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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Definition und Klassifikation des Mammakarzinoms

Mammakarzinome sind maligne epitheliale Neoplasien der Brust, die von den Epithelien der
Milchgange (duktales Karzinom) oder von den Zellen der lobuldren Drisenendstiicke
(lobulé&res Karzinom) ausgehen. Daneben existieren seltenere Sonderformen.

Es wird zwischen in situ Karzinomen und invasiven Karzinomen unterschieden. In situ
Karzinome weisen keine Stromainvasion auf, sind also nicht in das umgebende Bindegewebe
eingerbrochen. Daneben existieren invasive Sonderformen wie medullére, tubuldre, papillére,
muzindse und adenoid-zystische Karzinom. In ihrer Reinform haben diese meist eine bessere
Prognose.

Das invasiv duktale Mammakarzinom ist mit einem Anteill von 40-75% am haufigsten
(Nahrig et a. 2007).

1.2 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist in den westlichen Landern die haufigste Tumorerkrankung der Frau.
Es macht in Deutschland bei Frauen 29,3 % der Krebsneuerkrankungen und 17,6 % aller
weiblichen Krebstodesfélle aus (RKI 2010a). Weltweit stieg die Inzidenz in den letzten
zwanzig Jahren stark an, wobel deutliche regionale Unterschiede bestehen. In Deutschland
erkranken nach Schatzungen der regionalen Krebsregister im Jahr etwa 46.000 Frauen. Dies
entspricht einer Inzidenz von etwa 110 Neuerkrankungen pro 100.000 Frauen pro Jahr.
Ungefahr jede 10. Frau erkrankt in Deutschland im Verlauf ihres Lebens an einem
Mammakarzinom. Die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter an (Engel et a. 2007). Der
Antell der Patientinnen mit einem nodal-negativen Mammakarzinom unterscheidet sich in
verschiedenen Weltregionen. HoOher ist der Anteill in den Regionen, in denen das

M ammographiescreening eingefihrt worden ist (Harbeck und Thomssen 2011) (Abb. 1).
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Abb. 1: Ungefdhre Anteile der nodal-negativen Patientinnen zum Zeitpunkt
der Diagnose eines Mammakarzinoms in verschiedenen Teilen der
Welt (Harbeck und Thomssen 2011)

Die Prognose ist trotz des eher langsamen Tumorwachstums eher ungiinstig. So starben 2008
in Deutschland 17.345 Patienten am Mammakarzinom (Statistisches Jahrbuch 2010). In
Deutschland, Frankreich, Finnland und den USA ist Brustkrebs die haufigste krebsbedingte
Todesursache bei Frauen (RKI 2010b). Die Mortalitét betrégt in Deutschland etwa 44,5
Todesfélle pro 100.000 Frauen pro Jahr. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate liegt bei etwa
76,9 %, die Zehn-Jahres-Uberlebensrate bei 60,7 % und die 15-Jahres-Uberlebensrate bei
47,6 %. Die Uberlebensrate ist in erster Linie vom Stadium der Erkrankung bei
Diagnosestellung abhéngig. Die Prognose wird zudem vom Lymphknotenstatus der Patientin
beeinflusst. Bei nodal-negativen Patientinnen liegt kein Befall der axillaren Lymphknoten vor
und die Prognose ist guinstiger als bei nodal positiven Patientinnen. Das Rezidivrisiko wird
Durch verschiedene Prognosefaktoren eingeschétzt u.a.an Hand von der Anzahl der befallenen
Lymphknoten in der Axilla. (Engel et a. 2007) (Abb. 2).
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Abb. 2: Risiko eines Rezidivs in Abhangigkeit von der Anzahl der befallenen

Lymphknoten (Harbeck und Thomssen 2011)

1.3 Prognosefaktoren und pradiktive Faktoren

1.3.1 Definition und Anforderungen

Prognosefaktoren und pradiktive Faktoren werden wie folgt voneinander abgegrenzt (Decker
et al. 2009):

e Prognosefaktoren geben zum Diagnosezeitpunkt Informationen tber den Krankheits-
verlauf (Rezidivfreiheit und Gesamtiberleben), die unabhéngig von der Therapie sind.
Sie reflektieren die Féhigkeit des Tumors zur Proliferation, Invason und
M etastasierung.

e Pradiktive Faktoren sagen die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens eines Tumors auf
eine bestimmte Therapie voraus. Sie sind entweder selbst Angriffspunkt der Therapie,
oder ihre Expression ist ein Epiphanomen der Therapiewirksamkeit bzw. -resistenz.

Prognosefaktoren sind also Messgrof3en, die eine Aussage Uber den zu erwartenden Krank-
heitsverlauf ermoglichen. Damit kann eine prognoseorientierte Therapieempfehlung abgel eitet

werden. Prognostische oder pradiktive Faktoren sind dann klinisch relevant, wenn sich durch
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sie eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens, des rezidivfreien Uberlebens oder der Lebens-
qualitét erzielen lasst (Hayes et al. 1998, Henderson und Patek 1998).
Nach Clark (2000) werden Patientinnen unterschieden,
e deren Prognose nach lokaler Behandlung (nur Operation oder Operation und Radiatio)
SO gut ist, dass eine adjuvante systemische Therapie keine weiteren Vorteile bringt,
e deren Prognose nach Ublicher Behandlung so schlecht ist, dass ggf. aggressivere
Therapieformen indiziert sind und
e die von spezifischen Therapieformen wahrscheinlich profitieren oder nicht profitieren
werden.
Um eine individuelle, risikoadaptierte Therapie zu ermdglichen, wird daran gearbeitet weitere
Parameter zu entdecken, die eine prognostische Bedeutung haben. In der Literatur werden
bereits viele potenzielle neue Prognosefaktoren diskutiert (Rack et a. 2007). Die zur Dis
kussion gestellten Faktoren konnen nach einem 1998 von Henderson gemachten Vorschlag,
der inhaltlich von internationalen Konsensusgremien tdbernommen wurde (Altman 2001),
bewertet werden (Tab. 1).

Tab.1: Anforderungen an relevante prognostische/pradiktive Faktoren
(Decker et al. 2009 modifiziert nach Henderson und Patek 1998)

Kriterium Anforderungen

Zuganglichkeit | Rasche und einfache Bestimmbarkeit in der Routine

Vertretbare Kosten

Reproduzierbarkeit
Definition der | Aussage prognostisch, pradiktiv oder beides
klinischen Reproduzierbare(r) Wert(e) fur ,, glnstige” oder ,,ungiinstige” Aussage
Information

Relevanz der | Information nicht durch bereits vorliegenden Faktor zugénglich

klinischen Information ermoglicht Therapieentscheidung innerhalb einer durch

Information andere Faktoren definierten Patientensubgruppe

Neue Prognosefaktoren spiegeln die Tumorbiologie wider und hangen mit typischen

Charakteristika maligner Prozesse zusammen, wie rasche Proliferation, invasives Wachstum,
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hadmatogene Streuung und M etastasenbildung. Neben zellkinetischen Parametern, Onkogenen,
Wachstumsfaktoren, Tumorzellen im Knochenmark und Markern fiir die Angiogenese werden
tumorassoziierte Proteasen wie Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator, Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-Typ-1, Kathepsin B und L und Metalloproteasen intensiv untersucht
(Graeff et a. 1991, Janicke 1994, McGuire und Clark 1992, Schmitt et a. 1992, Y amashita et
al. 1995). Der Nutzen eines prognostischen Markers hangt nicht allein von seiner statistischen
Signifikanz, sondern auch von dessen prognostischer Stérke ab, also der Hohe des relativen
Risikos eines ungunstigen Verlaufs derjenigen Patientinnen, die den Marker aufweisen (Hayes
2000).
Vor der Einfuhrung eines neuen Prognosefaktors in die klinische Routine missen dessen
Bedeutung fur Krankheitsverlauf, Lebensqualitét oder Behandlungskosten analysiert werden.
Ein neuer Prognosefaktor kann nur dann anerkannt werden, wenn seine Relevanz statistisch
einwandfrel durch eine multivariate Analyse und reproduzierbar in unabhangigen Studien
belegt wird (Rack et al. 2007). Die Bewertung erfolgt in mehreren Schritten (Rack et al. 2007
modifiziert nach McGuire 1991):

1. Biologische Hypothese.

2. Einfache, standardisierte und reproduzierbare Nachweismethode mit Qualitédts-
sicherung.
Biostati stische Planung der Evaluierungsstudien.
Uberpriifung der Korrelation zu etablierten Faktoren.

Optimierte Schwellenwerte zur Unterscheidung in Niedrig- und Hochrisikogruppen.

o o M W

Uni- und multivariate Analyse zur Bestimmung der Unabhéangigkeit und Gewichtung

der Faktoren.

7. Unabhéngige Validierung der Ergebnisse in einem anderen Patientenkollektiv durch
eine andere Forschergruppe.

8. Klinische Studie/ Therapiestudie, M etaanalyse.

9. Uberfiihrung in die klinische Praxis.

1.3.2 Prognosefaktoren

Zur Beurteilung der Kklinischen Prognose wird in den verschiedenen internationalen
Konsensus-Gremien  Ubereinstimmend die Bestimmung von (Primér-)Tumorgrofie,

Nodalstatus, histologischem Tumortyp, Grading und Steroidhormonrezeptorstatus empfohlen.
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In den aktuellen Richtlinien Oxford Level der Evidenz (LOE), Oxford Grades of
Recommendation (GR) und AGO Grades of Recommendation (AGO = deutsche Arbeits-
gemeinschaft fur Gynakologische Onkologie) liegen Empfehlungen zu den einzelnen
Prognoseparametern vor (AGO 2011) (siehe Tab. 11, Anhang).

1.3.2.1 Nodalstatus

Der Nodalstatus ist der wichtigste prognostische Faktor (Rack et al. 2007). Ein axillarer
Lymphknotenbefall fihrt zu einer 4-8fach hdheren Mortalitdt. Aufgrund des hohen Rezidiv-
risikos wird eine adjuvante systemische Therapie empfohlen (Arriaga et al. 2006). Gemal3 der
US-amerikanischen SEER- (Surveillance, Epidemiology, and End Results) Datenbank betrug
die Funfjahresgesamtiiberlebensrate bei nodal-negativen Patientinnen aller Tumorgrofen
92 %. Bei nodal positiven Patientinnen lag sie bei 1 — 3 Lymphknoten bel 81 % und bei
mindestens 4 Lymphknoten bei 57 % (Carter et a. 1989). Mit dem Nodalstatus alein ist es
aber nicht moglich, die weitere Therapie festzulegen (Decker et a. 2009).

1.3.2.2 TumorgroRe

Nach der SEER-Datenbank besteht bel nodal-negativen Patientinnen eine Korrelation
zwischen Tumorgréfe und Prognose. Das Funfjahresgesamtiiberleben betrug bei Durch-
messern unter 10 mm 99 %, bei 10-30 mm 89 % und bel 30-50 mm 86 % (Carter et al. 1989).
Bel kleineren Patientengruppen mit Beobachtungszeiten von Uber 20 Jahren zeigten sich
vergleichbare Ergebnisse (Quiet et a. 1995, Rosen et al. 1993).

1.3.2.3 Histologischer Grad

Das Nottingham-Grading ist international am weitesten verbreitet (Elston und Ellis 1991). Die
Differenzierungsgrade 1 (gut-), 2 (méfdig-) und 3 (schlecht differenziert) richten sich nach
glandulérer Differenzierung, Kernpolymorphie und Mitosezahl pro definierter Flache. Die
Reproduzierbarkeit ist wegen der Objektivierung sehr hoch (Frierson et al. 1995). Die
prognostische Relevanz entspricht nahezu dem Nodalstatus oder der Tumorgréf3e (Dalton et
al. 2000, Elston und Ellis 2002). Das Grading wird im Nottingham Prognostic Index (NPI)
(Hayhittle et al. 1982) mit Kategorien des Stagings zusammengefasst (siehe Kap. 1.3.3.2).
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1.3.2.4 Lymph- und BlutgefaBeinbriiche

Lymph- und Blutgeféldinvasion weisen auf Lokal- und Fernrezidive hin (Fisher et al. 1988,
Rosen et al. 1993). Obwohl das Risiko eines Rezidivs um das 1,5- — 2fache erhoht ist, wird
der Einsatz nur eingeschrankt empfohlen (Goldhirsch et al. 2007).

1.3.3 Synoptische Prognoseeinschatzung

Kener der beschriebenen Prognosefaktoren ist alleine zur Prognose geeignet. In unterschied-
lichen Ansétzen wurden daher mehrere Prognosefaktoren zusammengefiihrt. Die Ansdtze

unterscheiden sich in der Methodik und in ihrer klinischen Relevanz (Decker et a. 2009).

1.3.3.1 TNM-System der Union Internationale Contre le Cancer (UICC)

Die Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation besitzt eine hohe prognostische Relevanz.
Sie ist daher Grundlage jeder Prognoseeinschdtzung und sollte im Kontext mit den anderen
Prognosefaktoren betrachtet werden (Decker et al. 2009).

1.3.3.2 Nottingham Prognostic Index

Der Nottingham Prognostic Index (NPI) vereint mit Nodalstatus, Grad und Durchmesser die
stérksten intrinsischen Prognosefaktoren unter Berticksichtigung ihrer unterschiedlichen
Gewichte (Lee und Ellis 2008) (Tab. 2).

Tab.2: Bestimmung des ,,Nottingham Prognostic Index“ (NPI) (Decker et al.

2009)
Komponente Wert Bezug
Nodal status 1 0 LK mit Metastasen
2 1-3 LK mit Metastasen
3 >3 LK mit Metastasen
Grad 1 Nottingham-Score 3-5
2 Nottingham-Score 6—7
3 Nottingham-Score 89
Durchmesser 0,2xDurchmesser Durchmesser

NPI = Nodalstatus (1 — 3) + Grad (1 — 3) + (Durchmesser in cmx0,2)
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Der NPI ist der einzige prognostische Index mit prospektiver intra- und interinstitutioneller
Vdidierung (D’Eredita et a. 2001, Lundin 2007), zuletzt an 6711 Patientinnen aus 12
européi schen Brustzentren (D’ Eredita et a. 2001, Lee und Ellis 2008, Lundin 2007).

1.3.4 Prognosefaktoren und pradiktive Faktoren

1.3.4.1 Hormonrezeptorstatus

Das Fehlen des Ostrogenrezeptors (ER) filhrt zu einer 1,5-2fachen Erhdhung des Rezidiv-
risikos und der tumorspezifischen Mortalitét (McGuire et al. 1990). Der ER ist ein starker
pradiktiver Faktor fur die adjuvante endokrine Therapie (Harris et a. 2007). Die
prognostische Vorhersagekraft nimmt mit der Dauer der Nachbeobachtungszeit ab und wird
von der adjuvanten Therapie beeinflusst (Rack et al. 2007).

1.3.4.2 Her2-Uberexpression oder —Amplifikation

Das Rezidiv- und Mortalitétsrisiko ist bei nodal-negativen Patientinnen mit Her2-Positivitat
leicht um das 1- bis 1,5fache erhdht (Decker et a. 2009). Ein positiver HER-2/neu-Status ist
pradiktiv fir das Ansprechen auf eine Therapie mit Trastuzumab (Herceptin™) oder Lapatinib
(Tykerb™). Die Bestimmung ist daher ein fester Bestandteil der Primérdiagnostik des
Mammakarzinoms (Wolff et al. 2007).

1.3.4.3 Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator (uPA)

Vorkommen, Regulation und physi ol ogische Funktionen:

Zu dem proteolytischen Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator-System gehéren die Serin-
Protease Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (UPA), deren Rezeptor uPAR (CD 87) und
deren Inhibitoren Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) und 2 (PAI-2). Diese werden von
benignen Korperzellen gebildet (Schmitt et al. 1997a, Vetter et a. 2007).

Der Gewebe-Typ-Plasminogen-Aktivator (tPA) ist ebenfals ein Plasminogen-Aktivator. uPA
wurde erstmalig in Urinextrakten und tPA in Gewebeextrakten nachgewiesen (Wilhelm et al.
1994). Beide Proteasen wurden auch in vielen anderen Geweben und Organen gefunden. uPA
fand sich unter anderem in Brustdriisengewebe und im weiblichen Genitaltrakt nachgewiesen,
in hdchster Konzentration im Myometrium, in Zervix und Ovarien und in zyklischer Aktivitét
im Endometrium (Camiolo et al. 1987).
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uPA ist beteiligt an der Modifikation von Gewebestrukturen, Zellwanderung, Makrophagen-
migration, zelluldren Signalvermittlung, Wundheilung, Immunabwehr, Angiogenese, Prostata-
involution, Brustdriseninvolution nach Stillperioden, Ovulation, Biastozyten-Implantation
und der frihen embryonaen Entwicklung (Alfano et a. 2005, Behrendt et al. 1990, Blasi
1999, Conese und Blasi 1995). Zudem katalysiert uPA die Umwandlung von Plasminogen in
das fibrinolytisch wirkende Plasmin. Auch baut uPA direkt Proteine der extrazelluréren
Matrix (EZM) ab, wie z. B. Fibronectin (Conese und Blasi 1995).

Aufbau:

uPA ist ein Glykoprotein, welches als kataytisch inaktive Vorstufe pro-uPA sezerniert und
daraufhin Uber eine limitierte Proteolyse aktiviert wird. Man unterscheidet verschiedene
Formen wie Low- und High-molecular-uPA, rezeptorgebundenes und freies uPA, inaktives
und aktives uPA.

Pro-uPA liegt meist als High-molecular-uPA vor, welches aus einer Kette und drei Doménen
besteht: Epidermal-Growth-Factor (EGF)-dhnliche Doméne, Kringle-Doméne und Serin-
proteasen-Domane. Die EGF-Domaéne ist zwar in ihrer Struktur dem EGF-Rezeptor dhnlich,
kann aber EGF nicht binden (Wilhelm et al. 1994). Die Bindungsstelle fir den uPA-Rezeptor
liegt in dieser Region (Behrendt et a. 1990). In der Kringle-Domaéne liegt eine Bindungsstelle
fur Heparin und Benzamidin. Die Serinproteasen-Domane ist enzymatisch aktiv (Wilhelm et
a. 1994).

Low-molecular-uPA besteht nur aus der Serinproteasen-Domane und kann damit nicht an
seinen zellgebundenen Rezeptor binden (Conese und Blasi 1995, Wilhelm et a. 1994). Pro-
UPA wird durch Thrombin oder Elastase in eine inaktive Form Uberfuhrt. Dagegen wird es
durch Plasmin, Kallikrein und Kathepsin B und L aktiviert. Dabei entsteht eine zwelkettige
Form mit A- und B-Kette, die Uber eine Disulfid-Briicke miteinander verbunden sind
(Wilhelm et a. 1994).

Pathophysiologie:

Aktiviertes uPA Uberfuhrt Plasminogen in Plasmin und startet damit die fibrinolytische
Kaskade. Dabei kann das uPA in der extrazelluléren Matrix (EZM) frei gel6st oder auch tber
seinen Rezeptor an die Zellwand gebunden sein. Rezeptorgebundenes uPA wird alerdings
weniger durch seine Inhibitoren gehemmt (Ellis et al. 1990) und kann damit eine intensivere
Fibrinolyse auslésen. Zusétzlich werden weitere Wachstumsfaktoren aktiviert oder beim
proteolytischen Abbau der EZM freigesetzt, darunter der Hepatozyten-Wachstumsfaktor/
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Scatterfaktor HGF/SF, VEGF, Insuline-like GF-1, FGF2 und TGF (Alfano et al. 2005,
Andreasen e a. 1997, Rifkin 1997). Durch die Plasminaktivierung werden nicht nur die
Matrixproteine Fibrin, Fibronektin, Laminin, Vitronektin und Proteoglykane proteolytisch
abgebaut, sondern auch Matrixmetalloproteasen (MMPs) aktiviert, die zum Abbau von
Kollagen flhren.

Die Bindung von uPA an uPAR regt Uber unterschiedliche Mechanismen Zellproliferation
(Webb et al. 2001), Chemotaxis (Degryse et al. 2001), Zellmotilitét und Adhasion an (Schmitt
et a. 2000, Kjaller 2002) und ist moglicherweise an der Hemmung der Apoptose beteiligt
(Ma et a. 2001, Alfano et al. 2005). Die erhohte Aktivitéat fuhrt zu einer Verstdrkung von
Proteolyse, Migration, Adhasion, Neoangiogenese und damit Gewebsinvasion und Metasta-
sierung (Andreasen et al. 1997, Chazaud et al. 2002, Gutierrez et a. 2000).

Nicht alle Komponenten des uPA-Systems werden von den malignen Zellen selbst exprimiert.
Dies kann z. B. auch durch Stromazellen nach Induktion durch die Krebszellen erfolgen
(Déllas und Loskutoff 2005, Dang et al. 2005) (Abb. 3).

Abbau der EZM
Adhésion Aktivierung von MMPs
Migration PAI-1 Invasion

iy

Vitronektin ‘{ / - \ Plasminogen

—
i

Internalisierung / uPAR-Recycling
Signaltransduktion
Stimulation der Proliferation

Abb. 3: Schematische Ubersicht iiber die Rolle des Plasminogen Aktivator-
Systems fiir Tumorinvasion und Metastasierung (Dutta 2007 modi-
fiziert nach Harbeck et al. 2004)

Eine erhohte uPA-Aktivitdt wurde bereits in zahlreichen malignen Tumoren festgestelit,
darunter Mamma-, Kolorektum-, Magen-, Oesophagus-, Bronchial-, Prostata-, Endometrium-

und Ovarialkarzinomen, malignen Melanomen und bei akuten Leukdmien (Camiolo et al.
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1987, Conese und Blasi 1995, Wilhelm et a. 1994). Eine Ubersicht findet sich bei Schmitt et
al. (2010).

Prognostische Relevanz:

Bereits 1988 wurde gezeigt, dass erhohte uPA-Werte in primdrem Brustkrebsgewebe mit
einem hoch invasiven Phanotyp und schlechter Prognose verbunden sind (Duffy et al. 1988).
Dies konnte in zahlreichen weiteren Studien bestétigt werden (Broét et a. 1999, Candia et al.
2006, Castello et al. 2002, De Cremoux et a. 2009, Duffy et al. 1990, 1994, 1998,
Eppenberger et a. 1998, Ferno et al. 1996, Fersis et al. 1996, Foekens et al. 1992, Grandahl-
Hansen et al. 1993, Hansen et al. 2003, Harbeck et a. 1998, 1999, 2000, 2002a, Janicke et al.
1990, 1991, 1993, 1994, Kim et a. 1998, Knoop et al. 1998, Look et a. 2002, 2003, Lugmani
et al. 2002, Manders et a. 2004a, 2004b, Pedersen et a. 2000, 2003, Peyrat et a. 1998,
Schmitt et a. 1990, 1997b, Schrohl et a. 2004, Shiba et a. 1997, Spyratos et al. 2002, Umeda
et al. 1997).

UPA und PAI-1 haben bereits alle Schritte zum Prognosefaktor (siehe Kap. 1.3.1) durchlaufen
(Harbeck et al. 2004, Schrohl et al. 2003):

1. Die bedeutende Rolle der beiden Faktoren bei Tumorinvasion und Metastasierung
konnte in zahlreichen Experimenten nachgewiesen werden (Andreasen et al. 1997).

2.  Standardisierte, qualitdtsgeprifte ELISAs quantifizieren uPA und PAI-1 in Primaér-
tumor-Extrakten (Sweep et a. 1998).

3.- 6. Ein klinischer Uberlebensvorteil von Patientinnen mit niedrigen Werten vs. hohen
Werten von uPA/PAI-1 wurde vielfach bestétigt (Ubersichten in Duffy und Duggan
2004, Harbeck und Thomssen 2003, Harbeck et al., 2004, 2007, Schmitt et a. 2010,
Vetter et a. 2007).

7., 8. Nachweis und Bestétigung der prognostischen Eigenschaft erfolgten in einer retro-
spektiven, gepoolten Analyse (Look et al. 2002, 2003) und einer prospektiv durch-
gefuhrten randomisierten Multicenter-Therapiestudie (Chemo NO) mit nodal-negativen
Patientinnen (Janicke et al. 2001).

9. Patientinnen mit hohen uPA/PAI-1-Werten unterliegen einem hohen Rezidivrisiko,
vergleichbar mit dem Befall von drei oder mehr axillaren Lymphknoten. Daher
profitieren sie besonders von einer adjuvanten Chemotherapie (Annecke et al. 2008,
Borstnar et a. 2010, Jéanicke et al. 2001, Harbeck et al. 2002a, 2002b, Harbeck und
Thomssen 2011, Manders et al. 2004a). Zusétzlich zur Chemo NO Studie konnte in
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einer grof3en retrospektiven Studie fur die durch uPA/PAI-1 charakterisierten Hoch-
risikopatientinnen ein Vorteil durch adjuvante Chemotherapie aufgezeigt werden
(Harbeck et al. 2002a). Zudem stellen uPA und PAI-1 vielversprechende Angriffsziele
fUr eine zielgerichtete Therapie dar (Schmitt et al. 2000, Alfano et al. 2005).

1.3.4.4 Plasminogen-Aklvator-Inhibitor-Typ-1 (PAI-1)

V orkommen und physiol ogi sche Funktionen:

PAI-1 gehdrt zu den Serpinen welche in der Lage sind, die Enzymaktivitdt von
Serinproteinasen zu blockieren. Durch die Hemmung von Plasminogen-Aktivatoren spielt
PAI-1 eine eine entscheidende Rolle bel der Kontrolle der extrazellularen Proteolyse und im
fibrinolytischen System (Pappot et a. 1995). Es inhibiert vor allem, ungebundenes uPA.
Weniger stark werden freie und zellgebundene uPA:uPA-Rezeptor-Komplexe (Ellis et al.
1990) und Plasmin (Conese und Blas 1995, Wilhelm et a. 1994) gehemmt. Serpine
inhibieren ihre Zielproteasen durch Imitierung von deren Substraten. PAI-1 weist fir uPA eine
ahnliche Bindungsstelle wie Plasminogen auf (Pappot et al. 1995). Die Bindung von uPA an
PAI-1 fihrt zur Bildung von uPA:PAI-1-Komplexen, die darauf endozytiert werden
(Andreasen et al. 1997, Wilhelm et al. 1994). uPA:uPA-Rezeptor:PAI-1-Komplexe werden
ebenfalls endozytiert. Intrazellular kommt es zum lysosomalen Abbau der Komplexe
(Andreasen et al. 1997, Conese und Blasi 1995, Wilhelm et al. 1994).

PAI-1 wird von verschiedenen Zellen wie z. B. den Gefél3endothelzellen und Thrombozyten
synthetisiert und sezemiert. Es findet sich sowohl in der EZM als auch im Plasma (Conese
und Blasi 1995, Pappot et a. 1995, Wilhelm et a. 1994). Die hochsten Konzentrationen
liegen in Leber und Milz vor (Pappot et al. 1995).

Aufbau:

PAI-1 ist ein einkettiges Glycoprotein mit einer Masse von etwa 50 kDa, das in seiner bio-
logisch aktiven Form von Endothelzellen, Blutplétchen und verschiedenen Tumorzellen
sezerniert wird. PAI-1 ist metastabil und geht spontan in eine latente, inaktive Konformation
Uber. In vivo wird die biologisch aktive Form allerdings durch Bindung an Vitronectin
stabilisiert, bzw. die latente Form wird in die aktive Form UberfUhrt. Der grofdte Tell des
extrazellularen PAI-1 liegt daher gebunden an Vitronectin vor (Conese und Blasi 1995,
Wilhelm et al. 1994). Diese PAI-1-Vitronectin-Komplexe sind ein wichtiger Bestandteil der

EZM. PAI-1 existiert noch in dre weiteren Formen. Es handdlt sich dabel um die aktive
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Form, die sezemiert wird, dieinaktiv-latente Form, die die Bindungsstelle fur uPA in Schleifen
verbirgt und wieder reaktiviert werden kann und schliefdich die Substrat-Form, die an der
reaktiven Stelle aufgespalten wurde und mit uPA keine stabilen Komplexe mehr bilden kann
(Pappot et al. 1995).

Regulation und Pathophysiologie:
Die PAI-1-Aktivitat wird auf mehreren Ebenen reguliert. Freies PAI-1 und auch PAI-1-

Vitronectin-Komplexe kénnen durch Thrombin, aktiviertes Protein C (APC) und Elastase mit-
tels Proteolyse inaktiviert werden. Die Synthese von PAI-1 wird durch zahlreiche Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Hormone, Endotoxine und Phorbolester reguliert (Pappot et al. 1995).
Ein erhdhter PAI-1-Gehalt in malignen Mammatumoren im Vergleich zu benignem Mamma-
gewebe wurde vielfach nachgewiesen (Fersis et a. 1996, Grendahl-Hansen et al. 1993,
Janicke et al. 1991, 1993, Mayerhofer et al. 1996, Reilly et a. 1992, Sumiyoshi et a. 1991).
Dabel korreliert bel malignen Mammatumoren der Gehalt an PAI-1 signifikant mit dem uPA-
Gehalt des Gewebes (Bouchet et al. 1994, Constantini et al. 1996, Fersis et a. 1996, Foekens
et al. 1994, Grgndahl-Hansen et al. 1993, Janicke et a. 1993, Lugmani et a. 2002, Manders et
al. 2004a, 2004b, Meo et a. 2004, Reilly et a. 1992).

Zuné&chst erscheint es paradox, dass die Konzentration von PAI-1, dem Inhibitor des pro-
teolytischen uPA, mit einer Verschlechterung der Prognose korreliert (Beaulieu et al. 2007).
Tatsachlich wirkt PAI-1 aber eher bedarfsgerecht modulierend, as insgesamt hemmend auf
Proteolyse und Zellmigration (Durand et al. 2004). Zudem modifiziert PAl-1 die Signaltrans-
duktion des uPAR und weiterer Rezeptoren sowie daran gekoppelte Effekte, wie Mitose und
Zellmotilitéat. Dies geschieht durch die Bindung von PAI-1 an uPA, welches selbst an uPAR
gebundenen ist und die nachfolgende Endozytose des resultierenden Komplexes [PAI-1-uPA -
UPAR]. Die Signale des uUPAR und weiterer an der Endozytose beteiligten Rezeptoren werden
S0 beeinflusst (Webb et a. 2001).

Eine Adhasion von Zellen an das Matrixprotein Vitronektin ist Gber das Oberflachenprotein
UPAR mdglich und/oder auch Uber die Integrine. PAI-1 hemmt kompetitiv die Bindung von
UPAR und 3-und 5-Integrinen an Vitronektin, unabhangig von seiner inhibitorischen Wirkung
(Andreasen et a. 1997, Deng et al. 2001). Zudem bewirkt PAI-1 in vitro durch Bindung an
UPA im [PAI-1-uPA-uPAR-Integrin]-Komplex eine Loslésung dieses Komplexes von
Vitronektin. Die Interaktion zwischen dem Komplex-gebundenen Integrin ([PAI-1-uPA-
UPAR-Integrin]) und Vitronektin kann durch die PAI-1-vermittelte Deaktivierung der
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Integrine verhindert werden. Es findet eine Abldsung der Tumorzelle von Vitronektin und in
geringerem Ausmal3 auch von Fibronektin und Typ 1-Kollagenfasern statt. Auf3erdem regt
PAI-1 die LRP-(LDL-Rezeptorassoziiertes Lipoprotein)-vermittelte Endozytose der im
Komplex befindlichen Oberflachenproteine an. Diese stehen dadurch zum Rucktransport an
die Zelloberflache fur weitere Bindungen mit Bestandteilen der EZM vorUbergehend nicht zur
Verfigung. uPA und PAI-1 werden in Lysosomen abgebaut (Czekay et a. 2003) (Abb. 4).

Matrix Matrix
d
+ uPA + PA] 1
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Plasmamembran
m Integrin
! UPAR
! LRP Endosom
@ PpPAl-1 Recychng-
vesikel iysosomaler Abbau

1. Integrin, gebunden an Matrixprotein (z. B. Vitronektin), uPAR und LDL-Rezeptor-assoziier-
tes Lipoprotein (LRP) jeweils freistehend an der Zelloberflache.

2. Aus Zellen freigesetzter uPA bindet an uPAR und initiiert die Komplexbildung aus uPA,

UPAR und Integrin [uPA-uPAR-Integrin]. uPAR bindet ebenfalls an Vitronektin und ver-

starkt die Adhésion.

Die Bindung von PAI-1 an den Komplex bewirkt die Loslésung der Zelle von Vitronektin

und auRerdem die Bindung des Komplexes an LRP.

LRP-vermittelte Endozytose

Ablésung von [uPA-PAI-1] vom Gesamtkomplex und

Transport zum lysosomalen Abbau.

Dissoziation von uPAR, Integrin, LRP und

Rucktransport an die Zelloberflache.
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Abb. 4: Mechanismen der PAl-1-vermittelten Zellablosung von Matrixpro-
teinen (Dutta 2007 modifiziert nach Czekay et al. 2003)
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PAI-1 reguliert den Abbau der EZM durch Bindung an aktiven frelen oder
rezeptorgebundenen uPA und verhindert moglicherweise durch seine hohe Affinitét fur Vitro-
nektin auch dessen Abbau. Dadurch entsteht eine vitronektinreiche Stroma as optimales
Gertst fur die Zellmigration. Auf3erdem fordert PAI-1 die Angiogenese (Bajou et al. 2001,
Isogal et a. 2001). Der Gewebe-Typ-Plasminogen-Aktivator (tPA) ist primér thrombolytisch
aktiv und kann intravasale Emboli auflsen. Da PAI-1 auch tPA inhibiert, ist bei hoher PAI-1-
Expression eine Beschleunigung der Metastasierung denkbar. Denn durch den reduzierten
Abbau von TumorzelImikroemboli in Geféfkapillaren kénnten konservierte maligne Zellen zu
Tochtergeschwiilsten proliferieren (Tsuchiyaet al. 1997).

Erhdhte Werte von PAI-1 wurde neben dem Mammakarzinom bereits bei zahlreichen anderen
Tumorarten nachgewiesen, unter anderem Lungenkarzinome, Kolonkarzinome, Hautkrebs,
Magenkarzinome, Ovarialkarzinomen oder Hirntumore (Pappot et al. 1995, Schmitt et al.
2010).

Prognostische Relevanz:

Eine prognostische Relevanz wurde erstmals von Janicke et a. (1991) nachgewiesen. Sie
fanden bei Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom eine signifikante Korrelaton
zwischen dem PAI-1-Gehalt des Karzinomgewebes mit der Lange des krankheitsfreien Inter-
vals und auch mit der Gesamtlberlebenszeit. Ihre Ergebnisse wurden durch zahlreiche
weitere Untersuchungen bestétigt (Borstnar et al. 2002a, 2002b, Bouchet et al. 1994, 1999,
Candia et al. 2006, Castell6 et a. 2002, Cufer et a. 2002, 2003, Eppenberger et a. 1998,
Fersis et a. 1996, Foekens et al. 1994, Hansen et al. 2003, Harbeck 1998, 19993, 1999D,
2000, 2001, 20023, Janicke et a. 1993, 1994, Kim et al. 1998, Knoop et a. 1998, Look et al.
2002, 2003, Lugmani et a. 2002, Manders et al. 2004a, 2004b, Mayerhofer et al. 1996,
Palmirotta et a. 2009, Pedersen et al. 2000, 2003, Schmitt et a. 1997b, Schrohl et a. 2004,
Thomssen et al. 1998, Umeda et a. 1997, Witzdl et al. 2010). Erhéhte Werte von uPA, PAI-1
und UPAR im Tumorgewebe sind mit schlechtem Krankheitsverlauf und hohem Tumor-
Grading assoziiert und fihren zur Streuung von Tumorzellen und Fernmetastasierung
(Schmitt et a. 1997a, Reuning et al. 1998). Allerdings ist die Anreicherung mit einem
UPA:PAI-Komplex mit einem weniger aggressiven besser differenzierten Tumortyp ver-
bunden (Alvarez-Milan et a. 2002).

In einer multivariaten prospektiven Anayse von 3424 priméaren Mammakarzinomen wurde

zudem gezeigt, dass UPA und PAI-1 nicht nur eine klinisch relevante prognostische, sondern
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auch prédiktiven Einfluss haben (Harbeck et al. 2002b). Gleichzeitig wurde gezeigt, dass
nodal-negative Brustkrebs-Patientinnen mit unauffélligen uPA- und PAI-1-Werten keiner
Chemotherapie bedirfen. In einer grofderen Studie an 8377 Brustkrebs-Patientinnen wurden
vergleichbare Ergebnisse erzielt. Erhohte Werte von uPA oder PAI-1 waren abgesehen vom
Lymphknotenstatus der starkste Pradiktor fur ein kurzes krankheitsfreies Uberleben und
niedriges Gesamtuiberleben (Look et al. 2002).

Eine hohe Menge an PAI-1 mRNA, nicht aber uPA mRNA, wurde ebenso als wichtiger und
unabhéngiger prognostischer Faktor fur die Entwicklung einer Fernmetastasierung und das
Uberleben bei nodal-positiven, hormonrezeptor-positiven Brustkrebspatientinnen entdeckt
(Leissner et al. 2006). Nach einer neueren Studie war das Uberleben von Patientinnen mit
primarem Mammakarzinom ebenso von der Menge an PAI-1 mRNA abhangig, nicht aber von
der uPA mMRNA (Witzel et al. 2010).

1.3.4.5 Plasminogen-Aklvator-Inhibitor-Typ-2 (PAI-2)

V orkommen und physiol ogi sche Funktionen:

PAI-2 zahlt zu den Serpinen (Serinproteinasehemmer). Im Gegenatz zu anderes Serpinen sind
beide PAI-2 Formen unempfindlich gegen eine oxidativer Inaktivierung. PAI-2 ist ein effi-
Zienter Hemmer von aktivem uPA, der SDS-stabile 1:1-Komplexe mit uPA bildet (Kruithof et
a. 1995). An der Zelloberflache gebundenes uPA ist zuganglich und durch exogenes PAI-2
hemmbar (Hang et al. 1998, Kruithof et a. 1995). Nach einer Reihe von Studien konnte PAI-2
das Potenzial haben, die Einwanderung von Krebszellen und die Metastase zu hemmen
(Kruithof et al. 1995). Mdoglichweise stellt PAI-2 eine neue Therapieoption fir Tumor-
metastasen dar (Ranson et al. 2002).

Aufbau:

PAI-2 kommt in Form eines 47 kDa schweren intrazelluléren Proteins und a's glykosyliertes,
extrazelluldres, 60 kDa schweres Glycoprotein vor. Es wird von Phagozyten und in Tumor-
zellen produziert wird. PAI-2 ist im Vergleich zu PAI-1 deutlich stabiler und bindet uPA
ebenfalls Uberwiegend in Form eines 1:1 Inhibitor-Protease-Komplexes (Andreasen et al.
1990).
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Prognostische Relevanz:

Fur PAI-2 als Prognosefaktor liegen unterschiedliche Ergebnisse vor:

Nach Bortnar et al. (2002a, 2002b), Bouchet et a. (1994), Duggan et a. (1997) und Umeda et
al. 1997) korreliert PAI-2 invers mit einer besseren Prognose. In anderen Studien wurde eine
grenzwertige Signifikanz (Cufer et al. 2003) oder kein signifikanter Zusammenhang gefunden
(Bouchet et al. 1999, Foekens et a. 1995, 2000). Schliefdlich fanden Spyratos et al. (2002),
dass niedrige und sehr hohe PAI-2 mRNA-Werte mit einem hoheren krankheitsfreien

Uberleben verbunden waren.
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2 Ziel der Untersuchung

Von den Patientinnen mit nodal-negativen Mammakarzinom koénnen 70% durch eine
lokoregionale operative Therapie geheilt werden wéahrend ca. 30 % der Patientinnen Metasta-
sen entwickeln. Um bei den gefahrdeten 30 % der Patientinnen einen Uberlebensvorteil zu
erreichen, mussten alle nodal-negativen Patientinnen therapiert werden, verbunden mit
belastenden Nebenwirkungen. Um eine Belastung der Patientinnen, die keiner systemischen
adjuvanten Therapie bedurfen, zu vermeiden, wéren aussagekréftige, prognostische Faktoren
notwendig. Bis heute ist es nicht méglich, die geféhrdeten 30 % Patientinnen sicher zu identi-
fizieren (Harbeck und Thomssen 2011, Kantelhardt et al. 2011).

Der Gebrauch von traditionellen prognostischen Faktoren, wie zum Beispiel Alter, Meno-
pausenstatus, Tumorgrof3e, Tumorgrading, und Steroidhormonrezeptorstatus, ist vollig unzu-
reichend. Um eine Verfeinerung der Risikoabschétzung und eine individualisierte Behand-
lungsmdglichkeit zu ermoglichen, wurde in den letzten Jahren nach neuen prognostischen
Faktoren gesucht. Wéhrend mehrere Studien uPA und PAI-1 as unabhangige
Prognosefaktoren evaluiert haben, ist die Bedeutung des PAI-2 noch widersprichlich.

In dieser Studie wurde die Wertigkeit dieser Protease als prognostische und pradiktive
Faktoren fir Patientinnen mit nodal-negativen Mammakarzinom untersucht, wobei vor alem

die Bedeutung von PAI-2 genauer anlysiert werden sollte.

Im Einzelnen wurde folgenden Fragen nachgegangen:
1. Haben die Tumorproteasen uPA, PAI-1 und PAI-2 eine prognostische Aussagekraft
fUr die Entstehung von Metastasen?
2. Besteht eine Korrelation zwischen uPA, PAI-1 und PAI-27?
3. Besteht eine Korrelation zwischen uPA, PAI-1 und PAI-2 mit den etablierten pradikti-
ven Faktoren Tumorgrof3e, Grading, histologischer Typ, Steroidhormonrezeptorstatus,
Alter und Menopausenstatus?

Die eigenen Ergebnisse werden mit Resultaten anderer Arbeitsgruppen in der internationalen

Literatur verglichen und diskutiert.
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3 Patientinnen und Methoden

3.1 Patientinnen

Eingang in die vorliegende retrospektive Studie fanden die Daten von 205 Patientinnen mit
priméren nodal-negativen Mammakarzinom. Die Patientinnen wurden im Zeitraum von 2002
bis 2008 in der Augusta-K rankenanstalt Bochum GmbH behandelt.

3.2 Erfasste Daten

Folgende Parameter wurden aus den archivierten Krankenakten der Patientinnen erfasst:
Lebensater und Menopausenstatus, Tumorgrof3e, Grading, Tumorstadium, histologischer
Typ, Steroidhormonrezeptorstatus (Ostrogen-Score und Progesteron-Score), Her-2-neu und
die Proteasen uPA, PAI-1 und PAI-2. Darliiber hinaus wurde die Therapie erfasst (adjuvante
Chemotherapie, adjuvante endokrine Therapie, AntikOrpertherapie mit Trastzumab,
Radiatiotherapie). Erfassung des aktuellen Status erfolgte Uber die Haus,-und Frauenérzte.

3.3 Nachweis von uPA, PAI-1 und PAI-2 durch einen ELISA im Tumorgewebe

der intraoperativ gewonnenen Proben

Die Untersuchungen wurden von Frau Ilka Streckert durchgeftihrt und in ihrer Dissertation
beschrieben (Streckert 2009):

3.3.1 Gewinnung und Aufbewahrung

Die Proben wurden intraoperativ gewonnen, wobei die Operation mehr als 5 Tage nach der
Diagnosestellung durch sonographischer Jetbiopsie durchgefihrt wurde. Das entnommene
Material wurde sofort auf Eis gelagert. Nach der Diagnostik durch die Pathologie wurde ein
ca. 50 mg grof3es Stiick Tumorgewebe mit moglichst geringem Fettgewebsanteil entnommen,
bei —20 °C eingefroren und bis zu den uPA-, PAI-1- und PAI-2-Bestimmung unfixiert und
gefroren gelagert. Der Transport ins Labor erfolgte auf Trockeneis (Streckert 2009).
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3.3.2 Bestimmung der uPA, PAI-1 und PAI-2-Gewebekonzentration

Die Bestimmung der uPA und PAI-1-Gewebekonzentrationen wurde mit dem FEMTELLE®
Prognose Test von American Diagnostica vorgenommen. Der Test basiert auf einem gegen
humanes uPA bzw. humanes PAI-1 gerichteten, hoch spezifischen monoklonalen Maus
Fangerantikorper. Die Bestimmung von PAI-2 erfolgte mit IMUBIND® PAI-2 ELISA von
American Diagnostica.

Der ELISA war zweifach standardisiert und zwar Uber die Eichgrade und auch Uber die
Normierung pro Gramm Tumorgewebe durch den Proteinassay standardisiert.

Die Bearbeitung des Probenmaterials geschah an drel aufeinanderfolgenden Tagen. Am ersten
Tag erfolgte die Cytosolherstellung mit anschlieffender Inkubation Uber Nacht, am zweiten
Tag wurden die Testplatten fUr den Proteinassay belegt und der uPA-, PAI-1 und PAI-2-
ELISA angesetzt. Am dritten Tag wurden der BCA-Protein-Assay ausgewertet und die
ELISA-Tests durchgefuhrt. Anschliefiend wurden die uPA-, PAI-1- und PAI-2-Konzentra-
tionen im Gesamtgewebe berechnet (Streckert 2009).

3.3.2.1 Tumoraufbereitung und Cytosolherstellung

Die Tumorproben wurden aus dem Kuhlschrank enthommen. Davon wurden 200 mg Gewebe
abgewogen und mit dem Skalpell zerkleinert. Das Gewebe wurde in vorgekihlten Teflon-
gefdien mit Wolframkugeln in flussigem Stickstoff gekihlt und im Dismembranator fur 30 s
bei 2000 U/min dismembraniert.

Das Gewebepulver wurde in Sarstedtgeféien mit Vorlage von 600 pl TBS-Gebrauchs 6sung
gel6st, danach wurden die Zellen durch Zugabe von 67 pl 10 % Tritron X-100-L6sung lysiert.
Die Gewebesuspension wurde fur 14-16 Stunden bel 4 °C auf dem Rollenmischer geriihrt.
Darauf folgte die Zentrifugation der Cytosole fur 45 min mit 14.000 U/min bei 4 °C. Die
Lipidschicht wurde, wenn nétig, entfernt und aus der klaren Cytosolschicht wurden aliquote

Antelle fur die Analysen entnommen (Streckert 2009).
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3.3.2.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde mit dem BCA-Proteintest von Pierce (Pleite BCA Protein
Assay Kit) durchgefiihrt, da dieser nicht durch die Detergenzien des FEMTELLE®-Testes
gestort wird.

Zunédchst wurde der BCA-Verdiunnungspuffer hergestellt, danach wurden nach Schema mit
Waschpuffer die Proteinstandards im Probenréhrchen angesetzt. Darauf wurde die Farbldsung
fur den BCA-Assay angesetzt.

Entsprechend dem Pipettierplan wurden 50 pl Proteinprobe pro Well in eine Mikrotiterplatte
gegeben, 200 pl Farblésung pro Well wurden hinzugefuigt. Die Platte wurde mit Folie abge-
deckt und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Der Farbumschlag nach Hellblau wurde im ELISA-Reader bei 550 nm ausgewertet. Schlief3-
lich wurden die Werte ins Excelprogramm importiert und die Auswertung wurde kontrolliert
(Streckert 2009).

3.3.2.3 Durchfiihrung des uPA-/PAI-1-ELISAs

Zuerst wurden die uPA-, PAI-1- und PAI-2-Standards, der Waschpuffer und der Probenpuffer
hergestellt. Fir die Bestimmungen wurden 1:20 und fir hohe Aktivitat 1:40 Verdinnungen
hergestellt. Der Belegplan der Mikrotiterplatten wurde vorbereitet. Auf Eis wurden je 100 pl
Standard in die Wells pipettiert, danach wurden je 100 pl Probenmateria zugefugt. Die Wells
wurden mit Folie abgedeckt und Gber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Detektionsantikorper hergestellt und die H,SO4-Ldsung
(Stopplosung) bereitgehalten. Die Wells wurden viermal gewaschen, und anschlief3end
wurden je 100 ul uPA Detektionsantikdrper in die uPA-Wells, je 100 ul PAI-1 in die PAI-1-
WEells sowie je 100 pl PAI-2-Detektionsantikorper in die PAI-2-Wells gegeben. Die Platten
wurden mit Folie abgedeckt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der
Inkubation wurde der Enzymkonjugatverdinner zubereitet und damit wurden die uPA-,
PAI-1- und PAI-2-Enzymkonjugate hergestellt. Nach der Inkubation wurden die Wells wieder
viermal gewaschen und 100 pl uPA-, PAI-1- oder PAI-2-Enzymkonjugat in die entsprechen-
den Wells pipettiert. Die Wells wurden noch einmal fir eine Stunde gut abgedeckt, bei
Raumtemperatur inkubiert und wieder viermal gewaschen. Danach wurden 100 ul TMB-
Substratlésung in die Wells gefillt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (blaue
Farbentwicklung). Nach 20 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 pl Stoppldsung
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beendet (Farbumschlag nach Gelb). Die Messung wurde innerhalb von 15 min bel 450 nm
(Referenzwert 620 nm) durchgeftihrt. Die Werte wurden ins Excelprogramm importiert und

die Auswertung wurde kontrolliert (Streckert 2009).

3.3.2.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte durch das Excelprogramm uPA-PAI-Assay. Zuerst wurde die BCA-
Eichkurve aus den Mittelwerten der jewelligen Doppel bestimmung berechnet. Hieraus wurde
die Trendliniey = mx + b (m: Steigung; b: x-Achsenabschnitt) mit y = Absorption und x =
Konzentration bestimmt. Die Bestimmung der Konzentration der verdinnten Patientinnen-
proben ergab sich aus der Trendlinie nach x = (y - b) / m. Anschlief3end wurde mit dem Ver-
dunnungsfaktor multipliziert und die Werte wurden von pg/ml in mg/ml umgerechnet. Das
Programm gab als Zwischenergebnisse die Proteinkonzentration der Patientinnenproben in
mg/ml aus. Zur Kontrolle dienten die BCA-Eichkurve und die Regressionsparameter.

Nach Eingabe der uPA-, PAI-1- und PAI-2-Messwerte und des Verdinnungsfaktors der
Patientinnenproben wurden die Eichkurven aus den jeweiligen Standards berechnet. Hieraus
wurde wieder die Trendliniey = mx + b mit y = Absorption und x = Konzentration bestimmt.
Die Bestimmung der Konzentration der verdinnten Patientinnenproben erfolgte aus der
Trendlinie nach x = (y — b) /m und Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor der Proben
(UPA-/PAI-1-Werte in ng/ml). Die Werte [ng/ml] wurden durch den Proteingehalt der Proben
[mg/ml] aus dem Datenblatt der BCA-Auswertung dividiert. Es erfolgte die Ausgabe der
UPA-, PAI-1- und PAI-2-Werte in ng/mg Gewebe. Zur Kontrolle dienten die jewelligen Eich-

kurven sowie die Regressionsparameter (Streckert 2009).

3.3.2.5 Cut-off-Werte

In einer groferen multizentrisch prospektiv randomisierten Therapiestudie ,, Chemo-NO*
wurde gezeigt, dass zur Unterscheidung zwischen guter und schlechter Prognose der Cut-Off-
Wert fur uPA mit 3 ng/ug Protein und der Cut-Off-Wert fur PAI-1 bei 14 ng/ug Protein im
Tumorzytosol festzulegen ist (Janicke et a. 2001).
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3.4 Statistik

Die Erfassung der Daten erfolgte mit dem Programm Excel 2000 (Microsoft). Die statistische

Auswertung wurde mit dem Programm SPSS Version 14 vorgenommen.

Es erfolgte eine deskriptive Auswertung der Variablen mit der Ermittiung von Mittelwert,

Standardabwei chung, Minimum, Maximum , Median, Haufigkeit (n) und Anteil (%).

In der univariaten Statistik wird nur eine unabhangige Variable betrachtet. Mit der Spearman-
Rangkorrelation wurden die Variablen Alter, pT, Grading, uPA, PAI-1, PAI-2, Tumorgrofie,
Ostrogen-Score, Progesteron-Score und Her-2-neu paarweise auf Korrelation untersucht.
Voraussetzungen Uber die Verteilungsform bestehen nicht, die Variablen brauchen nur

ordinalskaliert zu sain.

In der multivariaten Statistik werden mehrere Variablen gleichzeitig untersucht. Angewendet
wurde die Regressionsanalyse. Deren Zid liegt darin, Beziehungen zwischen einer abhéngi-
gen und mehreren unabhéngigen Variablen festzustellen. Anfanglich befinden sich ale
Variablen in der Regressionsgleichung. Das Programm ermittelt fir jede Variable den p-Wert.
Schrittweise wird die Variable mit dem hdchsten p-Wert aus der Regressionsgleichung
entfernt. Das Verfahren wird solange wiederholt, bis keine Variablen mehr entfernt werden
konnen, die das Signifikanzniveau nicht erreicht haben (p>0,05), also nur noch signifikante
Variablen Ubrig bleiben (p<0,05).
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3.5 Verwendete Gerate und Reagenzien

3.5.1

Gerateliste

Dismembranator: Mikro-Dismembrator S, Sartorius, Géttingen
Mixer, Uzusio VTX-3000L, LMS, Japan

Kuhlzentrifuge, 5417 R, Eppendorf. Hamburg

Laborwaage, 440-33N, KERN, Deutschland

Rollenmischer, RM 5, Assistent, Sontheim

Pipettensatz, Eppendorf, Hamburg

Elisa-Photometer, Spectra Mini, Tecan, Crailsheim
Kryobehdlter, 18HC, Tavlor-Wharton, USA

Kryogefal3e, Cryo-Tube, Nunc, Wiesbaden

Mikrotiterplatten, Sarstedt, NUmbrecht

Chemikalienliste

UPA/PAI-1 Test, FEMTELLE, Best.-Nr.: 899, American Diagnosticainc., Pfungstadt
IMUBIND® PAI-2 ELISA, Best.-Nr.: 894, American Diagnosticainc., Pfungstadt
BCA Protein Assay Kit, Prod.-Nr.: 23225, Thermo Scientific, Bonn

Albumin Standard, Prod.-Nr: 23209, Thermo Scientific, Bonn

Protein Standard, Precinorm, Prod.-Nr.: 10557897, Roche Diagnostics, Mannheim
UPA/PAI-1-Qualitétskontroll proben, Radbound Universitét, Nijimegen. NL

Bovines Serumalbumin (BSA), Best.-Nr.: A7030, Signa, Taufkirchen

Schwefelsaure, Best.-Nr.: 84718, Sigma (Fluka), Taufkirchen
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4 Ergebnisse

4.1 Alter und Menopausenstatus der Patientinnen

Das Patientenkollektiv setzt sich aus 205 Frauen im Alter von 36 - 88 Jahren zusammen (Tab.

3).

Tab. 3: Alter der Patienten

Alter [Jahre]

Mittelwert, Standardabweichung [Jahre] 63,4+10,4
Minimum - Maximum [Jahre] 36-88
Median [Jahre] 65,2

Die meisten Patientinnen waren zwischen 50 und 80 Jahre alt (Abb. 5).
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Abb. 5: Altersverteilung der Patientinnen



Ergebnisse 26

Fast ale Frauen (96 %) waren postmenopausal. Nur ein kleiner Teil war perimenopausal
(3 %) oder pramenopausal (1 %).

4.2 Rezidive und Metastasen

Ob ein Rezidiv vorlag, konnte bel 177 Patientinnen und der Metastasenstatus bel 175 Patien-
tinnen geklart werden. Nur bei einer Patientin wurde ein Reziv der Thoraxwand R1 G2 festge-
stellt. Bei dieser Patientin lag zugleich eine ossére Metastase der BWS und LWS vor. Pulmo-
nal kleinste Herde fanden sich bel einer weiteren Patientin. Eine ossére Metastase der LWS

war bel einer Patientin fraglich.

4.3 Tumorproteasen

Der grofdte Teil der uPa-Werte bewegte sich im Bereich von 0-4 ng/mg. Mit héheren uPa-
Werten nahm der Antell der Patientinnen ab (Abb. 6).

Der grofdte Teil der PAI-1-Werte lag im Bereich von 0-20 ng/mg. Mit hoheren PAI-1-Werten
nahm der Anteil der Patientinnen ab (Abb. 7).

Der meisten PAI-2-Werte (80 %) waren 0 ng/mg. 16 % der PAl-2-Werte war — 10 ng/mg und
nur 4 % der Werte lagen dartber (Abb. 8).
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Anzahl der Patienten
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Abb. 8: Verteilung der PAI-2-Werte

Alle Tumorproteasen, uPa, PAI-1 und PAI-1, streuen in einem sehr weiten Bereich. Dabel
sind die Werte der Einzelfélle mit Rezidiven und/oder Metastasen im Rahmen des gesamten
Kollektivs, die Werte sind aso absolut unauffalig (Tab. 4).

Tab.4: Tumorproteasen

uPA | PAI-1 | PAI-2
[ng/mg]|[ng/mg] [ng/mg]

Gesamtes Kollektiv [Mittelwert 426 | 306 ]| 1,76
Standardabweichung 375| 293| 6,88
Minimum 0 0 0
Maximum 333 | 270,2| 54,4
Median 3,2 22,7 0

Einzelfale mit Reziv Thoraxwand & ossére Metastase| 7,9 38,4
Rezidiven und/oder |Pulmonal kleinste Herde 19 20

o |O |O

Metastasen fragliche ossére Metastase der LWS 0,5 9,4
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4.4 TumorgroBe

Die meisten Tumore (78 %) waren 1-2 cm grof3 (Abb. 9).
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Abb. 9: Verteilung der Tumorgrofen

4.5 Grading, Tumorstadium und histologischer Typ

Die Mehrheit der Tumore (60,1 %) war vom Grad 2. Es folgten Grad 3 mit einem Anteil von
21,3 % und Grad 1 mit 18,7 % (Abb. 10).
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Grad 3
21,2%

Grad 1
18,7%

Grad 2
60,1%

Abb. 10: Grading

Das Stadium 1c hatte mit 69,5 % weitaus den groften Anteil. Deutlich geringer war der Anteil
von Stadium 1b mit 16,0 % und 2a mit 13,5 %. Die tbrigen Stadien sind antellsmé&fdig zu ver-
nachl&ssigen (Abb. 11).

2a
13,5%
la
1,0%
1b
16,0%

1c
69,5%

Abb. 11: Tumorstadium

Die meisten Tumore (95 %) wurden als invasiv duktal klassifiziert. Der Anteil der invasiv
lobul&ren Tumore lag bei 5 %.
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4.6 Steroidhormonrezeptorstatus

Der Ostrogen-Score liegt im Mittel bei 7,4+4,2 und der Progesteron-Score bei 4,8+4,5. Beide

streuen sehr stark, ohne dass ein Haufigkeitsgipfel auszumachen wére (Abb. 12).
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Abb. 12: Verteilung von Ostrogen-Score und Progesteron-Score

4.7 LymphgefaBeinbriiche

In 28 % der Falle lagen Lymphgeféi3einbriiche vor.

4.8 Her-2-neu

Eine Uberexpression von Her-2-neu war bei 70,7 % der Patientinnen nicht nachweisbar (Abb.
13).
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Abb. 13: Her-2-neu Uberexpression

4.9 Korrelationen

In einer univariaten Analyse wurde paarweise untersucht, welche Variablen miteinander
korrelieren (Tab. 5). Es bestand eine hochsignifikante positive Korrelation zwischen dem
Tumorgrading mit dem Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator (uPA), den Plasminogen
Aktivator Inhibitor Typen 1 (PAI-1) und 2 (PAI-2) und der Tumorgrof3e, eine signifikante
Korrelation mit Her-2-neu und eine hochsignifikante negative Korrelation mit dem
Steroidhormonrezeptorstatus  von  Ostrogen-Score  (ERscore) und  Progesteron-Score
(PRscore). UPA, PAI-1 und PAI-2 korrelierten alle untereinander (Abb. 14 bis Abb. 16).
Auch Ostrogen-Score und Progesteron-Score korrelierten miteinander. PAI-2 korrelierte
hochsignifikant negativ mit dem Ostrogen-Score und dem Progesteron-Score (Tab. 5).

Es ist aber auch festzuhalten, dass zwischen uPA, PAI-1 und PAI-2 und den weiteren
etablierten prédiktiven Faktoren Tumorgrof3e, Stadium und Alter kein signifikanter
Zusammenhang bestand (Tab. 5).
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Tab. 5: Korrelationen nach Spearman, angegeben ist der Korrelationskoeffizient r und die Signifikanz p
Alter pT Grading uPA PAI-1 PAI-2 Tumor- | ERscore | PRscore | Her-2-neu
[ng/mg] | [ng/mg] | [ng/mg] grofie
Alter r -0,03781 | -0,07143 | -0,09245 | -0,00926 | -0,08268 | -0,05169 | 0,04194 | -0,00447 | -0,23241
p 0,29657 | 0,15557 | 0,09366 | 0,44756 | 0,11926 | 0,23083 0,3595 0,48469 | 0,02239
pT r | -0,0378 0,25562 | 0,08178 | 0,02938 | -0,04843 | 0,79533 | -0,05605 | 0,05473 | 0,18722
p 0,2966 <0,0001 | 0,12361 0,339 0,2468 <0,0001 | 0,31762 0,3216 0,05635
Grading | r | -0,07143 | 0,25562 0,43732 | 0,33297 0,2312 0,32834 | -0,37094 | -0,33913 | 0,19507
p | 015557 | <0,0001 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,00189 | 0,000486 | 0,00136 | 0,04675
uPA r | -0,09245 | 0,08178 | 0,43732 0,66504 | 0,17835 | 0,03477 | 0,03844 | 0,01198 | 0,15195
[ng/mg] | p | 0,09366 | 0,12361 | <0,0001 <0,0001 | 0,00525 | 0,31031 | 0,37079 | 0,45909 | 0,09655
PAI-1 r | -0,00926 | 0,02938 | 0,33297 | 0,66504 0,15968 | 0,02892 | -0,11232 | -0,03868 | -0,03392
[ng/mg] | p | 0,44756 0,339 <0,0001 | <0,0001 0,01109 | 0,34029 | 0,16701 | 0,37001 | 0,38629
PAI-2 r | -0,08268 | -0,04843 0,2312 0,17835 | 0,15968 -0,06726 | -0,35329 | -0,28426 | 0,14791
[ng/mg] | p | 0,11926 0,2468 | 0,000452 | 0,00525 | 0,01109 0,16897 | 0,0008724 | 0,00641 0,10268
Tumor- | r | -0,05169 | 0,79533 | 0,32834 | 0,03477 | 0,02892 | -0,06726 -0,04009 | -0,11249 | 0,09876
grofie p | 023083 | <0,0001 | 0,00189 | 0,31031 | 0,34029 | 0,16897 0,36636 0,1683 0,20124
ERscore | r | 0,04194 | -0,05605 | -0,37094 | 0,03844 | -0,11232 | -0,35329 | -0,04009 0,56978 | -0,19888
p 0,3595 0,31762 | 0,000486 | 0,37079 | 0,16701 | 0,000872 | 0,36636 <0,0001 | 0,04357
PRscore | r | -0,00447 | 0,05473 | -0,33913 | 0,01198 | -0,03868 | -0,28426 | -0,11249 | 0,56978 -0,13487
p | 048469 0,3216 0,00136 | 0,45909 | 0,37001 | 0,00641 0,1683 <0,0001 0,1243
Her-2- r | -0,23241 | 0,18722 | 0,19507 | 0,15195 | -0,03392 | 0,14791 | 0,09876 | -0,19888 | -0,13487
neu p | 002239 | 005635 | 0,04675 | 0,09655 | 0,38629 | 0,10268 | 0,20124 | 0,04357 0,1243
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Abb. 16: Korrelation zwischen PAI-1und PAI-2

In einer multivariaten Analyse wurde anaysiert, in wieweit uPA, PAI-1 und PAI-2
gleichzeitig von den unabhéngigen Variablen Alter, Stadium, Grading, TumorgréRRe, Ostro-
gen-Score, Progesteron-Score und Her-2-neu abhangen. Dabei fand sich ausschliefdlich

zwischen PAI-2 und dem Ostrogen-Score ein signifikanter Zusammenhang.
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4.10 Behandlung

Eine adjuvante Chemotherapie wurde bei insgesamt 32,5 % der Patientinnen durchgefthrt. In
den meisten Féllen handelte es sich um ein Therapie mit 6 Zyklen FEC. Den Antikorper

Trastuzumab erhielten nur 4,8 % der Patientinnen bei positiven Her 2 Status. Die meisten

Patientinnen (87,0 %) erhielten eine Radatio (Tab. 6).

Tab. 6: Behandlung

Anzahl [n]| Anteil [%]
Chemo- 6XFEC 20 26,0
therapie | CMF 2 2,6
Anthracyclin 1 1,3
AXEC 2 2,6
Herceptin 2 4,8
PCT 25 32,5
Radiatio 67 87,0
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5 Diskussion

5.1 Bedeutung der Prognosefaktoren

Fur die Erstellung eines individuellen Therapiekonzeptes fur eine Patientin mit primarem
Mammakarzinom sind genaue prognostische und préadiktive Informationen wichtig. Daher
wurde in der vorliegenden Studie untersucht, ob es mit den tumorbiol ogischen Faktoren uPA,
PAI-1 und PAI-2 méglich ist, nodal-negative Patientinnen mit einem erhdhten Rezidivrisiko
herauszufiltern. Damit lief3en sich die Chancen fir ein Ansprechen auf bestimmte adjuvante
Therapieschemata abschétzen. Patientinnen mit guter Prognose kdnnen einerseits die Neben-
wirkungen und Spétfolgen der adjuvanten Chemotherapie erspart werden, welche die Lebens-
qualitét stark einschrénken. Andererseits bendtigen Patientinnen mit hohem Risiko eine
adjuvante Chemotherapie. Patientinnen mit hohen uPA/PAI-1 Werten sprechen zwar gut auf
eine Chemotherapie an (Harbeck et al. 2002b), aber weniger gut auf eine palliative endokrine
Therapie (Meijer-van Gelder et al. 2004). Zudem stellen diese Faktoren Angriffsziele fir neue
Behandlungsansétze dar (Schmitt et al. 2000, 2010).

5.2 Bestimmung der Tumorproteasen

Nach der vorliegenden Studie lagen die uPa-Werte im Mittel bei 4,23+3,75 ng/mg und im
Median bel 3,2 ng/mg. Die Literaturangaben weichen sehr stark voneinander ab (Tab. 7). So
reichen die Angaben flr nodal-negative Patientinnen von im Mittel 0,16+0,13 ng/mg (Rha et
a. 2000) bzw. Median 0,16+0,13 ng/mg (Mamstrom et al. 2001) bis im Median 5,32 ng/mg
(Cufer et a. 2003).

Die extrem starken Abweichungen der Ergebnisse in den verschiedenen Studien begriinden
sich in erster Linie auf unterschiedliche Versuchsprotokolle, so (a) die Art des Tumorextraks,
der fur die Untersuchung verwendet wurde, wie z. B. ob ganzes Homogenat, niedrige
Geschwindigkeits- oder Hochgeschwindigkeitstiberstand verwendet wurde; (b) ob ein Deter-
gens wie Triton X-100 zur Extraktion der Protease verwendet wurde, (c) verwendete Kalibra-
toren und (d) Spezifitét der verwendeten Antikorper bei den verschiedenen ELISA’s (Duffy et
al. 1998, Fersiset a. 1996).
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Tab.7: Studien zur Bestimmung von Tumorproteasen bei Patientinnen mit
Mammakarzinomen

Autoren N n uPa [ng/mg] PAI-1 [ng/mg] |PAI-2 [ng/mg]
Castelléet  |NO 30| Mittelwert + | 2,12+0,26 3,32+0,54
a.(2002) |N1 24 | Std.abweich. | 3,73+0,41 5,60+1,02
Castellé et |NO 35| Mittelwert + | 2,26+0,20 3,05+0,40
al. (2007) | N+ 35| Std.abweich. |3,48+0,47 4,76+0,60
Cufereta. |NO 214 | Median 5,32 (3,21-8,55) | 10,04 (5,84-17,4) | 8,01 (4,16-16,33)
(2003) N+ 239 | (Bereich)  |5,38(2,71-8,04) |9,59 (5,10-15,28) | 8,04 (3,68-17,75)
Descoteset | NO 329 | Median 2,2 7,4
al. (2008) N+ 263 2,6 7,75
Eppenberger | NO 152 | Median 0,54 (0-3,1) 5,4 (0,1-44)
etal. (1998) | N+ 123 | (Bereich)  |0,61(0,06-7,9) |6,3(0,7-27)
Fersisetal. |NO 65 [ Median 2,58 7,89
(1996) N1-3 28 2,61 8,01

N>3 62 2,74 8,11
Foekenset |[NO | 1405|Median 0,73(0,24-1,43) |14,3(7,8-234) |2,47 (1,39-5,01)
al. (2000) |N1-3 | 725|(Bereich)  |0,76 (0,30-1,49) |153(8,6-25,8) |2,47 (1,36-5,03)

N>3 | 650 0,77 (0,31-157 [165(9,2-27,0) |2,02(1,12-3,71)
Janickeet a. |NO 61 [ Median 3,07
(1990) N+ 54 2,17
Janickeet al. |NO 104 | Median 2,36 0,93
(1993) N+ 135 2,45 1,13
K amer NO 31| Median 1,38 (0,19-7,0) | 10,1 (0,78-42,0)
(2007) N+ 42| (Bereich) 1,52 (0,22-15,2) |10,8 (2,62-187,4)
Malmstrom | NO 237 | Median 0,16 (0,02-3,0) | 0,70 (0,01-23)
et al. (2001) (Bereich)
Manderset |NO 63 [ Median 0,58 1,98
al. (2004c) | N+ 95 0,48 1,76
Meoeta. |NO 196 | Mittelwert + | 0,60+0,53 10,1+10,1
o0

(Bereich) | 046(01-2.79) | 7,06(1,9-64.4)

Rhaet al. NO 99| Mittelwert + | 0,16+0,13 0,22+0,18
(2000) N1 83 | Std.abweich. |0,18+0,16 0,22+0,18

N2 10 0,11+0,09 0,15+0,11
eigene NO 205 g/ltgtaelbwertﬁ 4,23+3,75 30,6429.3 1,76+6,88
Studie M edia\rllvac :

(Bereich) | 32(0-333) 22,7 (0-270) 0 (0-54,4)
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Die meisten uPa-Werte waren bis zu 4 ng/mg grof3. Mit hdheren uPa-Werten nahm der Antell
der Patientinnen sehr schnell ab. Duffy et a. (1998) fanden eine dhnliche Verteilung der
Werte.

Es bestand eine betréchtliche Streuung der Werte, erkennbar an der grof3en Standardabwei-
chung und dem grof3en Unterschied zwischen Minimum und Maximum. Dieses Ergebnis
findet sich in allen Studien bestétigt (Tab. 7).

In dieser Studie lagen die PAI-1-Werte im Mittel bei 30,6+29,3 ng/mg und im Median bel
22,7 ng/mg. Auch hierbei weichen die Literaturangaben wieder sehr stark voneinander ab
(Tab. 7). Die Angaben reichen von im Median 0,70 ng/mg (Mamstrom et a. 2001) bis im
Median 14,3 ng/mg fur nodal -negative Patientinnen (Foekens et al. 2000).

Wie schon fur uPA beschrieben, bestand auch fur PAI-1 eine betréchtliche Streuung der
Werte, sowohl nach der eigenen Studie als auch den Angaben in der Literatur (Tab. 7).

In dieser Studie wurden PAI-2-Werte von im Mittel 1,76+6,88 ng/mg und Median O ng/mg
ermittelt. Uber die Bestimmung der PAI-2-Werte bei nodal-negativen Patientinnen wurde nur
in den beiden Studien von Cufer et a. (2003) und Foekens et al. (2000) berichtet (Tab. 7).

Hier lagen die Werte hoher asin der vorliegenden Untersuchung.

5.3 Her-2-neu

Eine Uberexpression von Her-2-neu war bei 29,3 % der Patientinnen nachweisbar. Harbeck et
al. (1999a) fanden bei 45,5 % der Patientinen eine Uberexpression von Her-2-neu. Wahrend
nach Harbeck et a. (1999a) keine prognostische Bedeutung vorliegt, ermittelten Dutta (2007),
Eljuga et a. (2011), Offersen et a. (2008) und Zemzoum (2003) einen signifikanten

Zusammenhang mit einer verminderten Uberlebenszeit.

5.4 Korrelationen

Es sollte bestimmt werden, ob eine Korrelation zwischen uPA, PAI-1 und PAI-2 besteht. Dies
konnte bestédtigt werden. Welterhin galt es zu kléren, ob auch Korrelationen zwischen uPA,
PAI-1 und PAI-2 mit den etablierten prédiktiven Faktoren Tumorgrof3e, Grading, histo-
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logischer Typ, Steroidhormonrezeptorstatus, Alter und Menopausenstatus bestehen. Dabei
wurde festgestellt, dass uPA, PAI-1 und PAI-2 hochsignifikant positiv mit dem Tumorgrading
korrelierten. PAI-2 Korrelierte hochsignifikant negativ mit Ostrogen (ERscore) und
Progesteron (PRscore). Weitere Korrelationen zwischen uPA, PAI-1 und PAI-2 mit den
pradiktiven Faktoren bestanden nicht.

Bel ausschliefdlich nodal-negativen Patientinnen ermittelten Harbeck et a. (1998) und De
Cremoux et a. (2009), Manders et a. (2004b), Meo et a. (2004) und Pedersen et a. (2003),
ebenfalls eine hochsignifikante Korrelation zwischen uPA und PAI-1 und Kute et al. (1998)
eine signifikante Korrelation. Harbeck et a. (1998) fanden zudem eine signifikante Korre-
lation zwischen PAI-1 und Grading sowie hochsignifikante Korrelation zwischen PAI-1 und
Tumorgroi3e. Streckert (2009) fand Tendenzen (p<0,1) zwischen uPA und Grading, uPA und
Stadium, PAI-1 und Grading sowie PAI-1 und Stadium. Kute et a. (1998) ermittelten eine
signifikante Korrelation zwischen uPA und Grading. Dazzi et a. (2003) fanden bel einem
Kollektiv von 81 Patientinnen mit Mammakarzinom, davon 40 nodanegativ, ebenfalls
hochsignifikante Korrelationen zwischen uPA und PAI-1, PAI-1 und Grading sowie uPA und

Tumorgrole.

5.5 Progostische Bedeutung der Tumorproteasen

Ein wichtiges Ziel dieser Studie bestand darin zu kléren, ob die Tumorproteasen uPA, PAI-1
und PAI-2 zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits eine prognostische Aussagekraft fir
die Entstehung von Metastasen haben. Bei den Patientinnen wurden nur sehr wenige Rezidive
oder Metastasen festgestellt, so ein Reziv der Thoraxwand R1 G2, eine ossdre Metastase der
BWS und LWS, pulmonal kleinste Herde und eine fragliche ossére Metastase der LWS. Die
Werte der Tumorproteasen waren dabei im Rahmen des gesamten Kollektivs, die Werte also
unauffadllig. Eine prognostische Aussagekraft fur die Entstehung von Metastasen kann schon
aufgrund der geringen Fallzahl nicht abgeleitet werden, zumal die Werte, wie bereits in
zahlreichen Studien festgestellt wurde (siehe Kap. 5.2), sehr stark streuen.

Allerdings ergab die Auswertung der Literatur, dass eine Bestimmung zu einem spéteren Zeit-
punkt durchaus sinnvoll sein kann. Dabei missen die einzelnen Tumorproteasen differenziert
betrachtet werden.
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Bel nodal-negativen Patientinnen mit Mammakarzinomen sind hohe uPA-Werte und/oder
hohe PAI-1-Werte mit einer verringerten Uberlebenszeit und hohe PAI-2-Werte mit einer
erhéhten Uberlebenszeit verbunden. Die in der Literatur verdffentlichten Studien wurden
daraufhin ausgewertet, ob diese Zusammenhange fir das rezidivfreie Uberleben und fur das
gesamte Uberleben signifikant sind (p<0,05).

Demnach wurde fur uPA in 16/21 Studien (76 %) nach univariater Analyse ein signifikanter
Zusammenhang mit dem rezidivfreien Uberleben gefunden und nach multivariater Analyse
nur in 6/17 Studien (35 %). Fur das gesamte Uberleben fand sich in 5/12 Studien (42 %) nach
univariater Analyse und in 4/10 Studien (40 %) nach multivariater Analyse ein signifikanter
Zusammenhang (Tab. 8).

Hinsichtlich PAI-1 fand sich in der Literatur im Vergleich zu uPA héaufiger ein signifikanter
Zusammenhang. So wurde in 17/19 Studien (81 %) nach univariater Analyse ein signifikanter
Zusammenhang mit dem rezidivfreien Uberleben gefunden und nach multivariater Analyse in
alen 14 Studien (100 %). Fiur das gesamte Uberleben lag in 10/11 Studien (91 %) nach
univariater Analyse und in 9/10 Studien (90 %) nach multivariater Analyse ein signifikanter
Zusammenhang vor (Tab. 9).

Zu PAI-2 fanden sich in der Literatur insgesamt nur vier Studien, in denen der Zusammen-
hang mit dem Uberleben von nodal-negativen Patientinnen untersucht wurde. Da die Ergeb-
nisse dieser Studien zudem inkonsistent sind, kann ein Zusammenhang eher nicht abgeleitet
werden (Tab. 10).

Wie bereits im Zusammenhang mit der Bestimmung der Tumorproteasen vermerkt wurde,
sind die Ergebnisse der Studien sehr inkonsistent. Als Begriindung fur die Abweichungen sei
wieder auf die unterschiedlichen Versuchsprotokolle verwiesen (siehe Kap. 5.2). Ein weiterer
bedeutender Einflussfaktor stellt die Behandlung der Patienten dar. Beispielsweise stellten
Eljugaet al. (2011) fest, dass der Zusammenhang zwischen PAI-1 und der Uberlebenszeit nur
fur digenigen Patientinnen gilt, die keine Chemotherapie erhalten haben.

Mit dem Problem der unterschiedlichen Versuchsprotokolle und der daraus resultierenden
stark abweichenden Ergebnisse verknlpft ist die Festlegung der Schwellenwerte. Meist
werden Schwellenwerte fir uPA von 3 ng/mg Protein und PAI-1 von 14 ng/mg Protein fur die
Abgrenzung von positiv vs. negativ zugrundegelegt (Thomssen et al. 2009). Angesichts der
grof3en Unterschiede der Werte in den einzelnen Studien scheint aber die algemeine Gliltig-
keit dieser Schwellenwerte fraglich.
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Tab.8: uPA als Prognosemarker fiir Patientinnen mit nodal-negativen
Mammakarzinomen, angeben sind die p-Werte nach univariater und
multivariater Analyse

Autor n Rezidivfreies gesamtes Uberleben
Uberleben

univariat | multivar. | univariat | multivar.
Bouchet et al. (1994) 146 n.s. n.a n.s. n.a
Bouchet et al. (2003) 226| 0,008 n.s. <0,001 0,03
Descotes et al. (2008) 338 0,062 0,499 n.a n.a
Duffy et a. (1994) 79| <0,05 n.a. 0,055 n.a.
Duffy et al. (1998) 87| 0,0001 | 0,0004 | 0,0002 0,006
Eppenberger et al. (1998) 190| 0,02 0,03 n.a. n.a.
Ferno et al. (1996) 265 0,025 n.a n.a n.a
Foekens et al. (1992) 50 n.a. 0,002 n.a. n.a.
Foekens et al. (2000) 1405 n.a <0,001 n.a <0,0001
Harbeck et a. (1998) 100| 0,0437 n.s. n.s. n.a.
Harbeck et a. (1999a) 125| 0,008 n.s. n.s. n.s.
Harbeck et a. (1999b) 139| 0,010 n.s. 0,670 n.a
Harbeck et a. (2000, 2001) 130 n.a n.s. n.a n.s.
Janicke et al. (1993) 101| 0,0098 0,0136 n.a n.a
Kim et al. (1998) 130| 0,006 n.a. n.a. n.a.
Kute et al. (1998) 116 n.s. 0,35 0,08 0,34
Look et a. (2002) 3483| <0,001 n.a n.a n.a
Look et a. (2003)* 2949| <0,001 n.a. n.a. n.a.
Mamstrém et al. (2001) 226| 0,0006 n.a n.a n.a
Manders et al. (2004b) 576 0,016 0,055 0,041 0,031
Meo et a. (2004) 196| 0,0156 n.s. n.a n.a
Pedersen et al. (2003) 164| 0,07 n.s. 0,001 n.s.
Peyrat et a. (1998) 634| 0,0008 | 0,0056 0,038 0,23
Thomssen et al. (1998) 103 n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s.: nicht signifikant, n.a.: nicht angegeben, * metastasenfreies Uberleben
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Tab.9: PAI-1 als Prognosemarker fiir Patientinnen mit nodal-negativen

Mammakarzinomen, angeben sind die p-Werte nach univariater und

multivariater Analyse

Autor n Rezidivfreies gesamtes Uberleben
Uberleben

univariat | multivar. | univariat | multivar.
Bouchet et al. (1994) 146 0,02 n.a 0,0008 n.a
Bouchet et al. (2003) 226 <0,001 0,0005 <0,001 0,003
Descotes et al. (2008) 338 <0,001 0,002 n.a n.a
Eljugaet a. (2011) 133 0,089 n.a. 0,009 n.a.
Foekens et al. (2000) 1405 n.a <0,0001 n.a <0,0001
Harbeck et a. (1998) 100 0,0001 0,0003 0,0001 0,0000
Harbeck et a. (1999a) 125 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Harbeck et a. (1999b) 139 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Harbeck et a. (2000, 2001) 130 n.a 0,004 n.a 0,017
Janicke et al. (1993) 101 0,0036 0,0189 n.a n.a
Kim et al. (1998) 130 0,032 n.a. n.a. n.a.
Kute et al. (1998) 135 0,04 0,0001 n.s. 0,82
Look et a. (2002) 3483 | <0,001 n.a n.a n.a
Look et a. (2003)* 2949 | <0,001 n.a. n.a. n.a.
Mamstrém et al. (2001) 226 0,30 n.a n.a n.a
Manders et al. (2004b) 576 <0,001 0,007 0,025 n.a
Meo et a. (2004) 196 | 0,0015 | 0,0063 n.a n.a
Offersen et al. (2008) 191 0,02 n.a. n.a. n.a.
Pedersen et d. (2003) 164 0,005 n.s. <0,0001 n.s.
Schmitt et al. (1997b) 147 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Thomssen et al. (1998) 103 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

n.s.: nicht signifikant, n.a.: nicht angegeben, * metastasenfreies Uberleben
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Tab.10: PAI-2 als Prognosemarker fiir Patientinnen mit nodal-negativen
Mammakarzinomen, angeben sind die p-Werte nach univariater und

multivariater Analyse

Autor n Rezidivfreies gesamtes Uberleben
Uberleben
univariat | multivar. | univariat | multivar.
Bouchet et al. (1994) 146| 0,02 n.a n.s. n.a
Duggan et al. (1997) 62 n.s. n.a. n.s. n.a.
Foekens et al. (1995) 460 n.s. n.a n.s. n.a
Foekens et al. (2000) 1405 n.a. <0,002 n.a. 0,20

n.s.: nicht signifikant, n.a.: nicht angegeben

Die prognostische Bedeutung von uPA und PAI-1 ist von den etablierten Prognosefaktoren
wie Nodalstatus, Tumorgrofde, Grading, Hormonrezeptor- oder Menopausenstatus unab-
hangig. Die prognostische Aussagekraft wird durch die gleichzeitige Berticksichtigung von
UPA und PAI-1 erhoht. Die beste Unterscheidung zwischen Hoch- und Niedrigrisiko-Patien-
tinnen wird durch die Einteilung in uPA und PAI-1 niedrig versus uPA und/oder PAI-1 hoch
erzielt (Harbeck 2002a, 2003, Janicke et al. 2001).

Fur Prognosefaktoren wird gefordert, dass die Bestimmung in der allgemeinen Routine leicht
durchfihrbar ist. Dies gilt auch fir geringe Gewebemengen bei kleinen nodal-negativen
Tumoren (Decker et a. 2009). Nach Richtlinien wird fur die Bestimmung von uPA und PAI-1
die Verwendung von 300 mg frischem oder frischgefrorenem Tumorgewebe empfohlen.
Allerdings erméglicht die praoperative diagnostische ultraschallgefiihrte Kernnadelbiopsie die
Friherkennung von kleinen Tumoren und liefert viel kleinere Tumorproben. Es wurde aber
festgestellt, dass diese ebenfalls fir eine routinemalige uPA- und PAI-1-Bestimmung geeig-
net sind (Thomssen et al. 2009).
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5.6 Schlussfolgerung

Das wichtigste Ziel dieser Studie bestand darin zu kléren, ob eine Bestimmung von uPA,
PAI-1 und PAI-2 bel Patientinnen mit nodal-negativen Mammakarzinomen sinnvoll ist. Nach
den eigenen Ergebnissen ist eine Bestimmung zumindest im Anfangsstadium noch nicht
zweckmaldig. PAI-2 liefert keine zusétzlichen Informationen und ist klinisch nicht relevant.
Eine Identifizierung von besonders gefahrdeten Patientinnen ist nicht méglich, Patientinnen
mit Rezidiven und Metastasen lief3en sich nicht ermitteln.

Allerdings kann abgeleitet werden, dass eine Bestimmung zu einem spéateren Zeitpunkt durch-
aus sinnvoll sein kann. So zeigten zahlreiche Studien, dass hohe uPA-Werte und PAI-1-Werte
mit einer verringerten Uberlebenszeit auch bei nodal-negativen Patientinnen einhergehen.
uPA und PAI-1 stellen somit fir solche Patientinnen Prognosemarker dar.

Die Bestimmung von uPA/PAI-1 bei Patientinnen mit nodal-negativen primaren Mamma-
karzinom im Rahmen der t&glichen klinischen Routine wurde in die AGO-Empfehlungen
(Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie) (AGO 2011) (siehe Tab. 12, Anhang) und
die ASCO-Empfehlungen (American Socienty of Clinical Oncology) (Harris et a. 2007) auf-
genommen. Aktuell liegt das héchste Evidenzniveau ,1a nach dem Oxford Levels of Evi-
dence (LOE) (siehe Tab. 13, Anhang) und ,A’ nach den Oxford Grades of Recommendation
(GR) (siehe Tab. 14, Anhang) und das zweithdchste , +' nach den AGO Grades of Recommen-
dation vor (siehe Tab. 15, Anhang) (AGO 2010, 2011).

Dennoch stellt eine sichere Erkennung der gefahrdeten nodal -negativen Patientinnen bis heute
ein ungeldstes Problem dar, wobei auch in den letzten 10 Jahren kaum Fortschritte erzielt
wurden. Nach wie vor missen weitere Biomarker gefunden werden, um die Patientinnen zu
unterscheiden, die entweder von einer Chemotherapie profitieren oder bel denen eine
Chemotherapie vermieden werden kann (Harbeck und Thomssen 2011, Kantelhardt et al.
2011). Deren Bewertung kann nur in grof3en prospektiven klinischen Studien erfolgen (Decker
et a. 2009). Neue molekulare Werkzeuge, einschliefdlich der intrinsischen molekularen Sub-
typen oder prognostischen multigenen Assays, konnten weitere prognostische und prédiktive
Informationen liefern. Damit lief3en sich die Abschéatizungen des Risikos eines Rezidivs und
der Wahrscheinlichkeit des Ansprechens auf eine Chemotherapie verbessern (Bedard und
Cardoso 2011, Schmidt et al. 2010).
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden retrospektiven Studie wurden die Daten von 205 Patientinnen mit
priméren nodal-negativen Mammakarzinomen ausgewertet. Die Patientinnen wurden im Zeit-
raum von 2002 bis 2008 in den Augusta-Krankenanstalten Bochum GmbH behandelt. Das
Ziel lag darin, die Wertigkeit der Serinprotease Urokinase Plasminogen Aktivator (UPA) und
ihren Inhibitoren, Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ 1 (PAI-1) und Typ 2 (PAI-2), as
prognostische und fur Patientinnen mit nodal-negativen Mammakarzinom zu bestimmen. Als
Basis hierzu diente neben den eigenen Ergebnissen eine umfassende Auswertung der
Literatur.

Die uPa-Werte lagen im Mittel bei 4,23+3,75 ng/mg und im Median bel 3,2 ng/mg. Die Werte
lagen im Rahmen der Literaturangaben, wobei diese sehr stark voneinander abweichen. Die
ermittelte betréchtliche Streuung der Werte findet sich in allen Studien bestétigt.

Es wurden PAI-1-Werte von im Mittel 30,6+29,3 ng/mg und im Median 22,7 ng/mg ermittelt.
Auch hierbei weichen die Literaturangaben sehr stark voneinander ab. Die betréchtliche
Streuung der Werte spiegelt sich ebenfallsin der Literatur wieder.

Die PAI-2-Werte wurden mit im Mittel 1,76+6,88 ng/mg und Median 0 ng/mg bestimmt. In
der Literatur finden sich nur wenige V erglei chsangaben.

Die Tumorproteasen uPA, PAI-1 und PAI-2 und die etablierten pradiktiven Faktoren Tumor-
grofRe, Grading, histologischer Typ, Steroidhormonrezeptorstatus, Alter und Menopausen-
status wurden auf Korrelation getestet. Es bestand eine hochsignifikante Korrelation zwischen
uPA, PAI-1 und PAI-2. uPA, PAI-1 und PAI-2 korrelierten hochsignifikant positiv mit dem
Tumorgrading. PAI-2 korrelierte hochsignifikant negativ mit Ostrogen (ERscore) und
Progesteron (PRscore). Weltere Korrelationen bestanden nicht.

Eine progostische Bedeutung der Tumorproteasen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung konnte
wegen der geringen Fallzahl Rezidive oder M etastasen statistisch nicht abgel eitet werden.

Die in der Literatur vertffentlichten Studien wurden daraufhin ausgewertet, ob signifikante
Zusammenhange zwischen den Konzentrationen der Tumorproteasen mit dem rezidivfreien
Uberleben und dem gesamten Uberleben bestehen.

Demnach wurde fur uPA in 16/21 Studien (76 %) nach univariater Analyse ein signifikanter
Zusammenhang mit dem rezidivfreien Uberleben gefunden und nach multivariater Analyse
nur in 6/17 Studien (35 %). Firr das gesamte Uberleben fand sich in 5/12 Studien (42 %) nach
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univariater Analyse und in 4/10 Studien (40 %) nach multivariater Analyse ein signifikanter
Zusammenhang.

Hinsichtlich PAI-1 wurde in 17/19 Studien (81 %) nach univariater Analyse ein signifikanter
Zusammenhang mit dem rezidivfreien Uberleben gefunden und nach multivariater Analyse in
allen 14 Studien (100 %). Fur das gesamte Uberleben lag in 10/11 Studien (91 %) nach uni-
variater Analyse und in 9/10 Studien (90 %) nach multivariater Analyse ein signifikanter
Zusammenhang vor.

Zu PAI-2 fanden sich in der Literatur nur wenige Studien mit zudem inkonsistenten Ergeb-
nissen. Ein Zusammenhang kann eher nicht abgeleitet werden.

UPA und PAI-1 stellen somit fir nodal-negative Patientinnen Prognosemarker dar. Die
Bestimmung von uPA/PAI-1 wird daher von der AGO (Arbeitsgemeinschaft Gynakologische
Onkologie) und der ASCO (American Socienty of Clinica Oncology) im Rahmen der tég-
lichen klinischen Routine empfohlen.

Dennoch stellt eine sichere Erkennung der gefahrdeten nodal -negativen Patientinnen bis heute
ein ungel 6stes Problem dar. Dies bedeutet, dass weitere Biomarker gefunden werden miissen,
um die Patientinnen zu unterscheiden, die entweder von einer Chemotherapie profitieren oder

bei denen eine Chemotherapie vermieden werden kann.
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Tab. 11: Prognosefaktoren beim primaren Mammakarzinom (AGO 2011)
Prognosefaktoren LOE GR AGO
(Tab. 13) | (Tab. 14) | (Tab. 15)
Tumorgrofde la A ++
Lymphknotenstatus la A ++
Vorliegen von Metastasen la B ++
Histologischer Typ (kolloid, muzings, tubulér etc.) 2b B ++
Grading (Tumordifferenzierung) 2a B ++
Alter 2a B ++
Einbruch in Lymph- und/oder Blutgefalie 2b B +
Ostrogen- (ER), Progesteron-Rezeptor (PR) 2a B ++
uPA/PAI-1 (ELISA) la A +*
Triple-negativer Tumortyp 2b B +
HER-2-Status (IHC, FISH) 2b B +/-
Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark la B +/-
Zirkulierende Tumorzellen 2b B +/-
Marker der Zellteilungsaktivitat 2b B +/-
Thymidin-Férbe Index 1b B +/-
S-Phase Fraktion 2b B +/-
Ploidie 2b B +-
Ki-67 1b B +
Aktuell verfligbare Gen-/Protein-Tests 2b(-) D -*
Computergestiitzte Entscheidungshilfen 2b(-) D +
(adjuvantonline.com)
Lebensstil (z. B. regelmaliiger Alkoholkonsum > 6 g/d) 2ba +
BMI > 25 kg/m? 2ba +

* Studienteilnahme empfohlen
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Tab. 12: Prognosefaktoren beim nodal-negativen primaren Mammakarzinom

(AGO 2011)
Prognosefaktoren LOE GR AGO
(Tab. 13) | (Tab. 14) | (Tab. 15)

Grading (Tumordifferenzierung) 2b B ++
Tumorgrofde 2b B +
Alter 2b B +
uPA/PAI-1 (ELISA) la A +*
Proliferation (SPF, TLI, Ki-67) 2b C +/-
Oncotype DX™ 2b B +/-*
Mammaprint™ 2b B +/-*

* Studienteilnahme empfohlen
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Tab. 13: Oxford Levels of Evidence (LOE) (AGO 2010)

LOE | Behandlung/Privention, Prognose
Atiologie/Schaden

la | Systematische Ubersicht (mit Systematische Ubersicht prospektiver Kohortenstudien
homogenem Ergebnis) von (mit homogenem Ergebnis); klinische in verschiedenen
randomisierten kontrollierten Populationen validierte Entscheidungsregel
Studien

1b |Indiziduelle randomisierte kon- Einzelne prospektive Kohortenstudie mit > 80% Nach-
trollierte Studien (mit schmalem beobachtung; klinischein einer einzelnen Population
V ertrauensbereich) validierte Entscheidungsregel

1c | Alles-oder-Nichts Alles-oder-Nichts Fallserien

2a | Systematische Ubersicht (mit Systematische Ubersicht retrospektiver K ohorten-
homogenem Ergebnis) von studien (mit homogenem Ergebnis) oder unbehandelter
Kohortenstudien Kontrollgruppen aus randomisierten kontrollierten

Studien

2b | Individuelle Kohortenstudie Retrospektive K ohortenstudie oder Nachbeobachtung
(einschliefdlich, randomisierte unbehandelter Kontrollpatienten aus randomisierten
kontrollierte Studien minderer kontrollierten Studien; Ableitung aus klinischer Ent-
Qualitét, z. B. < 80% scheidungsregel oder aleinige,, split-sample”-Validie-
Verlaufskontrolle) rung

2c | “Outcome" Untersuchung; “Outcome” Untersuchung
Okologische Studien

3a | Systematische Ubersicht (mit (nicht definiert)
homogenem Ergebnis) von
Fallkontrollstudien

3b | Individuelle Falkontrollstudie (nicht definiert)

4 Fallserien (und Kohorten- und Fallserien (und prognostische K ohortenstudien
Fallkontrollstudien schlechter schlechter Qualitét)
Qualitét)

5 Expertenmeinung ohne explizite Expertenmeinung ohne explizite kritische Einschétzung

kritische Beurteilung oder auf
Grundlage von Physiologie,
Laborhforschung oder ,, ersten

Prinzipien*

oder Ergebnisse basierend auf Physiologie, Labor-

forschung oder , ersten Prinzipien*




Anhang 76

Tab. 14: Oxford Grades of Recommendation (GR) (AGO 2010)

GR |Beschreibung

A konsistente L oE-1-Studien

B konsistente LoE-2- oder -3-Studien oder Extrapolationen von LoE-1-Studien

C L oE-4-Studien oder Extrapol ationen von LoE-2- oder —3-Studien

D L oE-5-Evidenz oder widersprichliche oder nicht schliissige Studien jeden Evidenzniveaus

Tab. 15: AGO Grades of Recommendation (AGO 2010

AGO |Beschreibung

++ Diese Untersuchung oder therapeutische Intervention ist fir die Patientin von grofzem
Vorteil, kann uneingeschrankt empfohlen werden und sollte durchgefiihrt werden.

+ Diese Untersuchung oder therapeutische Intervention ist fir die Patientin von
eingeschranktem Vorteil und kann ausgef Uhrt werden.

+- Diese Untersuchung oder therapeutische Intervention hat bisher keinen Vorteil gezeigt und

kann in Einzelfallen durchgefthrt werden. Nach gegenwartigem Wissen kann keine

eindeutige Empfehlung gegeben werden.

Diese Untersuchung oder therapeutische Intervention kann fir die Patientin von Nachteil

sein und sollte eher nicht durchgefihrt werden.

Diese Untersuchung oder therapeutische Intervention ist von Nachteil und sollte in jedem

Fall vermieden bzw. unterlassen werden.




