablierte Risikofaktoren fur das Mammakarzinom. Nach: [4]

1.1.2 Pathologische Grundlagen

1.1.2.1 Histologie

Die dem Mammakarzinom zugrunde liegende neoplastische Transformation der Epithelzellen
entsteht meist 1m Bereich der terminalen duktulo-lobuldren Einheiten des
Brustdriisenparenchyms. Histologisch lassen sich dabei die invasiven Mammakarzinome von
den nicht-invasiven Formen unterscheiden, bei denen die dem Driisenepithel anliegende
Basalmembran noch intakt ist. Entsprechend ihrer zelluldren Differenzierung werden sie als
duktales (DCIS) bzw. lobulédres Carcinoma in situ (LCIS) bezeichnet. Sie machen etwa 10-
20% der Mammakarzinome aus und gelten als Vorlduferldsion des invasiven Karzinoms. Bei
den invasiven Mammakarzinomen handelt es sich in den meisten Féllen um invasiv-duktale
(40-75%) und invasiv-lobuldre (5-15%) Karzinome, nur selten finden sich andere

Tumortypen wie das medullére, tubuldre, muzindse oder papillire Mammakarzinom.
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Neben dieser Klassifikation nach Zelltyp wird dem Mammakarzinom je nach Auspriagung
von Tubulusbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate ein Differenzierungsgrad G

zugeordnet (siche Tabelle 2).

Grading (nach Elston und Ellis)

Gl gut differenziert

G2 méBig differenziert
G3 schlecht differenziert
G4 undifferenziert

Tabelle 2: Grading

Bei der feingeweblichen Untersuchung wird zudem mittels Immunhistochemie der
Expressionsgrad des Ostrogen- und des Progesteronrezeptors im Tumorgewebe bestimmit,

welcher die Grundlage fiir den Einsatz einer endokrinen Therapie bildet [5, 6].

1.1.2.2 Stadieneinteilung

Zur Beschreibung des FErkrankungsausmaBles wird die vorzugsweise postoperativ
anzuwendende TNM-Klassifikation (TNM) genutzt. Dabei wird die Grof3e des exstirpierten
Primartumors (T) gemessen, der Befall der regiondren Lymphknoten (N) gezihlt, zu denen
sowohl die ipsilateralen axilldren, infra- und supraklavikuliren Lymphknoten als auch die
ipsilateralen Lymphknoten entlang der Arteria mammaria interna gehoren, und das Vorliegen
von Fernmetastasen (M) bestimmt. Die hidmatogene Metastasierung erfolgt beim
Mammakarzinom bevorzugt in Skelettsystem, Leber und Lunge [6, 7].

Eine Ubersicht iiber die aktuelle TNM-Klassifikation gibt Tabelle 3.
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pT Primartumor

TO Kein Anhalt fiir Primartumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor < 2cm
T1mic Mikroinvasion < 0,1cm
Tla Tumor < 0,5¢cm
T1b Tumor > 0,5-1cm
Tlc Tumor >1-2cm
T2 Tumor >2-5cm
T3 Tumor >5cm
T4 Tumor jeder Grofle mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut
T4a Ausdehnung auf die Brustwand
T4b mit Odem, Ulzeration, oder Satellitenmetastasen der Haut
T4c Kriterien T4a und T4b gemeinsam
T4d Entziindliches Karzinom
pN Regionédre Lymphknoten
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
NImi Mikrometastasen >0,2-2mm
N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
Nla Metastasen in 1-3 ipsilateralen axilliren Lymphknoten, davon mind. eine >2mm
N1b Metastasen in ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit

mikroskopischen Metastasen, die bei der Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt
wurden, aber nicht klinisch auffillig waren

Nlc Kriterien N1a und N1b zusammen

N2 N2a oder N2b
N2a Metastasen in 4-9 ipsilateralen axilliren Lymphknoten, davon mind. eine >2mm
N2b Metastasen in klinisch auffélligen ipsilateralen Lymphknoten entlang der A.

mammaria interna bei Fehlen axilldrer Lymphknotenmetastasen

N3 N3a oder N3b oder N3¢

N3a Metastasen in >10 ipsilateralen axillaren Lymphknoten, davon mind. eine >2mm;
oder in ipsilateralen infraklavikuldren Lymphknoten
N3b Metastasen in klinisch auffélligen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna

bei Vorliegen von >1 positiven axilldren Lymphknoten; oder Metastasen in >3
axillairen Lymphknoten und in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit
mikroskopischen Metastasen, die durch die Sentinellymphknoten-Dissektion
entdeckt wurden, aber nicht klinisch aufféllig waren

N3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikuldren Lymphknoten

pM Fernmetastasen

MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 3: pTNM-Klassifikation des Mammakarzinoms.(nach [8])
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Auf der Grundlage der pTNM-Klassifikation basiert die weitere Einteilung in die UICC-
Stadien (siche Tabelle 4).

Stadium T N M
0 Tis 0 0
I 1 0 0
IIA 0-1 1 0
2 0 0
11B 2 1 0
3 0 0
1IIA 0-2 2 0
3 1-2 0
11IB 4 0-3 0
jedesT 3 0
v jedes T jedes N 1

Tabelle 4: Stadieneinteilung des Mammakarzinoms nach UICC. (Nach: [3])

1.1.3 Diagnostik und Therapie

Da das Mammakarzinom erst ab einem relativ fortgeschrittenen AusmalBl durch einen
palpablen Knoten in der Brust symptomatisch wird, wird heute das Screening per
Rontgenmammographie empfohlen. Bei klinisch oder mammographisch begriindetem
Verdacht auf das Vorliegen eines malignen Mammatumors ist zur histologischen Bestitigung
eine Probebiopsie durchzufiihren [9, 10] und im Falle eines positiven Befundes eine
Staginguntersuchung  mittels Rontgen-Thorax-Untersuchung, Lebersonographie und
Skelettszintigraphie zu veranlassen [11].

Ziel der Therapie beim nicht-metastasierten (M0) Mammakarzinom ist die komplette
operative Entfernung des Primirtumors, die vorzugsweise mittels brusterhaltender
Tumorektomie und postoperativer Nachbestrahlung erreicht werden sollte [12]. Bei groBem
Primartumor, multizentrischen oder inflammatorischen Karzinomen, Kontraindikationen
gegen die Radiotherapie oder auf Wunsch der Patientin kann eine Mastektomie mit oder ohne
Wiederaufbau durchgefiihrt werden. Parallel zur operativen Behandlung des Primérherdes
sollten bei Vorliegen eines invasiven Karzinoms zur Bestimmung des Nodalstatus (pN) und
gef. zur Reduktion der Tumormasse in jedem Fall auch regiondre Lymphknoten entfernt

werden [13]. Dabei kann bei klinisch unauffidlligem Nodalstatus anstelle der priméren
5
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axilliren Lymphonodektomie auch die Technik der Sentinellympknotenentfernung eingesetzt
werden, wodurch sich die postoperative Morbiditdt der Patientinnen verringern lasst [14]. Bei
lokal weit fortgeschrittenen und primér metastasierten Karzinomen ist eine neoadjuvante bzw.
palliative systemische Therapie indiziert [11].

Der Einsatz einer adjuvanten systemischen Therapie richtet sich nach dem Vorhandensein
verschiedener Risiko- und pridiktiver Faktoren; einen Uberblick gibt Tabelle 5.

Zur Durchfiihrung einer endokrinen Therapie bei hormonrezeptorpositiven Patientinnen
kommen Tamoxifen und Aromataseinhibitoren sowie bei prdmenopausalen Frauen die
operative, radiotherapeutische oder medikamentdse Ovarablation per GnRH-Analoga zum
Einsatz. Fiir die zur Behandlung des Mammakazinoms eingesetzte Chemotherapie werden
mehrere verschiedene Zytostatikakombinationen diskutiert und untersucht, aktuell wird dabei
der Einsatz eines anthrazyklinhaltigen Therapieschemas favorisiert [15]. Um Nutzen und
Risiken einzelner Medikamentenkombinationen detailliert zu klaren, wird empfohlen die

Patientinnen im Rahmen von klinischen Therapiestudien zu behandeln [11].

.Intermediate Risk" ,High risk"

=hohes Risiko

LLow risk”

=niedriges Risiko =mittleres/normales Risiko

pTlcund G1 oder

pTla/b und G1-3

sowie alle folgenden Kriterien:
Alter >35 Jahre

pNO

Hormonrezeptorpositiv
HER-2/neu negativ

keine Gefidflinvasion

alle anderen Konstellationen

Mind. eines der folgenden

Kriterien:

>4 Lymphknoten befallen
Nodalbefall und GefaBBinvasion
Nodalbefall und HER-2/neu
Uberexpression

Alter <35 Jahre

Hormonrezeptornegativ

Allgemeine Therapieempfehlung

endokrine Therapie (Tamoxifen)
oder

keine Therapie

Sicher hormonsensibel:

endokrine Therapie oder
Chemotherapie gefolgt von
endokriner Therapie

Fraglich hormonsensibel:

Chemotherapie (ggf. gefolgt von

endokriner Therapie)

Hormonsensibel (auch fraglich):

Chemotherapie gefolgt von
endokriner Therapie

Hormonunsensibel:

Chemotherapie

Tabelle 5: Risikogruppen und Therapieempfehlungen nach St. Gallen 2005. (Nach: [15])
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1.1.4 Prognose

In den entwickelten Landern ist die Brustkrebsmortalitit erfreulicherweise seit einigen Jahren
riickldufig; die relative Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 5 Jahren liegt in Deutschland
heute bei etwa 80%, die nach 10 Jahren bei etwa 70%. Diese Entwicklung lédsst sich
vermutlich einerseits auf die Einfilhrung des Mammographiescreenings und der daraus
resultierenden hoheren Rate an Patientinnen mit frithen Krankheitsstadien, als auch auf die
Verbesserung der Therapiemoglichkeiten zuriickfiihren [16].

Die Prognose jeder einzelnen Patientin hingt dabei aber von mehreren verschiedenen
Einfliissen ab, die den natiirlichen Krankheitsverlauf bestimmen. Um eine individualisierte
Therapieentscheidung zu treffen, die den Patientinnen mit einer schlechteren Prognose eine
aggressive Primértherapie ermoglicht, wéhrend jenen Patientinnen mit einer besseren
Prognose eine solche Therapie mit ihren teils erheblichen Nebenwirkungen erspart wird, ist es
sinnvoll, diese Einflussgroen zu bestimmen. Beim nicht-metastasierten Mammakarzinom
haben sich als relevante Prognosefaktoren bisher das Alter der Patientin, TumorgrdBe,
Lymphknotenstatus, histologischer Typ, und Grading etabliert. Daneben gelten der
Hormonrezeptor- und der Menopausenstatus als pridiktive Faktoren fiir das Ansprechen auf

eine endokrine Therapie bzw. Ovarablation [17, 18].

1.1.5 Zirkulierende Tumormarker

Zirkulierende Tumormarker sind Substanzen, deren vermehrtes Vorkommen in den
Korperfliissigkeiten mit bestimmten Krebserkrankungen assoziiert ist und deren Messung im
Serum somit moglicherweise Aufschluss iiber den Fortschritt der Erkrankung geben kann
[19]. Der klinische Nutzen von Tumormarkern beim Mammakarzinom ist bisher nur fiir zwei
solcher Tumormarker belegt: fiir das Cancer Antigen 15-3 (CA 15-3) und das
Carcinoembryonale Antigen (CEA). Beide werden zur Uberwachung der Therapieeffizienz
v.a. beim fortgeschrittenen Mammakarzinom empfohlen, wobei das Ansprechen bzw. Nicht-
Ansprechen auf die Therapie anhand der Tumormarkerkinetik beurteilt wird [20, 21]. Die
Ergebnisse mehrerer Studien deuten auBBerdem darauf hin, dass die regelméBige Bestimmung
der Tumormarker in der Nachsorge als diagnostisches Werkzeug zur fritheren Erkennung des
Fortschreitens der Erkrankung dienen kann. Ob diese Friiherkennung allerdings die
Lebensqualitidt oder —dauer der Patientinnen verbessert, kann anhand der aktuellen Daten

nicht abschlieBend geklart werden [20].
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Aufgrund der geringen Sensitivitit und Spezifitdt der Tumormarker CA 15-3 und CEA sind
diese Marker nicht fiir die Primardiagnose oder zum Screening geeignet; die Bestimmung der
beiden Werte zum Zeitpunkt der Primérdiagnose hat sich dennoch in einigen Studien als
niitzlich erwiesen: Da sie mit der Prognose der Patientinnen korrelierten, boten sie eine im
Gegensatz zu den klassischen Prognosefaktoren nicht-invasiv zu gewinnende prognostische

Information, die u.U. die Therapieentscheidung mit beeinflussen konnte [20].
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1.2 Das HER-2/neu Onkogen

1.2.1 Struktur und Funktion

Ein wesentlicher Schritt im Prozess der Kanzerogenese ist die Aktivierung sogenannter
(Proto-)Onkogene. Diese sind im zelluliren Genom vorhandene DNA-Sequenzen, deren
Expressionsprodukte an der Regulierung von Proliferation und Differenzierung der Zelle
beteiligt sind [5, 22].

Ein uv.a. an der Entstehung des Mammakarzinoms héufig beteiligtes Onkogen ist das HER-2-
Onkogen (Human Epidermal Receptor-2) [23]. Da es von mehreren Arbeitsgruppen
unabhédngig voneinander beschrieben wurde, existieren mehrere Synonyme dafiir (c-erbB-2,
neu, HER-2). Das auf dem langen Arm des Chromosoms 17 lokalisierte Gen kodiert fiir ein
185kD Glykoprotein, das zur Familie der Wachstumsfaktorrezeptoren gezéhlt wird. Die vier
dieser Familie zugeordneten Rezeptoren (HER-1 bis HER-4, wobei HER-1=Epidermal
Growth Factor Receptor: EGFR) sind sich in ihrer Struktur sehr dhnlich und bestehen aus drei
Dominen: dem extrazelluliren Anteil mit der Ligandenbindungsstelle, dem lipophilen
Transmembransegment und dem intrazelluldren katalytischen Abschnitt mit Tyrosinkinase-
Aktivitdt. Nach dem Andocken eines passenden Wachstumsfaktors an die extrazellulédre
Domine kommt es zur Bildung von Homo- oder Heterodimeren zwischen den Rezeptoren,
was zur Autophosphorylierung der intrazelluliren Domidne und somit zur Ausldsung

intrazelluldrer Signalkaskaden fiihrt (Abbildung 2).

HERL, HERZ,
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Abbildung 2: HER-2/neu und der Mechanismus der Signaltransduktion (aus: [24])
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Bemerkenswert ist, dass bisher kein Ligand bekannt ist, der direkt an HER-2/neu bindet, dass
aber HER-2 zur Bildung von Heterodimeren von den anderen Rezeptortypen bevorzugt wird
und dass diese HER-2-enthaltenden Dimere die intrazelluldre Signalkaskade stirker triggern
als alle anderen Dimere. So ist es verstindlich, dass ein vermehrtes Vorhandensein von HER-
2/neu in der Zellmembran die Zellproliferation beglinstigt [25-28].

Beim Mammakarzinom ist die HER-2/neu-Uberexpression meist durch Genamplifikation,

d.h. durch das Vorliegen von mehr als zwei Kopien des HER-2/neu-Genes, bedingt [29, 30].

1.2.2 Bestimmungsmethoden

Zur Untersuchung des HER-2/neu-Status im Tumorgewebe haben sich im klinischen Alltag
bis jetzt zwei verschiedene Methoden bewéhrt: die Immunhistochemie (IHC) und die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Bei der IHC wird mit Hilfe von Antikdrpern der
HER-2/neu-Rezeptor in der Zellmembran quantifiziert. Dabei werden je nach Farbungsmuster
der Zellmembran vier Grade der HER-2/neu-Expression unterschieden, die in einem
semiquantitativen Score von 0 bis 3+ zum Ausdruck kommen, wobei 0 und 1+ als HER-
2/neu-negativ und 2+ und 3+ als HER-2/neu-positiv gewertet werden. Die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung hingegen weist mit Hilfe von markierten DNA-Sonden die Amplifikation
bzw. Nicht-Amplifikation des HER-2/neu-Genes nach. Das HER-2/neu-Gen gilt als
amplifiziert, wenn pro Tumorzelle das Verhiltnis von der Anzahl der Kopien des HER-2/neu-

Gens zur Anzahl der Kopien des Chromosoms 17 gréBer oder gleich 2 ist.

EF;: .':t ‘1'}:'"
4 : 'k ;'F'J

Abbildung 3: Beispiel einer HER-2/neu-Expressionstestung am Gewebe invasiver Mammakarzinome
mittels Immunhistochemie. Der immunhistochemische Score betragt 0 (links), 2+ (Mitte) bzw. 3+(rechts).
Aus: [32]
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Abbildung 4: Beispiel einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. Mit einem Verhaltnis von rot (Kopien des

HER-2/neu-Gens) zu griin (Kopien des Chromosoms 17) von >2 liegt eine Genamplifikation vor. Aus: [32]

Aufgrund der einfachen Verfiigbarkeit, der technisch weniger aufwiandigen Handhabung, der
kiirzeren Untersuchungsdauer und der geringeren Kosten wird in den meisten pathologischen
Labors die Immunhistochemie als Bestimmungsmethode fiir den HER-2/neu-Status
bevorzugt. Es hat sich jedoch in mehreren Studien gezeigt, dass sie impréiziser und weniger
reproduzierbar als die FISH ist. Wihrend bei schwach HER-2/neu-exprimierenden (IHC
0/1+) und stark iiberexprimierenden Gewebeproben (IHC 3+) die Konkordanzrate mit der
FISH hoch ist, liegt in Tumoren, die immunhistochemisch als 2+ klassifiziert wurden, nur in
etwa 50% der Fille eine Genamplifikation vor. Es hat sich deshalb in vielen Labors
durchgesetzt, den HER-2/neu-Status primir immunhistochemisch zu evaluieren und im Falle

eines 2+-Befundes eine FISH-Analyse anzuschlieBen [31-34].

1.2.3 Klinische Relevanz

Eine Uberexpression des HER-2/neu-Onkoprotein findet sich bei etwa 20-30% der primér
diagnostizierten Mammakarzinome. Es stellte sich heraus, dass diese mit einem aggressiveren
Tumorverhalten assoziiert sind und somit eine ungiinstigere Prognose aufweisen als
Mammakarzinome ohne Uberexpression: eine negative Korrelation sowohl mit dem
rezidivfreien als auch mit dem Gesamtiiberleben konnte in mehreren Studien bestétigt werden
[35, 36]. Dariiberhinaus wiesen einige Untersuchungen eine pridiktive Aussagekraft der
HER-2/neu-Uberexpression nach, was sich in einem verminderten Ansprechen auf

verschiedene adjuvante Chemo- und Hormontherapien zeigte [37, 38].
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Seine wichtigste Bedeutung im klinischen Alltag erhielt die Bestimmung der HER-2/neu-
Status jedoch durch die Entwicklung des gegen die extrazellulire Domine des HER-2/neu-
Rezeptors gerichteten humanisierten Antikorpers Trastuzumab (Herceptin®). Das Binden
dieses Antikorpers an den HER-2/neu-Rezeptor verhindert dessen Aktivierung und
vermindert somit die intrazelluldren wachstumsfordernden Signalkaskaden; der genaue
Mechanismus dieser Wirkung ist allerdings unklar [39]. Der therapeutisch Nutzen konnte
zunichst bei Patientinnen mit HER-2/neu-positivem Mammakarzinom (IHC 3+ oder FISH +)
im Stadium der Metastasierung belegt werden [40]. Doch auch zur adjuvanten Behandlung
des primdren Mammakarzinoms liegen inzwischen vielversprechende Daten vor, die eine
Verldngerung der rezidivfreien Zeit und eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens durch den

Einsatz von Trastuzumab zeigen [41].

1.2.4 Shedding

Im menschlichen Blut kann ein 110kD-Protein nachgewiesen werden, das der extrazelluldren
Doméne (ECD) des HER-2/neu-Rezeptors entspricht. Man fand heraus, dass dieses sog. Shed
Antigen oder s-HER-2/neu durch proteolytische Prozesse, in die u.a. bestimmte
Metalloproteinasen involviert sind, vom HER-2/neu-Protein abgespalten wird und so in die
Zirkulation gelangt [42, 43]. Interessanterweise ist dieser proteolytische Prozess mit einer
funktionellen Alteration des HER-2/neu-Rezeptors verbunden: Die extrazelluldre Domine
scheint den Aktivierungsgrad des gesamten Rezeptorproteins herunterzuregulieren, sodass der
um die ECD verkiirzte Rezeptor ein hoheres transformierendes Potenzial als das komplette
Molekiil hat. Somit ldsst sich die These aufstellen, dass die ECD-Konzentration im Serum
nicht nur ein Abbild der Tumormasse ist, sondern dass sie die Shedding-Rate und damit also
auch die Aggressivitit des Tumors wiederspiegelt [44, 45].

Die HER-2/neu-ECD kann mit Hilfe eines Immunoassays im Serum nachgewiesen werden
und erweist sich dabei als stabiler Analyt [46]. Diese Eigenschaft sowie seine Assoziation
zum HER-2/neu-Onkogen und damit zur Tumorentstehung legen nahe, das Shed Antigen als

Tumormarker zu verwenden [47].
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1.3 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, den Nutzen der s-HER-2/neu-Bestimmung im
Serum von Mammakarzinompatientinnen zum Zeitpunkt der Primérdiagnose zu evaluieren.

Dabei sollen insbesondere folgende Fragen beantwortet werden:

- Wie unterscheiden sich die Konzentrationen von s-HER-2/neu im Serum bei

Mammakarzinompatientinnen von denen bei Personen ohne Mammakarzinom?

- Korrelieren die Werte von s-HER-2/neu mit den géngigen Prognosefaktoren, wie
Alter der Patientin, Menopausenstatus, Tumorgrole, Lymphknotenbefall,

Metastasierung, Grading, Hormonrezeptorstatus?

- Besteht ein Zusammenhang zwischen den s-HER-2/neu-Werten und den
Konzentrationen der beim Mammakarzinom {iblicherweise eingesetzten Tumormarker

CA 15-3 und CEA?

- Korrelieren die s-HER-2/neu-Konzentrationen im Serum mit dem Expressionsgrad des
HER-2/neu-Onkogens im Gewebe, und wenn ja, mit welcher Sensitivitit und
Spezifitit lasst sich anhand der s-HER-2/neu-Konzentrationen der HER-2/neu-
Gewebestatus vorhersagen? Kann die Bestimmung des Shed Antigens im Serum die

Bestimmung der HER-2/neu-Expression in Gewebeproben ersetzen?

- Haben die s-HER-2/neu-Werte eine  prognostische  Aussagekraft  fiir

Mammakarzinompatientinnen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studienpopulation

2.1.1 Gesundes Kontrollkollektiv

Als Referenzkollektiv dienen 184 gesunde Frauen und 99 gesunde Ménner, die in den Jahren
2006-2007 im Institut fiir Klinische Chemie zu wissenschaftlichen Zwecken freiwillig Blut
spendeten. Die Frauen hatten zum Zeitpunkt der Blutentnahme ein mittleres Alter von 38,6
Jahren (Median 37,0 Jahre) mit einer Spannweite von 21,2 bis 72,2 Jahren. Die Manner waren
durchschnittlich 39,8 Jahre alt (Median 36,2 Jahre), der Jiingste bzw. Alteste hatte ein Alter
von 20,5 bzw. 74,2 Jahren.

Einen Uberblick iiber das Kontrollkollektiv gibt Tabelle 6.

Geschlecht N mittleres Alter Median Spannweite
weiblich 184 38,6 Jahre 37,0 Jahre 21,2-72,2 Jahre
maénnlich 99 39,8 Jahre 36,2 Jahre 20,5-74,2 Jahre

Tabelle 6: Altersverteilung Kontrollkollektiv

2.1.2 Rezidivfreies Kontrollkollektiv (NED)

Aufgrund der ungleichen Altersverteilung bei den gesunden Frauen und den
Mammakarzinompatientinnen (sieche unten) wurde ein zweites Kontrollkollektiv gebildet, in
das Frauen aus der prospektiven Mammakarzinom-Nachsorgestudie, die seit 1998 am Institut
fiir Klinische Chemie im Klinikum GroB3hadern durchgefiihrt wird, aufgenommen wurden. In
dieser Studie wird Mammakarzinompatientinnen neben der aktuell empfohlenen Nachsorge
bestehend aus Anamnese, klinischer Untersuchung und Mammographie zur
Tumormarkerbestimmung in 6-wochigen Abstinden Blut entnommen. Die Patientinnen treten
nach Abschluss ihrer adjuvanten Radio- und/oder Chemotherapie in die Studie ein.

Fiir das rezidivfreie Kontrollkollektiv (No Evidence of Disease, NED) wurden all jene
Patientinnen aus der Nachsorgestudie ausgewéhlt, deren Studieneintritt vor dem 01.08.2006
lag und die bis zum letzten Beobachtungszeitpunkt mindestens 18 Monate nach
Studienbeginn keine Krankheitsprogression entwickelt hatten. Das auf diese Weise

zusammengestellte Kollektiv umfasst 423 Frauen. Diese hatten zum Zeitpunkt des
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Studienbeginns ein mittleres Alter von 55,1 Jahren (Median 55,8 Jahre) mit einer Spannweite
von 32,6 bis 83,9 Jahren.

Zum Vergleich mit den s-HER-2/neu-Konzentrationen der Patientinnen wurden die s-HER-
2/neu-Basiswerte der rezidivfreien Frauen betrachtet. Diese werden in der Nachsorgestudie
fiir alle Tumormarker bestimmt und berechnen sich als arithmetisches Mittel der jeweiligen

Tumormarkerkonzentrationen bei den ersten drei Blutentnahmen.

2.1.3 Patientinnen

In das Studienkollektiv wurden Frauen aufgenommen, die zwischen 1998 und 2007 im
Klinikum GroBhadern mit der Primérdiagnose eines Mammakarzinoms vorstellig wurden und
von denen eine Serumprobe, welche in einem Zeitraum von maximal 30 Tagen vor Beginn
der Primértherapie abgenommen worden war, bei -80°C aufbewahrt worden war. Von den
Frauen, auf die diese Kriterien zutrafen, wurden nur jene beriicksichtigt, bei denen der HER-
2/neu-Status im Gewebe des Primértumors mittels Immunhistochemie bestimmt worden war.
Patientinnen, bei denen eine weitere maligne Erkrankung im Zeitraum von 10 Jahren vor der
Manifestation des Mammakarzinoms diagnostiziert wurde, wurden ausgeschlossen.

Das auf diese Weise zusammengestellte Kollektiv umfasst ingesamt 565 Patientinnen. Diese
hatten zum Zeitpunkt der Diagnose ein mittleres Alter von 57,4 Jahren (Median 58,0 Jahre),

die jlingste und die élteste Patientin waren 25 bzw. 93 Jahre alt.

Der Menopausenstatus war bei 411 Patientinnen bekannt. Die Patientinnen, die demnach als
perimenopausal klassifiziert waren, wurden in der Auswertung den postmenopausalen Frauen
zugerechnet. Die Patientinnen, deren Menopausenstatus nicht erhoben werden konnte, wurden
als praimenopausal erachtet, wenn sie 45 Jahre alt oder jiinger waren, bzw. als postmenopausal
erachtet, wenn ihr Alter groBer oder gleich 55 Jahre war. Somit konnten insgesamt 539
Frauen hinsichtlich ihres Menopausenstatus evaluiert werden, wovon 141 (26,2%) als pra-
und 398 (73,8%) als postmenopausal eingestuft waren.

Die histologische Untersuchung des Priméirtumors ergab bei den meisten Patientinnen (490,
89,3%) einen invasiv-duktalen Tumor. 41 Patientinnen (7,5%) hatten einen invasiv-lobulédren
Tumor und 8 Patientinnen (1,5%) hatten nicht-invasive Tumoren vom duktalen Typ. Die
Tumoren von 10 Frauen (1,8%) wiesen histologische Sonderformen auf.

Die postoperative Tumorgrofle gemi3 TNM-Klassifikation war bei 507 Patientinnen bekannt.

Von diesen wiesen die meisten Patientinnen (274, 54,0%) einen T1-Tumor oder einen T2-
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Tumor (182 Patientinnen, 35,9%) auf. Einen T3- oder T4-Tumor hatten nur 27 (5,3%) bzw.
16 Frauen (3,2%). Der Anteil der Frauen mit einem Carcinoma in situ (pTis) war mit 1,6% (8
Patientinnen) am geringsten. Dies ist sicherlich dadurch bedingt, dass die HER-2/neu-
Bestimmung im Gewebe, die eine Vorraussetzung fiir die Aufnahme in die Studie war, nicht
routineméfig beim nicht-invasiven Karzinom durchgefiihrt wird.

Der operativ/pathologisch bestimmte regiondre Lymphknotenbefall pN war bei 497
Patientinnen bekannt. Dabei hatten die meisten Frauen keine Lymphknotenmetastasen (311,
62,6%). Ein Nodalstatus von N1, N2 und N3 lag bei jeweils 146 (29,4%), 30 (6,0%), bzw. 10
(2,0%) Patientinnen vor.

Das bei allen Patientinnen durchgefiihrte Staging brachte bei 6,0% der Patientinnen (34
Frauen) die Diagnose einer Fernmetastasierung. Alle anderen wiesen keine
Fernmetastasierung auf.

Alle Patientinnen, bei denen die pTNM-Klassifikation ausreichend bekannt war (500 Frauen),
wurden den UICC-Krankheitsstadien zugeordnet: Die Mehrzahl der Frauen hatte ein
Mammakarzinom im UICC-Stadium 1 (212 Patientinnen, 42,4%) bzw. 2 (201 Patientinnen,
40,2%). Auf das Stadium 3 entfielen 53 Patientinnen (10,6%). Die 34 Patientinnen (6,8%) mit
primdr metastasiertem Mammakarzinom wurden dem UICC-Stadium 4 zugeteilt.
Informationen beziiglich des pathologischen Grading des Tumors nach Elston und Ellis lagen
bei 553 Patientinnen vor. Dabei waren Tumoren von méBiger (G2) und schlechter (G3 oder
G4) Differenzierung mit 55,5% (307 Patientinnen) bzw. 33,7% (186 Patientinnen) am
haufigsten vertreten. Gut differenzierte Karzinome fanden sich bei 60 Patientinnen (10,8%).
Der Hormonrezeptorstatus war bei allen Patientinnen histologisch bestimmt worden. Der
GroBteil der Patientinnen (418, 74,0% bzw. 363, 64,3%) hatte dabei einen Ostrogen- bzw.
Progesteronrezeptor-positiven Tumor. Ein positives Fiarbemuster fiir mindestens einen der
beiden Hormonrezeptoren lag bei 448 Patientinnen (79,3%) vor.

Gemadl den Einschlusskriterien der Studie war der HER-2/neu-Status im Gewebe bei allen
Patientinnen immunhistochemisch bestimmt worden. Dabei wiesen 247 (43,7%) bzw. 140
Patientinnen (24,8%) einen als negativ zu wertenden Score von 0 bzw. 1+ auf. Eine starke
(3+)oder miBige (2+) Uberexpression des HER-2/neu-Onkogens lag im Tumorgewebe von
110 (19,5%) bzw. 68 Frauen (12,0%) vor. Bei 28 von den 68 Tumoren mit einem IHC-Score
2+ wurde zusitzlich eine FISH-Analyse durchgefiihrt, die bei 6 Gewebeproben eine
Genamplifikation (FISH +) nachwies. Als HER-2/neu-positiv wurden nun Patientinnen mit

immunhistochemischem Score 3+ oder mit Score 2+ und Genamplifikation erachtet. Dies
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trifft auf 116 von 525 Patientinnen (22,1%) zu, wéhrend die restlichen 409 Patientinnen

(77,9%) als HER-2/neu-negativ gelten.

Fiir die Untersuchung der Zusammenhénge zwischen s-HER-2/neu-Konzentrationen und den

gingigen Prognosefaktoren wurden nur jene

Patientinnen des

beriicksichtigt, die keine priméren Fernmetastasen (M0) aufwiesen.

Gesamtkollektives

Eine Gesamtiibersicht iliber die Verteilung der wichtigsten krankheitsassoziierten Merkmale

im Gesamtkollektiv und den Untergruppen MO bzw. M1 gibt Tabelle 7.

Merkmal Gesamitkollektiv | Untergruppe MO | Untergruppe M1
(N=565) (N=531) (N=34)
Alter
Mittelwert 57,4 Jahre 57,3 Jahre 59,1 Jahre
Median 58,0 Jahre 58,0 Jahre 57,5 Jahre
Spannweite 25,0-93,0 Jahre 25,0-89,0 Jahre 36,0-93,0 Jahre
Menopausenstatus N=539 (%) | N=507 (%) N=32 (%)
pramenopausal 141 (26,2) 134 (26,4) 7 (21,9)
postmenopausal 398 (73,8) 373 (73,6) 25 (78,1)
Histologie N=549 (%) | N=519 (%) N=30 (%)
nicht-invasiv duktal 8 (1,5) 8 (1,5) 0 (0)
invasiv-duktal 490 (89,3) 463 (89,2) 27 (90,0)
invasiv-lobulér 41 (7,5) 38 (7,3) 3 (10,0)
Sonderformen 10 (1,8) 10 (1,9) 0 0)
pT N=507 (%) | N=481 (%) N=26 (%)
Tis 8 (1,6) 8 (1,7 0 0)
1 274 (54,0) 269 (55,9) 5 (19,2)
2 182 (35,9) 173 (36,0) 9 (34,6)
3 27 (5,3) 23 (4,8) 4 (15,4)
4 16 (3,2) 8 (1,7) 8 (30,8)
pN N=497 (%) | N=473 (%) N=24 (%)
0 311 (62,2) 309 (65,3) 2 (8,3)
1 146 (29,4) 129 (27,3) 17 (70,8)
2 30 (6,0) 26 (5,5) 4 (16,7)
3 10 (2,0) 9 (1,9) 1 (4,2)
M N=565 (%) | N=531 N=34
0 531 (94,0) 531 (100) 0 0)
1 34 (6,0) 0 0 34 (100)

Tabelle 7: Verteilung wichtiger Merkmale im Studienkollektiv und den Untergruppen MO und M1.
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Merkmal Gesamtkollektiv Untergruppe MO Untergruppe M1
(N=565) (N=531) (N=34)
UICC-Stadium N=500 (%) | N=466 (%) N=34 (%)
1 212 (42,4) 212 (44,7) 0 (0)
2 201 (40,2) 201 (42,4) 0 (0)
3 53 (10,6) 53 (11,2) 0 (0)
4 34 (6,8) 0 0 34 (100)
G N=553 (%) | N=522 (%) N=31 (%)
1 60 (10,8) 60 (11,5) 0 (0)
2 307 (55.5) 294 (56,3) 13 (41,9)
3 184 (33,3) 168 (32,2) 16 (51,6)
4 2 (0,4) 0 0 2 (6,5)
Hormonrezeptorstatus N=565 (%) | N=531 (%) N=34 (%)
Ostrogenrez. pos 418 (74,0) 397 (74,8) 21 (61,8)
Ostrogenrez. neg 147 (26,0) 134 (25,2) 13 (38,2)
Progesteronrez. pos 363 (64,3) 347 (65,4) 16 (47,1)
Progesteronrez. neg 202 (35,8) 184 (34,7) 18 (52,9)
mind. ein Rez. pos 448 (79,3) 424 (79,9) 24 (70,6)
beide Rez. neg 117 (20,7) 107 (20,2) 10 (29,4)
HER-2/neu-Expression
Immunhistochemie N=565 (%) | N=531 (%) N=34 (%)
0 247 (43,7) 231 (43,5) 16 (47,1)
1+ 140 (24,7) 137 (25,8) 3 (8,8)
2+ 68 (12,0) 64 (12,1) 4 (11,8)
3+ 110 (19,5) 99 (18,6) 11 (32,4)
IHC/FISH N=525 (%) | N=492 (%) N=34 (%)
- (0/1+ 0. 2+/FISH-) 409 (77,9) 388 (78,9) 22 (64,7)
+ (3+ 0. 2+/FISH+) 116 (22,1) 104 (2L,1) 12 (35,3)

Tabelle 7 (Fortsetzung): Verteilung wichtiger Merkmale im Studienkollektiv und den Untergruppen MO

und M1.
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2.1.4 Subkollektive zur Evaluation der Prognose

Die Auswertung der prognostischen Aussagekraft des HER-2/neu-Shed Antigens erfolgte an
Patientinnen aus dem Gesamtkollektiv ohne priméire Fernmetastasierung, deren Follow-up fiir
die jeweilige Fragestellung ausreichend war.

Alle Patientinnen wurden operativ therapiert, wobei im Falle eines brusterhaltenden
Vorgehens eine postoperative Strahlentherapie durchgefiihrt wurde. Eine adjuvante Hormon-,
Chemo- oder Strahlentherapie erfolgte je nach Hormonrezeptorstatus bzw. Stadium der
Erkrankung unter Beriicksichtigung des Wunsches der Patientinnen.

Es wurden zwei Subkollektive gebildet:

2.1.4.1 Rezidivfreies Uberleben

Zur Uberpriifung des Zusammenhangs zwischen s-HER-2/neu-Konzentrationen und dem
rezidivfreien Uberleben wurden jene Patientinnen aufgenommen, die entweder eine
Krankheitsprogression (Fernmetastasen oder Lokalrezidiv) entwickelten oder fiir die ein
dokumentiertes rezidivfreies Intervall von mindestens einem Jahr nach Primérdiagnose
vorhanden war. Patientinnen, die nach mehr als einem Jahr ein Zweitkarzinom oder ein
kontralaterales Mammakarzinom entwickelten, wurden als rezidivfrei bis zum Zeitpunkt
dieser Zweitdiagnose erachtet.

Das auf diese Weise zusammengestellte Kollektiv umfasst 241 Patientinnen. Der mittlere
Follow-up fiir dieses Kollektiv betrdgt 34,4 Monate (Median 34,3 Monate, Spannweite 6,0-
91,4 Monate). Der Kaplan-Meier-Schétzer filir das mittlere rezidivfreie Intervall betrdgt 59,3
Monate. 205 der 241 Frauen (85,1%) hatten zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups keinen
Hinweis auf eine Krankheitsprogression. Von den {iibrigen Patientinnen entwickelten 26
(10,8%) Fernmetastasen und 10 Frauen (4,2%) ein Lokalrezidiv.

Die Verteilung krankheitsassoziierter Merkmale in diesem Kollektiv zeigt Tabelle 8.

2.1.4.2 Gesamtiberleben

Fiir die Evaluation des Gesamtiiberlebens wurde ein Kollektiv gebildet, in das jene Frauen
ohne primére Fernmetastasen aufgenommen wurden, die entweder im Verlauf verstarben oder
von denen bekannt war, dass sie nach einem Zeitraum von mindestens einem Jahr noch am

Leben waren. Dies traf auf 289 Frauen zu.
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Der mittlere Follow-up dieser Patientinnen betrug 40,7 Monate (Median 38,9 Monate,

Spannweite 7,0-91,4 Monate). Der Kaplan-Meier-Schitzer fiir das mittlere Gesamtiiberleben

betrigt 69,5 Monate.

Eine Gesamtiibersicht iiber die beiden Prognosekollektive gibt Tabelle 8.

Merkmal Rezidivfreies Uberleben Gesamtiiberleben
(N=241) (N=289)
Alter
Mittelwert 56,5 Jahre 57,2 Jahre
Median 57,0 Jahre 57,0 Jahre
Spannweite 29,0-89,0 Jahre 25,0-89,0 Jahre
Menopausenstatus N=235 (%) N=279 (%)
pramenopausal 75 (31,9) 81 (29,0)
postmenopausal 160 (68,1) 198 (71,0)
Histologie N=241 (%) N=289 (%)
nicht-invasiv duktal 3 (1,2) 4 (1,4)
invasiv-duktal 222 (92,1) 263 (91,0)
invasiv-lobular 13 (5,4) 17 (5,9)
Sonderformen 3 (1,2) 5 (1,8)
pT N=241 (%) N=289 (%)
Tis 3 (1,2) 4 (1,4)
1 123 (51,0) 146 (50,5)
2 100 (41,5) 121 (41,9)
3 13 5.4 15 (5,2)
4 2 (0,8) 3 (1,0)
pN N=236 (%) N=283 (%)
0 145 (61,4) 174 (61,5)
1 76 (32,2) 87 (30,7)
2 12 (5,0) 17 (6,0)
3 3 (1,3) 5 (1,8)
UICC-Stadium N=234 (%) N=280 (%)
1 93 (39,2) 110 (38,7)
2 114 (48,1) 135 (47.5)
3 27 (11,4) 35 (12,3)
G N=238 (%) N=285 (%)
1 21 (8,8) 25 (8,8)
2 136 (57.1) 161 (56.5)
3 81 (34,0) 99 (34,7)

Tabelle 8: Verteilung wichtiger Merkmale in den Prognosekollektiven.
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Merkmal Rezidivfreies Uberleben Gesamtiiberleben
(N=241) (N=289)
Hormonrezeptorstatus N=241 (%) N=289 (%)
Ostrogenrez. pos 168 (69,7) 206 (71,3)
Ostrogenrez. neg 73 (30,3) 83 (28,7)
Progesteronrez. pos 150 (62,2) 183 (63,3)
Progesteronrez. neg 91 (37,8) 106 (36,7)
mind. ein Rez. pos 181 (75,1) 222 (76,8)
beide Rez. neg 60 (24,9) 67 (23,2)
HER-2/neu-Expression
Immunhistochemie 241 (%) N=289 (%)
0 103 (42,7) 119 (41,2)
1+ 58 (24,1) 76 (26,3)
2+ 26 (10,8) 32 (11,1)
3+ 54 (22,4) 62 (21,5)
IHC/FISH 241 (%) N=289 (%)
- (0/1+ 0. 2+/FISH-) 187 (77,6) 227 (78.5)
+ (3+ 0. 2+/FISH+) 54 (22,4) 62 (21,5)
adjuvante Therapie N=241 (%) N=289 (%)
keine 26 (10,8) 50 (17.,3)
Hormontherapie (HT) 81 (33,6) 92 (31,8)
Chemotherapie (CT) 51 (21,2) 58 (20,1)
HT+CT 80 (33,2) 86 (29.8)
CT+Herceptin 1 0,4) 1 0,3)
HT+CT+Herceptin 2 (0,8) 2 (0,6)
Rezidiv N=241 (%) N=254 (%)
Rezidivfrei 205 (85,1) 218 (85,8)
Fernmetastasen 26 (10,8) 26 (10,2)
Lokalrezidiv 10 4,2) 10 (3,9
Tod 12 (5,0%) 14 (4,8%)
Follow-up (Monate) Gesamt
Mittelwert 34,4 40,7
Median 343 38,9
Spannweite 6,0-91,4 7,0-91,4
ohne/mit Ereignis kein Rezidiv Rezidiv am Leben verstorben
Mittelwert 36,2 239 40,9 36,3
Median 36,0 22,2 39,0 34,1
Spannweite 12,3-91,4 6,0-68,6 12,0-91,4 7,0-72,6

Tabelle 8 (Fortsetzung): Verteilung wichtiger Merkmale in den Prognosekollektiven.
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2.2 Pathologie: HER-2/neu-Gewebestatus

Die Untersuchung des HER-2/neu-Gewebestatus erfolgte an prétherapeutisch entnommenen
Gewebebiopsien oder an reseziertem Tumormaterial im pathologischen Institut des Klinikums

GrofBhadern.

2.2.1 Immunhistochemie (IHC)

Zur immunhistochemischen Bestimmung der HER-2/neu-Expression im Tumorgewebe wurde
der HercepTest'™ der Firma Dako verwendet. Dieser ist ein zwei Schritte umfassendes
immunzytochemisches Férbeverfahren, das an paraffineingebetteten Gewebeproben
durchgefiihrt wird. Nach der Inkubation mit dem primdren Kaninchenantikorper gegen das
humane  HER2-Protein  nutzt das  HercepTest''-Kit ein  gebrauchsfertiges
Visualisierungsreagenz. Dieses besteht aus sekundidren Ziegen-Anti-Kaninchen-
Immunglobulinmolekiilen und Meerrettichperoxidase-Molekiilen, die mit einer gemeinsamen
Dextranpolymer-Hauptkette verkniipft sind. Die enzymatische Umwandlung des anschlie3end
zugesetzten Chromogens resultiert in der Bildung eines sichtbaren Reaktionsproduktes. Die
Probe wird nun gegengefarbt und eingedeckt.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt unter Nutzung eines Lichtmikroskops. Das
Farbemuster wird mit Kontrollobjekttrigern verglichen, die drei formalinfixierte,
paraffineingebettete humane Mammakarzinom-Zelllinien mit Farbungsintensititen der Grade
0, 1+ und 3+ enthalten. Die Interpretation dieses semiquantitativen Scores zeigt folgende

Tabelle:

Anfarbungsmuster Gradeinteilung  Bewertung

Keine Anfarbung beobachtbar oder eine Membranfarbung wird bei 0 negativ
weniger als 10 % der Tumorzellen festgestellt.

Bei mehr als 10 % der Tumorzellen wird eine schwache/kaum sichtbare 1+ negativ
Membranfarbung festgestellt. Nur ein Teil der Zellmembran wird

angefarbt

Bei mehr als 10 % der Tumorzellen wird eine schwache bis 2+ schwach positiv

mittelgradige komplette Anféarbung der Zellmembran beobachtet.

Bei mehr als 10 % der Tumorzellen wird eine starke komplette 3+ stark positiv
Anfarbung der Zellmembran beobachtet.

Tabelle 9: Interpretation des HercepTest"
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Das HercepTest™-Kit ist als ein Hilfsmittel fiir die Beurteilung von Patientinnen anerkannt,

fiir die eine Behandlung mit Herceptin™ (Trastuzumab) in Erwédgung gezogen wird.

2.2.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Tumorgewebeproben, die in der immunhistochemischen Untersuchung eine schwache HER-
2/neu-Uberexpression aufwiesen (Dako-Score 2+), wurden, sofern klinisch relevant,
zusitzlich hinsichtlich einer HER-2/neu-Genamplifikation mittles Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung beurteilt. Hierfiir wurde das PathVysion®-Kit der Firma Abbott verwendet.
Die formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeschnitte werden dabei zunéchst in eine
heile Formamid-Losung gegeben, um die zellulire DNA zu denaturieren. AnschlieBend wird
das Gewebe mit den verschiedenfarbig markierten DNA-Sonden LSI® und CEP®17
inkubiert. Die LSI®-HER-2/neu-DNA-Sonde ist eine 190 kb groBle, mit dem Fluorochrom
SpectrumOrange direktmarkierte spezifische DNA-Sonde fiir den Genlocus von HER-2/neu
auf dem Chromosom 17 (17ql1.2-q12). Die 5,4 kb groBe, mit dem Fluorochrom
SpectrumGreen direktmarkierte CEP®17-Sonde bindet spezifisch an die alpha-Satelliten-
DNA-Sequenz im Zentromerbereich von Chromosom 17 (17pll.1-q11.1). Nach der
Hybridisierung mit der komplementiren zelluliren DNA wird iiberschiissiges Sondenmaterial
durch Waschen des Gewebeschnittes entfernt. Nach Gegenfirben mit einem blau
fluoreszierenden Farbstoff wird die Gewebeprobe unter einem Fluoreszenz-Mikroskop
begutachtet und die verschiedenfarbigen Signale gezéhlt. Wenn das Verhiltnis von der
Anzahl der Kopien des HER-2/neu-Gens zur Anzahl der Kopien des Chromosoms 17 grofer
oder gleich 2,0 ist, wird das HER-2/neu-Gen als amplifiziert erachtet.

Das standardisierte PathVysion™ HER-2/neu-DNA-Sonden-Kit wurde von der FDA (Food
and Drug Administration, USA) zur Untersuchung des HER-2/neu-Genstatus bei

Mammakarzinomen freigegeben.
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2.3 Labormethoden

2.3.1 Blutproben

Die Blutentnahme erfolgte mittels Venenpunktion vor Beginn der Primértherapie. Die
gewonnenen Blutproben wurden am Tag der Blutentnahme bei 10°C mit 2000xg zentrifugiert
und die Tumormarker CA 15-3 und CEA im so gewonnenen Serum gemessen. Das iibrige

Serum wurde bis zur Messung von HER-2/neu-Shed Antigen bei -80°C aufbewahrt.

2.3.2 Bestimmung der Tumormarker

2.3.2.1 s-HER-2/neu

Zur Bestimmung des s-HER-2/neu wurde ein vollautomatischer Zweischritt-Sandwich-
Immunoassay  nach dem direkten Chemilumineszenz-Verfahren verwendet (ADVIA
Centaur® System, Firma Bayer). Das dabei verwendete Lite-Reagenz besteht aus dem mit
Acridiniumester markierten monoklonalen Maus-Antikdrper TA-1. Das Fluorescein-
Konjugat-Reagenz besteht aus dem monoklonalen Maus-Antikdrper NB-3, der mit
Fluorescein markiert ist. Diese beiden monoklonalen Antikdrper wirken spezifisch auf die
eindeutigen Epitope auf der ECD von HER-2/neu. Die Matrix besteht aus gereinigtem
monoklonalem  Anti-Fluoreszein-Capture-Antikorper der Maus, der kovalent an
paramagnetische Partikel gebunden ist. Die Probe wird mit dem Fluorescein-Konjugat-
Reagenz und Lite-Reagenz gleichzeitig inkubiert. Anschlieend wird die Matrix hinzugefiigt
und die Mischung nochmals inkubiert. Danach wird der gebildete Immunkomplex gewaschen
und dann die Chemilumineszenz-Reaktion gestartet. Zwischen der Menge an s-HER-2/neu in
der Serumprobe und den vom System gemessenen relativen Lichteinheiten besteht ein direkt

proportionales Verhiltnis.

2.3.2.2 Cancer Antigen 15-3 (CA 15-3)

Die Messung des Cancer Antigen 15-3 erfolgte mittels eines Elektrochemilumineszenz-
Immunoassays (ECLIA) am Immunoassay-Analytenautomaten Elecsys® 2010 der Firma
Roche Diagnostics (Penzberg, Deutschland). Dieser verwendet die monoklonalen Antikorper

115D8 und DF3 in einem Sandwich-Assay. Die Serumprobe wird mit dem biotinylierten und
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dem mit Ruthenium-Komplex markierten Antikorper inkubiert und es bildet sich ein
Sandwichkomplex. AnschlieBend werden dem Gemisch mit Streptavidin beschichtete
Mikropartikel beigefiigt und der Sandwichkomplex wird {iber Biotin-Streptavidin-
Wechselwirkung an die Partikel gebunden. Das Reaktionsgemisch wird nun in die Messzelle
tiberfiihrt, wo die Mikropartikel durch magnetische Wirkung auf die Oberflache der Elektrode
fixiert werden. Nach Entfernen der ungebundenen Substanzen wird durch Anlegen einer
Spannung die Chemilumineszenzemission induziert und mit einem Photomultiplier gemessen.

Die Ergebnisse werden dann anhand einer Kalibrationskurve ermittelt.

2.3.2.3 Carcinoembryonales Antigen (CEA)

Die Bestimmung des Carcinoembryonalen Antigens wurde mit Hilfe eines automatisierten
Mikropartikel-Enzymimmunoessays (MEIA; AXSYM® System) der Firma Abbott
Diagnostics (Chicago, USA) durchgefiihrt. Dabei wird die Probe zusammen mit den mit anti-
CEA beschichteten Mikropartikeln in eine Vertiefung eines Reaktionseinsatzes pipettiert.
Wihrend der Inkubation dieses Gemisches bildet das in der Probe enthaltene CEA mit den
Mikropartikeln einen Antigen-Antikorper-Komplex. Ein Teil des Reaktionsgemisches wird
dann auf die Matrixzelle iiberfiihrt und die Mikropartikel werden irreversibel daran gebunden.
Anschliefend wird die Matrix gewaschen, um ungebundenes Material zu entfernen. Nun wird
ein Konjugat aus anti-CEA und alkalischer Phosphatase auf die Matrixzelle pipettiert, das an
den Antigen-Antikorper-Komplex bindet. AnschlieBend wird die Matrix wieder gewaschen
und das Substrat (4-Methylumbelliferyl-Phosphat) wird auf die Matrixzelle gegeben. Das

Fluoreszenzsignal wird mit dem optischen Messsystem fiir MEIA gemessen.
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2.4 Statistik

2.4.1 Werteverteilung

Fiir die Darstellung der Tumormarkerwerteverteilung wurden der Median, die Ste und die
95ste Perzentile, sowie die Spannweite bestimmt. Die grafische Darstellung erfolgte in der

Regel anhand von Boxplots. Eine beispielhafte Darstellung zeigt Abbildung 5.

————— ———95ste Perzentile

—75ste Perzentile

— Median

—25ste Perzentile

———— ——5te Perzentile

Abbildung 5: Legende Box-Plot

An Stellen, wo es sinnvoll erschien, kamen zur Illustration der Werteverteilungen auBerdem

Dot-Plots zur Anwendung.

2.4.2 Signifikanzprifung

Zur Uberpriifung eines Zusammenhangs zwischen Tumormarkerkonzentrationen und den
verschiedenen Prognosefaktoren wurden zweierlei Tests durchgefiihrt: Bei Variablen, fiir die
es zwei Auspragungsgrade gibt, kam der Wilcoxon-Test zur Anwendung. Bei Variablen mit
drei oder mehr Auspridgungsgraden wurde der Test nach Jonckheere-Terpstra verwendet,
welcher eine Verallgemeinerung des Wilcoxon-Tests fiir mehrere geordnete Klassen darstellt.
Korrelationen zwischen den verschiedenen Tumormarkern wurden mit Hilfe des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman analysiert.

Das Signifikanzniveau wurde auf P<0,05 festgelegt.
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2.4.3 Sensitivitat/Spezifitat

Um die diagnostische Kapazitidt von s-HER-2/neu in Bezug auf die Bestimmung des HER-
2/neu-Gewebestatus (HER-2/neu-positiv oder HER-2/neu-negativ) zu bestimmen, wurde eine
ROC-Kurve (Receiver Operating Characteristic) erstellt. Hierfiir werden fiir jeden moglichen
Cut-off-Wert fiir s-HER-2/neu die resultierenden relativen Hiufigkeitsverteilungen (Anteil
der Personen mit s-HER-2/neu-Werten tliber bzw. unter dem jeweiligen Cut-off in den beiden
Gruppen der HER-2/neu-positiven bzw. HER-2/neu-negativen Patientinnen) ermittelt und
daraus die jeweils zugehorige Sensitivitidt und Spezifitit errechnet. Diese werden in einem
Diagramm mit der Ordinate Sensitivitit und der Abszisse 1-Spezifitit gegeneinander
aufgetragen. Im Falle grofer diagnostischer Kapazitit resultiert eine gekriimmte, parabelartige

Kurve.

2.4.4 Prognose — univariate Analyse und Cut-off-Bestimmung

Ob einzelne Parameter Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben bzw. das Gesamtiiberleben
hatten, wurde mit dem Log-rank Test gepriift. Uberlebenskurven wurden nach der Methode
von Kaplan-Meier [48] berechnet und grafisch dargestellt. Die dazugehdrigen
Uberlebensraten wurden ebenfalls nach Kaplan-Meier geschitzt. Stetige Variablen wie in
dieser Arbeit die Konzentrationen von s-HER-2/neu, CA15-3 und CEA miissen fiir die
Kaplan-Meier-Analyse mit Hilfe von Cut-Off-Werten in zwei oder mehrere Klassen eingeteilt
werden. Alle gemessenen Tumormarkerwerte zwischen der Sten und der 95ten Perzentile
wurden deshalb univariat mittels Log-rank Test fiir alle denkbaren Cut-off-Werte auf
Signifikanz {iiberpriift. Gemi3 den Empfehlungen von Altman et al. wurde dabei das
Signifikanzniveau auf einen P-Wert von 0,0017 adjustiert [49]. Die Ergebnisse dieser
Signifikanzpriifung werden in einer Grafik dargestellt. Ein Beispiel zeigt Abbildung 6.
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Abbildung 6: Beispiel einer P-Wert-Kurve zur Bestimmung eines Cut-off-Wertes.

Auf der Abszisse sind die Tumormarkerwerte (hier: CA15-3) zwischen Ster und 95ster
Perzentile aufgetragen. Die durchgezogene Kurve resultiert aus den P-Werten (linke
senkrechte Achse) in Abhédngigkeit von den verschiedenen als Cut-off gewdhlten
Tumormarkerwerten. Die von links oben nach rechts unten abfallende gestrichelte Kurve
zeigt den Prozentsatz der Personen mit Tumormarkerwerten gleich oder oberhalb des
jeweiligen Cut-off-Wertes (rechte senkrechte Achse). Die beiden horizontalen gestrichelten
Linien zeigen jeweils das iiblicherweise gewdhlte Signifikanzniveau (P<0,05) und das von
Altmann et al. fiir diese optimierte Cut-off-Findung empfohlene und von uns verwendete

Signifikanzniveau von P<0,0017.

2.4.5 Prognose — multivariate Analyse: Cox’sches Regressionsmodell

Alle Parameter, die univariat getestet wurden, gingen auch in die multivariate Regressions-
Analyse nach Cox [50] ein. Die Tumormarkerkonzentrationen wurden dabei als stetige
Variablen beriicksichtigt und wurden mittels Division durch den jeweiligen Median der
rezidivfreien Frauen (siehe Kapitel 2.1.2) normiert.

Zur Modellbildung wurde folgende Strategie gewihlt: Zunédchst wurde ein optimales Modell
nur mit klinischen Variablen gesucht. Dann wurden alle Tumormarker simultan in das Modell
eingeschlossen und mittels Riickwarts-Selektion nacheinander jeweils derjenige

Tumormarker aus dem Modell ausgeschlossen, der den hochsten P-Wert hatte. Dieser Prozess
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wurde gestoppt, sobald nur noch Variablen mit P<0,05 im Modell waren. Es wurde auBBerdem
gepriift, ob sich mittels Vorwirts-Selektion das gleiche Modell ergibt.
Desweiteren wurden Wechselwirkungen zwischen allen Variablen auf Signifikanz gepriift

sowie die Prognosefaktoren auf Zeitabhéngigkeit getestet.

2.4.6 Software

Die statistischen Analysen wurden mit SAS-Software (SAS V9.1, SAS Institute Inc., Cary,
NC) und mit Hilfe des Programms R (V. 2.6.2, The R Foundation for Statistical Computing,

Vienna, Austria)berechnet.

29



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 s-HER-2/neu-Werte bei Gesunden, rezidivfreien Frauen und

Patientinnen

3.1.1 Wertlagen des gesunden Kontrollkollektives

3.1.1.1 Abhéangigkeit vom Geschlecht

Bei der Betrachtung der Wertlagen des HER-2/neu-Shed Antigens im gesunden
Kontrollkollektiv fiel auf, dass die s-HER-2/neu-Konzentrationen bei den Frauen mit einem
Median von 9,9ng/ml signifikant niedriger liegen als die der Ménner (Median 12,9ng/ml)
(Tabelle 10, Abbildung 7).

s-HER-2/neu (ng/ml)
Geschlecht
Median 5te P*. 95ste P*. Bereich P-Wert
Minner (N=99) 12,9 9,4 17,5 7,3-19,2
<0,001
Frauen (N=184) 9,9 6,1 14,2 4,3-21,1

Tabelle 10: s-HER-2/neu bei Gesunden in Abh&ngiggkeit vom Geschlecht. (*=Perzentile)
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Abbildung 7: s-HER-2/neu bei Gesunden in Abh&ngigkeit vom Geschlecht.
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3.1.1.2 Abhangigkeit vom Alter

Aufgrund der zuvor festgestellten Abhéngigkeit der s-HER-2/neu-Konzentrationen vom
Geschlecht der gesunden Probanden wurde die Untersuchung auf einen Zusammenhang mit
dem Alter der Versuchspersonen getrennt nach Geschlecht durchgefiihrt. Es zeigte sich bei
den Frauen eine signifikante Abhédngigkeit vom Alter, wobei jlingere Frauen niedrigere Werte
aufwiesen als iltere. Die Mediane der s-HER-2/neu-Werte betrugen in der Gruppe der unter
35-jahrigen, der 35-45-jahrigen, der 45-55-jdhrigen und der tber 55-jdhrigen 9,1ng/ml,
10,0ng/ml, 11,Ing/ml bzw. 11,4ng/ml (P<0,001).

Fiir die Ménner fand sich ein derartiger Zusammenhang nicht. Die medianen s-HER-2/neu-
Konzentrationen betrugen in der Gruppe der unter 35-jdhrigen, der 35-45-jahrigen, der 45-55-
jahrigen und der iiber 55-jahrigen 12,9ng/ml, 13,1ng/ml, 12,6ng/ml bzw. 13,1ng/ml (P=0,49).
Eine Ubersicht gibt Tabelle 11 bzw. Abbildung 8.

Alter s-HER-2/neu (ng/ml)
Geschlecht
Jahre N Median Ste P*, 95ste P*. Bereich P-Wert
Minner <35 44 12,9 9,6 16,0 7,3-17,8
35-45 23 13,1 8,9 18,2 8,2-19,0
0,49
45-55 16 12,6 9,1 19,2 9,1-19,2
>55 16 13,1 9.4 16,8 9,4-16,8
Frauen <35 86 9,1 59 12,5 4,3-13,7
35-45 37 10,0 6,1 15,0 6,1-15,8
<0,001
45-55 41 11,1 8,4 15,1 6,3-21,1
>55 20 11,4 7,6 15,7 7,3-16,8

Tabelle 11: s-HER-2/neu bei Gesunden in Abhangigkeit vom Alter. (*=Perzentile)
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Abbildung 8: s-HER-2/neu in Abh&ngigkeit vom Alter bei beiden Geschlechtern (M=Manner, F=Frauen).

3.1.2 Vergleich der Wertlagen von rezidivireien Frauen und Patientinnen

Aufgrund der ausgeprdgten Abhéngigkeit der s-HER-2/neu-Werte vom Alter wurden zum
Vergleich der Wertlagen zwischen Mammakarzinompatientinnen und Frauen ohne aktive
Tumorerkrankung nicht die wesentlich jiingeren gesunden Frauen, sondern das Kollektiv der
rezidivfreien Patientinnen (NED) genutzt.

Zwischen den s-HER-2/neu-Konzentrationen von rezidivfreien Frauen und Patientinnen fand
sich kein signifikanter Unterschied: die Mediane betrugen in beiden Gruppen 12,0ng/ml
(P=0,91). Die Gruppe der Patientinnen wurde nun getrennt nach dem primédren
Metastasierungsstatus betrachtet. Hierbei fiel ein signifikanter Unterschied zwischen den
Wertlagen der Patientinnen ohne primdre Fernmetastasen (MO) und derer mit priméren
Fernmetastasen (M1) auf (P=0,01). Die Mediane betrugen jeweils 11,9 bzw. 14,2ng/ml. Eine
Ubersicht iiber die Werteverteilungen in den unterschiedlichen Gruppen geben Tabelle 12 und

Abbildung 9.
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. s-HER-2/neu (ng/ml)
Kollektiv
Median 5te P*. 95ste P*, Bereich P-Wert
NED (N=423) 12,0 9,0 16,6 5,7-24 0.91
Patientinnen gesamt  (N=565) 12,0 8,1 19,8 5,3-12916,0 ’
Patientinnen MO (N=531) 11,9 7,9 19,3 5,3-156,0 0.01
Patientinnen M1 (N=34) 14,2 8,7 1753,0 7,7-12916,0 ’

Tabelle 12: Wertlagen von s-HER-2/neu bei rezidivfreien Frauen und Patientinnen.

95ste Perzentile 1753,0 ng/ml
20 i
i i
i i
~ _— i '
= T !
S 15 | i
5 1
>
()
£
N T
x 10 ' ! i
AN} I T H |
I | —_—
‘}) —_—
5 —
T T T
NED MO M1

Abbildung 9: Wertlagen von s-HER-2/neu bei rezidivfreien Frauen und Patientinnen ohne (M0) und mit

Fernmetastasen (M1).
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3.2 Kaorrelation von s-HER-2/neu mit den géngigen Prognosefaktoren

Die Untersuchung der Korrelation von s-HER-2/neu mit den Prognosefaktoren erfolgte nur
fiir die Gruppe der Patientinnen ohne primire Fernmetastasen (M0), um eine Verzerrung der
Ergebnisse durch die teils extrem hohen Tumormarkerkonzentrationen der primaér-
metastasierten Patientinnen zu vermeiden.

Um die Vor- bzw. Nachteile des HER-2/neu-Shed Antigens gegeniiber den bisher beim
Mammakarzinom etablierten Tumormarkern zu evaluieren, werden die Korrelationen mit den

Prognosefaktoren auch fiir CA15-3 und CEA gepriift.

3.2.1 Menopausenstatus

Bei der Untersuchung auf eine Abhédngigkeit der Tumormarkerkonzentrationen vom
Menopausenstatus ergab sich sowohl fiir das HER-2/neu-Shed Antigen als auch fiir CEA eine
signifikante Korrelation (P<0,001 bzw. P=0,004), wobei die Frauen in der Postmenopause
hohere Werte der entsprechenden Tumormarker aufwiesen als die in der Primenopause. Fiir
CA 15-3 konnte kein Zusammenhang mit dem Menopausenstatus nachgewiesen werden
(P=0,84). Einen Uberblick iiber die Wertlagen der Tumormarker in Abhingigkeit vom
Menopausenstatus geben die Tabellen 13 und 14 und Abbildung 10.

s-HER-2/neu (ng/ml)
Menopausenstatus
Median Ste P*. 95ste P*. Bereich P-Wert
Pramenopause (N=134) 10,9 7.4 17,5 5,3-31,7
<0,001
Postmenopause (N=373) 12,4 8,6 19,4 5,3-156,0

Tabelle 13: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom Menopausenstatus. (*=Perzentile)

CA 15-3 (U/ml) CEA (ng/ml)
Menopausenstatus
Median  95ste P*. P-Wert Median  95ste P*, P-Wert
Pramenopause (N=134) 18,6 41,4 1,0 3,6
0,84 0,004
Postmenopause (N=373) 18,5 39,2 1,2 6,1

Tabelle 14: CA 15-3 und CEA in Abhangigkeit vom Menopausenstatus. (*=Perzentile)

34



Ergebnisse

20 I—
1
1
~— - :
E ! =
g 15 ! !
S |
Q
£
N T
¢ 10 |
w : —_—
T J
0
5 -
T T
Pramenopause Postmenopause

Abbildung 10: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom Menopausenstatus.

3.2.2 TumorgrofRe (pT)

Aufgrund der geringen Fallzahlen wurden fiir die Auswertung des Zusammenhangs zwischen

den Tumormarkerkonzentrationen und der Tumorgréfe pT die nicht-invasiven Karzinome

(Tis) den TI1-Tumoren zugeordnet sowie die T3- und T4-Tumore zu einer Gruppe

zusammengefasst.

Es ergab sich fiir alle drei Tumormarker eine signifikante Abhéngigkeit von der Tumorgrof3e

mit héheren Werten bei grofleren Tumoren, wobei das HER-2/neu-Shed Antigen mit einem P-

Wert von 0,045 die schwichste Korrelation zeigte. Die medianen Konzentrationen im Serum

betrugen hier 11,7ng/ml in der Gruppe der T1-Tumoren und nicht-invasiven Karzinome,

12,2ng/ml bei den Patientinnen mit T2-Tumoren und 12,7ng/ml bei den Frauen mit T3-/T4-
Tumoren (Tabellen 15 und 16, Abbildung 11).

s-HER-2/neu (ng/ml)

TumorgrolRe _ .
Median 5te P*.  95ste P*. Bereich P-Wert
pT Is/1 (N=277) 11,7 7,9 17,0 5,3-32,1
2 (N=173) 12,2 8,1 18,2 5,3-31,7 0,045
3/4 (N=31) 12,7 8.8 31,7 7,9-156,0
Tabelle 15: s-HER-2/neu in Abh&angigkeit von der Tumorgréi3e. (*=Perzentile)
. CA 15-3 (U/ml) CEA (ng/ml)
TumorgroiRe . _
Median  95ste P*.  P-Wert Median  95ste P*. P-Wert
pT Is/1 (N=277) 17,2 33,7 1,0 3,7
2 (N=173) 18,2 38,9 <0,001 1,2 4,9 <0,001
3/4 (N=31) 23,2 50,8 1,8 14,3

Tabelle 16: CA 15-3 und CEA in Abhédngigkeit von der Tumorgrofe. (*=Perzentile)
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Abbildung 11: s-HER-2/neu in Abhangigkeit von der TumorgréRe pT.

3.2.3 Lymphknotenstatus (pN)

Ein Zusammenhang zwischen dem Lymphknotenstatus pN und den s-HER-2/neu-
Konzentrationen konnte nicht festgestellt werden (P=0,49). Die Mediane der s-HER-2/neu-
Werte betrugen bei den Patientinnen mit Lymphknotenstatus NO, N1, N2 und N3 11,9ng/ml,
11,7ng/ml, 12,5ng/ml bzw. 12,7ng/ml (Tabelle 17, Abbildung 12).

s-HER-2/neu (ng/ml)
Lymphknotenstatus
Median 5te P*.  95ste P*. Bereich P-Wert
pN 0 (N=309) 11,9 8,5 17,1 5,3-23,5
1 (N=129) 11,7 7,4 18,2 6,6-31,7 0.49
2 (N=26) 12,5 9,4 31,7 7,0-156,0 ’
3 (N=9) 12,7 11,1 32,1 11,1-32,1

Tabelle 17: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus. (*=Perzentile)

95ste Perzentile 31,7 ng/ml 32,1 ng/ml
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Abbildung 12: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus.
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Der Tumormarker CA15-3 zeigte mit medianen Konzentrationen von 17,3U/ml, 18,7U/ml,
19,2U/ml und 21,5U/ml fiir Patientinnen mit einem Lymphknotenstatus von NO, N1, N2 bzw.
N3 eine signifikante Abhédngigkeit vom Lymphknotenstatus mit héheren Werten bei
Patientinnen mit mehreren befallenen Lymphknoten.

Auch fiir den Tumormarker CEA besteht ein Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus
mit hoheren Konzentrationen bei Patientinnen mit mehreren befallenen Lymphknoten. Das
Signifikanzniveau wurde mit einem P-Wert von 0,048 aber nur knapp erreicht.

Eine Ubersicht gibt Tabelle 18.

CA 15-3 (U/ml) CEA (ng/ml)
Lymphknotenstatus . )
Median  95ste P*, P-Wert Median 95ste P*. P-Wert
pN 0 (N=309) 17,3 32,3 1,0 5,4
1 (N=129) 18,7 39,6 1,1 3,6
0,02 0,048
2 (N=26) 19,2 56,3 1,9 4.9
3 (N=9) 21,5 50,8 1,5 14,3

Tabelle 18: CA 15-3 und CEA in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus. (*=Perzentile)

3.2.4 UICC-Stadium

Bei der Priifung eines Zusammenhanges zwischen den Tumormarkerkonzentrationen und
dem Stadium nach UICC ergab sich keine Abhéngigkeit fiir das HER-2/neu-Shed Antigen
(P=0,16) (Tabelle 19, Abbildung 13).,

. s-HER-2/neu (ng/ml)
UICC-Stadium _ _
Median 5te P*. 95ste P*. Bereich P-Wert
UICC I (N=212) 11,8 8,2 16,6 5,3-23.,5
UICC II (N=201) 11,8 8,1 18,2 5,3-31,7 0,16
UICC III (N=53) 12,5 8.8 31,7 7,0-156,0

Tabelle 19: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom UICC-Stadium. (*=Perzentile)
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95ste Perzentile 31,7 ng/ml
20 !
— E
3 — : ;
= ' |
215 7 E ! '
>
0]
<
S T
x 10 ! . :
LL’ 1 1 —_—
I —_— —_—
)
5 —
T T T
uiCC I uiccli uicc i

Abbildung 13: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom UICC-Stadium.

Die Tumormarker CA15-3 und CEA nahmen signifikant hohere Werte bei Patientinnen mit
fortgeschritteneren Stadien an (P=0,003 bzw. <0,001).
Eine Ubersicht iiber die Werteverteilungen der beiden Marker gibt die Tabelle 20.

. CA 15-3 (U/ml) CEA (ng/ml)
UICC-Stadium . _
Median 95ste P*. P-Wert Median 95ste P*. P-Wert
UICC I (N=212) 16,7 32,3 1,0 4,1
UICCII (N=201) 18,3 38,3 0,003 1,1 4,0 <0,001
UICC 111 (N=53) 20,1 50.8 1,8 10,9

Tabelle 20: CA 15-3 und CEA in Abhéngigkeit vom UICC-Stadium. (*=Perzentile)

3.2.5 Grading

Bei  der  Untersuchung auf das  Vorliegen  einer  Abhidngigkeit  der
Tumormarkerkonzentrationen vom histologischen Grading des Primértumors ergab sich
weder fiir das HER-2/neu-Shed Antigen noch fiir CEA eine Korrelation. Fiir CA15-3 ergab
sich ein Trend mit hoheren Werten bei geringer differenzierten Tumoren. Das
Signifikanzniveau wird mit einem P-Wert von 0,07 aber nicht erreicht.

Eine Ubersicht iiber die Werteverteilung in Abhingigkeit vom Grading zeigen Tabellen 21
und 22 und Abbildung 14.
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s-HER-2/neu (ng/ml)

Grading

Median 5te P*. 95ste P*, Bereich P-Wert
Gl (N=60) 11,9 8,8 16,3 7,9-19,6
G2 (N=294) 11,8 7,5 18,7 6,4-156,0 0,90
G3 (N=168) 12,1 8,7 20,4 5,3-76,0
Tabelle 21: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom Grading. (*=Perzentile)

. CA 15-3 (U/ml) CEA (ng/ml)
Grading
Median 95ste P*. P-Wert Median 95ste P*. P-Wert

Gl (N=60) 16,5 34,0 1,0 5,9
G2 (N=307) 18,4 39,8 0,07 1,2 4,9 0,34
G3 (N=186) 19,3 43,9 1,1 6,5

Tabelle 22: CA 15-3 und CEA in Abhé&ngigkeit vom Grading. (*=Perzentile)

s-HER-2/neu (ng/ml)
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Abbildung 14: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom Grading.

3.2.6 Hormonrezeptoren

Es wurde gepriift, inwiefern ein Zusammenhang zwischen s-HER-2/neu-Konzentrationen und

Expressionsmuster der Ostrogen- und Gestagenrezeptoren im Tumorgewebe besteht. Weder

fiir die getrennte Betrachtung der beiden Rezeptortypen noch fiir die Betrachtung der

Kombination beider Rezeptoren (Positivitit fiir mindestens einen der beiden Rezeptortypen

bzw. Negativitit fir beide Typen) ergab sich eine Korrelation (Tabelle 23, Abbildung 15).
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Hormonrezeptorstatus s-HER-2/neu (ng/mi)
Median 5te P*.  95ste P*. Bereich P-Wert

Ostrogenrezeptor

Positiv.  (N=397) 11,9 8,1 18,1 5,3-156,0

Negativ ~ (N=134) 12,1 7,8 31,7 5,3-76,0 0.8
Gestagenrezeptor

Positiv ~ (N=347) 11,9 7.9 17,5 5,3-156,0 0,39

Negativ  (N=184) 12,1 8,1 21,4 5,3-76,0
Mind. 1 Rez. Positiv (N=424) 11,9 7,9 17,7 5,3-156,0 0.63
Beide negativ (N=107) 12,0 8,1 31,7 5,3-76,0

Tabelle 23: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom Hormonrezeptorstatus. (*=Perzentile)

95ste Perzentile 95ste Perzentile 95ste Perzentile
31,7 ng/ml 31,7 ng/ml 31,7 ng/ml
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Abbildung 15: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom Hormonrezeptorstatus (OR= Ostrogenrezeptorstatus,

GR= Gestagenrezeptorstatus).

Bei der Untersuchung der anderen Tumormarker fand sich lediglich eine schwache
Korrelation von CEA mit dem Ostrogenrezeptorstatus, mit niedrigeren Konzentrationen bei

Ostrogenrezeptor-negativen Patientinnen (P=0,02) (Tabelle 24).
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CA 15-3 (U/ml) CEA (ng/ml)
Hormonrezeptorstatus
Median  95ste P*.  P-Wert Median  95ste P*. P-Wert
Ostrogenrezeptor
Positiv. ~ (N=397) 18,5 37,7 1,2 54
0,35 0,02
Negativ ~ (N=134) 18,6 45,5 1,0 5,4
Gestagenrezeptor
Positiv  (N=347) 18,6 38,2 1,2 4,9
0,57 0,10
Negativ  (N=184) 18,4 43,9 1,0 54
Mind. 1 Rez. Positiv (N=424) 18,3 37,2 1,1 52
0,06 0,08
Beide negativ (N=107) 20,2 53,7 1,0 5,4

Tabelle 24: CA 15-3 und CEA in Abhéngigkeit vom Hormonrezeptorstatus. (*=Perzentile)
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3.3 Korrelation von s-HER-2/neu mit den Tumormarkern CA 15-3 und

CEA

Es wurde untersucht inwiefern ein Zusammenhang zwischen den Konzentrationen der

verschiedenen Tumormarker besteht. Dabei wurden unabhingig vom Vorliegen von

Fernmetastasen alle Patientinnen in die Untersuchung mit eingeschlossen.

Es zeigte sich, dass die Konzentrationen HER-2/neu-Shed Antigens sowohl mit denen von
CAI15-3 als auch mit denen von CEA korrelieren. Zwischen CA15-3 und CEA besteht

ebenfalls ein Zusammenhang. Die jeweiligen Korrelationskoeffizienten und P-Werte zeigt

Tabelle 25.
Korrelationskoeffizient r*
CA15-3 CEA
(P-Wert)
=0,19 =0,25
s-HER-2/neu
(<0,001) (<0,001)
r=0,15
CEA
(<0,001)

Tabelle 25: Korrelationen der Tumormarker untereinander (*: nach Spearman).
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3.4 Korrelation von s-HER-2/neu mit dem HER-2/neu-Gewebestatus

3.4.1 Korrelation mit der Immunhistochemie

Es wurde gepriift, inwiefern die Konzentration des HER-2/neu-Shed Antigens im Serum mit

der Uberexpression des HER-2/neu-Onkogens im Tumorgewebe zusammenhingt. Es fand

sich eine positive Korrelation mit dem IHC-Score (P<0,001). Die Mediane der s-HER-2/neu-

Konzentrationen bei Patientinnen mit einem IHC-Score von 0, 1+, 2+, und 3+ betrugen

11,9ng/ml, 11,6ng/ml, 11,7ng/ml bzw. 13,4ng/ml (Tabelle 26, Abbildungen 16 und 17)

) , s-HER-2/neu (ng/ml)
Immunhistochemie _ _
Median 5te P*. 95ste P*. Bereich P-Wert
IHC-Score 0 (N=231) 11,9 7,7 16,7 6,8-28,4
IHC-Score 1+ (N=137) 11,6 7,9 16,8 5,3-26,1 0.003
IHC-Score 2+ (N=64) 11,7 8,5 16,8 6,4-20,4 '
IHC-Score 3+ (N=99) 13,2 8,4 38,3 6,9-156,0

Tabelle 26: s-HER-2/neu in Abh&ngigkeit von der HER-2/neu-Uberexpression. (*=Perzentile)

95ste Perzentile 38,3 ng/ml
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Abbildung 16: Boxplot: s-HER-2/neu in Abhangigkeit von der HER-2/neu-Uberexpression.
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Abbildung 17: Dotplot: s-HER-2/neu in Abhangigkeit von der HER-2/neu-Uberexpression.

3.4.2 Korrelation mit Immunhistochemie und FISH

Entsprechend der klinischen Fragestellung (Indikation fiir eine Herceptintherapie) und gemaf
internationaler Empfehlungen wurde eine weitere Einteilung in HER-2/neu-positive und
HER-2/neu-negative Tumoren mit Hilfe der FISH-Untersuchung vorgenommen. Die Mediane
der s-HER-2/neu-Konzentration lagen bei 11,7ng/ml fiir die HER-2/neu-negativen
Patientinnen und bei 13,3ng/ml fiir die HER-2/neu-positiven Patientinnen (P<0,001) (Tabelle
27, Abbildung 18).

Die Untersuchung auf einen Zusammenhang zwischen s-HER-2/neu und HER-2/neu-
Gewebestatus wurde zusitzlich in der Gruppe der primdr-metastasierten Patientinnen
durchgefiihrt. Auch hier ergab sich mit medianen s-HER-2/neu-Konzentrationen von
11,9ng/ml und 16,0ng/ml bei HER-2/neu-negativen bzw. —positiven Patientinnen eine
signifikante Abhéngigkeit der s-HER-2/neu-Konzentrationen vom Gewebestatus (P=0,01)
(Tabelle 27). Abbildung 19 zeigt die s-HER-2/neu-Werteverteilung in Abhéngigkeit von
Metastasierung und HER-2/neu-Gewebestatus. Es fallt auf, dass sowohl in der Gruppe MO als
auch in der Gruppe M1 bei den Patientinnen mit HER-2/neu-negativen Tumoren die s-HER-
2/neu-Werte fast immer unterhalb von 30ng/ml liegen. Lediglich eine Patientin mit HER-
2/neu-negativem Primdrtumor und primédren Fernmetastasen liegt mit einem Wert von
142ng/ml  weit tiber diesem Wert (Abbildung 19, Pfeil). Diese stellte sich zum
Diagnosezeitpunkt im weit fortgeschrittenen Erkrankungsstadium mit ausgedehnten
Lebermetastasen vor und verstarb trotz palliativer Chemotherapie knapp zwei Wochen nach
Diagnosestellung.

44



Ergebnisse

s-HER-2/neu (ng/ml)
HER-2/neu-Status
Median  5te P*.  95ste P*. Bereich P-Wert
HER-2/neu-negativ  (N=388) 11,7 7,9 16,7 5,3-28.4
MO - <0,001
HER-2/neu-positiv. (N=104) 13,2 8.8 32,1 6,9-156,0
M1 HER-2/neu-negativ.  (N=21) 11,9 8,7 17,0 7,7-142,0 0.01
HER-2/neu-positiv. = (N=12) 16,0 8,8 12916,0 8,8-12916,0 ’

Tabelle 27: s-HER-2/neu in Abhangigkeit von Metastasierung und HER-2/neu-Gewebestatus.

95ste Perzentile 32,1 ng/ml
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Abbildung 18: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom HER-2/neu-Gewebestatus (MO0).
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Abbildung 19: Dotplot: s-HER-2/neu in Abhangigkeit vom HER-2/neu-Gewebestatus in den Gruppen MO
und M1 (—: siehe Text).
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3.4.3 Sensitivitat und Spezifitat von s-HER-2/neu zur Vorhersage des HER-2/neu-
Gewebestatus

Um zu priifen, mit welcher Sensitivitidt und Spezifitit der HER-2/neu-Gewebestatus anhand
der s-HER-2/neu-Konzentration bestimmt werden kann, wurde ecine ROC-Kurve erstellt

(Abbildung 20). Dieser wurden nur die Patientinnen ohne primére Fernmetastasen zugrunde

gelegt.

=
&\°/ 100
g
: e
=
E 80 /‘7 HER-2/neu positiv
und s-HER-2/neu > cut-off
Sensitivitit=
HER-2/neu positiv
60
HER-2/neu negativ
o und s-HER-2/neu < cut-off
40 Spezifitit=
HER-2/neu negativ
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q | —o— s-HER—2/neu|
0 | i
100 80 60 40 20 0

Spezifitat (%)

Abbildung 20: ROC-Kurve: Bestimmung des HER-2/neu-Gewebestatus mittels Shed Antigen

Eine Spezifitit von 100% kann erreicht werden, wenn der Cut-off fiir s-HER-2/neu bei
30ng/ml gewihlt wird. Die Sensitivitdt betrdgt dann 7,7%. Bei einem Cut-off von 15ng/ml
kann etwa ein Drittel der im Gewebe HER-2/neu-positiven Patientinnen mittels s-HER-2/neu
korrekt als positiv identifiziert werden, allerdings werden dann fast 15% der im Serum
positiven Patientinnen falschlicherweise als Gewebe-positiv erachtet.

Eine Zusammenfassung zeigt Tabelle 28.
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Cut-off s-HER-2/neu (ng/ml) Spezifitat (%) Sensitivitat (%)
30,0 100 7,7
25,0 99,5 8,7
20,0 98,8 154
15,0 86,2 35,6
10,0 20,8 89,4

Tabelle 28: Sensitivitat/Spezifitt bei verschiedenen Cut-off-Werten fir s-HER-2/neu zur Bestimmung des

Gewebestatus.
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3.5 Prognostische Relevanz des HER-2/neu-Shed Antigens

Die Patientenmerkmale Menopausenstatus, Tumorgro3e pT, Lymphknotenstatus pN, UICC-
Stadium, Grading, Ostrogen- und Gestagenrezeptorstatus und HER-2/neu-Gewebestatus,
sowie die Konzentrationen der Tumormarker CA15-3, CEA und s-HER-2/neu wurden in
beiden Subkollektiven zundchst univariat hinsichtlich ihrer prognostischen Relevanz

ausgewertet. Anschlieend erfolgte eine multivariate Analyse der Prognosefaktoren.

3.5.1 Rezidivfreies Uberleben

Die Auswertung des rezidivfreien Uberlebens erfolgte zunichst auf zweierlei Arten: einmal
wurde sowohl eine Fernmetastasierung als auch das Auftreten eines Lokalrezidivs als
Ereignis gewertet, und einmal wurden die Patientinnen, die ein Lokalrezidiv entwickelten,
ausgeschlossen, sodass die prognostische Aussagekraft nur beziiglich der Fernmetastasierung
evaluiert wurde. Da sich die prognostische Aussagekraft der untersuchten Faktoren in diesen
beiden Auswertungen nicht unterschied, sind im Folgenden nur die Ergebnisse der

Gesamtauswertung (Fernmetastasierung und Lokalrezidiv) dargestellt.

3.5.1.1 Univariate Analyse

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der univariaten Analyse des rezidivfreien Uberlebens

gibt Tabelle 29.

Menopausenstatus

Das rezidivfreie Uberleben war mit 83,2% bzw. 88,1% nach 3 Jahren bei den pri- bzw.

postmenopausalen Frauen annidhernd gleich (P=0,45) (Abbildung 24).

TumorgroBie pT

Zur Evaluierung der prognostischen Aussagekraft der Tumorgrofle wurden aufgrund der
geringen Fallzahlen die nicht-invasiven Karzinome den T1-Tumoren zugeordnet, sowie die
T3- und T4-Tumore zusammengefasst.

Es ergab sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen Tumorgréfle und rezidivireiem

Uberleben: Das rezidivfreie Uberleben betrug nach 3 Jahren 93,2% in der Gruppe der
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Patientinnen mit T1- oder Tis-Tumoren, 77,1% bei den Patientinnen mit T2-Tumoren und

80,8% bei denen mit T3- oder T4-Tumoren (P<0,001) (Abbildung 25).

Lymphknotenstatus

Fir die Auswertung des Lymphknotenstatus wurden alle Patientinnen mit
Lymphknotenmetastasen ungeachtet des AusmaBes (N1-N3) =zu einer Gruppe
zusammengefasst und den Patientinnen ohne Lymphknotenbefall gegentiber gestellt.

Die Patientinnen ohne Lymphknotenmetastasen hatten eine signifikant hohere rezidivfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit als jene mit Lymphknotenmetastasen (93,5% bzw.74,9% nach
3 Jahren) (Abbildung 26).

UICC-Stadium

Auch das UICC-Stadium erwies sich in der univariaten Analyse als signifikanter
Prognosefaktor. Die Divergenz der Kaplan-Meier-Kurven der Patientinnen mit Stadium I und
II war dabei besonders deutlich: nach 3 Jahren betrug das rezidivfreie Uberleben fiir
Patientinnen mit UICC-Stadium I 97,8% wihrend es bei Patientinnen mit UICC-Stadium II
bei 79,7% lag. Die Patientinnen im Stadium III unterscheiden sich von diesen mit einem

rezidivfreien Uberleben von 72,1% nur wenig (P<0,001) (Abbildung 27).

Grading

Das rezidivfreie Uberleben war auch vom histopathologische Grading abhiingig, wobei
weniger differenzierte Tumoren prognostisch ungiinstig waren. Das rezidivfreie Uberleben
lag bei den Frauen mit G 1-Tumor nach 3 Jahren bei 100%, bei den Frauen mit G 2 oder G 3-
Tumoren erreichte es 91,6% bzw. 71,8% (P<0,001) (Abbildung 28).

Hormonrezeptorstatus

Ein positiver Hormonrezeptorstatus erwies sich sowohl fiir Ostrogen- und Gestagenrezeptor
getrennt als auch fiir die Kombination (mindestens ein Rezeptor positiv/beide negativ) als
signifikant prognostisch giinstig (Abbildungen 29 bis 31). Am deutlichsten zeigte sich der
prognostische Einfluss des Gestagenrezeptorstatus: die Kaplan-Meier-Kurven divergieren
kontinuierlich und das rezidivfreie Uberleben nach 3-Jahren liegt bei 93,0% in der
Gestagenrezeptor-positiven Gruppe wihrend es fiir die Gestagenrezeptor-negativen

Patientinnen 73,8% betrdgt (P<0,001).

49



Ergebnisse

Der Einfluss des Ostrogenrezeptorstatus (OR) ist in den ersten 3 Jahren nach Erkrankung
stark ausgeprigt: Das rezidivfreie Uberleben nach 3 Jahren betriigt 93,7% bei den OR-
positiven und 67,5% bei den OR-negativen. Nach diesem Zeitraum konvergieren die Kaplan-
Meier-Kurven jedoch, sodass der Unterschied im rezidivfreien Uberleben nach 5 Jahren mit
76,2% (OR-positiv) und 67,5% (OR-negativ) abnimmt und sich die Kurven knapp 6 Jahre
nach der Erkrankung schlieBlich {iberschneiden und parallel verlaufen. Einen entsprechend
dhnlichen Verlauf zeigt die Kaplan-Meier-Kurve fiir die kombinierte Betrachtung der beiden

Hormonrezeptoren

HER-2/neu-Gewebestatus

Auch der HER-2/neu-Gewebestatus hat deutlichen Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben,
wobei sich eine immunhistochemisch nachgewiesene Uberexpression als prognostisch
ungiinstig erwies (P<0,001). Bemerkenswert ist, dass die Uberlebenskurven der Patientinnen
mit einem Score von 0, 1+ oder 2+ anndhernd gleich verlaufen, und nur die Kurve der
Patientinnen mir einem Score von 3+ deutlich nach unten fillt. Das rezidivfreie Uberleben
nach 3 Jahren betrug zwischen 87,1% und 96,0% fiir die Frauen mit einem Score von 0, 1+
oder 2+ und erreichte nur 71,2% fiir die Frauen mit einem Score von 3+ (Abbildung 32).
Entsprechend divergieren die Kaplan-Meier-Kurven fiir die Betrachtung des kombinierten
HER-2/neu-Status (Immunhistochemie/FISH). Das rezidivfreie Uberleben nach 3 Jahren liegt
bei 71,2% fiir die HER-2/neu-positiven und 89,4% fiir die HER-2/neu-negativen Patientinnen
(Abbildung 33).
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Tumormarker

CA15-3

Die zur Cut-off-Bestimmung erstellte P-Wert-Kurve zeigt Abbildung 21. Das geforderte
Signifikanzniveau von P<0,0017 [49] wird von der Kurve flir mehrere Cut-off-Bereiche (16-
17U/ml, 22-25 U/ml und ab 38U/ml) erreicht.
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Abbildung 21: P-Wert-Kurve zur Cut-off-Bestimmung von CA15-3.

Fiir die Darstellung mittels Kaplan-Meier-Analyse wurde ein Cut-off von 24 U/ml gewdhlt,
da der signifikante Cut-off-Bereich hier breiter ist und der Anteil der Patienten mit Werten
oberhalb dieser Cut-off-Werte 20-30% betridgt und somit eine ausreichend grofle Stichprobe
(N=61) bildet.

Das rezidivfreie Uberleben nach 3 Jahren betrug fiir die Frauen mit CA15-3-Werten unter
dem gewdhlten Cut-off Wert 90,2%, wihrend nur 72,3% der Patientinnen mit CA15-3-
Konzentrationen von 24U/ml oder hoher nach 3 Jahren kein Rezidiv entwickelt hatten

(P<0,001) (Abbildung 34).
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CEA

Abbildung 22 zeigt die P-Wert-Kurve fiir CEA. Das geforderte Signifikanzniveau wird fiir
keinen denkbaren Cut-off-Wert fiir CEA erreicht, d.h. CEA hat als dichotomisierte Variable
keinen Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben. Auf eine Darstellung mittels Kaplan-Meier-

Kurve wird aus diesem Grund verzichtet.
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Abbildung 22: P-Wert-Kurve zur Cut-off-Bestimmung von CEA.
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s-HER-2/neu

Die fiir das HER-2/neu-Shed Antigen erstellte P-Wert-Kurve erreicht das Signifikanzniveau
bei einem Cut-off-Wert von 14,9ng/ml und bleibt fiir alle groBeren Cut-off-Werte signifikant
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Chi?-Kurve zur Cut-off-Bestimmung von s-HER-2/neu.

Fir die Kaplan-Meier-Analyse wurde der Cut-off-Wert auf 15ng/ml festgelegt, um eine
moglichst groBBe Stichprobe von Patienten mit Werten oberhalb des Cut-offs zu erhalten.

Von den 210 Patientinnen mit s-HER-2/neu-Werten unterhalb des Cut-offs waren nach 3
Jahren 88,1% rezidivfrei. In der Gruppe der Patientinnen mit Werten von 15ng/ml und
dariiber (N=31) betrug das rezidivfreie Uberleben nach 3 Jahren nur 71,4% (P=0,001)
(Abbildung 35).

Aufgrund der zuvor gezeigten Abhédngigkeit der s-HER-2/neu-Konzentrationen von der HER-
2/neu-Expression im Tumorgewebe erfolgte eine zusdtzliche Kaplan-Meier-Analyse getrennt
nach HER-2/neu-Gewebestatus (siche Abbildung 36). Es wurden vier Gruppen gebildet:

Patientinnen mit mittels Immunhistochemie und ggf. FISH als HER-2/neu-negativ
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klassifizierten Tumoren und s-HER-2/neu-Werten unterhalb bzw. oberhalb des Cut-off-
Wertes bilden zwei Gruppen; Patientinnen mit HER-2/neu-positiven Tumoren und s-HER-
2/neu-Werten unterhalb bzw. oberhalb des Cut-off-Wertes bilden weitere zwei Gruppen.

Die beiden Uberlebenskurven der im Gewebe HER-2/neu-positiven Frauen verlaufen (analog
zur isolierten Untersuchung der prognostischen Aussagekraft des HER-2/neu-Gewebestatus)
unterhalb der beiden Kurven der im Gewebe HER-2/neu-negativen Frauen. Es fillt jedoch
auf, dass die beiden Kurven der im Gewebe HER-2/neu-positiven Frauen je nach s-HER-
2/neu-Konzentrationen stark divergieren, wobei Frauen mit erhdhten s-HER-2/neu-Werten
eine schlechtere Prognose haben. In den beiden Gruppen der im Gewebe HER-2/neu-
negativen Patientinnen zeigte sich dieser prognostisch negative Effekt der s-HER-2/neu-
Konzentrationen nicht. Wihrend das rezidivfreie Uberleben nach 3 Jahren in der Gruppe der
im Gewebe-positiven, Serum-negativen mit 80,3% nur gering unter dem der Frauen mit
Gewebe-negativen Tumoren liegt (89,1% bei den Serum-negativen bzw. 92,3% bei den
Serum-positiven), betridgt es fiir die Frauen mit HER-2/neu-positiven Tumoren und s-HER-

2/neu-Werten tiber dem Cut-off nur 46,3% (P<0,001).
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RFU nach 3 Jahren

Merkmal N P-Wert
% (95%-KI*)
Menopausenstatus Pramenopause 75 83,2 74,5-92,9 0.45
Postmenopause 160 88,1 82,7-93,9 ’
Tumorgrofie Tis/T1 126 93,2 88,4-98,4
T2 100 77,1 68,6-86,7 <0,001
T3/T4 15 80,8 59,5-100
Lymphknotenstatus NO 145 93,5 89,1-98,0
<0,001
N1-3 91 74,9 65,8-85,3
UICC-Stadium I 93 97,8 94,8-100
II 114 79,7 72,0-88,3 <0,001
I 27 72,1 55,1-94,5
Grading Gl 21 100 100-100
G2 136 91,6 86,7-96,8 <0,001
G3 81 71,8 61,5-83,8
Hormonrezeptorstatus Ostrogenrezeptor pos. 168 93,7 89,5-98,2 0.001
< b
neg. 73 67,5 56,8-80,2
Gestagenrezeptor pos. 150 93,0 88,6-97,7
<0,001
neg. 91 73,8 64,3-84,6
mind. einer pos 181 92,5 88,3-97,0
<0,001
beide neg. 60 65,2 53,1-80,0
HER-2/neu-Gewebestatus IHC Score 0 103 87,1 80,1-94,7
1+ 58 96,0 90,6-100
<0,001
2+ 26 89,6 76,6-100
3+ 54 71,2 59,4-85,4
IHC/FISH neg. 165 89,4 84,1-95,0
<0,001
pos. 54 71,2 59,4-85,4
CA15-3 <24U/ml 180 90,2 84,1-94,0
<0,001
>24U/ml 61 72,3 56,7-83,0
s-HER-2/neu <15ng/ml 210 88,1 82,1-92,1 0.001
>15ng/ml 31 71,4 50,5-84,7 ’

Tabelle 29: Abhangigkeit des rezidivireien Uberlebens (RFU) von Prognosefaktoren (univariate Analyse,

Log-Rank-Test). (*=Konfidenzintervall).
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Abbildung 24: Rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit vom Menopausenstatus (P=0,45).

c
(]
0
°
@
feo]
D
(%]
2 .
o !
s _ !
o — Tis/T1 e o
5 02 |- 12
------- T3/4
0.0
I I I I I I I
12 24 36 48 60 72 84 Monate
o | 126 124 100 60 25 6 3 2 Tis/1
S0
£ | 100 93 67 42 12 2 1 1 T2
= 8
S 15 15 9 7 1 0 0 0 T3/T4

Abbildung 25: Rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit von der TumorgroRe (P<0,001).
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Abbildung 26: Rezidivfreies Uberleben in Abh&ngigkeit vom Lymphknotenstatus (P<0,001).
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Abbildung 27: Rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit vom UICC-Stadium (P<0,001).
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Abbildung 29: Rezidivfreies Uberleben in Abh&ngigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus (P<0,001).
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Abbildung 30: Rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit vom Gestagenrezeptorstatus (P<0,001)
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Abbildung 31: Rezidivfreies Uberleben in Abhéngigkeit vom Hormonrezeptorstatus (P<0,001).
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Abbildung 32: Rezidivfreies Uberleben in Abhéngigkeit von der HER-2/neu-Expression (P<0,001).
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Abbildung 33: Rezidivireies Uberleben in Abhéngigkeit vom HER-2/neu-Gewebestatus (P<0,001).
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Abbildung 34: Rezidivfreies Uberleben in Abhéngigkeit von der CA15-3-Konzentration (P<0,001).
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Abbildung 35: Rezidivfreies Uberleben in Abhéangigkeit von der s-HER-2/neu-Konzentration (P=0,001).
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Gewebestatus (,Gew+/-“=HER-2/neu-Gewebestatus, ,Ser+/-“=s-HER-2/neu Uber bzw. unter Cut-off)
(P<0,001).
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3.5.1.2 Multivariate Analyse

Die Ergebnisse der multivariaten Analyse sind in Tabelle 30 dargestellt. Als unabhéngige
Prognosefaktoren fiir das rezidivfreie Uberleben erwiesen sich die TumorgréBe (Tis/T1 vs.
T2-T4), der Lymphknotenstatus (NO vs. N1-3), der Hormonrezeptorstatus (mindestens ein
Rezeptortyp positiv vs. beide negativ) und die beiden Tumormarker CA15-3 und s-HER-
2/neu. Diese gingen als stetige Variablen und in normierter Form, d.h. dividiert durch den
Median der rezidivfreien Frauen (17,2U/ml fiir CA15-3 bzw. 12,0ng/ml fiir s-HER-2/neu) in

die Analyse ein.

Progenosefaktor B-Koeffizient Standard- Chi2 P-Wert Hazard 95%-KI*
abweichung Ratio

Tumorgrofie 1,010 0,406 6,2 0,01 2,75 1,24-6,09

Lymphknotenstatus 1,164 0,396 8,7 0,003 3,20 1,48-6,96

Hormonrezeptoren 1,337 0,371 13,0 <0,001 3,81 1,84-7,89

s-HER-2/neu 1,051 0,440 5,7 0,02 2,86 1,21-6,77

CA 15-3 0,832 0,261 10,2 0,001 2,30 1,38-3,83

Tabelle 30: Ergebnisse der multivariaten Analyse des Rezidivfreien Uberlebens (*: Konfidenzintervall).
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3.5.2 Gesamtuberleben, MO

3.5.2.1 Univariate Analyse

Einen Uberblick iiber die Ergebnisse der univariaten Analyse gibt Tabelle 31.

Menopausenstatus

Auch in Bezug auf das Gesamtiiberleben hatte der Menopausenstatus keine prognostische
Aussagekraft. Die Uberlebensrate nach 5 Jahren betrug bei den primenopausalen Frauen

87,7% und bei den postmenopausalen Patientinnen 90,0% (P=0,42) (Abbildung 37).

TumorgroBe pT

Die Tumorgrofle pT hatte einen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben: Patientinnen
mit einem T1-Tumor oder einem nicht-invasiven Karzinom hatten nach 5 Jahren eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 100%, wihrend Frauen mit gréBeren Tumoren (T2 bzw.
T3/4) mit einem 5-Jahres-Uberleben von 78,5% bzw. 83,6% eine schlechtere Prognose
aufwiesen (P=0,003) (Abbildung 38).

Lymphknotenstatus

Bei der univariaten Analyse der prognostischen Aussagekraft des Lymphknotenstatus ergab
sich hinsichtlich des Gesamtiiberlebens kein signifikanter Unterschied zwischen Patientinnen
mit und ohne Lymphknotenbefall. Die Uberlebensraten nach 5 Jahren betrugen 90,3% und
87,8% fiir Frauen mit Status pNO bzw. pN1-3 (P=0,32) (Abbildung 39).

UICC-Stadium

Fiir das UICC-Stadium ergab sich keine signifikante prognostische Aussagekraft hinsichtlich
des Gesamtiiberlebens (P=0,09), allerdings ldsst die Kaplan-Meier-Analyse erkennen, dass
Frauen mit einem frithen Erkrankungsstadium (UICC I) eine bessere Prognose haben als
Frauen im Stadium II (5-Jahres-Uberlebensraten 100% bzw. 82,0%). Auffillig ist, dass die
Uberlebenskurve der Patientinnen im Stadium III zunichst unterhalb der Kurven der beiden
anderen Gruppen verlduft, diese nach 4 (UICC II) bzw. 6 Jahren (UICC I) dann aber schneidet
(Abbildung 40).
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Grading

Das histopathologische Grading erwies sich als prognostisch relevant, wobei Patientinnen mit
besser differenzierten Tumoren eine hdhere Uberlebenswahrscheinlichkeit aufwiesen als jene
mit schlechter differenzierten Karzinomen. Die Uberlebensraten nach 5 Jahren waren 100%,
94,5% und 76,7% fiir Frauen deren Tumoren ein Grading von G 1, G 2 bzw. G 3 hatten
(P=0,03) (Abbildung 41).

Hormonrezeptorstatus

Der Hormonrezeptorstatus hatte sowohl bei getrennter Betrachtung von Ostrogen- und
Gestagenrezeptor als auch bei kombinierter Betrachtung signifikanten Einfluss auf das
Gesamtiiberleben, wobei Patientinnen mit positivem Rezeptorstatus eine bessere Prognose
aufwiesen (Abbildungen 42 bis 44). Die Kaplan-Meier-Kurven divergieren kontinuierlich in
allen drei Auswertungen. Der grofite Unterschied im Gesamtiiberleben nach 5 Jahren fand
sich bei der Untersuchung des Ostrogenrezeptorstatus mit Uberlebensraten von 94,1% bzw.

78,5% fiir Ostrogenrezeptor-positive bzw. —negative Frauen (P=0,01).

HER-2/neu-Gewebestatus

Die immunhistochemisch bestimmte HER-2/neu-Uberexpression im Tumorgewebe zeigte
keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben. Die 5-Jahres-Uberlebensraten
betrugen fiir Patientinnen mit einem imunhistochemischen Score von 0, 1+, 2+ und 3+ 90,3%,
96,0%, 100% bzw.78,3% (P=0,12) (Abbildung 45).

Beim Vergleich von HER-2/neu-positiven Patientinnen (Score 3+ oder 2+ und FISH positiv)
mit HER-2/neu-negativen Patientinnen zeigte sich tendenziell eine bessere Prognose fiir die
HER-2/neu-negativen: Diese hatten ein 5-Jahres-Uberleben von 92,9%, wihrend es fiir die
HER-2/neu-positiven 78,3% betrug. Das Signifikanzniveau wurde mit einem P-Wert von

0,058 allerdings knapp verfehlt (Abbildung 46).

Tumormarker

Die fiir die Analyse der Abhiingigkeit des rezidivfreien Uberlebens von den
Tumormarkerkonzentrationen gewédhlten Cut-off-Werte wurden fiir die Analyse der
prognostischen Aussagekraft beziiglich des Gesamtiiberlebens beibehalten.

Da die Chi*>-Kurve fiir CEA auch fiir das Gesamtiiberleben nie das Signifikanzniveau

erreichte, wurde auf die Kaplan-Meier-Analyse von CEA auch hier verzichtet.
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CA15-3
Beziiglich des Gesamtiiberlebens zeigte CA15-3 im Serum als dichotomisierte Variable mit
einem Cut-off von 24U/ml keine prognostische Aussagekraft. Das Gesamtiiberleben nach 5

Jahren betrug sowohl fiir Patientinnen mit Werten unterhalb (N=218) als auch fiir jene mit

Werten oberhalb (N=71) des Cut-off-Wertes 89,3% (Abbildung 47).

s-HER-2/neu

Auch das HER-2/neu-Shed Antigen zeigte, dichotomisiert mit einem Cut-off von 15ng/ml,
keinen Einfluss auf das Gesamtiiberleben. Die Uberlebensraten nach 5 Jahren betrugen 90,6%
bzw. 82,7% fir Frauen mit s-HER-2/neu-Werten unterhalb bzw. oberhalb des Cut-offs
(P=0,12) (Abbildung 48).

Analog zur Untersuchung des rezidivfreien Uberlebens wurde die prognostische Aussagekraft
von s-HER-2/neu beziiglich des Gesamtiiberlebens zusdtzlich getrennt nach dem HER-2/neu-
Status im Gewebe ausgewertet (Abbildung 49). Die Kaplan-Meier-Analyse zeigt keinen
signifikanten Unterschied im Verlauf der vier Kurven. Die Uberlebensraten nach vier Jahren
betrugen flir die im Gewebe HER-2/neu-negativen Patientinnen 96,4%, wenn sie s-HER-
2/neu-Werte unterhalb des Cut-offs hatten und 94,1% wenn ihre s-HER-2/neu-Werte dariiber
lagen. Von den im Gewebe HER-2/neu-positiven Frauen lebten nach 4 Jahren noch 87,3%
derer mit s-HER-2/neu-Werten unter 15ng/ml und 94,4% jener mit s-HER-2/neu-Werten
grofer oder gleich 15ng/ml (P=0,12).
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GU nach 5 Jahren

Merkmal N P-Wert
% (95%-KI*)
Menopausenstatus Pramenopause 81 87,7 74,1-100 0.42
Postmenopause 198 90,0 83,1-97,4
Tumorgrofe Tis/T1 150 100 100-100
T2 121 78,5 66,0-93,4 0,003
T3/T4 18 83,6 64,9-100
Lymphknotenstatus NO 174 90,3 81,6-100 032
N1-3 109 87,8 78,1-98,7
UICC-Stadium I 110 100 100-100
II 135 82,0 70,9-94,9 0,09
I 35 91,2 80,2-100
Grading Gl 25 100 100-100
G2 161 94,5 88,0-100 0,03
G3 99 76,7 61,8-95,1
Hormonrezeptorstatus Ostrogenrezeptor pos. 206 94,1 88,1-100 001
neg. 83 78,5 63,6-96,7
Gestagenrezeptor pos. 183 91,7 84,0-100 0.02
neg. 106 84,8 73,3-98,1
mind. einer pos 222 92,6 86,2-99,6 0,005
beide neg. 67 77,1 59,3-100
HER-2/neu-Gewebestatus IHC Score 0 119 90,3 79,7-100
1+ 76 96,0 88,6-100 0.12
2+ 32 100 100-100
3+ 62 78,3 63,8-96,1
IHC/FISH neg. 201 92,9 85,9-100 0.06
pos. 62 78,3 63,8-96,1
CA15-3 <24U/ml 218 89,3 81,9-97,3 0.90
>24U/ml 71 89,3 75,8-100
s-HER-2/neu <15ng/ml 250 90,6 84,2-97.5 0.09
>15ng/ml 39 82,7 63,0-100

Tabelle 31: Abhangigkeit des Gesamtiiberlebens (GU) von Prognosefaktoren (univariate Analyse, Log-

Rank-Test). (*=Konfidenzintervall)
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Abbildung 37: Gesamtiiberleben (MO0) in Abhangigkeit vom Menopausenstatus (P=0,42).
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Abbildung 38: Gesamtiiberleben (M0) in Abhangigkeit von der Tumorgro3e pT (P=0,003)
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Abbildung 39: Gesamtiiberleben (M0) in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus (P=0,32).
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Abbildung 40: Gesamtiiberleben (M0) in Abhangigkeit vom UICC-Stadium (P=0,09).

69



Ergebnisse

c
@
o)
Q9
T 0.6
o]
:E
a 0.4
0
— G1
© 02| ---- g2
"""" G3
0.0
| | | | | | |
12 24 36 48 60 72 84 Monate
o 25 25 20 12 8 5 1 1 G1
=
é b 161 161 130 98 53 25 11 3 G2
253
gs 99 98 78 52 30 13 6 0 G3
Abbildung 41: Gesamtiiberleben (M0) in Abhangigkeit vom Grading (P=0,03).
c 0.8 b---0-@o-0-@ -G----——--- -0
8
]
5 0.6
Ko}
g
8 0.4
8 I Qstrogenrezeptor positiv
0.2 71 | ---- Ostrogenrezeptor negativ
0.0
| | | | | | |
12 24 36 48 60 72 84 Monate
Ostrogen-
e 206 206 168 118 64 33 15 3
c B Rez. pos.
S
E n: e
L5 Ostrogen-
2| 83 82 64 48 30 11 3 1 g
a s Rez. neg.

Abbildung 42: Gesamtiiberleben (MO0) in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus (P=0,01)
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Abbildung 43: Gesamtiiberleben (MO0) in Abhangigkeit vom Gestagenrezeptorstatus (P=0,02).
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Abbildung 44: Gesamtiiberleben (MO0) in Abhangigkeit vom Hormonrezeptorstatus (P=0,005).
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Abbildung 45: Gesamtiiberleben (M0) in Abhangigkeit von der HER-2/neu-Expression (P=0,12).
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Abbildung 46: Gesamtiiberleben (MO0) in Abhangigkeit vom HER-2/neu-Gewebestatus (P=0,06).
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Abbildung 47: Gesamtiiberleben (MO0) in Abhangigkeit von der CA15-3-Konzentration (P=0,9).
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Abbildung 48: Gesamtiiberleben (MO0) in Abhangigkeit von der s-HER-2/neu-Konzentration (P=0,09).
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Abbildung 49: Gesamtuberleben (MO) in Abhé&ngigkeit von s-HER-2/neu-Konzentration und HER-2/neu-
Gewebestatus (,Gew+/-“=HER-2/neu-Gewebestatus, ,Ser+/-“=s-HER-2/neu Uber bzw. unter Cut-off)
(P=0,12).

3.5.2.2 Multivariate Analyse
Fiir die multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens wurde das gleiche Vorgehen wie fiir das
rezidivfreie Uberleben genutzt. Als unabhingige Prognosefaktoren erwiesen sich die

TumorgrdéBe und der Hormonrezeptorstatus (Tabelle 32).

Progenosefaktor p-Koeffizient Standard- Chi2 P-Wert Hazard 95%-KI*
abweichung Ratio

TumorgroBe 2,59 1,039 6,2 0,01 13,31 1,74

Hormonrezeptoren 1,36 0,562 59 0,02 3,90 1,30

Tabelle 32:Ergebnisse der multivariaten Analyse des Gesamtiiberlebens (MO) (*: Konfidenzintervall).
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4  DISKUSSION

Das Mammakarzinom ist eine heterogene Erkrankung, fir die eine Vielzahl von
Therapieoptionen bestehen. Um fiir jede Patientin — und jeden Patienten - die fiir sie bzw. ihn
optimale Therapieform zu finden, werden zum Zeitpunkt der Diagnose eine Reihe von
krankheitsassoziierten Merkmalen bestimmt, die die Prognose und das Ansprechen auf
bestimmte Therapien vorhersagen konnen. Zu diesen Merkmalen gehdren neben dem Alter
und dem Menopausenstatus der Patienten die pathologisch und mittels Bildgebung zu
bestimmende Ausdehnung der Erkrankung (TumorgroBe, Lymphknotenbefall und
Fernmetastasierung) sowie der Differenzierungsgrad des Primértumors. Daneben wird die
histologische Bestimmung des Expressionsgrades der Hormonrezeptoren durchgefiihrt, die
die Grundlage fiir die Entscheidung zur Durchfiihrung einer antihormonellen Therapie bildet.
Ein relativ neuer, aber inzwischen routinemifig untersuchter Prognosefaktor ist der
Expressionsgrad des HER-2/neu-Onkogens, der zusitzlich als préadiktiver Faktor flir die
Anwendung einer Therapie mit dem gegen ihn gerichteten monoklonalen Antikorper
Trastuzumab (Herceptin®) dient. Die Bestimmung der zirkulierenden Tumormarker CA15-3
und CEA im Blut von Mammakarzinompatienten zum Zeitpunkt der Primérdiagnose konnte
in mehreren Studien zusétzliche prognostische Informationen liefern und kdnnte daher in die
Therapieentscheidung mit einflieBen. Zirkulierende Tumormarker bieten dabei gegeniiber den
pathologisch zu erhebenden Faktoren die Vorteile der geringeren Invasivitit und Kosten.

Das HER-2/neu-Shed Antigen konnte als neuer Tumormarker ebenfalls eine solche
prognostische Aussagekraft haben und die bisher genutzten Tumormarker ergénzen. Wenn
wir das HER-2/neu-Shed Antigen im Serum von Mammakarzinompatienten untersuchen,
stellen wir uns aber dariiber hinaus eine weitere interessante und klinisch relevante Frage:
Inwiefern spiegelt die Konzentration von s-HER-2/neu den HER-2/neu-Gewebestatus des
Tumors wider? Diese Frage ist besonders deshalb von Belang, weil die immunhistochemische
Bestimmung des HER-2/neu-Gewebestatus von der Aufbereitung der Gewebeproben
abhédngig ist und so im Einzelfall unzuverldssige Ergebnisse liefern kann. Die in dieser
Hinsicht weniger fehlertrichtige Analyse auf das Vorliegen einer Amplifikation des HER-
2/neu-Onkogens mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung aber ist teuer und die technischen
Voraussetzungen dafiir sind in kleineren pathologischen Labors hdufig nicht vorhanden.

Das HER-2/neu-Shed Antigen nimmt also unter den serologischen Tumormarkern eine

Sonderstellung ein: Es ist nicht nur irgendein mit Tumorgewebe assoziiertes Protein, sondern
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das Fragment eines gut untersuchten Onkogen-Produktes, dem HER-2/neu-Rezeptor, der
nicht nur aufgrund seines Beitrages zur Karzinogenese, sondern dariiber hinaus als

Zielmolekiil fiir eine Herceptin-Therapie eine wichtige Rolle fiir das Mammakarzinom spielt.

s-HER-2/neu bei Gesunden: Abhangigkeit von Geschlecht und Alter

Um sich einen umfassenden Eindruck vom biologischen Verhalten und klinischen Nutzen
eines neuen Tumormarkers, in der vorliegenden Arbeit s-HER-2/neu, zu verschaffen, ist es
zunéchst vonndten zu untersuchen, ob und in welchem Ausmal} die Freisetzung des Markers
mit der Anwesenheit von Tumorgewebe im Korper zusammenhingt. Dazu wurden zunéchst
die s-HER-2/neu-Werte gesunder Kontrollpersonen betrachtet. Hierbei fiel auf, dass Méanner
signifikant hohere s-HER-2/neu-Werte als Frauen aufweisen. Dieser massive Einfluss des
Geschlechts auf die s-HER-2/neu-Konzentrationen ist interessanterweise ein bisher so noch
nicht beschriebenes Phidnomen. Dies liegt vermutlich daran, dass sich der Grofteil der
Untersuchungen, die sich mit dem HER-2/neu-Shed Antigen befassen, auf das
Mammakarzinom bezieht, das ja vor allem Frauen betrifft. Daher werden als Kontrollgruppen
in solchen Studien auch meist nur weibliche Probanden untersucht. Die wenigen Studien, die
den Nutzen des HER-2/neu-Shed Antigens bei anderen Erkrankungen und somit auch bei
Minnern evaluieren, haben entweder die Abhédngigkeit der s-HER-2/neu-Werte vom
Geschlecht nicht untersucht [51, 52] oder aber keinen Zusammenhang festgestellt [53, 54].
Die letzteren beiden Studien behandeln das HER-2/neu-Shed Antigen beim Lungenkarzinom.
Entsprechend der Epidemiologie dieser Erkrankungsentitét sind die Studienpatienten deutlich
dlter als die in der vorliegenden Arbeit betrachteten Referenzpersonen. Wie unsere Analyse
aber zeigte, ist die s-HER-2/neu-Konzentration im Serum bei Frauen altersabhidngig: die
Wertlagen der Frauen ndhern sich mit zunehmendem Alter denen der Ménner an. Somit

stehen die Ergebnisse dieser beiden Studien nicht im Widerspruch mit unseren.

Es mag einem zunéchst unsinnig erscheinen, Ménner in das Referenzkollektiv aufzunehmen,
wenn die Vergleichsgruppe nur aus Frauen besteht. Dennoch liefert uns der dadurch
gefundene Zusammenhang von Geschlecht und s-HER-2/neu-Werten auch in Bezug auf die
Frauen noch mehr Information: Der Sachverhalt, dass die s-HER-2/neu-Werte bei den Frauen
mit dem Alter steigen und schlieBlich die nicht-altersabhingigen Wertlagen der Ménner
erreichen, ldsst den Riickschluss zu, dass die Sheddingrate von den Sexualhormonen
beeinflusst wird, deren Konzentrationen sich bei den Frauen im Laufe des Lebens massiv

verdndern. Diese Behauptung lésst sich tatsdchlich durch unsere Ergebnisse stiitzen, denn bei
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genauer Betrachtung der s-HER-2/neu-Werte der gesunden Frauen in den von uns willkiirlich
gewihlten vier Altersgruppen féllt auf, dass der Unterschied zwischen den Wertlagen der 45-
55-jéhrigen und der iiber 55-jdhrigen deutlich geringer ist als die Unterschiede zwischen den
jingeren Gruppen. Da die meisten Frauen ihre Menopause zwischen dem 45. und dem 55.
Lebensjahr erleben, ist dies ein weiterer Hinweis auf die Beeinflussung des Sheddings durch
Sexualhormone. Tatsdchlich konnte in einigen Studien auch eine Alteration der s-HER-2/neu-
Konzentrationen wihrend der Schwangerschaft [55] und unter der Einnahme von oralen
Kontrazeptiva und Hormonersatztherapie [56] festgestellt werden. Der exakte Mechanismus
der Interaktion zwischen Sexualhormonen und s-HER-2/neu konnte allerdings noch nicht
gekléart werden.

Die Betrachtung der minnlichen Referenzpersonen erbrachte uns also die Erkenntnis, dass die
bei den Frauen beobachtete Altersabhingigkeit der s-HER-2/neu-Werte eigentlich eine
Abhingigkeit vom Menopausenstatus darstellt.

Vergleich von rezidivfreien Frauen und Patientinnen

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde auf einen Vergleich der Wertlagen von den relativ
jungen gesunden Frauen und der von den wesentlich dlteren Mammakarzinompatientinnen
verzichtet und stattdessen die Gruppe der als krankheitsfrei anzusehenden Frauen aus der
Nachsorgephase herangezogen, die eine &dhnliche Altersverteilung wie die Patientinnen
aufwiesen. Es zeigte sich, dass sich die s-HER-2/neu-Werte in den beiden Gruppen kaum
unterscheiden. Lediglich bei Betrachtung der Spannweite der s-HER-2/neu-Werte fillt auf,
dass sehr hohe Werte ausschlieBlich in der Gruppe der Mammakarzinompatientinnen
vorkommen. Da bei anderen Tumormarkern das Vorliegen von Fernmetastasen oft mit
besonders hohen Werten assoziiert ist, wurde eine getrennte Betrachtung von Patientinnen mit
und ohne Fernmetastasen durchgefiihrt. Diese zeigt, dass eine Fernmetastasierung auch bei s-
HER-2/neu mit hoheren Werten vergesellschaftet ist. Dass sich die Wertlagen von
Mammakarzinompatientinnen ohne Fernmetastasen nicht von denen gesunder Personen
unterscheiden und dass Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom hohere Werte
aufweisen, konnte auch in anderen Studien gezeigt werden [52, 57-63]. Daneben beschreiben
aber Dittadi et al. und Quaranta et al., dass auch nicht-metastasierte
Mammakarzinompatientinnen im Vergleich zu gesunden Frauen erhdhte s-HER-2/neu-Werte
haben [64, 65]. In diesen beiden Studien sind allerdings die gesunden Referenzpersonen
deutlich jlinger als die Mammakarzinompatientinnen, mit denen sie verglichen werden, sodass

davon auszugehen ist, dass die relativ hoheren Wertlagen bei den kranken Frauen durch den
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hoheren Anteil der postmenopausalen Frauen in dieser Gruppe bedingt sind. Hier wird klar,
wie wichtig eine gewissenhafte Kollektivzusammenstellung ist und wie sich aus kleinen
Unterschieden in Vergleichsgruppen unter Umstdnden falsche Schlussfolgerungen ergeben
kdnnen.

Dass sich die Werteverteilung von s-HER-2/neu bei Mammakarzinompatientinnen im
Wesentlichen nicht von denen bei krankheitsfreien Frauen unterscheiden, zeigt, dass s-HER-
2/neu wie die meisten anderen bisher verwendeten serologischen Tumormarker primér kein
geeignetes Mittel zum Screening oder zur Diagnostik von Krebserkrankungen sein kann.
Wenn man die jeweils hochsten s-HER-2/neu-Werte in den verschiedenen Kollektiven
vergleicht, fallt aber auf, dass gewisse Werte (in unserer Studie 24ng/ml) nur von den
Mammakarzinompatientinnen iiberschritten werden. Dies liefert einen Hinweis darauf, dass
das Vorliegen von s-HER-2/neu im Serum durchaus mit dem Vorhandensein von
Tumorgewebe im Korper assoziiert ist, dass aber die Existenz eines Tumors allein noch keine

erhohten s-HER-2/neu-Werte bedingt.

Korrelationen mit den géangigen Prognosefaktoren

Um die unabhingige prognostische Aussagekraft von zirkulierenden Tumormarkern zu
evaluieren, ist es zundchst notig, die Tumormarkerspiegel mit den anderen etablierten
Prognosefaktoren zu korrelieren. Diese sind beim Mammakarzinom der Menopausenstatus,
die postoperative TNM-Klassifikation und das sich daraus ableitende UICC-Stadium, das
histologische Grading, der Hormonrezeptorstatus und der HER-2/neu-Expressionsgrad im
Gewebe, auf den aber wegen der besonderen Assoziation zum hier untersuchten

Tumormarker erst gesondert eingegangen werden soll.

Menopausenstatus

Die Abhingigkeit der s-HER-2/neu-Konzentration vom Menopausenstatus wurde analog zu
den  Beobachtungen bei den gesunden Referenzpersonen auch bei den
Mammakarzinompatientinnen gefunden. Dieses Ergebnis wurde auch in anderen Studien
bestdtigt [46, 58, 64, 66, 67]. Vier weitere Studien, die nur postmenopausale
Mammakarzinompatientinnen betrachten, konnten bei diesen keine Abhangigkeit der s-HER-
2/neu-Spiegel vom Alter der Patientinnen nachweisen [68-71]. Dies unterstiitzt somit
ebenfalls die These, dass die Altersabhidngigkeit bei Frauen eigentlich die Abhédngigkeit vom
Sexualhormonstatus darstellt. Dennoch berichtet eine Reihe von anderen Autoren keinen

Unterschied in den s-HER-2/neu-Konzentrationen beziiglich des Menopausenstatus ihrer
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Patientinnen gefunden zu haben [72- 79]. Diese Studien gehen aber alle Cut-off-orientiert vor
und vergleichen somit nicht die s-HER-2/neu-Wertlagen, sondern die Raten der Patientinnen
mit Werten iiber und unter dem jeweils gewihlten Cut-off-Wert. Diese Art der Betrachtung
kann grundsédtzlich nicht mit einem direkten Wertlagenvergleich gleichgesetzt werden und ist
bei serologischen Markern, die auch unter physiologischen Umsténden freigesetzt werden und
deren Wertlagen von Gesunden und Kranken sich iiberlappen, grundsitzlich nicht sinnvoll.
Auflerdem muss betont werden, dass die Cut-off-orientierte Vorgehensweise beim HER-
2/neu-Shed Antigen insbesondere deshalb problematisch ist, weil der Cut-off-Wert in der
Regel anhand der Evaluation gesunder Vergleichspersonen determiniert wird (in der Regel als
zwei Standardabweichungen liber dem Mittelwert der untersuchten gesunden Personen) und
diese, wie bereits geschildert, &@hnliche s-HER-2/neu-Konzentrationen aufweisen wie
Krebspatienten. Somit liegt meistens nur ein sehr kleiner Teil der Patientinnen mit ihren s-
HER-2/neu-Werten iiber dem Cut-off-Wert, was die Aussagekraft einer Cut-off-orientierten
Untersuchung natiirlich stark vermindern kann. Dariiberhinaus sind die gesunden Personen,
die zur Cut-off-Bestimmung herangezogen werden, in den meisten Studien (wie auch in
unserer) wesentlich jiinger als die Patientinnen. Wenn eine dltere Mammakarzinompatientin
nun einen s-HER-2/neu-Wert {iber dem Cut-off-Wert aufweist, so ist dies nicht zwingend
durch ihre Erkrankung, sondern vielleicht nur durch ihr Alter bedingt. Insofern miissen Cut-
off-orientierte Studien zum HER-2/neu-Shed Antigen mit groBer Vorsicht interpretiert
werden.

Die Uberpriifung eines Zusammenhangs von s-HER-2/neu-Werten und Menopausenstatus ist
nicht nur im Bezug auf die prognostische Aussagekraft des HER-2/neu-Shed Antigens und
auf die Information iiber die physiologische Regulation des Sheddings durch Sexualhormone
interessant, sondern hat auch Bedeutung fiir Studien zur Evaluation der Therapieeffizenz oder
zur Rezidivdiagnostik: Hier wird s-HER-2/neu meist mehrmals im Krankheitsverlauf
gemessen und die Kinetik der Serumkonzentrationen betrachtet. Dabei muss beriicksichtigt
werden, dass ein Anstieg der s-HER-2/neu-Werte therapieinduziert sein kann, da sowohl
jegliche Form der Hormontherapie als auch systemische Chemotherapien die Ovarialfunktion
beeinflussen und somit eine zum Zeitpunkt der Diagnose pridmenopausale Patientin im

Verlauf ihrer Erkrankung unter Umstinden recht schnell postmenopausal werden kann.

TNM-Klassifikation

Der Zusammenhang von s-HER-2/neu-Werten und primérer Fernmetastasierung wurde oben

bereits beschrieben. Die TumorgréfSe pT hat in unserer Studie einen statistisch signifikanten
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Einfluss auf die s-HER-2/neu-Konzentrationen im Serum, es ist allerdings zu betonen, dass
der Unterschied in den Wertlagen zwischen den untersuchten Gruppen relativ gering ist: Die
Mediane der Patientinnen mit Tis/T1-, T2- und T3-Tumoren unterscheiden sich lediglich um
jeweils 0,5ng/ml. Es gibt einige Publikationen, die eine Abhingigkeit der s-HER-2/neu-Werte
von der TumorgroBBe zeigen konnten [76, 77, 80-84], andere wiederum verneinen einen
Zusammenhang [51, 65, 72, 74, 79, 85-87]. Ein é&hnliches Bild zeigt sich bei der
Untersuchung des Lymphknotenstatus: Wihrend in unserer Studie und in zahlreichen anderen
Untersuchungen keine Beeinflussung der s-HER-2/neu-Werte durch das Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen zu beobachten war [51, 64, 65, 72, 74, 84-87], konnten mehrere
Autoren einen Einfluss zeigen [76, 77, 79-81, 83]. Dementsprechend kontroverse Ergebnisse
liegen fiir die Untersuchung des sich aus der TNM-Klassifikation abgeleiteten UICC-
Stadiums vor. Insgesamt muss der Zusammenhang von s-HER-2/neu und TumorgroBBe bzw.
Lymphknotenstatus als nicht ausreichend geklirt bezeichnet werden. Eine Assoziation von s-
HER-2/neu im Serum und Krankheitsausbreitung erscheint biologisch plausibel, wenn man
davon ausgeht, dass ein konstantes Shedding des in der Zellmembran der Tumorzellen
sitzenden HER-2/neu-Rezeptors stattfindet: Eine Vermehrung der Tumorzellen wiirde dabei
in einer hoheren s-HER-2/neu-Konzentration resultieren. Die Anzahl der HER-2/neu-
Rezeptoren pro Tumorzelle ist aber natiirlich gemidB3 dem HER-2/neu-Expressionsgrad
variabel. Da jedoch eine vermehrte Expression von HER-2/neu im Tumorgewebe mit einem
aggressiveren Tumorwachstum assoziiert ist [88], konnte man sich einen Zusammenhang von
Tumorgrofe bzw. Lymphknotenstatus und s-HER-2/neu-Konzentration durchaus vorstellen.
Dass dies in klinischen Studien so nicht eindeutig gezeigt werden konnte, liefert einen
Hinweis darauf, dass der Shedding-Mechanismus kein zufilliger physiologischer Prozess ist,
der konstant die extrazellulire Doméne eines bestimmten Anteils der im Korper vorhandenen
HER-2/neu-Rezeptoren abschilfert, sondern ein durch andere Mediatoren reguliertes und

kontrolliertes Phianomen.

Grading und Hormonrezeptorstatus

Auch eine Abhédngigkeit der s-HER-2/neu-Werte vom histopathologischen Grading des
Primértumors erscheint biologisch plausibel, konnte in der vorliegenden Studie aber nicht
gezeigt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Untersuchungen zweier Autoren tiberein [80,
85], daneben beschreiben einige Autoren aber einen Zusammenhang zwischen Grading und s-
HER-2/neu [67, 76, 77, 79, 83]. Diese Studien gehen allerdings alle Cut-off-orientiert vor. Bei
ndherer Betrachtung unserer Daten féllt auf, dass sich der GroBteil der s-HER-2/neu-Werte
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von Patientinnen mit G1-, G2- bzw. G3-Tumoren nicht wesentlich voneinander unterscheidet,
dass aber die 95ten Perzentilen in den jeweiligen Patientengruppen durchaus mit niedrigerem
Differenzierungsgrad steigen. Es ist also durchaus vorstellbar, dass sich eine statistisch
signifikante Abhéngigkeit der s-HER-2/neu-Werte vom Grading gezeigt hitte, wenn wir die
Anteile der Patientinnen mit Werten oberhalb eines bestimmten Cut-off-Wertes in den drei
Gruppen betrachtet hitten. Der genaue Zusammenhang von s-HER-2/neu und Grading bleibt
also noch unklar, allerdings scheinen sehr hohe Werte eher bei schlechter differenzierten
Tumoren aufzutreten.

Der Hormonrezeptorstatus des Primartumors hatte bei uns ebenfalls keinen Einfluss auf die s-
HER-2/neu-Konzentrationen. Hierbei stimmen wir mit den meisten Studien, die diesen
Zusammenhang gepriift haben, iiberein [64, 67, 68; 70, 71, 73-78, 80, 83, 85-87, 89-93].
Dennoch konnten einige Autoren einen signifikanten Zusammenhang zwischen s-HER-2/neu
und Hormonrezeptorstatus nachweisen, wobei hohere s-HER-2/neu-Werte bei Patientinnen
mit Hormonrezeptor-negativen Tumoren gemessen wurden [65, 72, 79, 94, 95]. Auch hier
wurde bei den meisten Untersuchungen Cut-off-orientiert vorgegangen; dennoch kann die
Frage, ob eine Assoziation von s-HER-2/neu mit dem Hormonrezeptorstatus besteht, nicht

endgiiltig geklart werden.

Korrelation von s-HER-2/neu mit den Tumormarkern CA15-3 und CEA

Wenn ein neuer solubler Tumormarker evaluiert wird, ist es sinnvoll, ihn mit bereits
etablierten Tumormarkern zu vergleichen. In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb die drei
Marker s-HER-2/neu, CA15-3 und CEA einerseits direkt miteinander korreliert und
andererseits wurden alle Korrelationen mit den klinischen und pathologischen
Prognosefaktoren nicht nur fiir s-HER-2/neu, sondern parallel auch fiir CA15-3 und CEA
mituntersucht.

Beim direkten Vergleich der Tumormarkerwerte ergab sich eine zwar statistisch signifikante,
aber mit Korrelationskoeffizienten von r=0,19 bzw. r=0,25 &dullerst schwache Korrelation
sowohl zwischen s-HER-2/neu und CA15-3 als auch zwischen s-HER-2/neu und CEA. Auch
CA15-3 und CEA korrelierten schwach miteinander (r=0,15). Eine Korrelation zwischen s-
HER-2/neu und CA15-3 konnten auch andere Autoren zeigen [67-69, 89]. Diejenigen, die
auch CEA mituntersuchten, konnten allerdings keinen Zusammenhang von s-HER-2/neu und
CEA feststellen [80, 81, 96]. Imoto et al. [76] fand weder mit CA15-3 noch mit CEA eine
Assoziation. Es ist zu betonen, dass nur Ali et al. [68] die Tumormarker wie wir als

kontinuierliche Variablen betrachten, wihrend alle anderen Autoren ein nach Cut-off-Werten
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dichotomisiertes Vorgehen wihlten. Allerdings ist die Vergleichbarkeit mit unserer Studie
dadurch eingeschrinkt, dass Ali et al. nur Patientinnen mit Fernmetastasen untersucht.
Insgesamt liefert die bisher publizierte Literatur aufgrund ihrer Heterogenitit, was die
Studienkollektive betrifft, und aufgrund des Cut-off-orientierten Vorgehens nur
unzureichenden Einblick in die tatsdchlichen Zusammenhidnge zwischen den drei
Tumormarkern. Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Diskrepanz zwischen sehr
niedrigen Korrelationskoeffizienten und hohem Signifikanzniveau (alle P-Werte <0,001) ldsst
sich durch die groBBe Anzahl untersuchter Patientinnen erkléren.

Beziiglich der Korrelationen mit den Prognosefaktoren ergab sich folgendes Bild: Die fiir das
HER-2/neu-Shed Antigen gezeigt Abhédngigkeit vom Menopausenstatus fand sich auch bei
CEA. Diese kann hier allerdings mangels Untersuchung von ménnlichen Probanden nicht von
einer anders bedingten Altersabhiingigkeit unterschieden werden. Eine Korrelation zur
Tumorgrofle wiesen alle drei Tumormarker auf, dabei ist die des s-HER-2/neu am
schwichsten ausgepriagt. CA15-3 und CEA erwiesen sich im Gegensatz zu s-HER-2/neu
aullerdem als abhdngig vom Lymphknotenstatus und daher auch vom UICC-Stadium. Die
feingeweblichen Prognosefaktoren (Grading und Hormonrezeptorstatus) hatten aufler einer
schwachen positiven Korrelation von CEA mit dem Ostrogenrezeptorstatus keinen Einfluss
auf die drei Tumormarker. Insgesamt ist als auffalligster Unterschied zwischen den drei
untersuchten Tumormarkern die im Gegensatz zu CA15-3 und CEA nicht so sehr bestehende
Assoziation von s-HER-2/neu-Werten mit dem Krankheitsstadium hervorzuheben. Wie weiter
oben bereits erwdhnt scheint also das Freisetzen des HER-2/neu-Shed Antigens einer
variablen Regulation zu unterliegen, sodass eine grofere Anzahl von Tumorzellen nicht
zwingend hohere Konzentrationen von s-HER-2/neu bedingt, wihrend die tumorassoziierten
Antigene CA15-3 und CEA eher in konstanter Rate ins Serum abgegeben zu werden scheinen

und somit hohere Tumorlast in der Regel zu héheren Tumormarkerkonzentrationen fiihrt.

s-HER-2/neu und HER-2/neu-Gewebestatus

Der HER-2/neu-Gewebestatus ist beim Mammakarzinom nicht nur als weiterer
Prognosefaktor von Bedeutung, sondern bildet dariiberhinaus die Grundlage fiir die Indikation
einer Therapie mit dem monoklonalen Antikdrper Trastuzumab. Deshalb ist die Untersuchung
einer Korrelation von HER-2/neu-Gewebestatus und Shed Antigen nicht nur aus
prognostischer Perspektive interessant, sondern auch in Bezug auf die Frage, ob der

zirkulierende Tumormarker eventuell zur Therapieentscheidung beitragen kann.
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In der vorliegenden Arbeit wurde zunédchst im Kollektiv der Patientinnen ohne priméire
Fernmetastasen der Zusammenhang von s-HER-2/neu mit der immunhistochemisch
bestimmten Expression des HER-2/neu-Rezeptors im Gewebe untersucht. Es ergab sich eine
signifikante ~ Korrelation —zwischen den s-HER-2/neu-Konzentrationen und dem
immunhistochemischen Score. Dabei fillt auf, dass sich die Wertlagen der Patientinnen mit
einem immunhistochemischen Score von 0, 1+ und 2+ kaum unterscheiden und nur
Patientinnen mit einem Score 3+, also einer starken Uberexpression des HER-2/neu-
Onkogens im Tumorgewebe, deutlich hohere s-HER-2/neu-Werte aufweisen. Auflerdem
wurden, wie bei Betrachtung der Spannweiten in den jeweiligen Gruppen auffillt, s-HER-
2/neu-Werte von iiber etwa 30ng/ml ausschlieBlich in der letzteren Gruppe gemessen. Dass
sich die Frauen mit starker HER-2/neu-Uberexpression von allen anderen so deutlich
unterscheiden, ist besonders deshalb von Bedeutung, weil sich in groen Studien gezeigt hat,
dass die Gruppe der Patientinnen mit einem immunhistochemischen Score von 3+ besser auf
eine Herceptintherapie anspricht als jene mit einem Score von 2+, der ja initial ebenfalls als
Auswahlkriterium fiir eine Herceptintherapie galt [88]. Aufgrund dieser Erkenntnis wird
heute empfohlen, bei Patientinnen mit zweifach positiver HER-2/neu-Expression zusétzlich
eine FISH-Analyse durchzufiihren, und nur Patientinnen, in deren Tumorgewebe auch eine
HER-2/neu-Genamplifikation nachgewiesen werden kann, mit Herceptin zu behandeln.
Gemdll dieser Empfehlung wurde auch in der vorliegenden Arbeit eine auf
Immunhistochemie und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung basierende Einteilung in HER-
2/neu-negative und HER-2/neu-positive Patientinnen vorgenommen. Wie zu erwarten war,
fand sich auch hier eine signifikante Korrelation zwischen der Konzentration des HER-2/neu-
Shed Antigens im Serum und dem HER-2/neu-Status im Gewebe.

Die Assoziation von s-HER-2/neu im Serum und HER-2/neu-Onkoprotein im Tumorgewebe
wurde bereits von einer Vielzahl von Autoren untersucht. Wahrend die meisten von ihnen
eine positive Korrelation der beiden Parameter nachweisen konnten [76, 79, 81, 82, 86, 87,
89, 91, 94, 95, 97-108], ergab sich bei anderen Untersuchungen kein Zusammenhang [58, 61,
63-65, 78, 80, 85, 109, 110]. Es ist schwierig, diese vielen Studien miteinander zu
vergleichen, da hier nicht nur die Heterogenitit der Studienpopulationen und die
unterschiedlichen Assays zur Bestimmung des HER-2/neu-Shed Antigens und unter
Umstidnden die Wahl des Cut-off-Wertes das Ergebnis beeinflussen, sondern auch die
Methoden zur Bestimmung des HER-2/neu-Gewebestatus’ eine grole Diversitit aufweisen.
Neben den zur Indikationsstellung fiir eine Herceptintherapie empfohlenen und zugelassenen

Tests mittels Immunhistochemie und Fluorenszenz-in-situ-Hybridisierung verwenden manche
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Untersucher alternative Methoden wie beispielsweise die PCR (Polymerase Chain Reaction)
oder ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), wofiir das Tumorgewebe
homogenisiert wird. Und selbst die Studien, die den HER-2/neu-Status mittels
Immunhistochemie bestimmen, benutzen unterschiedliche, teils nicht von der Food and Drug
Administration anerkannte Arten der Gewebefixation, Antikorper und Klassifikations-
Methoden zur Unterscheidung von HER-2/neu-positiven und HER-2/neu-negativen
Patientinnen. Ob ein kausaler Zusammenhang zwischen s-HER-2/neu-Freisetzung und HER-

2/neu-Uberexpression besteht, kann somit nicht abschlieBend beantwortet werden.

Die in der Mehrzahl der Studien wie auch in der vorliegenden Arbeit gefundene Abhéingigkeit
der s-HER-2/neu-Konzentration vom HER-2/neu-Gewebestatus deutet darauf hin, dass die
Messung des zirkulierenden s-HER-2/neu eventuell die feingewebliche Untersuchung des
Primirtumors auf das Vorliegen einer HER-2/neu-Uberexpression oder —Genamplifikation
ersetzen oder zumindest ergdnzen konnte.

Wenn der s-HER-2/neu-Wert im Serum als Entscheidungskriterium fiir eine
Herceptintherapie gepriift werden soll, muss aber sichergestellt werden, dass erhohte s-HER-
2/neu-Werte nicht auch unter bestimmten Umstéinden bei HER-2/neu-negativen Patientinnen
auftreten konnen. Wie wir weiter oben bereits gesehen haben, liegen die s-HER-2/neu-
Konzentrationen bei Patientinnen mit Fernmetastasen hoher als die der Patientinnen ohne
Metastasierung. Somit lag die Vermutung nahe, dass ein zum Zeitpunkt der Priméirdiagnose
erhohter s-HER-2/neu-Wert nicht nur unbedingt einen positiven HER-2/neu-Gewebestatus
widerspiegelt, sondern auch Ausdruck einer bereits vorliegenden, unter Umstdnden okkulten
Fernmetastasierung bei HER-2/neu-negativen Patientinnen sein kann, was den Einsatz des
HER-2/neu-Shed Antigens als Mittel zur Indikationsstellung fiir eine Herceptintherapie
natiirlich obsolet machen wiirde. Uberraschenderweise zeigte die deshalb durchgefiihrte
Untersuchung der Korrelation von s-HER-2/neu und HER-2/neu-Gewebestatus bei den
primir fernmetastasierten Patientinnen ebenfalls eine Korrelation. Besonders bemerkenswert
ist, dass auch hier fast alle Patientinnen mit einem s-HER-2/neu-Wert von {iber 30ng/ml einen
positiven  HER-2/neu-Gewebestatus  aufwiesen, was ja  bedeutet, dass eine
Mammakarzinompatientin, die zum Zeitpunkt der Primirdiagnose einen hoheren Wert als
30ng/ml aufweist, ungeachtet ihres Metastasierungsstatus auch ohne feingewebliche
Untersuchung als HER-2/neu-positiv identifiziert werden konnte. Nur eine einzige Patientin
in der Gruppe der HER-2/neu-negativen Frauen mit priméren Fernmetastasen lag mit einem s-

HER-2/neu-Wert von 142ng/ml deutlich iiber diesem Wert und wire somit falschlicherweise
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als HER-2/neu-positiv klassifiziert worden. Bei dieser Patientin handelt es sich allerdings um
eine Frau, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine weit fortgeschrittene viszeral betonte
Fernmetastasierung aufwies, die leider trotz Chemotherapie innerhalb weniger Tage zum
Tode fiihrte. Fiir ihren stark erhohten s-HER-2/neu-Wert trotz HER-2/neu-negativem
Primértumor lassen sich daher mehrere Griinde vermuten: Einerseits ist es natiirlich mdglich,
dass allein die grofe Tumormasse und die somit trotz geringer HER-2/neu-Expression in
jeder Zelle insgesamt grole Anzahl von HER-2/neu-Rezeptoren im gesamten Korper den
stark erhohten s-HER-2/neu-Wert bedingte. Andererseits kann bei Vorliegen von massiven
Lebermetastasen der hepatische Metabolismus und somit die Elimination des HER-2/neu-
Shed Antigens beeintrachtigt sein und die Konzentration im Serum deshalb ansteigen.
Tatsdchlich wurde diese Abhingigkeit des HER-2/neu-Shed Antigens von der Leberfunktion
von einigen Autoren bereits beschrieben [51, 59, 70, 94, 102]. Diese beiden potenziellen
Ursachen fiir einen ,,falsch-hohen* s-HER-2/neu-Wert schrinken den Einsatz von s-HER-
2/neu zur Bestimmung des Gewebestatus aber insofern nicht ein, als sowohl eine massive
Tumorlast als auch eine Leberdysfunktion der bildgebenden bzw. laborchemischen
Diagnostik zugénglich sind. Somit kdnnte das HER-2/neu-Shed Antigen zumindest bei allen
Patientinnen, bei denen eine exzessive Metastasierung und eine verminderte Leberfunktion
ausgeschlossen werden kann, zur Therapieentscheidung angewandt werden.

Desweiteren muss spekuliert werden, ob denn die Klassifikation der oben genannten Patientin
als HER-2/neu-negativ iiberhaupt korrekt ist: Die Bestimmung des HER-2/neu-Status erfolgte
anhand einer Biopsie des Primértumors. Hierbei konnten natiirlich labortechnische Fehler
oder eine Probenverwechslung ein falsches Resultat liefern, wovon hier nicht ausgegangen
werden soll. Vielmehr stellt sich die Frage, ob die alleinige Untersuchung einer Biopsie des
Tumors in der Brust den HER-2/neu-Status der gesamten im Korper vorhandenen
Tumormasse liefern kann. Es ist aus mehreren Studien bekannt, dass die HER-2/neu-
Expression einerseits innerhalb eines einzigen Tumors heterogen sein kann und andererseits,
dass sich Fernmetastasen und Primértumor beziiglich des HER-2/neu-Gewebestatus’
voneinander unterscheiden konnen [111-115]. Dass die von uns als HER-2/neu-negativ
angesehene Patientin HER-2/neu-positive Metastasen gehabt haben konnte und somit sehr
wohl von einer Herceptintherapie profitiert hétte, ist daher nicht ausgeschlossen. Was bei
unserer Patientin tatsidchlich der Grund fiir den erhohten s-HER-2/neu-Wert war, ldsst sich
natiirlich im Nachhinein nicht kldaren. Hier sind weitere Studien vonndten, die bei
metastasierten Mammakarzinompatientinnen den HER-2/neu-Status sowohl im Primédrtumor

als auch in den Metastasen sowie die Konzentrationen des HER-2/neu-Shed Antigens
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untersuchen. Sollte sich bestéitigen, dass s-HER-2/neu-Werte iiber einem bestimmten
Grenzwert nur von HER-2/neu-positiven Patientinnen erreicht werden, so konnte das HER-
2/neu-Shed Antigen eventuell zur Indikationsstellung fiir eine Herceptintherapie genutzt
werden. Vor allem bei Patientinnen mit Fernmetastasen wére dies sehr hilfreich, da die
Metastasen in Abhéngigkeit von ihrer Lokalisation oft nur schwer der histopathologischen

Untersuchung zuginglich sind.

Um zu evaluieren, mit welcher Spezifitit und Sensitivitdt das HER-2/neu-Shed Antigen den
HER-2/neu-Gewebestatus im Primdrtumor vorhersagen kann, wurde eine ROC-Analyse
durchgefiihrt. Wie schon weiter oben aus den Daten abzuschitzen war, kann in unserem
Kollektiv der HER-2/neu-Gewebestatus mit 100%iger Spezifitit vorhergesagt werden, wenn
der Cut-off-Wert fiir s-HER-2/neu bei 30ng/ml gewéhlt wird. Dabei konnen allerdings nur
etwa 8% der HER-2/neu-positiven Patientinnen als solche detektiert werden. Dieser Anteil
lasst sich auf das tiber Vierfache (35,6%) steigern, wenn der Cut-off auf 15ng/ml gesetzt wird,
allerdings werden dann fast 15% der HER-2/neu-negativen Patientinnen filschlicherweise als
HER-2/neu-positiv  klassifiziert. Fiir eine Untersuchung, die die Grundlage fiir die
Entscheidung iiber den Einsatz einer relativ toxischen und zudem teuren Therapie mit
Trastuzumab bilden soll, sollte allerdings der Cut-off-Wert so gewéhlt werden, dass eine
100%zige Spezifitit erreicht wird. Nur wenige Studien haben bisher eine ROC-Analyse zur
Bestimmung der diagnostischen Kapazitit des HER-2/neu-Shed Antigens im Bezug auf den
HER-2/neu-Gewebestatus durchgefiihrt. Pallud et al. [82] errechneten an einem Kollektiv von
Mammakarzinompatientinnen ohne Fernmetastasen eine Spezifitit von fast 94% bei einem
Cut-off-Wert von 14,45ng/ml, wobei die Sensitivitit 48,1% betrug. Wendet man einen
vergleichbaren Cut-off-Wert auf unser Kollektiv an (14,3ng/ml), ergibt sich mit 83% bzw.
40,4% eine geringere Spezifitit und Sensitivitdt. Leider ist aus der Studie von Pallud et. al
nicht ersichtlich, bei welchem Cut-off-Wert eine 100%ige Spezifitit erreicht wird. Da jedoch
die Spezifitiat und Sensitivitit bei geringerem Cut-off-Wert bereits bessere Werte erzielen als
in unserer Studie, ist anzunehmen, dass unter Verwendung eines Cut-off-Wertes von 30ng/ml
eine Spezifidt von 100% erreicht werden kann. Die von Pallud et al. errechnete im Vergleich
zu unserer Studie sehr hohe Sensitivitdt ldsst sich dadurch erkldren, dass das der
Untersuchung zugrunde liegende Kollektiv ausschlieBlich aus Mammakarzinompatientinnen
zusammengesetzt wurde, deren s-HER-2/neu-Werte liber 10ng/ml lagen.

Tse et al. und Kong et al. [94, 107] fithrten eine ROC-Analyse zur Bestimmung des HER-

2/neu-Gewebestatus ~ mittels s-HER-2/neu  an  Mammakarzinompatientinnen — mit
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Fernmetastasen durch. Wahrend Tse et. al bei einem Cut-off-Wert von 16ng/ml eine
Spezifitdit von 83% bei einer Sensitivitdit von 90% errechneten, lagen bei Kong et al. die
Spezifitit und Sensitivitdt unter Verwendung von 15ng/ml als Cut-off-Wert bei nur 62% bzw.
88%. Hierbei muss beachtet werden, dass der HER-2/neu-Gewebestatus jeweils an
Gewebeproben des Primértumors bestimmt wurde und sich somit auch hier die Frage stellt,
inwiefern dieser eine zuverldssige Aussage iliber den HER-2/neu-Status der sekundir
aufgetretenen Fernmetastasen liefern kann. Aus der Arbeit von Kong et al. ist aulerdem
ersichtlich, dass das Vorliegen von Lebermetastasen die Spezifitit des Testes vermindert:
Wiéhrend bei Betrachtung aller Patientinnen bei einem Cut-off-Wert von 30ng/ml die
Spezifitdt bei 90% lag, konnte diese unter Ausschluss der Patientinnen mit Lebermetastasen
auf 95% gesteigert werden.

Insgesamt ldsst sich aus den bisher vorliegenden Arbeiten keine endgiiltige Empfehlung
hinsichtlich der Wahl eines Cut-off-Wertes zur optimalen Nutzung des HER-2/neu-Shed
Antigens zur Bestimmung des HER-2/neu-Gewebestatus ableiten. Es wird aber ersichtlich,
dass die Messung des HER-2/neu-Shed Antigens aufgrund der geringen Sensitivitit des
Testes sicherlich nicht die histopathologische Bestimmung des HER-2/neu-Gewebestatus
ersetzen kann. Das HER-2/neu-Shed Antigen konnte aber als ergéinzendes Hilfsmittel dienen,
beispielsweise um den HER-2/neu-Status zum Zeitpunkt der Fernmetastasierung zu re-
evaluieren, vor allem wenn eine Biopsie der Metastasen nicht mdglich ist. Und auch zum
Zeitpunkt der Primirdiagnose konnte eine iiber dem entsprechenden Cut-off-Wert liegende s-
HER-2/neu-Konzentration bei HER-2/neu-negativem Primértumor einen Hinweis darauf
liefern, dass entweder das Ergebnis der immunhistochemischen Untersuchung falsch-negativ
ist, was insbesondere bei verldngertem Intervall zwischen Gewebeentnahme und —fixation
bzw. —auswertung auftreten kann [32], oder der Tumor eine heterogene HER-2/neu-

Expression aufweist.

Die prognostische Aussagekraft von s-HER-2/neu

Die Bestimmung von Faktoren, die die Prognose von Krebserkrankungen beeinflussen, dient
der Einschitzung des Krankheitsverlaufes jedes einzelnen Patienten und ermdéglicht somit
eine individuell daran angepasste Therapie. Der Einsatz von zirkulierenden Tumormarkern als
Prognosefaktoren bietet dabei den Vorteil der wenig invasiven, kostengiinstigen und

reproduzierbaren Messungsmethode. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht,
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inwiefern das Vorliegen des HER-2/neu-Shed Antigens Auskunft iiber die Prognose von
Mammakarzinompatientinnen geben kann.

Wihrend sich in der univariaten Analyse des rezidivfreien Uberlebens auBer dem
Menopausenstatus alle hier untersuchten Parameter inklusive s-HER-2/neu als prognostisch
relevant erwiesen, konnten in der multivariaten Analyse nur noch s-HER-2/neu (hier als
kontinuierliche Variable), Tumorgréfle, Lymphknotenbefall, Hormonrezeptorstatus und der
Tumormarker CA15-3 als Prognosefaktoren identifiziert werden. Hierbei ist besonders
interessant, dass sich die s-HER-2/neu-Konzentration im Serum trotz der vorher gezeigten
Korrelation mit dem HER-2/neu-Gewebestatus als unabhidngiger Prognosefaktor erwies,
wiéhrend der HER-2/neu-Gewebestatus keine unabhédngige prognostische Aussagekraft hatte.
Tatsdchlich zeigte sich in der zusétzlich durchgefiihrten univariaten Analyse in den vier nach
HER-2/neu-Gewebestatus und s-HER-2/neu-Konzentration gebildeten Untergruppen, dass der
HER-2/neu-Gewebestatus allein gar keinen so deutlichen Einfluss auf das rezidivfreie
Uberleben ausiibt, sondern dass zumindest in der Gruppe der Frauen mit HER-2/neu-
positivem Tumor eine erhohte Shedding-Rate das im Vergleich zu den HER-2/neu-negativen
Patientinnen nur wenig schlechtere rezidivfreie Uberleben drastisch senkt. Dieser Effekt war
in der Gruppe der HER-2/neu-negativen Frauen nicht zu beobachten, was aber aufgrund der
geringen Anzahl von Patientinnen mit erhohten s-HER-2/neu-Werten bei HER-2/neu-
negativem Tumor nicht zuverldssig beurteilt werden kann.

Dass Mammakarzinompatientinnen mit erhohten s-HER-2/neu-Werten ein kiirzeres
rezidivfreien Uberleben aufweisen, konnte bereits in den meisten Studien, die diesen
Zusammenhang untersuchten, gezeigt werden [63, 67, 72, 74, 77, 79, 87, 95]. Dabei wurde
nur in einer dieser Untersuchungen gleichzeitig der HER-2/neu-Gewebestatus evaluiert:
Ludovini et al. [79] konnten dabei wie wir ebenfalls keinen unabhingigen Einfluss auf das
rezidivfreie Uberleben zeigen. Neben diesen Studien an Frauen mit primirem
Mammakarzinom konnten mehrere Autoren auch bei Mammakarzinompatientinnen im
Stadium der Metastasierung das HER-2/neu-Shed Antigen als negativen Prognosefaktor
identifizieren [59, 68-71, 78, 89, 91, 102, 103, 116-119]. Offenbar scheint also eine vermehrte
Freisetzung der extrazelluliren Doméne des HER-2/neu-Rezeptors einen aggressiveren
Krankheitsverlauf zu bedingen. In der Tat ist aus in-vitro Untersuchungen bekannt, dass die
extrazellulire Doméne den Aktivierungsgrad des HER-2/neu-Rezeptors herunterreguliert und
dass somit der durch den Shedding-Prozess verkiirzte Rezeptor aktiviert ist und somit ein

hoheres transformierendes Potenzial aufweist als das komplette Rezeptorprotein [44, 120].
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Damit spiegelt die Konzentration des HER-2/neu-Shed Antigens im Serum gewissermal3en
die Aktivitdt und Malignitit der Tumorerkrankung wider.

Uberraschenderweise konnte in der vorliegenden Arbeit bei der Untersuchung des
Gesamtiiberlebens weder in der uni- noch in der multivariaten Analyse eine Abhéngigkeit
vom HER-2/neu-Shed Antigen gezeigt werden, wobei eingerdumt werden muss, dass eine
zuverldssige Aussage beziiglich des Gesamtiiberlebens aufgrund der limitierten
Beobachtungszeit und der damit auch recht niedrigen Anzahl von Todesfillen nur beschriankt
moglich ist. Wihrend die meisten Autoren, die eine prognostische Aussagekraft des HER-
2/neu-Shed Antigens nachweisen konnten, einen Einfluss sowohl auf das rezidivfreie als auch
das Gesamtiiberleben gezeigt haben, wurde der von uns gefundene fehlende Einfluss von s-
HER-2/neu auf das Gesamtiiberleben bei gleichzeitig signifikantem Einfluss auf das
rezidivfreie Uberleben bisher nur in der prospektiven Studie von Ludovini et al. [79] gezeigt.
Dieses auf den ersten Blick paradoxe Ergebnis liefert aber vermutlich weniger einen Hinweis
darauf, dass die prognostische Aussagekraft von s-HER-2/neu unzuverléssig ist, als vielmehr
ein Abbild der Tatsache, dass die fiir die Patientinnen im Stadium der Metastasierung
heutzutage individuell ausgewihlte Therapie ihre Wirkung erzielt und ein im Verlauf friiher
auftretender Krankheitsriickfall somit nicht unbedingt einen fritheren Tod bedingt. Leider ist
aus den verschiedenen Studien nicht ersichtlich, welche Therapien den Frauen zuteil wurden,
nachdem sie im Verlauf ein Rezidiv entwickelten. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden
diese Daten nicht erhoben. Es ist aber zu beachten, dass die Studie von Ludovini et al. die
zum jetzigen Zeitpunkt aktuellste veroffentliche Arbeit auf diesem Gebiet ist: Das ihr
zugrundeliegende Patientenkollektiv besteht aus Frauen, deren Mammakarzinom &hnlich wie
in unserer Studie in den Jahren 2000-2005 diagnostiziert und behandelt wurde, wihrend die
Rekrutierung von Patientinnen fiir die dlteren Studien einige Jahre frither stattfand. Da der
monoklonale Antikdrper Trastuzumab in der Europdischen Union erst im Jahr 2000 zur
Behandlung des metastasierten Mammakarzinoms zugelassen wurde [121], ist somit davon
auszugehen, dass die meisten Frauen in unserer Studie und in der Studie von Ludovini et al.
zum Zeitpunkt der Metastasierung bei positivem HER-2/neu-Gewebestatus eine Therapie mit
Herceptin erhalten haben, wihrend diese Therapieoption in dlteren Studien noch nicht zur
Verfiigung stand. Somit ldsst sich die These formulieren, dass mit der Einfiihrung von
Herceptin in der metastasierten Situation das Gesamtiiberleben von Patientinnen mit Rezidiv
dem der Patientinnen ohne Rezidiv angeglichen wurde. Dass dadurch gerade das HER-2/neu-
Shed Antigen seine prognostische Aussagekraft im Bezug auf das Gesamtiiberleben verliert,

ist dabei nicht erstaunlich, da es ja aufgrund der Korrelation mit dem HER-2/neu-
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Gewebestatus wahrscheinlich besonders Rezidive bei HER-2/neu-positiven Patientinnen

vorhersagt.

Schlussfolgerungen

Welche Erkenntnisse hat uns diese Arbeit geliefert? Zunichst konnten wir einen Einblick in
den physiologischen Hintergrund des HER-2/neu-Shed Antigens gewinnen: Die identischen
Wertlagen von rezidivfreien Frauen und Mammakarzinompatientinnen, die Abhéngigkeit der
s-HER-2/neu-Werte vom Menopausenstatus sowie der nur schwache bzw. fehlende
Zusammenhang mit der Tumorgroe und dem Lymphknotenstatus liefern uns Hinweise
darauf, dass der Shedding-Prozess kein konstant stattfindender proteolytischer Abbau des
HER-2/neu-Rezeptors ist, sondern einem durch Hormone und andere Mediatoren
beeinflussten und gezielt geregelten Mechanismus unterliegt. Dass Patientinnen mit hoheren
s-HER-2/neu-Werten eine ungiinstigere Prognose beziiglich Rezidivierung aufweisen als
Frauen mit niedrigen Werten, zeigt uns, dass das Shedding aulerdem funktionelle Bedeutung
hat und vermutlich iiber die Aktivierung des HER-2/neu-Rezeptors das maligne Verhalten des
Tumors beeinflusst.

Eine Studie mit dem Titel ,,Das HER-2/neu-Shed Antigen beim Mammakarzinom zum
Zeitpunkt der Primidrdiagnose® sollte dariiberhinaus auch zu der Frage Stellung nehmen,
inwiefern die pritherapeutische Bestimmung dieses neuen Tumormarkers bei
Mammakarzinompatientinnen im klinischen Gebrauch sinnvoll ist. Dabei sind verschiedene
klinische Einsatzgebiete zu unterscheiden: Aus dem Wertlagenvergleich von gesunden bzw.
rezidivfreien Frauen und Mammakarzinompatientinnen wird klar, dass das HER-2/neu-Shed
Antigen wie fast alle solublen Tumormarker sicherlich nicht zum Screening des
Mammakarzinoms geeignet ist.

Dahingegen hat sich die pritherapeutische Konzentration des HER-2/neu-Shed Antigens als
unabhingiger Prognosefaktor fiir das rezidivfreie Uberleben von
Mammakarzinompatientinnen erwiesen. Um als solcher im klinischen Alltag genutzt zu
werden, miissen aber erst noch anhand groBer prospektiver Studien Grenzwerte etabliert
werden, die eine Einteilung in Gruppen unterschiedlicher Prognosen erlauben. Desweiteren
muss gepriift werden, in welcher Form auf die fiir Patientinnen auf diese Weise festgestellte
schlechtere Prognose reagiert werden soll: Reicht es, diesen Patientinnen eine besonders
engmaschigen Nachsorge anzubieten, um gegebenenfalls frithzeitig therapeutisch eingreifen
zu konnen, oder kann die initial schlechtere Prognose durch eine aggressivere oder individuell

angepasste primdre und adjuvante Therapie verbessert werden? Hier ldsst sich bereits
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spekulieren, ob Patientinnen mit einer erhohte Shedding-Rate des HER-2/neu-Rezeptors und
damit also einer erhohten Rezeptor-Aktivitit vielleicht unabhingig vom HER-2/neu-
Gewebestatus besonders von einem Einsatz von Trastuzumab in der Primértherapie
profitieren kdnnten. Wenn s-HER-2/neu somit als pradiktiver Faktor fiir ein Ansprechen auf
Herceptin fungieren wiirde und Patientinnen mit erhdhten Werten eine Herceptintherapie
erhielten, wére vorstellbar, dass es dann seine prognostische Aussagekraft verliert.

Sollte sich in weiteren, repriasentativen Studien bestétigen, dass das HER-2/neu-Shed Antigen
heute zwar einen Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben hat, nicht jedoch auf das
Gesamtiiberleben, stellt sich ohnehin die Frage, ob es tiberhaupt als Prognosefaktor und damit
als Therapiekriterium genutzt werden sollte. Dabei muss gekliart werden, mit welcher
Intention eine Therapieoptimierung vorgenommen wird: Natiirlich ist es wiinschenswert, fiir
eine Patientin mit einer schlechteren Prognose das Risiko einer Rezidivierung zu vermindern,
denn selbst wenn diese nicht zu einer verminderten Lebensdauer fiihrt, bringt sie doch die
Strapazen einer weiteren, unter Umstidnden nebenwirkungsreichen Therapie und nicht zuletzt
eine groB3e psychologische Belastung mit sich. Andererseits kann eine aggressivere adjuvante
Therapie, mit der versucht wird, der potentiellen Rezidivierung entgegenzuwirken, ebenfalls
belastend sein und die Lebensqualitit der Patientin nachhaltig vermindern, wobei einige
Patientinnen behandelt wiirden, die ohnehin nie ein Rezidiv entwickelt hitten. Hier sind
unabhiingig von einem objektiven Prognoseindex die individuellen Angste und Wiinsche der
Patientinnen zu berticksichtigen.

Unsere Ergebnisse beziiglich der Diagnostik des HER-2/neu-Gewebestatus bei
Mammakarzinompatientinnen weisen darauf hin, dass die Messung von s-HER-2/neu zum
Zeitpunkt der Primirdiagnose zumindest zusétzlich zur histopathologischen Bestimmung des
HER-2/neu-Status durchaus niitzlich sein konnte. Der von uns gefundene Cut-off-Wert von
30ng/ml als Unterscheidungskriterium von HER-2/neu-positiven und HER-2/neu-negativen
Patientinnen kann dabei natiirlich nicht als endgiiltige Empfehlung gelten; hier sind grofle
prospektive Untersuchungen vonnodten, um eine im klinischen Alltag anwendbare Richtlinie
zu definieren. Es lésst sich sicherlich argumentieren, dass ein Test, der in unserem Falle eine
Sensitivitdt von nur knapp 8% besitzt, keinen groBen diagnostischen Wert hat und somit auch
Okonomisch nicht vertretbar ist. Es muss aber betont werden, dass ein erhohter s-HER-2/neu-
Wert unter Umstidnden eine falsch-negative histopathologische HER-2/neu-Bestimmung
aufdecken kann und somit einer Patientin die Mdglichkeit einer Herceptintherapie bietet, die
ithre Prognose deutlich verbessern kann [122, 123]. Vor dem Hintergrund, dass

schdtzungsweise bis zu zwanzig Prozent der HER-2/neu-Bestimmungen im Gewebe mittels
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Immunhistochemie oder Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung inakkurat sind [124], ist dieser
Nutzen nicht zu vernachléssigen. Dariiberhinaus stellt sich erneut die Frage, ob nicht das
HER-2/neu-Shed Antigen allein als Indikator fiir eine adjuvante Herceptintherapie gelten
kann: Neben dem in mehreren Studien gefundenen vom HER-2/neu-Gewebestatus
unabhingigen negativen prognostischen Einfluss des HER-2/neu-Shed Antigens hat sich
gezeigt, dass von den Patientinnen, die eine Herceptintherapie erhalten, jene mit erhdhten s-
HER-2/neu-Werten mehr von der Therapie profitieren als die mit niedrigeren Werten [125].
AuBerdem konnte erwiesen werden, dass die Bindung des Antikdrpers Trastuzumab an den
HER-2/neu-Rezeptor das Shedding und somit zumindest eine Art der Rezeptoraktivierung
verhindert [126, 127]. Diese Frage kann natiirlich nur anhand prospektiver, randomisierter

Therapiestudien beantwortet werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Mammakarzinom ist die hdufigste Krebserkrankung weltweit. Da die Prognose des
Mammakarzinoms und das Ansprechen auf verschieden Therapieformen individuell
unterschiedlich ist und von verschiedenen klinisch-pathologischen Faktoren abhéngt, sollte
die Therapieentscheidung mit Hilfe von prognostischen und pradiktiven Faktoren getroffen
werden. Als prognostischer und pradiktiver Faktor hat sich in einigen Studien der Status der
HER-2/neu-Expression im Tumorgewebe erwiesen. Die vorliegende Arbeit sollte zeigen, ob
die Messung des HER-2/neu-Shed Antigens zum Zeitpunkt der Primérdiagnose die
Bestimmung des HER-2/neu-Gewebestatus unterstiitzen kann und inwiefern eine
Bestimmung des HER-2/neu Shed Antigens im Serum von Mammakarzinompatientinnen
einen Beitrag zur Prognoseeinschiatzung liefern kann.

Dabei wurden zundchst die s-HER-2/neu-Wertlagen bei Gesunden, rezidivfreien Frauen und
Mammakarzinompatientinnen verglichen. Es zeigte sich, dass die s-HER-2/neu-Werte bei
Minnern hoher liegen als bei Frauen, und dass sie bei den Frauen mit zunehmendem Alter
steigen. Die Betrachtung der Wertlagen von rezidivfreien Frauen und Patientinnen ergab, dass
sich Patientinnen ohne primdre Fernmetastasen in ihren s-HER-2/neu-Konzentrationen nicht
von den gleichalten rezidivfreien Frauen unterscheiden. Dahingegen wiesen Patientinnen, die
zum Zeitpunkt der Primérdiagnose bereits Fernmetastasen hatten, signifikant hohere Werte
auf. AnschlieBend wurde am Kollektiv der Patientinnen ohne Fernmetastasen untersucht,
inwiefern das HER-2/neu-Shed Antigen mit den gingigen Prognosefaktoren korreliert. Im
Einklang mit den Ergebnissen der Untersuchungen an den gesunden Kontrollpersonen ergab
sich eine Korrelation mit dem Menopausenstatus, wobei postmenopausale Frauen hohere
Werte aufwiesen als pramenopausale. AuBBerdem zeigte sich eine schwache Korrelation zur
TumorgroBe pT. Eine Assoziation zum Lymphknotenstatus pN, zum UICC-Stadium, zum
histopathologischen Grading und zum Hormonrezeptorstatus konnte nicht festgestellt werden.
Zu den beiden beim Mammakarzinom etablierten Tumormarkern CA15-3 und CEA ergab
sich eine zwar statistisch signifikante, aber nur schwache Korrelation.

Desweiteren wurde untersucht, ob die Bestimmung des Shed Antigens im Serum eine
Aussage iiber den HER-2/neu-Expressionsgrad im Gewebe erlaubt. Es fand sich eine
signifikante Korrelation von s-HER-2/neu mit dem immunhistochemischen Score. Dabei fiel
auf, dass die Wertlagen von Patientinnen mit einem Score von 3+ deutlich hoher waren als die

von jenen mit einem Score von 0-2+. Auch nach weiterer Klassifizierung in HER-2/neu-

93



Zusammenfassung

positive und HER-2/neu-negative Patientinnen mit Hilfe der FISH-Analyse zeigten sich
signifikant hohere s-HER-2/neu-Werte bei HER-2/neu-positiven Patientinnen. Dieser
Zusammenhang konnte auch fiir die Gruppe der Patientinnen mit priméren Fernmetastasen
gezeigt werden. s-HER-2/neu-Konzentrationen iiber 30ng/ml wurden mit Ausnahme einer
Patientin, die zum Zeitpunkt der Diagnose bereits eine massive Fernmetastasierung zeigte,
nur bei HER-2/neu-positiven Frauen gemessen. Die anschlieBend durchgefiihrte ROC-
Analyse der diagnostischen Kapazitit zur Vorhersage des HER-2/neu-Gewebestatus mittels
HER-2/neu-Shed Antigen zeigte, dass bei Wahl des Cut-off-Wertes bei 28,4ng/ml eine
7,7%ige Sensitivitit bei 100%iger Spezifitit erreicht werden kann. Somit konnte die
Bestimmung des HER-2/neu-Shed Antigens zum Zeitpunkt der Primérdiagnose als
zusiétzliches diagnostisches Mittel zur Bestimmung des HER-2/neu-Gewebestatus dienen,
wobei weitere Studien ndtig sind, um zuverldssige Richtlinen zum sicheren Gebrauch des
HER-2/neu-Shed Antigens zu etablieren.

Bei der Untersuchung der prognostischen Aussagekraft zeigte sich sowohl in der univariaten
als auch in der multivariaten Analyse, dass hohere s-HER-2/neu-Werte unabhingig vom
HER-2/neu-Gewebestatus mit einem schlechteren rezidivfreien Uberleben vergesellschaftet
waren. Beziiglich des Gesamtiiberlebens fand sich dieser Zusammenhang nicht.

Aufgrund der Assoziation zum HER-2/neu-Gewebestatus bei gleichzeitiger unabhédngiger
prognostischer Aussagekraft, ldsst sich die Hypothese formulieren, dass das HER-2/neu-Shed

Antigen allein als Indikator fiir eine Herceptintherapie dienen konnte.
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