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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Im Jahr 2014 erkrankten in Deutschland rund 69000 Frauen an invasiven Tumoren der
Brust. Das mittlere Erkrankungsalter lag bei 64 Jahren [1]. Das heif3t im Laufe ihres
Lebens erkrankt durchschnittlich jede achte Frau an Brustkrebs. Derzeit kann in
Deutschland ein leichter Ruckgang der Brustkrebsmortalitat beschrieben werden.
Dazu haben im Wesentlichen zwei Faktoren beigetragen:

Die Grundung von zertifizierten Brustkrebszentren, als primarer Anlaufpunkt far
erkrankte Patientinnen garantiert ein umfassendes Therapiekonzept unter Einschluss
aller Fachdisziplinen sowie einer individuellen operativen Strategie. In den jeweiligen
Zentren konnte eine deutliche Verbesserung der Ergebnisqualitat sichergestellt werden,
mitunter durch den leitliniengerechten Einsatz der vorhandenen Therapiemoglichkeiten
[2].

Zum anderen gelang es in den letzten Jahren durch eine exakte histopathologische
Klassifizierung einen Wandel in den therapeutischen Entscheidungen bei Karzinomen
der Brust herbeizufuhren. Brustkrebs wird nicht mehr langer als Erkrankung mit einem
generellen Therapiekonzept angesehen, sondern vielmehr als eine Krebserkrankung,
die mit einem personalisierten, individuellen Therapiekonzept behandelt werden sollte.
Fortschritte finden sich beim Mammakarzinom deshalb vor allem auf dem Gebiet der
modernen molekularen Biomaker.

In Kombination mit klassischen Kriterien zur Charakterisierung des Mammakarzinoms
fuhrte dies zu einer verbesserten Behandlung beim frihen wie auch fortgeschrittenen
Mammakarzinom [3]. Ziel der modernen Behandlung des Mammakarzinoms muss es
deshalb weiterhin bleiben, eine moglichst exakte Beschreibung des Tumors mit
verschiedenen Parametern zu etablieren, um geeignete Empfehlungen flr oder gegen
eine adjuvante Systemtherapie treffen zu konnen. Diese prognostischen und
pradiktiven Faktoren sollen im Folgenden vorgestellt werden.
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1.1.2 Klassifizierung des Mammakarzinoms

1.1.2.1 Pathologische Grundlagen

Neunzig Prozent der invasiven Mammakarzinome lassen sich nach ihrem
Wachstumsmuster in invasiv-lobular und invasiv-duktal einteilen [4]. Letztere haben
einen Anteil von circa 40 — 75 % und werden nach neuer Nomenklatur auch als ,no
specific type (NST)“ bezeichnet. Aus dem Namen geht bereits hervor, dass diesen
Tumoren charakteristische, spezifische Tumoreigenschaften fehlen und sie damit
keinem eindeutigen histologischen Typ zugerechnet werden konnen [5].

Bei den invasiv-lobularen Mammakarzinomen sind kleine Zellen, die aufgrund fehlender
Adhasion zueinander ein dissoziiertes Wachstumsmuster bewirken, charakteristisch [5].
Mit 5 — 15 % ist der Anteil der invasiv-lobularen Mammakarzinome am Gesamtkollektiv
deutlich geringer.

Sehr viel seltener finden sich die anderen Tumortypen wie das tubulare, kribriforme,

muzinodse oder medullare Mammakarzinom.

1.1.2.2 Stadieneinteilung

Um eine differenzierte Aussage bzgl. Uberlebensrate und Prognose einer lokalisierten
Krebserkrankung zu tatigen, wurde bereits im Jahr 1953 durch das Committee on
Tumour Nomenclature and Statistics die EinfUhrung des TNM-Systems entwickelt. Man
einigte sich darauf, eine Einteilung unter Berlcksichtigung der Ausbreitung des
Primartumors, des Fehlens oder Vorhandenseins von regionaren
Lymphknotenmetastasen sowie der Existenz von Fernmetastasen zu etablieren [6].
Analog wird zur Beschreibung des Erkrankungsausmalies beim Mammakarzinom die
Grole des exstirpierten Primartumors (T) gemessen, die Anzahl der regionar
tumorbefallenen Lymphknoten (N) bestimmt und evaluiert, ob Fernmetastasen (M)
vorhanden sind. Die aktuelle TNM-Klassifikation findet sich in Tabelle 1. Die

Klassifikation gilt fur Karzinome der mannlichen und weiblichen Brust.
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pT Primartumor
pTX Primartumor kann nicht beurteilt werden
pTO kein Anhalt fiir Primartumor
pTis Carcinoma in situ
pTis (DCIS) duktales Carcinoma in situ
pTis (LCIS) lobuldres Carcinoma in situ
pTis (Paget) M. Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor
pT1 Tumor 2 cm oder weniger in gro3ter Ausdehnung
pT1mic Mikroinvasion 0,1 cm oder weniger in gréfiter Ausdehnung
pTia mehr als 0,1 cm, aber nicht mehr als 0,5 cm in groRter Ausdehnung
pT1b mehr als 0,5 cm, aber nicht mehr als 1 cm in gréf3ter Ausdehnung
pT1ic mehr als 1 cm, aber nicht mehr als 2 cm in gréter Ausdehnung
pT2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 5 cm in gréf3ter Ausdehnung
pT3 Tumor mehr als 5 cm in gréfiter Ausdehnung
pT4 Tumor jeder GréRe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut
pT4a Ausdehnung auf die Brustwand
pT4b Odem (einschlieRlich Apfelsinenhaut) oder Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenknétchen der
Haut der gleichen Brust
pT4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam
pT4d entzilindliches (inflammatorisches) Karzinom
pN Regionidre Lymphknoten
pNX regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden (zur Untersuchung nicht entnommen oder
bereits friiher entfernt)
pNO keine regiondren Lymphknotenmetastasen
pNmi Mikrometastase (groRer als 0,2 mm aber nicht grofer als 0,2 cm)
pN1 Metatase(n) in 1-3 ipsilateralen axillaren Lymphknoten und/oder ipsilateralen Lymphknoten entlang
der A. mammaria interna mit mikroskopischer(en) Metastase(n) nachgewiesen durch
Untersuchung des Schildwéachterlymphknotens, aber nicht klinisch erkennbar

pN1a Metastase(n) in 1-3 axillaren Lymphknoten, zumindest eine Metastase mehr als 0,2 cm in groRter
Ausdehnung

pN1b Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit mikroskopischer(en) Metastase(n),
nachgewiesen durch Untersuchung des Schildwachterlymphknotens, aber nicht klinisch erkennbar

pNic Metastasen in 1-3 axillaren Lymphknoten und Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit
mikroskopischer(en) Metastase(n) nachgewiesen durch Untersuchung des
Schildwachterlymphknotens, aber nicht klinisch erkennbar

pN2 Metastase(n) in 4-9 axillaren Lymphknoten oder in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der

A. mammaria interna ohne axillare Lymphknotenmetastasen

pN2a Metastasen in 4-9 axillaren Lymphknoten, zumindest eine Metastase mehr als 0,2 cm in groRter
Ausdehnung

pN2b Metastase(n) in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne axillére
Lymphknotenmetastasen

pN3 Mestasen in 10 oder mehr ipsilateralen axillaren Lymphknoten oder in ipsilateralen

infraklavikularen Lymphknoten oder in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna mit mindestens einer axillaren Lymphknotenmetastase oder mehr als 3 axillére
Lymphknotenmetastasen mit klinisch nicht erkennbarer(en), nur mikroskopisch nachweisbarer(en)
Metastase(n) in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna oder Metastase(n) in
supraklavikularen Lymphknoten

pN3a Metastase(n) in 10 oder mehr ipsilateralen axilldaren Lymphknoten (zumindest eine gréRer als 0,2
cm) oder in ipsilateralen infraklavikularen Lymphknoten

pN3b Metastase(n) in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit
mindestens einer axillaren Lymphknotenmetastase oder Lymphknotenmetastasen in mehr als 3
axillaren Lymphknoten und in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna, nachgewiesen durch
Untersuchung des/der Schildwachterlymphknoten(s), aber nicht klinisch erkennbar

pN3c Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikuldren Lymphknoten

pM Fernmetasen
pMX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
pMO keine Fernmetastasen
pM1 Fernmetastasen

Tabelle 1: pTNM-Klassifikation des Mammakarzinoms nach [6,7]

1.1.2.3 Grading

Die histopathologische Graduierung nach Elston und Ellis [8] erfolgt unter Einschluss
von histologischen und cytologischen Kriterien. Dabei werden Tubulusbildung,
Kernpleomorphie und Mitoserate semiquantitativ erfasst. Tabelle 2 zeigt das
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zugrundeliegende Scoresystem. Aus dem jeweiligen Punktewert leitet sich das Grading
ab (Graduierung: G1 — G3 bzw. gut — schlecht differenziert). Die Graduierung korreliert
signifikant mit Lymphknotenstatus, Rezidivrate, Mortalitatsrate und Rezeptorstatus [5,9],

weshalb alle Mammakarzinome graduiert werden mussen [5,9].

Merkmale Kriterien Scorewert
Tubulusausbildung >75% 1

10-75% 2

<10% 3
Kernpolymorphie gering 1

mittelgradig 2

stark 3
Mitoserate 0-5/10 HPF 1

6-11/10 HPF 2

212/10 HPF 3
Summenscore 3-9
Summenscore Malignitatsgrad G-Gruppe Definition
3,4,5 gering G1 gut differenziert
6,7 maRig G2 maRig differenziert
8,9 hoch G3 schlecht differenziert

HPF=High Power Field. Die angegebenen Kriterien gelten fur einen Gesichtsfelddurchmesser von 0,45 mm entsprechend einem
Lichtmikroskop mit Sehfeldzahl 18

Tabelle 2: Grading nach Elston und Ellis [8,9]. Scoresystem zur histologischen Graduierung (Grading)

1.1.3 Prognostische und pradiktive Faktoren

TumorgrofRe und Nodalstatus stellen sicherlich entscheidende Faktoren in der
Betrachtung eines invasiven Mammakarzinoms dar. Morphologische Gesichtspunkte
alleine beschreiben die biologische Aktivitat des Tumors und seine Fahigkeit
Metastasen zu bilden nur eingeschrankt. Fur eine Prognose und den weiteren Verlauf
der Erkrankung ist mitunter die Tumorbiologie von entscheidender Bedeutung.
AulBerdem ergeben sich aus ihr zielgerichtete Therapieansatze, welche in Kapitel 1.1.4

erlautert werden.

1.1.3.1 Pradiktive Faktoren

1.1.3.1.1 Ostrogen-/ Progesteronrezeptorstatus

Das Ausmal der Ostrogen-/ Progesteronrezeptorexpression beeinflusst den weiteren
Verlauf der Erkrankung entscheidend und korreliert mit der Prognose. Studien zu

12
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diesem Zusammenhang sind relativ alt, da durch den konsequenten Einsatz der
antiostrogenen Therapie prognostische Effekte oft nicht mehr erkennbar sind. Jedoch
zeigen ER-positive Tumore ein circa 5 — 10 % besseres Gesamttiberleben [10].
Deshalb kommt der Bestimmung der Ostrogen-/ Progesteronrezeptorexpression aktuell

vor allem eine Bedeutung in der Indikationsstellung fur eine antiéstrogene Therapie zu.

1.1.3.1.2 HER2/neu

Der ,Human Epidermal Growth Factor Receptor 2“ (HER2) vermittelt als einer von vier
Wachstumsfaktorrezeptoren Signale an den Zellkern. Uber diesen Mechanismus ist der
HERZ2-Rezeptor am Fortschreiten von Krebserkrankungen beteiligt, indem er unter
anderem Effekte auf Apoptose, Mitose, Tumorzellinvasion und Neoangiogenese hat
[9,11]. Gemal der S3-Leitlinie Mammakarzinom 2017 sollte HER2/neu beim invasiven
Mammakarzinom als pradiktiver Faktor bestimmt werden [12]. Es sollte zudem zur
besseren Reproduzierbarkeit ein zuverlassiges Verfahren mit standardisierten Testkits
gewahlt werden [12]. Bei HER2/neu-Positivitat kann eine adjuvante zielgerichtete Anti-
HER2-Therapie begonnen werden (siehe Kapitel 1.1.4.4).

1.1.3.1.3 Ki-67

Beim Versuch, Mammakarzinome anhand ihrer Genexpression zu klassifizieren,
wurden in den Studien vier verschiedene molekulare Tumorsubtypen unterschieden,
welche sich im Therapieansprechen signifikant voneinander unterscheiden: Luminal-A,
Luminal-B, HER2-positive, basal-like/ Triple negative [12].

Da eine derartige Klassifizierung mittels Array-Analysen aber im klinischen
Routinebetrieb zu aufwendig ist, wurde in den letzten St.-Gallen-Konsensus-
Empfehlungen eine vereinfachte Einteilung prasentiert, welche die genetischen
Subtypen widerspiegeln soll. Ki-67 nimmt dabei, wie in Tabelle 3 ersichtlich, einen
Stellenwert in der Unterscheidung zwischen Luminal A-like- vs. Luminal B-like-Tumoren
ein [12].

13
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Luminal A- Luminal B-like HER2-positiv | Triple-negativ
Subtyp lik

L= HER2-negativ |HER2-positiv |non-luminal |duktal
tER/PgR hoch positiv positiv positiv negativ negativ
#* HER2 negativ negativ positiv positiv negativ
"Ki-67/G nieder hoch

<14 %/G1 > 14 %/G3
Haufigkeit ~65% ~10% ~10% ~15%
Therapie ET CT+ET CT+T+ET CT+T CT
ca. 60 %

Tabelle 3: Risikoeinschatzung nach molekularbiologischem Subtyp St. Gallen (ET=endokrine Therapie; CT= Chemotherapie;
T=Trastuzumab) [13]

Daruber hinaus wurde die prognostische Bedeutung des Proliferationsmarkers Ki-67
durch einige Studien belegt [14,15], so dass Ki-67 zur Prognoseabschatzung als
unabhangiger prognostischer Marker auch in die S3-Leitlinie Mammakarzinom 2017 mit

aufgenommen wurde [12].

1.1.3.1.4 uPA/PAI-1

Die beiden Proteasen uPA und t-PA sind als Plasminogenaktivatoren in der Lage
Plasminogen durch Spaltung der Peptidbindung Arg®®'-Val®®? in aktiviertes Plasmin
uberzufuhren [16]. Plasminogen findet sich vor allem im Blutgefal3system, ist allerdings
auch im Gewebe anzutreffen. Selbstverstandlich besteht eine der vorrangigen
Aufgaben des Plasmins darin, Blutgerinnsel abzubauen. Allerdings gibt es ebenfalls
Effekte, welche das Fortschreiten einer malignen Erkrankung begunstigen.

In erster Linie kann Plasmin (im aktivierten Zustand) durch seine proteolytischen
Eigenschaften die extrazellulare Matrix abbauen und verandern. Beispiele hierfur sind
z. B. der Gewebeumbau wahrend der Ovulation, entziindliche Prozesse, Wundheilung
und Angiogenese und eben auch Tumorinvasion und Metastasierung [16].

Da uPA die Fahigkeit hat, das Proenzym Plasminogen in die Serinprotease Plasmin zu
spalten, ist es dadurch indirekt in der Lage, Tumorstroma und Basalmembranen
abzubauen und somit Invasions- und Migrationsprozesse sowie die frihe

Zelldissemination in Gang zu setzen. Es ist deshalb nicht verwunderlich, dass
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Plasminogenaktivatoren im Tumorgewebe bereits vor einigen Jahren nachgewiesen
werden konnten [17]. Zahlreiche Studien bestatigen insbesondere bei Karzinomen der
Brust, dass hohere Konzentrationen von uPA eine schlechtere Prognose mit erhohtem
Risiko zur Metastasenbildung bewirken [18,19,20].

— ey
—— ECM degradation —= it = *

—— p =

— = e ..
PV ECM-associated growth factor
Py (EGF, VEGF, TGF-B1, etc.)
@ 1 release and EMT

W )

G-protein Intracellular effectors / l
\ (FAK, ERK, PI3K, Rac, etc.)
Hck, Sre \ ;

Cell proliferation, adhesion, invasion, migration,

. gL ety
giog P and xis

Abbildung 1: Schematische Darstellung uPA als Plasminogenaktivator [21]

Dementsprechend war die naheliegende Vorstellung, dass Plasminogenaktivator-
Inhibitoren das Tumorwachstum begrenzen und Metastasierung verhindern kénnen.
Allerdings geht ein erhdhter Antigengehalt von PAI-1 (Plasminogenaktivator-Inhibitor 1)
— im Gegensatz zu PAI-2 — ebenfalls mit erh6hter Tumoraggressivitat und schlechterer
Prognose einher [22,23]. Die Grunde hierfur liegen in dem Umstand, dass PAI-1
negative Effekte auf Zelladhasion und -migration sowie auf den programmierten Zelltod
hat [23,24,25].

Beide Proteasen (Urokinase-type plasminogen activator (uPA) und sein Inhibitor PAI-1)
nehmen unbestritten neben anderen Faktoren eine Schlusselrolle in der Fahigkeit des
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Tumors zur Invasion und zur Metastasierung ein [18]. Als prospektive Biomarker waren
uPA/PAI-1 auch Gegenstand des Chemo-NO trials [26]. Nach zehn Jahren
Nachbeobachtung konnte eine Niedrigrisikogruppe (UPA/PAI-1 niedrig) identifiziert
werden, welche von einer adjuvanten Chemotherapie nur marginal profitierte.
Demgegenuber konnte in der Hochrisikogruppe (uPA/PAI-1 hoch) durch eine adjuvante
Chemotherapie das Risiko fiir ein Rezidiv um 40 % gesenkt werden [26]. UPA/PAI-1
sind demnach nicht nur prognostische Faktoren, sondern dienen auch als Indikatoren
fur das Ansprechen einer adjuvanten Chemotherapie [27].

In der klinischen Therapieplanung und prognostischen Evaluierung des invasiven
Mammakarzinoms wird in den aktuellen ,S3-Leitlinien Mammakarzinom 2017“ der
Proteasenbestimmung jedoch eine geringere Bedeutung zugesprochen [12]. In den
ASCO-Leitlinien 2016 findet sich eine Empfehlung fir die Bestimmung von uPA/PAI-1
beim nodal-negativen Mammakarzinom mit positivem Ostrogen/ Progesteron- und
negativem HER2/neu-Status [28].

1.1.3.2 Disseminierte Tumorzellen im Knochenmark

Cytokeratine gelten als spezifische Marker okkulter disseminierter Zellen von
Karzinomen im Knochenmark. Es ist daher nicht verwunderlich, dass die Anwesenheit
dieser Zellen im Knochenmark das Rezidivrisiko sowie die Mortalitat bei Patientinnen
mit Brustkrebs in allen Stadien erhoht [29,30]. Disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark stellen einen unabhangigen prognostischen Pradiktor fur das Risiko des
krebsassoziierten Todes dar [29,31]. Vorhandene Cytokeratin-positive Zellen im
Knochenmark sind allerdings nicht gleichbedeutend mit einer Metastasierung des
Knochens. Die Entwicklung zur Metastase wird nach dem ersten Schritt der
Dissemination durch verschiedene molekulare Faktoren bestimmt (siehe Kapitel 1.2).
Ferner konnten disseminierte Tumorzellen als nutzliches Werkzeug im Sinne eines
onkologischen Therapiemonitorings identifiziert werden. Janni et al. [30] untersuchten
die Effekte, welche sich im Zusammenhang mit dem Auftreten von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark nach adjuvanter Therapie einstellten. Dabei zeigten
Patientinnen mit positiven disseminierten Tumorzellen nach adjuvanter Therapie ein

schlechteres tumorfreies und Gesamtiberleben.
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Von entscheidender Bedeutung in der vorhandenen Literatur ist zudem die
Differenzierung zwischen disseminierten und zirkulierenden Tumorzellen. Der Nachweis
von disseminierten Tumorzellen findet meist im Knochenmark statt, wahrend
zirkulierende Tumorzellen im peripheren Blut nachgewiesen werden. Zirkulierende
Tumorzellen kdnnen mithilfe der CellSearch® Technologie bestimmt werden. Eine
Methode, die unter anderem in den AGO-Leitlinien [32] als etabliertes Verfahren zur
Abschatzung der Prognose bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom

angesehen wird.

1.1.4 Therapie

1.1.4.1 Operative Strategien

Prinzipiell stehen zwei Methoden der operativen Versorgung beim invasiven
Mammakarzinom zur Verfigung: die brusterhaltende Therapie (BET) gegentber der
radikalen Mastektomie. Grundvoraussetzung ist immer die Resektion im Gesunden mit
tumorfreien Resektionsrandern. Eine inkomplette Resektion erhoht das Risiko eines
Lokalrezidives (ITBR=ipsilateral breast tumor recurrence) unabhangig von der
Tumorbiologie [33]. Die brusterhaltende Therapie mit anschlieBender Bestrahlung ist
der Mastektomie bzgl. des Uberlebens gleichwertig [34].

Unabhangig von BET oder der Entfernung der gesamten Brust erfolgt die Sentinel-
Lymphknoten-Biopsie (SNLB) und/ oder die Axilladissektion (ALND). Da der Sentinel-
Lymphknoten die hochste Wahrscheinlichkeit der Karzinominfiltration besitzt, sollte er
zur histopathologischen Tumorklassifikation entnommen werden. Die SLNB ist auch fur
alle Patientinnen indiziert, die einen klinisch unauffalligen Lymphknotenstatus haben
[12]. Eine klassische Axilladissektion mit Entfernung von mehr als zehn Lymphknoten
ist bei klinischem Verdacht auf eine fortgeschrittene Lymphknotenbeteiligung indiziert.
Eine routinemallige Axilladissektion bei positiver SLNB ist derzeit nicht zwingend
angezeigt. Gemaf aktueller Empfehlung gilt, dass Patientinnen mit cT1-T2/cNO-Status,
nach brusterhaltender Therapie mit Bestrahlung und Nachweis von maximal zwei
positiven Lymphknoten keine axillare Lymphknotendissektion erhalten sollten [12,35].
Bei Mastektomie oder Fehlen eines der eben genannten Kriterien sollte eine
Axilladissektion durchgefuhrt werden [12,36].
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1.1.4.2 Systemische Chemotherapie

Die systemische Chemotherapie kann entweder als praoperative, neoadjuvante
Therapie oder als postoperative, adjuvante Systemtherapie erfolgen. Dabei wird die
neoadjuvante Cytostatikatherapie vor allem bei lokal fortgeschrittenen, inoperablen oder
inflammotorischen Mammakarzinomen als Therapie der Wahl angesehen [35]. Ziel der
neoadjuvanten Therapie ist es eine moglichst hohe Rate an pathologischen
Komplettremissionen zu erreichen. AuRerdem kann durch eine praoperative
Chemotherapie eine Steigerung der Rate an brusterhaltenden Operationen realisiert
werden [37].

Eine adjuvante Chemotherapie wird empfohlen bei HER2-positiven Tumoren (ab
pT1b/NO oder pT1a/NO mit zusatzlichem Risikofaktor, z. B. G3, ER/ PR neg., Ki-67
hoch), bei Triple negativen Tumoren und bei Luminal-B-Tumoren mit hohem
Rezidivrisiko (Ki-67 hoch, G3, Lymphknotenbefall) [12]. Nach den aktuellen
Empfehlungen sollte derzeit ein Taxan mit einem Anthrazyklin simultan oder in Sequenz
Uber insgesamt 18 — 24 Wochen verabreicht werden [12]. Eine adjuvante
Chemotherapie hat das Ziel, das Wiederauftreten der Erkrankung zu verhindern und
sollte innerhalb der ersten vier bis sechs Wochen nach der Operation begonnen

werden.

1.1.4.3 Hormontherapie

Zum festen Bestandteil der multimodalen Therapie des Mammakarzinoms gehort beim
endokrin sensitiven (6strogen- und/ oder progesteronrezeptor positiven) Brustkrebs die
antiostrogene Therapie. Die Therapie sollte mit Tamoxifen bei pramenopausalen
Patientinnen erfolgen und im Anschluss an die Chemotherapie begonnen werden. Die
Therapiedauer darf funf Jahre nicht unterschreiten [38]. Bei jungen, pramenopausalen
Frauen mit erhéhtem Ruckfallrisiko kann der Einsatz einer Ovarialsuppression mit z. B.
GnRHa oder eine bilaterale Ovarektomie erwogen werden [39]. Bei postmenopausalen
Patientinnen sollte ein Aromatasehemmer Bestandteil der endokrinen Therapie sein
[39].
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1.1.4.4 Anti-HER2-Therapie (Trastuzumab)

Bei Tumoren mit HER2-Uberexpression und einem Durchmesser = 1cm gehért
zusatzlich zur (neo-)adjuvanten Chemotherapie die Behandlung mit Trastuzumab —
einem monoklonalen humanisierten Antikdrper — zur Standardtherapie [12,32]. HER2-
Uberexpression liegt vor, wenn ein immunhistochemischer Score 3+ oder 2+ mit HER2-
Genamplifikation im FISH nachgewiesen wurde. Die AGO (Arbeitsgemeinschaft
Gynakologische Onkologie) empfiehlt sogar ab einer Tumorgréfle = 0,5 cm bei pNO
eine Therapie mit Trastuzumab [9,32]. Die Gesamttherapiedauer sollte ein Jahr
betragen [12,40].

1.1.4.5 Adjuvante Radiotherapie

Alle Patientinnen — auch mit nodal-negativem Lymphknotenstatus — konnen nach BET
ein Lokalrezidiv entwickeln. Zur Optimierung der lokalen Tumorkontrolle stellt die
adjuvante Strahlentherapie die wichtigste Methode dar und kann das Risiko eines
lokoregionalen Rezidivs nachhaltig entscharfen [41]. In den Studien von Clarke et al.
und Corradini et al. konnte ein vermindertes Vorkommen von Rezidiven bei bestrahlten
Patientinnen beobachtet werden, was die Effektivitat der Methode klar belegt [41,42].
Dementsprechend ist eine Bestrahlung der betroffenen Brust nach BET gemaf
aktueller Leitlinienempfehlungen unerlasslich [12].

Auch nach Mastektomie senkt die adjuvante Strahlentherapie das Risiko der
Entstehung eines lokoregionaren Rezidivs [43]. Entsprechend der aktuellen S3-Leitlinie
2017 sollten Patientinnen mit folgenden Risikofaktoren eine adjuvante Radiotherapie
erhalten [12]:

- pT4

- pT3 pNO RO bei Vorliegen von Risikofaktoren (Lymphgefalinfiltration, G3,
pramenopausal, Alter < 50 Jahre)

- mehr als drei befallene axillare Lymphknoten

- bei 1 — 3 befallenen Lymphknoten, wenn ein erhdhtes Rezidivrisiko vorliegt

- R1-/R2-Resektion und fehlender Nachresektionsmaoglichkeit [12].
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1.2 Tumorbiologie der malignen Transformation, Tumorinvasion und Metastasierung

Bereits 2010 beschrieben Hanahan und Weinberg die sogenannten ,Hallmarks of
Cancer” als Markenzeichen, welche zur neoplastischen Transformation notwendig sind
[44]. Eine Neuerung der Beschreibung erfolgte 2011. Die sechs Kennzeichen
(»hallmarks®) setzen sich wie folgt zusammen:

- Proliferation (sustaining proliferative signaling)

- Unempfindlichkeit gegentuber Wachstumsinhibitoren (evading growth suppressors)

- Auslosen von Invasion und Metastasierung uber epithelial-mesenchymale

Transitionsprogramme (EMT) (activating invasion and metastasis)

- Unbegrenzte Replikationsfahigkeit (enabling replicative immortality)

- Bildung neuer BlutgefalRe (inducing angiogenesis)

- Apoptose (resisting cell death) [44].

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing p Activating invasion
angliogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Abbildung 2: Hallmarks of Cancer (Hanahan und Weinberg 2016) [44]

Zudem wurden von Hanahan und Weinberg neu aufkommende Merkmale (emerging
hallmarks) beschrieben, welche vor allem durch steigendes Interesse in der Forschung
auf sich aufmerksam machten:

- Deregulation der zellularen Energiekontrolle (deregulating cellular energetics)

- Gestorte Detektion oder Zerstorung von Tumorzellen durch das Immunsystem

(avoiding immune destruction).
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Abbildung 3: Emerging Hallmarks und Enabling Characteristics (Hanahan und Weinberg 2016) [44]

Diese Merkmale (,hallmarks®) stellen erworbene funktionelle Eigenschaften der
Tumorzellen dar, welche es den Krebszellen erlauben zu Uberleben, zu proliferieren
und zu disseminieren. Die Aneignung dieser Eigenschaften wird ermoglicht durch
bestimmte Eigenarten in Tumorzellen und -gewebe (,enabling characteristics®).

Zum einen bietet die genetische Instabilitat (genome instability and mutation) in
Krebszellen die Moglichkeit fur Mutationen und chromosomale Neuordnung, welche
wiederum den Erwerb von ,hallmark®-Eigenschaften begunstigt.

Zum anderen wird durch die inflammatorische Beschaffenheit in pramalignen Lasionen
die Tumorprogression begunstigt [44].

Abbildung 4 zeigt regulatorische Schaltkreise, welche in normalen gesunden Zellen
ebenfalls vorhanden sind. In Krebszellen fuhrt die Umprogrammierung dieser
Schaltkreise zum Erwerb von ,hallmark®-Eigenschaften. Zwischen den einzelnen
Schaltkreisen, welche die jeweiligen ,hallmark®-Eigenschaften generieren, bestehen,
wie in Abbildung 4 ersichtlich, ausgepragte Uberlappungen. So ist es nicht
verwunderlich, dass ein einzelnes onkogenes Ereignis mehrere ,hallmark®-

Eigenschaften begunstigen kann.
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Abbildung 4: Intrazellulare Signalregulation der Krebszelle (Hanahan und Weinberg 2016) [44]

Ein wichtiger Aspekt ist zudem, dass Tumore nicht langer als eine isolierte Anhaufung
schnell proliferierender Zellen betrachtet werden sollten. Vielmehr bestehen sie aus
unterschiedlichen Zellen (z.B. Cancer Stem Cells, Immun Inflammatory Cells, Cancer-
Associated Fibroblasts), welche miteinander kommunizieren und zusammen ein
komplex interagierendes Gewebe bilden. Tumorgewebe setzt sich mitnichten nur aus
Tumorzellen zusammen, sondern enthalt auch normale Zellen (wie beispielsweise
Fibroblasten, Makrophagen, Endothelzellen) sowie eine eigene extrazellulare Matrix
(ECM) [44]. Die Vielzahl an nicht-neoplastischen Zellen, die ein Tumor enthalt, sind
beispielsweise an der Bildung eines Tumor-assoziierten Stromas, welches eine
optimale Mikroumgebung fur Tumorwachstum, Infiltration und Ausbreitung darstellt,
beteiligt [44].
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Abbildung 5: Zellen der Tumormikroumgebung (Hanahan und Weinberg 2016) [44]

Gerade im Zusammenhang der Betrachtungen beim invasiven Mammakarzinom
spielen die Fahigkeiten des Tumors zur Infiltration und Zersetzung der extrazellularen

Matrix eine SchllUsselrolle.

1.3 Ziel dieser Arbeit

Das uPA/PAI-1 Proteasensystem besitzt Ansatzpunkte an verschiedenen funktionellen
Zielstrukturen und kann pathophysiologische Kaskaden anstof3en, welche fur
Tumorprogression, -invasion und -migration von zentraler Bedeutung sind. Neben ihrer
Bedeutung bei der Zersetzung der extrazellularen Matrix haben uPA/PAI-1 Effekte,
welche den Erwerb der ,hallmark®-Eigenschaften wie Proliferation, Hemmung der
Apoptose und Angiogenese betreffen. Es ist deshalb nicht Gberraschend, dass
uPA/PAI-1 prognostische Bedeutung fir viele Krebsarten besitzen. Beim invasiven
Mammakarzinom wird die Bestimmung der Proteasen sogar in Leitlinien empfohlen
[28].

Zirkulierende Tumorzellen im Blut und disseminierte Tumorzellen im Knochenmark
werden als Ursprung fur die Entstehung entfernter Metastasen betrachtet. Obwohl
deren Bestimmung im klinischen Routinebetrieb noch keinen Einzug erfahren hat,
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konnte die prognostische und klinische Bedeutung in mehreren Studien belegt werden,
insbesondere bei invasiven Tumoren der Brust [29].

Die Zielsetzung dieser retrospektiven Studie ist es Zusammenhange und Interaktionen
zwischen dem uPA/PAI-1 Proteasensystem und dem Auftreten von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark beim Mammakarzinom zu identifizieren.

Des Weiteren soll neben etablierten Prognosefaktoren wie TNM-Klassifikation, Grading
und Ostrogen-/ Progesteronrezeptorstatus die pradiktive Wertigkeit von uPA/PAI-1 in

Verbindung mit disseminierten Tumorzellen im Knochenmark untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 480 Patientinnen mit primarem Mammakarzinom in die Studie
eingeschlossen. Bei jeder Patientin wurden vor Beginn der eigentlichen Operation in
Narkose Knochenmarkaspirate aus beiden Beckenkdmmen abgenommen. Parallel
wurden am entnommenen Tumor die uPA/PAI-1 Gewebekonzentrationen bestimmt.
Alle Patientinnen erhielten zudem eine vollstandige klinische und pathologische TNM-
Klassifikation der UICC sowie ein histopathologisches Grading des Primartumors. Eine
vollstandige Registrierung und Nachbeobachtung aller Patientinnen wurde durch das

Tumorzentrum Augsburg erhoben.

2.2 Nachbeobachtung und Follow-up

Aktuelle Follow-up-Daten wurden vom Tumorzentrum Augsburg bereitgestellt und
anschliefend ausgewertet. Um eine hohe Qualitat und Validitat der Daten
sicherzustellen, wurde die Nachbeobachtung der Patientinnen zusatzlich erganzt durch
Einsicht der Akten aus dem elektronischen Krankenhausinformationssystem (ORBIS)
des Klinikums Augsburg. Dabei wurden insbesondere die folgenden Faktoren einer
exakten Uberpriifung unterzogen und ggf. korrigiert:
- das krankheitsfreie Uberleben
- das Gesamtuberleben
- nicht gemeldete Sterbefalle
- sekundare Therapieanderungen wie z. B. zusatzliche operative bzw. adjuvante
Therapien, welche zunachst abgelehnt, jedoch im Verlauf doch durchgefuhrt
wurden
- fehlende bzw. ausstehende histopathologische Klassifizierungen.
Der Beobachtungszeitraum ergab sich von 1999 bis 2014.
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2.3 Beratungskommission fur klinische Studien

Als retrospektive Studie wurde das Forschungsvorhaben unter Berlcksichtigung der
Schweigepflicht und Datenschutzbestimmungen bei der Beratungskommission fur
klinische Forschung (BKF) am Klinikum Augsburg beantragt. Es bestanden keine
ethischen oder juristischen Einwande.

2.4 uPA/PAI-1 Untersuchungsverfahren

Das Untersuchungsverfahren bestand im Prinzip aus drei Teilen:
1. Mechanische Auftrennung des Tumorcytosols
2. Bestimmung der uPA/PAI-1 Konzentrationen mithilfe des Femtelle® uPA/PAI-1-
Kits (Fa. Sekisui Diagnostics)
3. Gesamtproteinbestimmung mithilfe BCA™ Protein Assay Kit (Fa. Pierce)

Nach mechanischer Freisetzung des Tumorcytosols und dessen Abtrennung durch
Zentrifugation wurde aus dem verdiinnten Uberstand das Gesamtprotein mit einem
empfindlichen, von Triton nicht beeinflussten, colorimetrischen Proteinassay bestimmt.
Der weitere Uberstand wurde verdiinnt und die Konzentrationen von uPA und PAI-1
wurden in verschiedenen beschichteten Mikrotiterplatten (mit anti-uPA bzw. anti-PAI-1)
nach dem Sandwich-Prinzip ermittelt.

Die Befunde wurden als ng uPA/mg Protein bzw. ng PAI-1/mg Protein als
Gewebekonzentration mitgeteilt. Folglich wurde der Anteil der uPA/PAI-1 Konzentration
zur Proteinkonzentration im Tumorcytosol bestimmt. Beide Grofden wurden durch die

entsprechenden Test-Kits exakt bestimmt.

Material und Losungen

- anti-human uPA IgG beschichtete Mikrotiterplatten (farblos)

- anti-human PAI-1 1gG beschichtete Mikrotiterplatten (rot markiert)

- 6 Flaschchen uPA Standard mit in ng/ml kalibriertem uPA (0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0
ng/ml)
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6 Flaschchen PAI-1 Standard mit in ng/ml kalibriertem PAI-1 (0; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5;
10,0 ng/ml)

uPA Detektionsantikdrper: biotinyliertes anti-human uPA (lyophilisiert)

PAI-1 Detektionsantikdrper: biotinyliertes anti-human PAI-1 (lyophilisiert)

uPA Enzym Konjugat, Streptavidin — HRP (60 pl)

PAI-1 Enzym Konjugat, Streptavidin — HRP (60 pl)

Enzymkonjugat Verdinner (lyophilisiert)

PBS Puffer (PBS), pH 7,4

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

Waschpuffer (1 Tute PBS in 900ml dest. Wasser, 4 ml 25%ige Triton X zugeben; auf
1000ml auffullen)

Rinderserum Albumin

Probenpuffer (0,3 g Rinderserum Albumin in 30 ml Waschpuffer)
Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS), pH 8,5 (lyophilisiert)

Peroxidase Substrat (TMB) (11 ml)

0,22 pm gefiltertes deionisiertes H20 (1 1)

Prazisionspipetten: 2 — 20 pl, 100 pl, 20 — 200 pl und 100 — 1000 I mit original
Eppendorf Pipettenspitzen

Multipipetten fur 100 pl und 150 pli

Photometer, Messwellenlange 450 nm bzw. 570 nm

Kryogefalle — 1 ml

Flassiger Stickstoff

Ultrazentrifuge mit Rotor (18.000 Umdrehungen pro Minute)
Ultrazentrifugenrohrchen

Test-Rohrchen — 2 ml

Polystyrolréhrchen — 5 ml

Ultra-Turrax

Schuttler fur Mikrotiterplatten und Reaktionsgefalle

0.5 M H2S0.

BCA Protein Bestimmungstest

Kontrollproben
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2.4.1 Gewebeaufbereitung

Nach dem operativen Eingriff kam das Gewebe ohne Verzdgerung zur weiteren
Begutachtung bzw. Schnellschnittuntersuchung in das Labor der Pathologie. In der
Folge wurde der betroffene Tumor vom Pathologen herausprapariert und vom
umgebenden Fettgewebe befreit. Das gereinigte Gewebe wurde schlieRlich
unverzuglich in flissigem Stickstoff eingefroren.

AnschlieRend wurden etwa 50 — 300 mg des tiefgefrorenen Gewebes mit

1%iger Triton X-100 Lésung (8 ml 25%ige Triton-X 100 in 12 ml dest. Wasser und 180
ml TBS, pH 8,5) suspendiert und mithilfe eines Ultra-Turrax zerkleinert. Um ein
Erwarmen der Suspension zu verhindern, wurde sie max. 10 Sekunden am Sttck unter
Kdhlung im Eiswasserglas gedreht. Dannach wurden die Proben fur 14 — 16 Stunden
(Uber Nacht) vorsichtig im Eppendorfgefal® geschuttelt.

Um die Zelltrummer abzutrennen wurde die Suspension am Folgetag mit 18.000
Umdrehungen fir eine Stunde bei -3° zentrifugiert. Das im Uberstand enthaltene
Tumorcytosol wurde anschliel3end aliquotiert und den weiteren Untersuchungen zur
Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration sowie den uPA/PAI-1 Konzentrationen
zugefuhrt.

Far die Anwendung im ELISA wurde der Gewebeextrakt in Abhangigkeit der
Tumoreinwaage mit Probenpuffer verdiinnt (siehe Tabelle 4). Die Verdinnung erfolgte
unter Eiskihlung mit kaltem Probenpuffer in Polystyrolrohrchen. Die verdinnten
Cytosole wurden anschlielend direkt im uPA/PAI-1 Ansatz eingesetzt (siehe Kapitel
2.4).
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Tumoreinwaage 0,005 - 0,015 Gramm

Verdinnung 1: 3

Verilinnung 1: 12

Durchfiihrung

200 pl Cytosol + 400 pl Probenpuffer

150 ml 1:3 verd. Cytosol + 450 pl Probenpuffer

Tumoreinwaage 0,015 - 0,025 Gramm

Verdiinnung 1: 6

Verdlinnung
1:31

Durchfiihrung

100 pl Cytosol + 500 yl Probenpuffer

20 pl Cytosol + 600 pl Probenpuffer

Tumoreinwaage 0,025 - 0,050 Gramm

Verdiinnung 1: 11

Verdiinnung 1 : 51

Durchfiihrung

50 pl Cytosol + 500 pl Probenpuffer

10 pl Cytosol + 500 pl Probenpuffer

Tumoreinwaage 0,05 - 0,5 Gramm

Verdiinnung 1: 21

Verdiinnung 1 : 101

Durchfiihrung

25 pl Cytosol + 500ul Probenpuffer

10 pl Cytosol + 1000 pl Probenpuffer

Tumoreinwaage > 0,5 Gramm

Verdiinnung 1 : 201

Verdiinnung 1 : 401

Durchfiihrung

10 pl Cytosol + 2000 pl Probenpuffer

10 pl Cytosol + 4000 pl Probenpuffer

Tabelle 4: Cytosolverdiinnung in Abhangigkeit zur Tumoreinwaage

2.4.2 uPA/PAI-1 Bestimmung

2.4.2.1 Prinzip der uPA/PAI-1 Bestimmung

Femtelle und damit die Bestimmung der uPA/PAI-1 Spiegel im Gewebe mit bekannter
Proteinkonzentration beruht auf dem Prinzip von hochspezifischen monoklonalen Maus-
Fangerantikorpern, die gegen humanes uPA oder PAI-1 gerichtet sind. Die
Tumorextrakte wurden zur Bindung des Antikorpers, welcher sich in den Vertiefungen
der Mikrotiterstreifen befand, auf diesen Uber Nacht inkubiert.

Nach Waschen der Proben wurde der biotinylierte Zweitantikorper, welcher wiederum
gegen anti-human uPA bzw. anti-human PAI-1 gerichtet war, zur Detektion
hinzugegeben. Nach kurzer Inkubationszeit konnte dieser mit einem Streptavidin-
Meerrettichperoxidase (HRP) Konjugat sichtbar gemacht werden. AnschlieRend war es
noch notwendig, das Substrat 3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin Perborat (TMB)
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hinzuzugeben, das durch HRP umgewandelt wurde und so zu einer Blaufarbung fuhrte.
Nach Zugabe von Schwefelsdure wurde die Reaktion beendet und die Farbung schlug
von blau nach gelb um. Die uPA und PAI-1 Konzentrationen wurden durch Messung
der optischen Dichte bei 450 nm mithilfe der ebenfalls bei 450 nm ermittelten
Standardkurve abgelesen.

2.4.2.2 Durchfuhrung des Assays

Die Testdurchfiihrung des Femtelle uPA/PAI-1 gliederte sich in zwei Tage. Am ersten
Tag wurden je 100 pl des uPA/PAI-1 Standards, der Kontrolle und naturlich der zu
untersuchenden, verdinnten Gewebeprobe in die entsprechenden Vertiefungen des
Mikrotiterstreifens gegeben. Die Vertiefungen waren mit Anti-uPA bzw. Anti-PAI-1
beschichtet und wurden Uber Nacht bei +4° in der feuchten Kammer inkubiert. Es wurde
immer eine Doppelbestimmung vorgenommen. Am Mikrotiterstreifen ergab sich damit

eine fixe Anordnung nach dem untenstehenden Schema (siehe Tabelle 5).

1 2
A Std 0 Std 4
B Std 0 Std 4
C Std 1 K1
D Std 1 K1
E Std 2 P1 (Verdinnung 1)
F Std 2 P1 (Verdinnung 1)
G Std 3 P1 (Verdinnung 2)
H Std 3 P1 (Verdinnung 2)

Tabelle 5: Plattenschema fiir uPA bzw. PAI-1 (Std=Standard; K=Kontrolle; P=Gewebeextrakt)
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Am zweiten Tag wurde der Inhalt des Mikrotiterstreifens verworfen und die Platte
viermal mit Waschpuffer gewaschen. Es wurden je 100 pl des uPA Detektionsanti-
korpers in die uPA beschichteten Vertiefungen bzw. 100 pl des PAI-1 Detektionsanti-
korpers in die PAI-1 beschichteten Vertiefungen gegeben und wiederum nach
Abdeckung eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Verwerfen des
Inhalts und viermaligem Waschen mit Waschpuffer wurden je 100 ul des verdinnten
uPA bzw. PAI-1 Enzymkonjugats in die entsprechenden Vertiefungen pipettiert. Das
verdunnte Enzymkonjugat erhielt man, indem man bereits zuvor 2 yl Enzymkonjugat in
2 ml Verduinnungslosung gab. Nach erneutem Abdecken und Inkubation fur eine
Stunde bei Raumtemperatur wurden die Inhalte verworfen und viermal mit Waschpuffer
gewaschen. Danach erfolgte noch die Zugabe von je 100 pl Substratlosung in jede
Vertiefung. Unter erneutem Abdecken und Inkubation fur 20 Minuten bei Raum-
temperatur kam es zur Reaktion mit Blaufarbung. Die Reaktion wurde schlielich durch
Zugabe von 50 pl 0.5 M H,SO, beendet, was zu einem Farbumschlag nach gelb fuhrte.
Die anschliefende Messung der optischen Dichte erfolgte bei 450 nm. Mithilfe der
Standardproben erhielt man eine annahernd lineare Standardkurve, welche als
Bezugspunkt fur die Messwerte der Patientinnenproben diente. Nach Messung des
entsprechenden Extinktionswertes fur die Kontrolle und die Probe konnte die
entsprechende uPA bzw. PAI-1 Konzentration einfach abgelesen werden. Um die uPA
bzw. PAI-1 Konzentration des Gewebeextraktes zu erhalten, musste der Probenwert
nur noch entsprechend der vorangegangenen Verdinnung multipliziert werden, da der
Gewebeextrakt zuvor ja entsprechend der Tumoreinwaage verdunnt in die Mikrotiter-
platten gegeben wurde. Um die uPA und PAI-1 Konzentrationen in ng/mg Gesamt-
protein zu erhalten, mussten die uPA und PAI-1 Werte (ng/ml) durch die Gesamt-
proteinkonzentration (mg/ml) des Gewebeextraktes (siehe unten) geteilt werden.

2.4.3 Gesamtproteinkonzentration

Die Gesamtproteinkonzentration der Gewebeextrakte wurde mit dem BCA Proteintest
von Pierce bestimmt, da dieser Test nicht durch Detergenzien gestort und durch
Triton X-100 Konzentrationen bis zu 1 % nicht beeinflusst wird. Der Test basiert auf
dem Umstand, dass Proteine mit Cu* in alkalischen Lésungen einen Komplex bilden
(Biuret-Reaktion). Cu** wird im Komplex zu Cu'" reduziert. Cu™ bildet mit
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Bicinchinon-Saure (BCA) einen violetten Farbkomplex. Entsprechend kann die
Absorption dieses Farbkomplexes bei 570 nm gemessen werden.

Zur Bestimmung des Proteingehalts des verdinnten Tumorcytosols wurden 50 pl in
Mikrotiterplatten pipettiert und Uber Nacht mit 150 ul BCA-Reagenz von Pierce bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde die Extinktion des Farbkomplexes bei
570 nm gemessen.

2.5 Knochenmarkaspiration

llium /
Os sacrum x =

Arcus pubis

Abbildung 6: Punktionsstellen zur Knochenmarkaspiration. Beide Beckenkdmme wurden im Rahmen der Knochenmarkbiopsie
punktiert [45].

Die Knochenmarkaspiration an beiden Beckenkdmmen wurde in Intubationsnarkose vor
Beginn der Operation des Primartumors durchgefiihrt. Um aseptische
Punktionsbedingungen zu schaffen, wurde die Punktionsstelle mit ausreichend
gefarbter kodan®-Tinktur forte und farbloser octeniderm®-Losung desinfiziert. Nach
kleiner Hautinzision wurde mit einer entsprechenden Knochenmarkaspirationsnadel der

Beckenkamm punktiert. Eine Kontamination mit epithelialen Hautzellen konnte dadurch
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verhindert werden. Das gewonnene Aspirat wurde in Heparin-beschichteten Réhrchen
unverzuglich zur weiteren Aufarbeitung ins pathologische Institut gebracht.

Alle Patientinnen wurden vor der Punktion Uber etwaige Risiken wie Infektion und
Blutung an den Punktionsstellen, Osteomyelitis, Verletzungen von angrenzenden
Strukturen (z. B. Beckengefalde) ausfuhrlich aufgeklart. Fir die Knochenmarkpunktion
sowie die weiteren wissenschaftlichen Untersuchungen wie sie in Kapitel 2.6

beschrieben werden, bestand eine schriftliche Einwilligung.

2.6 Bestimmung Cytokeratin-positiver Zellen aus dem Knochenmark

Die Bestimmung von Cytokeratin-postiven Zellen teilte sich prinzipiell in zwei
Arbeitsgange auf.

1. An Tag 1 wurde zur Herstellung eines Cyfospins das enthommene Knochenmark
aufbereitet und mehrmals zentrifugiert.

2. An Tag 2 erfolgte die eigentliche immunhistochemische Farbung mit Bindung
des Cytokeratin-Antikdrpers an die entsprechenden Bindungsstellen.
AnschlieRend wurden Cytokeratin-positive Zellen mithilfe der APPAP-Methode
sichtbar gemacht.

Material und Losungen

- Mouse Anti-Cytokeratin No. 18, monoclonal Antibody (Fa. Chemicon)
- AB-Serum (Fa. Biotest)

- Rabbit-Anti-Mouse IgG Bruckenantikérper (Fa. Sigma)

- APAAP Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase
- PBS-Puffer (10fach konzentriert), pH 7,6

- Neufuchsinsubstratlosung

- Objekttrager SuperFrost 76x26 (Fa. Menzel)

- Markierstift DakoCytomation Pen (Fa. Dako)

- Deckglaser 24x32 (Fa. Menzel)

- Faltenfilter 595 %

- Faltenfilter 593 %

- Zytozentrifuge (Fa. Hettich, Tuttlingen)

- Ficoll-Hypaque Lésung
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- Erylysepuffer
- Aceton

- Variable Pipette, Becherglaser, Kuvetten, Messzylinder, Glasflaschen, Trichter

2.6.1 Aufbereitung des Knochenmarks und Herstellung eines Cytospins

Das entnommene Knochenmark wurde zunachst zusammen mit PBS gewaschen.
Dabei wurden circa 5 ml Knochenmark pro Rohrchen mit PBS aufgefullt und
anschlie3end fur circa zehn Minuten ohne Bremse mit 180 g zentrifugiert. Das im
Uberstand enthaltene Fett und PBS wurden abpipettiert und verworfen. Im Anschluss
wurde das Sediment mit PBS resuspendiert.

Schlief3lich wurden mononukleare Zellen, welche die Cytokeratin-positive Zellfraktion
enthielten, mithilfe der Ficoll-Hypaque Dichtegradientenzentrifugation (Dichte 1,077 g
pro mol, 30 Minuten bei 900 g) isoliert. Dabei wurden in ein zweites Réhrchen circa 5 ml
Ficolllosung vorgelegt und mit der Suspension aus dem ersten Rohrchen Uberschichtet.
Nach der Zentrifugation erschienen die mononuklearen Zellen unterhalb des roten
Ringes (Interphase-Ring). Diese wurden abpipettiert, einem spitzkonischen Réhrchen
zugefiihrt und nochmals mit 540 g fiir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
erneut verworfen.

Im Anschluss wurden circa 1 — 5 ml Erylysepuffer zum Zellsediment zugegeben. Die
Einwirkzeit betrug funf Minuten. Nach Auffullen mit PBS wurde erneut bei 540 g fur
zehn Minuten ohne Bremse gewaschen und der Uberstand entfernt.

Die Gesamtzellzahl der Suspension wurde in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Das Gesamtvolumen wurde mit einer Pipette gemessen. Im abgenommenen

Aspirationsvolumen sollten sich immer 1x10° Zellen befinden.

Volumen (ml) Zellzahl (n)

Gesamtvolumen (mit Pipette bestimmt) Gesamtzellzahl (in der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt)

Aspirationsvolumen (unbekannt x) 1x10° Zellen

Tabelle 6: Berechnungsschema fiir das Aspirationsvolumen
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Damit waren drei Gro3en einer Verhaltnisgleichung vorhanden. Das Aspiration-
volumen, in dem sich exakt 1x10° Zellen befanden, konnte einfach berechnet werden.
Es galt folgende Formel:

Gesamtvolumen (ml)

Aspirati | 1) = 1x10°
spirationsvolumen (ml) 0 Gosamizellzahi

Nachdem insgesamt vier Objekttrager beschichtet wurden, wurde die vierfache Menge
Aspirationsvolumen abgezogen, gleichermal3en auf vier Objekttrager verteilt und in der
Folge in einer Zytozentrifuge (Fa. Hettich) zentrifugiert (150 g fur funf Minuten). Auf
einem Objekttrager waren somit immer ungefahr eine Million Zellen vorhanden.

AnschlieRend liel® man die Praparate fur einen Tag bei Raumtemperatur trocknen.

2.6.2 Immunhistochemischer Nachweis von Cytokeratin-positiven Zellen

Der Nachweis epithelialer Zellen im Cytospin erfolgte durch immunhistochemische
Farbung mithilfe eines Antikérpers gegen Cytokeratin 18 [Clone CK18 (Clone CK2),
1:100; Fa. Chemicon, Hofheim, Germany]. Dieser Mausantikorper stellt einen IgG-
Antikorper dar und bindet spezifisch an menschliches Cytokeratin No. 18.

Zuvor wurden die uber Nacht getrockneten Cytospins fur zehn Minuten mit Aceton
fixiert und anschliefend dreimal mit PBS gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen
wurden mit 200 yl AB-Serum/PBS (Verdinnung 1:10) blockiert.

Im Anschluss wurden 200 ul Antikérperlésung aufgetragen und die Objekttrager fir 45
Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurde die Antikorperbindung
mithilfe der Alkalische-Phosphatase-anti-Alkalische-Phosphatase- (APAAP-) Technik
sichtbar gemacht. Auf die Objekttrager wurden zunachst fir 30 Minuten 200 pl
Bruckenantikorperlosung aufgetragen. Der Bruckenantikorper band sowohl mit dem
Primarantikorper als auch mit dem im Anschluss aufgetragenen APAAP-Komplex.
Briickenantikrper wurden zudem im Uberschuss zugefligt. Dadurch band nur eine
Halfte seines Fab-Fragments an dem Primarantikorper. Die andere Halfte blieb frei zur
Bindung an den Antikorper des APAAP-Komplexes.

Anschlielend wurden die Objekttrager dreimal mit PBS gewaschen und schlief3lich
200 pl APPAP-L6sung fur 30 Minuten aufgetragen. Nach erneutem Waschen mit PBS
erfolgte die Inkubation mit Neufuchsinsubstratlosung in der Farbekulvette fur
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20 Minuten. Die Objekttrager wurden daraufhin erneut mit PBS gewaschen und
anschlie3end eingedeckelt.

Cytokeratin-positive Zellen wurden dann manuell durch eine erfahrene, spezialisierte,
unabhangige Person bewertet. Alle positiven Falle wurden durch einen
Hamatoonkologen bestatigt.

A B

25 pm

Abbildung 7: Positivfarbung von dCK+ Zellen (Antikorper: [Clone CK18 (Clone CK2), 1:100; Fa. Chemicon, Hofheim, Germany])

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der gesammelten Daten erfolgte mit dem
Statistikprogramm Sigma Plot 13.0 der Firma Systat Software Inc. [San Jose, USA]. Als
statistischer Test wurde bzgl. der Abhangigkeit kategorialer Daten der Chi-Quadrat-Test
zugrunde gelegt.

Fir Uberlebensanalysen wurde entweder der Logrank-Test oder der Gehan-Breslow-
Test verwendet, zudem wurden Kaplan-Meier-Kurven errechnet.

Far Multivariantanalysen zur Bestimmung von krebsspezifischen Eigenschaften wurde

die Cox-Regressionsmethode zugrunde gelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Datenuberblick

Ergebnisse

complete  Positive dCK+  Negative dCK*  UPApos.n=  UPAnegn=260 PAl1pos.n=  PAl1neg.n=
480 (100%) (23%) (77%) 220 (46%) (54%) 326 (68%) 154 (32%)
Age
<51 years 115 (24%) 27 (25%) 88 (24%) 50 (23%) 65 (25%) 78 (24%) 37 (24%)
51 - 58 years 76 (16%) 19 (17%) 57 (15%) 39 (18%) 37 (14%) 50 (15%) 26 (17%)
59 - 66 years 129 (27%) 28 (25%) 101 (27%) 58 (26%) 71 (27%) 84 (26%) 45 (29%)
67 - 75 years 111 (23%) 25 (23%) 86 (23%) 51 (23%) 60 (23%) 78 (24%) 33 (21%)
> 75 years 49 (10%) 11 (10%) 38 (10%) 22 (10%) 27 (10%) 36 (11%) 13 (8%)
p=0.9 n.s p=0.8 n.s. p=0.8 n.s.
T-Stage
pT1 244 (51%) 52 (47%) 192 (52%) 116 (53%) 128 (49%) 166 (51%) 78 (51%)
pT2 191 (40%) 45 (41%) 146 (39%) 88 (40%) 103 (40%) 133 (41%) 58 (38%)
pT3 33 (7%) 11 (10%) 22 (6%) 11 (5%) 22 (8%) 20 (6%) 13 (8%)
pT4 11 (2%) 1(1%) 10 (3%) 4. (2%) 7 (3%) 7(2%) 4 (3%)
unknown 1(0%) 1(1%) 0 (0%) 1(0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(1%)
p=0.1n.s. p=0.4 n.s. p=0.5n.s.
Grading
G1 45 (9%) 11 (10%) 34 (9%) 14 (6%) 31 (12%) 31 (10%) 14 (9%)
G2 275 (57%) 61 (55%) 214 (58%) 111 (50%) 164 (63%) 172 (53%) 103 (67%)
G3 157 (33%) 37 (34%) 120 (32%) 94 (43%) 63 (24%) 122 (37%) 35 (23%)
unknown 3 (1%) 1(1%) 2 (1%) 1(0%) 2 (1%) 1(0%) 2 (1%)
p=0.9 n.s p<0.001 sign. p<0.007 sign.
Node Status
pNO 249 (52%) 53 (48%) 196 (53%) 112 (51%) 137 (53%) 171 (52%) 78 (51%)
pN1 148 (31%) 30 (27%) 118 (32%) 73 (33%) 75 (29%) 103 (32%) 45 (29%)
pN2 47 (10%) 10 (9%) 37 (10%) 22 (10%) 25 (10%) 29 (9%) 18 (12%)
pN3 29 (6%) 15 (14%) 14 (4%) 10 (5%) 19 (7%) 19 (6%) 10 (6%)
unknown 7 (1%) 2 (2%) 5(1%) 3 (1%) 4. (2%) 4 (1%) 3 (2%)
p<0.005 sign. p=0.6 n.s. p=0.8 n.s.
UICC-stage
stage | 147 (31%) 33 (30%) 114 (31%) 61 (28%) 86 (33%) 95 (29%) 52 (34%)
stage IIA 167 (35%) 30 (27%) 137 (37%) 84 (38%) 83 (32%) 121 (37%) 46 (30%)
stage 1IB 68 (14%) 15 (14%) 53 (14%) 32 (15%) 36 (14%) 45 (14%) 23 (15%)
stage IlIA 46 (10%) 10 (9%) 36 (10%) 22 (10%) 24 (9%) 29 (9%) 17 (11%)
stage 11IB 2 (0%) 1(1%) 1(0%) 0 (0%) 2 (1%) 2(1%) 0 (0%)
stage IlIC 27 (6%) 11 (10%) 16 (4%) 9 (4%) 18 (7%) 17 (5%) 10 (6%)
stage IV 21 (4%) 9 (8%) 12 (3%) 11 (5%) 10 (4%) 16 (5%) 5 (3%)
unknown 2 (0%) 1(1%) 1(0%) 1(0%) 1(0%) 1(0%) 1(1%)
p=0.038 sign.* p=0.352 n.s.* p=0.437 n.s.*
Chemotherapy
yes 292 (61%) 66 (60%) 226 (61%) 149 (68%) 143 (55%) 211 (65%) 81 (53%)
no 144 (30%) 35 (32%) 109 (29%) 52 (24%) 92 (35%) 83 (25%) 61 (40%)
unknown 44 (9%) 9 (8%) 35 (9%) 19 (9%) 25 (10%) 32 (10%) 12 (8%)
p=0.7 n.s. p<0.01 sign. p<0.007 sign.
Estrogen
negative 57 (12%) 14 (13%) 43 (12%) 35 (16%) 22 (8%) 46 (14%) 11 (7%)
positive 419 (87%) 94 (85%) 325 (88%) 183 (83%) 236 (91%) 278 (85%) 141 (92%)
unknown 4 (1%) 2 (2%) 2 (1%) 2 (1%) 2 (1%) 2(1%) 2 (1%)
p=0.4n.s. p=0.04 sign. p=0.06 n.s.
Progesteron
negative 63 (13%) 15 (14%) 48 (13%) 40 (18%) 23 (9%) 52 (16%) 11 (7%)
positive 413 (86%) 93 (85%) 320 (86%) 178 (81%) 235 (90%) 272 (83%) 141 (92%)
unknown 4 (1%) 2 (2%) 2 (1%) 2 (1%) 2 (1%) 2 (1%) 2 (1%)
p=0.4 n.s. p=0.01 sign. p=0.023 sign.
HER2-Status
negative 362 (75%) 82 (75%) 280 (76%) 158 (72%) 204 (78%) 236 (72%) 126 (82%)
positive 107 (22%) 26 (24%) 81 (22%) 57 (26%) 50 (19%) 84 (26%) 23 (15%)
unknown 11 (2%) 2 (2%) 9 (2%) 5 (2%) 6 (2%) 6 (2%) 5 (3%)
p=0.8 n.s. p=0.2 n.s. p=0.022 sign.

Tabelle 7: Klinisch-pathologische Charakteristika der Studienpopulation
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Tabelle 7 beschreibt die Studienpopulation nach etablierten klinischen Parametern.
Insgesamt wurden 480 Patientinnen in die Studie eingeschlossen. Der
Beobachtungzeitraum lag zwischen 1999 und 2014 (fir 80 % der Patientinnen
zwischen 2003 und 2006).

Der Nachweis von dCK+ Zellen im Knochenmark war mit dem Vorkommen von
Lymphknotenmetastasen signifikant verbunden (p=0,005).

Beide Proteasen uPA und PAI-1 korrelierten mit dem Tumorgrading (p<0,001 bzw.
p<0,007) und einem negativen Progesteronrezeptorstatus (p=0,01 bzw. p=0,023).
Zudem korrelierten uPA positive Falle mit negativem Ostrogenrezeptorstatus (p=0,04),
fur PAI-1 konnte lediglich ein Trend, der allerdings keine Signifikanz erreichte,
dokumentiert werden (p=0,06). AuRerdem bestand ein statistischer Zusammenhang
zwischen HER2/neu-Status und PAI-1 (p=0,022).

Patientinnen mit erhohten uPA bzw. PAI-1 Spiegeln wurden in den meisten Fallen einer
systemischen Chemotherapie zugefuhrt (p<0,01 bzw. p=0,007). In 52 bzw. 83 Fallen
wurde trotz erhohter uPA bzw. PAI-1 Tumorgewebekonzentration auf eine systemische

Chemotherapie verzichtet.

Ausgehend von der Studienpopulation wurden diverse Subgruppenanalysen
durchgefuhrt, die sich wie folgt aufteilten:
- 3.2 Untersuchungen am Gesamtkollektiv
- 3.3 Untersuchungen am Kollektiv ohne Chemotherapie (unabhangig vom
Tumorstadium)

- 3.4 Untersuchungen am NO-Kollektiv (unabhangig vom Chemotherapiestatus)

3.5 Untersuchungen am NO-Kollektiv ohne Chemotherapie
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3.2 Untersuchungen am Gesamtkollektiv

3.2.1 Verteilung von dCK+ Zellen in Abhangigkeit von uPA/PAI-1

100 100

80 - 80 4

60 - 60

dCK+ [%]
dCK+ [%]

40 4 40 -

20 u 20 j—l
0 0

PAI-1 pos PAI-1 neg uPA pos uPA neg

I dCK+ pos I dCK+ pos
[ dCK+ neg [ dCK+ neg

Abbildung 8: dCK+ in Abhangigkeit vom PAI-1 bzw. uPA-Status

In der Analyse des gesamten Kollektivs konnte eine positive Korrelation zwischen der
uPA-Einstufung und dem Vorhandensein von dCK+ Zellen im Chi-Quadrat-Test
identifiziert werden. Die dCK+-Rate lag bei 27,7 % im uPA positiven Kollektiv im
Vergleich zu 18,8 % im uPA negativen Patientenkollektiv (p=0,028).

Keine signifikante Korrelation, jedoch ein Trend, zeigte sich in der Analyse der PAI-1
Gewebekonzentration. Die dCK+-Rate lag hier bei 24,2 % fur PAI-1 positives
Tumorgewebe verglichen mit 20,1 % bei PAI-1 negativem Tumorgewebe (p=0,378).
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3.2.2 Kaplan-Meier fur uPA/PAI-1 (Overall Survival)
uPA Gesamtkollektiv PAI-1 Gesamtkollektiv
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uPA high — PAI low

—— uPA low

0,8 4 0,8 4

0,6 06—

Overall Survival

Overall Survival

0,4 4 0,4 4

0,2 4 0,2 4

P =0.739

P=0.191

00 T T

0,0
T T T T T 1 g T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160

Time [months] Time [months]

Abbildung 9: Uberlebenszeit des Gesamtkollektivs in Abhangigkeit vom uPA/PAI-1 Status

Beim Vergleich uPA-positive Patientinnen gegen uPA-negative Patientinnen konnte
kein signifikanter Unterschied im Gesamtuberleben identifiziert werden (p=0,739). Auch
in der PAI-1 positiven Kohorte stellte sich keine signifikante Diskrepanz im Overall
Survival zur PAI-1 negativen Kohorte heraus (p=0,191).
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3.2.3 Kaplan-Meier fur dCK+ Zellen (Overall Survival)

dCK+ Zellen

—— dCK+ neg
—— dCK+ pos
0,8 4

0,6 —|

Overall Survival

0,4 4

02

P=0.810

00 T T

T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Time [months]

Abbildung 10: Uberlebenszeit des Gesamtkollektivs in Abhangigkeit vom Nachweis dCK+ im Knochenmark

In der Gruppe mit Nachweis von dCK+ positiven Zellen im Knochenmark konnte kein
signifikanter Unterschied im Gesamtluberleben zum Kollektiv aus dCK+ negativen

Zellen gefunden werden (p=0,810). Der positive Nachweis von dCK+ Zellen erfolgte in
110 Fallen (23 %).
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3.3 Untersuchungen am Kollektiv ohne Chemotherapie (unabhangig vom
Tumorstadium)

3.3.1 Kaplan-Meier fur uPA/PAI-1 (Overall Survival)
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Abbildung 11: Uberlebenszeit des Kollektivs ohne Chemotherapie in Abhangigkeit vom uPA/PAI-1 Status

Insgesamt haben 144 Patientinnen keine Chemotherapie erhalten. In der Analyse
dieses Subkollektivs konnte ein signifikant schlechteres Uberleben fiir PAI-1 positive
Patientinnen ermittelt werden (p=0,001). Fur das uPA positive Kollektiv ohne
Chemotherapie zeigte sich ebenfalls ein klarer Unterschied im Overall Survival, der
auch Signifikanz erreichen konnte (p=0,016).
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3.3.2 Kaplan-Meier fur dCK+ Zellen (Overall Survival)
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Abbildung 12: Uberlebenszeit des Kollektivs ohne Chemotherapie in Abhéngigkeit vom Nachweis dCK+ im Knochenmark

In den Fallen, die keine Chemotherapie erhalten hatten, waren die dCK+ Zellen nicht fur

das Gesamtuberleben prognostisch relevant. Es zeigte sich kein Unterschied mit
nahezu identischen Kurven (p=0,747).
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3.4 Untersuchungen am NO-Kollektiv (unabhangig vom Chemotherapiestatus)

3.4.1 Kaplan-Meier fur uPA/PAI-1 (Overall Survival)
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Abbildung 13: Uberlebenszeit des NO-Kollektivs in Abhéngigkeit vom uPA/PAI-1 Status

Das NO-Kollektiv umfasste insgesamt 249 Patientinnen. Es wurde erneut ein Trend im
Gesamtlberleben fiir PAI-1 positive Falle sichtbar mit einer mittleren Uberlebenszeit
von 115 (Cl: 108 — 122 Monate) gegenlber 126 Monaten (Cl: 117 — 135 Monate)
(p=0,092). Zudem zeigte sich ein knapp signifikanter Unterschied im Overall Survival
bei uPA positiven gegeniber negativen Fallen im Gehan-Breslow-Test (p=0,031). Beim
Gehan-Breslow-Test werden Todesfalle, die sich am Anfang ereignen, starker
gewichtet. Der Gehan-Breslow-Test erfasst dadurch vor allem Unterschiede, die in der
Nahe des Zeitpunktes Null liegen. Das mittlere Uberleben lag in der uPA negativen

Kohorte bei 123 Monaten (Cl: 116 — 130 Monate) in der uPA positiven Kohorten bei 108
Monaten (CI: 100 — 116 Monate).
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3.4.2 Kaplan-Meier fur dCK+ Zellen (Overall Survival)
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Abbildung 14: Uberlebenszeit des NO-Kollektivs in Abhéngigkeit vom Nachweis dCK+ im Knochenmark
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Abbildung 15: Uberlebenszeit des NO-Kollektivs in Abhéngigkeit vom PAI-1 Status, Double positivity (uPA+, PAI-1+) und Triple
positivity (uPA+, PAI-1+, dCK+cells pos.)

Der Nachweis von dCK+ Zellen war im NO-Kollektiv nicht prognostisch relevant. Es

zeigte sich keine Differenz im Overall Survival bei dCK+ positiven gegeniber dCK+
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negativen Patientinnen (p=0,494). Beim Vergleich des Gesamtiiberlebens von PAI-1
negativen, PAI-1 positiven, PAI-1/uPA positiven (Double positive) und uPA/PAI-1/dCK+
positiven (Triple positive) Kohorten konnte mit einem mittleren Uberleben von

126 Monaten (Cl: 117 — 135 Monate), 115 Monaten (Cl: 108 — 122 Monate), 107
Monaten (CI: 98 — 116 Monate) und 90 Monaten (Cl: 75 — 105 Monate) ein signifikanter
Unterschied ermittelt werden (p=0,045).

3.5 Untersuchungen am NO-Kollektiv ohne Chemotherapie

3.5.1 Korrelation uPA zum Gesamtuberleben (Overall Survival)

uPA - nodal negative without chemotherapy PAI-1 - nodal negative without chemotherapy
10 —— UPA high 10 “"‘iﬁ_:— PAI-1 high
—— uPAlow L STonemennee—e —— PAK low
> ®om
LY
oy
08 — 08 lee
LY *—
- -
e
g K 1
s %8 08 . - ew®
3 =3
w w
w T
) Lese—o o
> > Lepes o
© 04 O o4
02 02
P =0.006 P = 0,004
00 \ T \ T \ T T 1 00 T T T T T T T ]
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Time [months] Time [months]

Abbildung 16: Uberlebenszeit des NO-Kollektivs ohne Chemotherapie in Abhéngigkeit vom uPA/PAI-1 Status

Im NO-Subkollektiv ohne Chemotherapie konnte fur beide Proteasen ein signifikanter
Unterschied im Gesamtuberleben identifiziert werden. Fur uPA positive Patientinnen lag
das mittlere Uberleben bei 91 Monaten (Cl: 78 — 103 Monate) und damit deutlich
schlechter als bei uPA negativen Patientinnen mit einem mittleren Uberleben von 119
Monaten (CIl: 108 — 129 Monate) (p=0,006). Fur PAI-1 lie3 sich eine ahnlich signifikante
Diskrepanz im Gesamtuberleben ermitteln. PAI-1 negative Patientinnen lebten im Mittel
noch 125 Monate (Cl: 114 — 136 Monate), wohingegen PAI-1 positive Patientinnen nur
noch 94 Monate (Cl: 84 — 103 Monate) lebten (p=0,004).
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3.5.2 Kaplan-Meier fur dCK+ Zellen (Overall Survival)

dCK+cells - nodal negative without chemotherapy

1,0
—— dCK + neg
—— dCK+ pos
08 |
S
2 o6
s 0
o §
»
©
[
>
O 04
02 |
P=0617
0.0 T T T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Time [months]

Abbildung 17: Uberlebenszeit des NO-Kollektivs ohne Chemotherapie in Abhéngigkeit vom Nachweis dCK+ im Knochenmark
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Abbildung 18: Uberlebenszeit des NO-Kollektivs ohne Chemotherapie in Abhéngigkeit von Double positivity (uPA+, PAI-1+) und
Triple positivity (uPA+, PAI-1+, dCK+cells pos.)

Disseminierte CK+ Zellen waren in der NO-Subgruppe ohne Chemotherapie nicht
prognostisch ausschlaggebend. Es zeigte sich ein mittleres Uberleben fir dCK+
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positive Patientinnen von 104 Monaten (Cl: 89 — 120 Monate) und fur dCK+ negative
von 112 Monaten (CIl: 101 — 122 Monate) (p=0,617).

Ein erheblicher signifikanter Unterschied im Gesamtuberleben konnte fur Triple positive
(uPA, PAI-1, dCK+) Falle gegenuber Fallen mit weniger als zwei positiven Faktoren
beobachtet werden (p=0,002). Das mittlere Uberleben war mit 76 Monaten (Cl: 56 — 98
Monate) bei Triple positiven Patientinnen deutlich schlechter als bei Patientinnen mit
weniger als zwei positiven Faktoren und einem mittleren Uberleben von 114 Monaten
(Cl: 105 — 123 Monate).

In einer Multivariantanalyse, bestehend aus uPA, PAI-1, dCK+ Zellen, Tumorgrof3e und
Grading, wurden die Tumorgréfe (HR: 3,4; Cl: 1,6 — 7,2) und Triplepositivitat (HR: 9,3;

Cl: 1,1 = 75) als unabhangige prognostische Parameter identifiziert.
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4. Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

4.1.1 Bestimmung Cytokeratin-positiver Zellen

Zur |dentifizierung von Cytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark wurde eine
immunhistochemische Methode unter Zuhilfenahme eines monoklonalen Antikdrpers
gegen Cytokeratin 18 [Clone CK18 (Clone CK2), 1:100; Fa. Chemicon, Hofheim,
Germany] angewandt, welche zur Detektion epithelialer Zellen im Knochenmark bereits
durch mehrere Studien validiert wurde [31,46]. In unserer Studie lag die Pravalenz
epithelialer Zellen bei 22,9 %. Damit befindet sich die Positivrate in dem Bereich,
welcher auch in der Literatur publiziert ist [31]. In den meisten Studien wird Cytokeratin
als Zielantigen verwendet. Grundsatzlich sind zu dessen Detektion verschiedene
Antikérper (A45-B/B3, CK2, AE1AE3) vorhanden, die aber alle durch die
morphologische Klassifikation von positiven Zellen eine hohe Spezifitat im Nachweis
von epithelialen Zellen im Knochenmark besitzen [47].

Prinzipiell besteht zur Beurteilung der Ausbreitung von Mikrometastasen neben
immunhistochemischen Methoden eine Vielzahl anderer Methoden:

- Immunomagnetic bead enrichment
- RT-PCR
- Fluorescence in situ Hybridization

Gerade immunomagnetic bead enrichment bietet einige Vorteile. Das Verfahren
zeichnet sich durch eine leichte Reproduzierbarkeit sowie den geringen zeitlichen
Aufwand (weniger als eine Stunde) aus [48]. Zudem ist es durch eine hohe Spezifitat in
der Lage weniger als zehn Tumorzellen unter 50 Millionen Knochnenmarkzellen zu
erkennen. Ein Nachteil der Methode besteht allerdings darin, dass manche
hamatopoetischen Zellen in der Lage sind, EpCam-Antigen zu exprimieren und damit
die angereicherte Fraktion kontaminieren konnen. Au3erdem kann wahrend der
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epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) ein transienter Rlickgang der EpCam-
Expression nachgewiesen werden. EMT spielt im metastatischen Prozess eine
entscheidende Rolle sowohl wahrend der Migration als auch in der frihen
Postmigrationsphase [44,49].

Das Prinzip der RT-PCR besteht darin, genetische Anderungen, die typisch sind fiir
Krebszellen, nachzuweisen und zu identifizieren. RT-PCR ist sicherlich ein sensitiveres
Verfahren zum Nachweis von disseminierten Tumorzellen als die
immunhistochemischen Verfahren. Es besteht jedoch eine starke Beeintrachtigung
durch falsch positive Proben. Eine niedrige Expression der Zielantigene bzw. der
mRNA-Abschrift (von z. B. Cytokeratin 8/19/20, Carcinoembryonales Antigen oder
HER?2) konnte bei gesunden Freiwilligen wie auch bei Patienten mit hAmatologischen
Malignomen gezeigt werden [50]. Als Ursache dieser unerlaubten Expression von
Zielgenen in intakten Zellen konnte unter anderem eine gesteigerte inflammatorische
Aktivitat identifiziert werden. Des Weiteren konnten die Gegenwart von Pseudogenen
oder eine Kontamination der Proben ebenfalls zu falsch positiven Ergebnissen fuhren
[50].

Die niedrige Spezifitat lasst sich durch den Einsatz von Multimarker-RT-PCR erhohen,
wie Gilje et al. zeigen konnten [51]. Ein Vorteil der Methode nach Gilje besteht ganz
offensichtlich darin, dass mehrere Marker, Keratin 19 (KRT19), TWIST1 und
mammaglobin A (hMAM) verwendet wurden. Mit dem Nachweis des TWIST1-Zielgens
ist zudem ein Marker fur die epitheliale-mesenchymale Transition vorhanden. Aufgrund
der Tatsache, dass eine relativ geringe Ubereinstimmung bzgl. des positiven DTC-
Status zwischen den beiden Methoden besteht, sollten sie eher als gegenseitig
erganzend betrachtet werden [51].

DTC-assoziierte Genuberexpression wie z. B. von erbB2 oder int2 kann zudem mit der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung nachgewiesen werden. Dadurch erhalten
disseminierte Tumorzellen eine zusatzliche Charakterisierung, welche in einigen

Studien sehr vielversprechend beschrieben wird [52].

Zum Nachweis disseminierter Tumorzellen diente zunachst das
Knochenmarkkompartiment, jedoch gelangten mit der Zeit auch andere Kompartimente
zur ldentifizierung von mikrometastatischen Tumorzellen beim primaren

Mammakarzinom, wie das periphere Blut, in den Fokus der Wissenschaft. Rein
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technisch gesehen bietet das Blut zahlreiche Vorteile gegentber
Knochenmarkaspirationen. Eine Blutabnahme stellt eine sehr wenig invasive und wenig
schmerzhafte Methode dar, die in regelmaRigen Abstanden wiederholt werden kann.
Eine Aussage Uber das Ausheilen oder die Gefahr, Mikrometastasen zu entwickeln,
kann somit zu mehreren Zeitpunkten getroffen werden. Zudem konnte mit der
Entwicklung und Etablierung des CellSearch®-Systems eine unkomplizierte — weil
weitgehend automatisierte — und gut reproduzierbare Methode zur Bestimmung von
zirkulierenden Tumorzellen zur Verfugung gestellt werden [53].

Dennoch wird die Bestimmung von zirkulierenden Tumorzellen weiterhin kontrovers
diskutiert. Die Dissemination von Krebszellen in die Blutbahn entspricht lediglich dem
ersten Schritt im Prozess zur Metastase [54]. Ob diese Zellen zur Migration oder zur
epithelial-mesenchymalen Transition befahigt sind, was als zwei wesentliche
Voraussetzungen zur Ausbildung von Metastasen angesehen wird, bleibt letztlich
derzeit noch unklar.

Disseminierte Cytokeratin-positive Zellen im Knochenmark sind den Schritt der
Migration bereits gegangen und verfugen deshalb tUber ein hohes diagnostisches und
prognostisches Gewicht [31,55]. Letztlich ist noch unklar, ob die nachgewiesenen
Zellen auch in der Lage sind die epithelial-mesenchymale Transition zu vollzuziehen
und Metastasen auszubilden. Zudem konnten Franzen et al. zeigen, dass es im Verlauf
der Entwicklung zu manifesten, malignen Tumorzellen bei Brustkrebs zum Rickgang
der Cytokeratinspiegel kommt [56]. Deshalb sollte man es vermeiden Cytokeratin-
positive Zellen als Tumorzellen zu bezeichnen. Die immunhistochemische Bestimmung
von Cytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark stellt dennoch immer noch eine
angemessene und schlieBlich auch eine haufig angewandte Methode zum Nachweis
von disseminierten Tumorzellen dar. Sie verfugt daruber hinaus tUber lange Follow-up-

Daten.

4.1.2 Bestimmung uPA/PAI-1

Die Bestimmung der uPA/PAI-1 Gewebekonzentrationen mithilfe des ELISA-Tests stellt
gemald des Quality Assurance Center in Nijmegen [57] eine gute Methode zur genauen

Quantifizierung dar. Zudem haben die Qualitatsdaten der European Organization for
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Research and Treatment of Cancer (EORTC) Receptor and Biomarker Study Group
[58] gezeigt, dass der ELISA-Test gut im klinischen Routinebetrieb einsetzbar ist.
Prinzipiell bestehen derzeit zwei Methoden zur Gewebeaufschlisselung. Das mit
Triton X-100 behandelte Gewebe steht der Triton-freien Cytosolfraktion gegenulber. Bei
beiden Extraktionsarten ergeben sich unterschiedliche Cut-off Werte. Die Tatsache,
dass die prognostische Information des uPA bei der Tritonfraktion hoher ist als im
Tumorcytosol [59,60] wurde als ausschlaggebender Grund zur Verwendung der Triton-
Methode herangezogen.

Als Alternativmethoden zur Bestimmung der uPA/PAI-1 Gewebekonzentrationen sind
aktuell zwei Verfahren vorhanden:

- Quantitative RT-PCR

- Immunhistochemische Methode

Bei der quantitativen RT-PCR wird der Gehalt von uPA/PAI-1 mRNA im Tumorgewebe
bestimmt. Dabei wird durch genspezifische Primer (basierend auf der cDNA-Sequenz
fur uPA bzw. PAI-1) ein Amplifikationsprogramm gestartet. Wahrend mehrerer
Amplifikationszyklen kann die Anzahl der Kopien mithilfe z. B. der LightCycler
Technologie bestimmt werden.

Vorteile des Verfahrens liegen sicherlich in der guten Reproduzierbarkeit und dem
zeitlich geringen Aufwand. Jedoch haben mehrere Studien gezeigt, dass die
Bestimmung der uPA/PAI-1 mRNA nur unzureichend mit der exakten Bestimmung der
uPA/PAI-1 Gewebekonzentrationen im ELISA korreliert [61,62,63]. Als Griinde hierfur
kommen am ehesten posttranskriptionale Regulationsprozesse in Frage, welche durch
Nagamine et al. beschrieben werden. So wird die Stabilitat der uPA-mRNA durch
mehrere andere Einfliisse (Ca®*, o integrin, TNF « , Glucocorticoide)
posttranskriptionell moduliert [64]. Ahnliches gilt fiir PAI-1 mRNA, deren Stabilitat durch
Cytokine, growth factors und Hormone beeinflusst wird. In der Summe kann man also

sagen, dass die mRNA-Stabiltat dynamisch und zellspezifisch ist [64].

Da immunhistochemische Verfahren z. T. mithilfe von Antikdrpern, welche auch bei der
ELISA-Bestimmung zur Anwendung kommen, durchgefuhrt werden, ist es naheliegend,
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dass eine Korrelation zwischen beiden Verfahren besteht. Eine signifikante Korrelation
zwischen |IHC Scores und den ELISA-Gewebekonzentrationen wurde fur uPA und
PAI-1 bei Brustkrebs gefunden [65,66]. ELISA-Methoden werden aufgrund ihrer
nachgewiesenen klinischen Relevanz, unmissverstandlichen Interpretation und

anhaltender Qualitatssicherungsprogramme bevorzugt [65].

Zusammenfassend kann man an der uPA/PAI-1 Bestimmung mithilfe des ELISA-Tests
kritisieren, dass zur adaquaten Beurteilung eine angemessene Menge an gefrorenem
Tumormaterial vorhanden sein muss. Da in unserer Studie stets ausreichende Mengen
entnommen wurden und zudem eine lickenlose Kuhlkette von der Gewebeentnahme
bis zur Bestimmung der Proteasenkonzentration gewahrleistet war, stellte die ELISA-
Methode zur uPA/PAI-1 Bestimmung im Cytosolextrakt sicherlich eine verlassliche und
gut etablierte Methode mit hoher klinischer Aussagekraft dar [18].

4.2 Zusammenhang zwischen uPA und Cytokeratin-positiven Zellen

Da uPA in der proteolytischen Kaskade zur Umstrukturierung der extrazellularen
Matrix eine Schlusselrolle einnimmt, ist es nicht verwunderlich, dass dessen

Nachweis auch zu einem erhohten Nachweis von Cytokeratin-positiven Zellen im
Knochenmark fuhrt. Tatsachlich war in uPA positiven Fallen der Nachweis von
Cytokeratin-positiven Zellen signifikant héher (18,8 % vs. 27,7 %) und konnte im
Chi-Quadrat-Test statistisch wiedergegeben werden (p=0,028).

Als Ausdruck einer gesteigerten Migrations- bzw. Disseminationsfahigkeit von uPA
positiven Zellen bei Brustkrebs finden sich also vermehrt Cytokeratin-positive Zellen im
Knochenmark.

Nur wenige Studien haben sich bisher dem Zusammenhang zwischen uPA und DTCs
gewidmet [20,67]. Mego et al. berichten Uber einen positiven Zusammenhang von uPA
und dem Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut [20]. Diese
Beobachtung steht daher im Einklang mit unseren Ergebnissen, da wir einen
Zusammenhang zwischen uPA und der Anwesenheit von disseminierten Cytokeratin-
positiven Zellen im Knochenmark bei Brustkrebs gefunden haben. Ebenfalls im
Einklang mit unseren Ergebnissen befinden sich die Ergebnisse von Thomas et al. [67].

Ein positiver Zusammenhang konnte hierbei durch zweifache immunhistochemische
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Farbung zwischen uPA und Cytokeratin 8/18 auf disseminierten Tumorzellen im

Knochenmark beim Prostatakarzinom gefunden werden.

4.3 Fehlender statistischer Zusammenhang zwischen PAI-1 und Cytokeratin-positiven

Zellen

Eine ahnliche Tendenz wurde auch fur PAI-1 gefunden, aber deutlich abgeschwacht
(20,1 % vs. 24.2 %). Im Chi-Quadrat-Test konnte jedoch kein signifikanter
Zusammenhang mehr zwischen PAI-1 in der Gewebeprobe und dem Vorhandensein
Cytokeratin-positiver Zellen in der Knochenmarkpunktion gezeigt werden (p=0,378).
Dieser Umstand Uberrascht zunachst. Stellt PAI-1 fur sich alleine doch einen Parameter
dar, der eine gesteigerte Adhasions- und Migrationsfahigkeit von Zellen charakterisiert
und zudem auch am programmierten Zelltod beteiligt ist [16]. Es ware somit eigentlich
ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem gesteigerten Nachweis von
disseminierten Tumorzellen und PAI-1 im Tumorcytosol zu erwarten gewesen. Letztlich
bleibt nur zu vermuten, ob bei einer groReren statistischen Power mit entsprechend
groRerem Patientenkollektiv dieser Zusammenhang ebenfalls signifikant geworden
ware.

Jedoch sollte in einer kritischen Auseinandersetzung nicht unerwahnt bleiben, dass
eine erhdhte PAI-1-Expression wohl auch in der Lage ist, die Migrations- und
Invasionsfahigkeit von Brustkrebs- und Ovarialkrebszellen zu reduzieren [68]. Letztlich
stellt die Einnistung von zirkulierenden Tumorzellen in eine neue Mikroumgebung einen
komplizierten Vorgang dar, der mit der Bestimmung zweier Werte wahrscheinlich nur
unzureichend reprasentiert wird, da selbst im Proteasensystem mehrere Vorgange

komplex miteinander interagieren.

4.4 Effekte von uPA/PAI-1 und Cytokeratin-positiven Zellen auf das Gesamtuberleben

(Overall Survival)
In den Kaplan-Maier-Kurven zeigte sich kein signifikant verlangertes bzw. verkurztes

Uberleben im Zusammenhang mit dem Vorhandensein von uPA/PAI-1 positivem
Gewebe oder Cytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark.
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Insbesondere das Overall Survival in der Cytokeratin-positiven Gruppe unterscheidet
sich nicht vom Uberleben der Patientinnen ohne Nachweis von Cytokeratin-positiven
Zellen. Damit steht es im Widerspruch zu den Ergebnissen von S. Braun et al. [31]. Als
Kritikpunkt der Studie von Braun et al. muss sicherlich betrachtet werden, dass
unterschiedliche Nachweismethoden fur Mikrometastasen im Knochenmark in
unterschiedlichen Zentren verwendet wurden. Allerdings verfugt die Studie im
Gegensatz zu den hier ermittelten Daten Uber weit mehr Patientinnen (n=4703 vs.
n=480).

Ein wesentlicher Unterschied zwischen beiden Studien ergibt sich in der Betrachtung
der Studienpopulation. Wahrend sich bei Braun et al. nur 36 % der Patientinnen (1596 +
119 von 4703) einer systemischen Chemotherapie unterzogen haben, waren es in
unserer Studienpopulation circa 61 % (292 von 480 Patientinnen).

Daher liegt es nahe, dass durch den vermehrten Einsatz einer systemischen
Chemotherapie auch die Effekte eines vermehrten Vorkommens von Mikrometastasen
und disseminierten Tumorzellen auf das Overall Survival verwaschen werden und sich
damit die Gruppen nicht mehr signifikant voneinander unterscheiden.

Vergleichbares gilt fir den fehlenden Unterschied von uPA/PAI-1 positivem vs.
negativem Gewebe im Overall Survival. Auch hier liegt die Vermutung nahe, dass durch
den vermehrten Einsatz von systemischer Chemotherapie vorhandene Effekte unter
Umstanden maskiert vorliegen. Zumindest ist bei Betrachtung der Kurven ein Trend
erkennbar, der auf ein vermindertes Uberleben von PAI-1 positiven Patientinnen
hindeutet.

Um diese These zu stutzen, wurden zudem Kaplan-Maier-Kurven fur das
Patientenkollektiv ohne Chemotherapie erstellt. Fir uPA/PAI-1 konnte ein signifikanter
Unterschied im Gesamtuberleben verifiziert werden, was (zusammen mit dem
fehlenden Unterschied im Gesamtkollektiv) die These stutzt, dass uPA/PAI-1 als
Pradiktoren fur das Ansprechen auf eine adjuvante Chemotherapie betrachtet werden
sollten; ein Sachverhalt, der im Einklang mit der vorhandenen Literatur steht [27].
Nichtsdestotrotz konnte im Kollektiv ohne Chemotherapie kein Unterschied im
Gesamtuberleben beim Nachweis von dCK+ belegt werden.

Eine Erklarung bieten unter Umstanden Balic et al. [69]. Obwohl der Nachweis von
dCK+ Zellen bei Braun et al. [31] mit einer schlechten Prognose einherging, zeigte sich
in dieser Studie aber auch ein nicht unerheblicher Anteil von Patientinnen, der dennoch
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ein gutes Uberleben hatte [69]. Disseminierte Tumorzellen liegen dann am ehesten als
schlafende Zellen vor und sind in der Lage eine Wiederkehr des Tumors erst nach
vielen Jahren zu evozieren [69]. MalRgeblich an der Progression zur Tumorzelle ist
neben der Existenz von dCK+ Zellen eben auch die Mikroumgebung beteiligt [69].

4.5 NO-Patientenkollektiv

Die Bedeutung der Proteasen uPA/PAI-1 wird in der Literatur und in der klinischen
Therapieentscheidung vor allem bei Patientinnen mit nodalnegativem
Lymphknotenstatus sehr hoch bewertet. Patientinnen mit hohen uPA/PAI-1 Spiegeln
sollten trotz nodalnegativem Lymphknotenstatus einer systemischen Chemotherapie
zugefuhrt werden. Umgekehrt erreichen Patientinnen mit niedrigen uPA/PAI-1
Gewebekonzentrationen im ELISA auch ohne adjuvante Chemotherapie ein gutes
tumorfreies Langzeitliberleben [26]. UPA/PAI-1 stellen unabhangige Prognose- und
Risikofaktoren dar und konnen in die Therapieentscheidung bzgl. einer adjuvanten
Chemotherapie beim NO-Mammakarzinom mit einflieRen [28]. In der aktuellen ASCO-
Leitlinie wird die Testung auf uPA/PAI-1 vor allem beim nodalnegativen, endokrin
sensitiven und HER2-negativen G2-Mammakarzinom empfohlen [28].

Das Hauptziel dieser Arbeit war es nicht diese These erneut zu bestatigen. In unserem
NO-Kollektiv war ein klarer Trend bei uPA (p=0,031) und PAI-1 positivem Tumorgewebe
(p=0,092) beim Overall Survival zu beobachten, der allerdings fir PAI-1 keine
Signifikanz erreichte. Letztlich waren im NO-Subkollektiv, das keine Chemotherapie
erhalten hatte, diese Effekte deutlich starker ausgepragt. Ein positiver Nachweis von
uPA (p=0,006) oder PAI-1 (p=0,004) im Tumorgewebe wirkte sich signifikant auf das
jeweilige Gesamtuberleben aus. Unsere Beobachtungen decken sich folglich mit der
vorhandenen Literatur [70] und stutzen erneut die Darstellung von Harbeck et al., dass
uPA/PAI-1 positive Mammakarzinome besser auf eine adjuvante Chemotherapie
ansprechen [27].

Der alleinige Nachweis von Cytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark erbrachte
allerdings in der NO-Gruppe keinen signifikanten Unterschied im Overall Survival. Auch
im Subkollektiv NO ohne Chemotherapie konnte keine relevante Abweichung im
Gesamtuberleben dokumentiert werden. Demnach steht diese Beobachtung im
Widerspruch zu diversen Studien, welche ebenfalls immunhistochemische Verfahren
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zum Nachweis von Mikrometastasen verwendeten [29,31]. Grinde hierfur liegen unter
Umstanden im unterschiedlich gewahlten Endpunkt. Wahrend andere Studien
tumorfreies oder tumorspezifisches Uberleben als Endpunkt definierten, haben wir
Overall Survival gewahilt.

Kamen zusatzlich Faktoren hinzu, die in der Lage sind, Migration und
Metastasenbildung zu beeinflussen (z. B. uPA/PAI-1 Nachweis im Tumorgewebe),
zeigte sich beim Overall Survival unter Beisein von disseminierten Zellen ein deutlicher
synergistischer Effekt. Fur Triple positive (UPA+, PAI-1+, dCK+) Patientinnen konnte im
NO-Kollektiv sowohl mit als auch ohne systemische Chemotherapie ein signifikant
schlechteres Uberleben belegt werden. Unsere Untersuchungen legen demnach nahe,
dass uPA/PAI-1 nicht nur in der Lage sind, die Migration von Zellen ins Blut zu
unterstutzen, sondern daruber hinaus Uber diverse Effekte das Wachstum von
Tumorzellen und die Ausbildung von Metastasen zu erleichtern und somit das
Gesamtuberleben signifikant zu verschlechtern (Abbildung 15 und Abbildung 18).
Angiogeneseforderung und Inhibition von Apoptose durch PAI-1 [25], Abbau der
extrazellularen Matrix, durch Fibrin induzierter Schutz von Tumorzellen durch das
Immunsystem (Anmerkung: PAI-1 hemmt die Fibrinolyse und begiinstigt dadurch
metastatisches Wachstum [71,72]) sowie mitogene Wirkungen von uPA/PAI-1 [71]
stellen hierbei die wichtigsten in der Literatur beschriebenen prometastatischen
Wirkungen des uPA/PAI-1 Systems fernab des Primartumors dar. Der Umstand, dass in
unserem NO-Patientenkollektiv in Abhangigkeit vom Vorhandensein oder Fehlen von
dCK+ Zellen kein Unterschied im Overall Survival festzustellen war, jedoch bei Triple
positiven Fallen sich das Uberleben gravierend verschlechterte, stiitzt die Behauptung,
dass uPA/PAI-1 Proteasen nicht nur Effekte auf Migration und Dissemination haben,
sondern auch in der Lage sind, fur disseminierte Tumorzellen ein optimales Milieu zur
Metastasenbildung zu schaffen und damit das Outcome des Patienten zu
verschlechtern.
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5. Zusammenfassung

Bereits bekannte Effekte des uPA/PAI-1 Proteasensystems, wie der hohe pradiktive
Wert fur das Ansprechen einer adjuvanten Chemotherapie konnten auch in unserer
Analyse bestatigt werden [27].

Unsere Untersuchungen belegen zudem, dass eine Korrelation zwischen dem
Vorhandensein von uPA und dem Nachweis von dCK+ Zellen im Knochenmark besteht.
UPA erleichtert Dissemination und Migration. Inwieweit diese Zellen zur Ausbildung von
manifesten Metastasen befahigt sind, bleibt letztlich unvorhersehbar und bedarf
weiterer Forschung und klinischer Studien.

Der alleinige Nachweis von dCK+ Zellen im Knochenmark erbrachte in dieser
retrospektiven Studie weder im Gesamtkollektiv noch im NO-Kollektiv einen
signifikanten Effekt auf den Krankheitsverlauf. Auch nach Abzug der Effekte durch eine
adjuvante Chemotherapie konnte eine Verschiedenheit im Gesamtuberleben in den
Kollektiven mit und ohne Nachweis von dCK+ Zellen nicht nachgewiesen werden.
Disseminierte Tumorzellen im Knochenmark bei Brustkrebs wurden zu grof3en Anteilen
als Krebsstammzellen identifiziert und kdnnen demnach einer systemischen
Chemotherapie widerstehen und noch nach Jahren einen Ruckfall verursachen [69].

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass gerade Patientinnen mit Triplepositivitat
(uPA+, PAI-1+, dCK+) ein signifikant schlechteres Uberleben im NO-Kollektiv
aufweisen. Das Vorhandensein von uPA/PAI-1 im Tumorgewebe ist also unter
Umstanden in der Lage eine ,Wohlfihlatmosphare* (,homing factor*) fur
Krebsstammzellen zu schaffen und damit ein schlechteres Gesamtuberleben zu
verschulden.

Zielgerichtete Therapien gegen uPA/PAI-1 kdnnten ein interessanter Gegenstand zur
Verbesserung der Prognose beim invasiven Mammakarzinom werden. Eine dadurch
erzeugte fur Tumorzellen ungunstige Mikroumgebung fur Zellwachstum und -migration
ware die Folge.

Ausblicke zur zielgerichteten Therapie gegen uPA/PAI-1 finden sich bereits in der
Literatur [60]. Antisense Oligonukleotide oder siRNA (small interfering RNA) sind in der
Lage, das uPA Gen zum Schweigen zu bringen. Zudem bestehen Antikorper gegen
uPA oder uPA-R, welche die Bindung von uPA am uPA-Rezeptor verhindern kdnnen.
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Zur Etablierung einer zielgerichteten Therapie bedarf es allerdings noch weiterer
intensiver Forschung.

Disseminierte Tumorzellen im Knochenmark stehen aufgrund ihrer
Tumorstammzelleigenschaften [69] weiterhin im Verdacht als Reservoir fur
metastatische Ausbreitung zu fungieren. Nachdem Tumorstammzellen sich in der GO-
Phase befinden, konnen sie sich einer systemischen Chemotherapie entziehen. Das
Schicksal dieser Zellen kann mit gro3er Wahrscheinlichkeit das Outcome der
Patientinnen bestimmen [69]. Deren Bestimmung ist unter Umstanden ein
vielversprechendes Hilfsmittel zur Vorhersage eines krankheitsfreien Uberlebens beim
frihen Brustkrebs [73].
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