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Referat

Der Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp, uPA, und sein Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ
1, PAI-1, sind unabhéangiger Prognosefaktor fiir das nodalnegative Mammakarzinom auf dem
hochsten Evidenzniveau (Level of Evidence 1). uPA- und PAI-1-Konzentrationen unter definierten
Schwellenwerten im Primartumor (niedriger uPA/PAI-1-Status) sind mit einem signifikant nied-
rigeren Rezidivrisiko und einer besseren Gesamtiiberlebensrate fiir die Patientin assoziiert als
uPA- und/oder PAI-1-Konzentrationen Uber den Schwellenwerten (hoher uPA/PAI-1-Status). Die
Validierung von uPA/PAI-1 als prognostischer Faktor erfolgte mittels ELISA aus durchschnittlich
100-300 mg Gewebeproben von chirurgischen Tumorexzidaten. Durch die verbesserte und
friihere Diagnose von Mammakarzinomen, dadurch bedingt oft kleinen Tumoren, stehen fiir die
uPA/PAI-1-Bestimmung haufig nur kleinere Gewebeproben zur Verfligung. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, uPA- und PAI-1-Konzentrationen mittels ELISA aus Gewebeproben von praopera-
tiven Biopsien und korrespondierenden chirurgischen Exzidaten im klinischen Alltag zu verglei-
chen. In einem Studienkollektiv von 163 Patientinnen wurden die uPA- und PAI-1-
Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat mit dem Verfahren nach Bland und Altman verglichen.
Es wurden Sensitivitdten, Spezifitdten, sowie negative und positive pradiktive Werte ermittelt.
uPA- und PAI-1-Konzentrationen in der Biopsie sagten uPA- und PAI-1-Konzentrationen im Exzi-
dat mit hoher Ubereinstimmung voraus. Der uPA/PAI-1-Status wurde mittels praoperativer Bi-
opsie in hohem MaRe korrekt identifiziert. Der praanalytische histologische Nachweis von Kar-
zinomzellen in der Biopsie fiihrte nicht zu héherer Ubereinstimmung zwischen uPA- und PAI-1-
Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat. Klinische und pathologische Faktoren hatten keinen
signifikanten Einfluss auf Differenzen von uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzi-
dat. An einer kleinen Fallzahl innerhalb des Studienkollektivs wurde gezeigt, dass der Biopsiede-
fekt Einfluss auf PAI-1-Konzentrationen im chirurgischen Exzidat hat. Die Bestimmung von uPA-
und PAI-1-Konzentrationen aus prdoperativen Biopsien ist unter Standardbedingungen im klini-
schen Alltag moglich. Aus chirurgischen Exzidaten sollten Gewebeproben ohne Biopsiedefekt
verwendet werden. Intratumorale Heterogenitdt muss bei der Bestimmung von uPA- und PAI-1
bericksichtigt werden. Die Zusammenfiihrung von mindestens zwei Biopsie- oder Exzidatpro-

ben zu einer Gewebeprobe wird empfohlen.

Landstorfer, Brigitta: Vergleich der uPA- und PAI-1-Proteinkonzentrationen in Gewebe aus
prdoperativer Biopsie und korrespondierendem chirurgischen Exzidat von Mammakarzinomen
Halle (Saale), Univ. Med. Fak., Diss., 79 Seiten, 2016
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 72 000 Frauen neu an einem Mammakarzinom. Weltweit
ist das Mammakarzinom die haufigste Krebserkrankung der Frau. Die hochste Neuerkrankungs-
rate liegt in Westeuropa und den USA vor (Boyle et al., 2008). Durch die Einfiihrung des Mam-
mographie-Screening-Programms in Deutschland 2005 wurde zunachst ein Anstieg der Neuer-
krankungsrate verzeichnet, bedingt durch die zunehmende Detektion von kleineren
Mammakarzinomen (T1 — Tumorausdehnung < 2 cm) in der Screening-Altersgruppe (50 — 69
Jahre). Trotz der gestiegenen Inzidenz ist in den letzten 20 Jahren durch adjuvante Chemothe-
rapie und antihormonelle Therapie die Mortalitdt des nicht-metastasierten Mammakarzinoms
auf ca. 20 % gesunken (Berry et al., 2005; Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiolo-

gischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2013).

1.2 Diagnostischer und therapeutischer Algorithmus des invasiven nicht-
metastasierten Mammakarzinoms

In Deutschland gelten fiir die Diagnose und Therapie des invasiven nicht-metastasierten
Mammakarzinoms definierte Standards und Algorithmen, die in der interdisziplindren S3-Leitli-
nie Brustkrebs der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaf-
ten e.V. (AWMF e.V.) und in den Empfehlungen der Arbeitsgemeinschaft gyndkologische Onko-
logie e.V. (AGO e.V.) festgelegt sind. Die histologische Diagnostik abklarungswirdiger Befunde
erfolgt durch bildgestiitzte Stanz- oder Vakuumbiopsie. Im Biopsiegewebe wird neben dem Tu-
mortyp der Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus (ER- und PgR-Status), sowie der HER2-
Status (human epidermal growth factor receptor 2) und das Tumorgrading (Differenzierungs-
grad der Karzinomzellen) bestimmt. Nach prdoperativer Biopsie erfolgt die chirurgische Tumo-
rexzision. Ziel der chirurgischen Therapie ist die Entfernung des Karzinoms mit einem minimalen
Sicherheitsabstand von 1 mm zum gesunden Gewebe. Favorisiert werden sollte die brusterhal-
tende Therapie (BET). Das chirurgische Exzidat wird ebenfalls histologisch untersucht. Intraope-
rativ wird die Tumorfreiheit der Resektionsrander beurteilt, wenn es sich um ein Karzinom mak-
roskopisch < 1 cm handelt. Postoperativ wird die TumorgréRe und das Tumorgrading bestimmt.
Fakultativ kdbnnen weitere Proliferationsmarker wie z.B. Ki67 bestimmt werden. Neben der post-

operativen Radiotherapie der Brust-/Thoraxwand ist die systemische Therapie eine weitere



Saule in der Behandlung des Mammakarzinoms. Diese wird in der Mehrheit der Falle als ad-
juvante Chemotherapie nach der chirurgischen Exzision des Mammakarzinoms durchgefiihrt.
Derzeit ist die Standardtherapie eine Kombination aus einer anthrazyklin- und taxanhaltigen
Chemotherapie (iber 18 —24 Wochen. Patientinnen mit hormonrezeptorpositivem Mammakar-
zinom wird die endokrine Therapie empfohlen. Patientinnen mit HER2-positivem nicht-metasta-
sierten Mammakarzinom sollten eine anti-HER2-Therapie mit dem Antikorper Trastuzumab
Uber ein Jahr in Kombination mit einer taxanhaltigen Chemotherapie erhalten. Patientinnen mit
hormonrezeptornegativem und HER2-negativem, nicht-metastasierten Mammakarzinom (sog.
triple-negatives Mammakarzinom) wird eine neoadjuvante Chemotherapie empfohlen (AWMF

e.V,, 2012; AGO e.V. Komission Mamma 2015).

1.3 Prognostische und pradiktive Faktoren des invasiven Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom wird aufgrund seiner vielfdltigen moglichen histologischen Auspragungen
und biologischen Eigenschaften als heterogene Tumorerkrankung angesehen und in Subgrup-
pen eingeteilt. Je nach Typ weisen Mammakarzinome eine individuell unterschiedliche intrinsi-
sche Aggressivitat und Aktivitat auf. Das Karzinom kann zu unterschiedlichen Zeitpunkten in sei-

ner Entwicklung detektiert werden.

Die notwendige Therapie, wie die adjuvante/neoadjuvante Chemotherapie oder antihormonelle
Therapie, wird daher den biologischen Eigenschaften und der histologischen Auspragung des
Karzinoms angepasst. Um diesem Umstand therapeutisch moglichst individuell fir jede Patien-
tin gerecht zu werden, leisten prognostische und pradiktive Faktoren Hilfestellung. Das Vorlie-
gen einer bestimmten Konstellation dieser Faktoren schliel3t den Einsatz einer medikamentdsen
Therapie gegebenenfalls aus. Das Wissen um Faktoren, die eine glinstige Prognose voraussagen,
kann damit einer sogenannten Ubertherapie von Patientinnen vorbeugen, medikamentds-toxi-
sche Nebenwirkungen vermeiden und Kosten fiir das Gesundheitssystem einsparen (Campbell

et al., 2011; Sullivan et al., 2011; Jacobs et al., 2013).

1.3.1 Prognostische Faktoren

»,Prognosefaktoren geben zum Diagnosezeitpunkt Informationen lber den Krankheitsverlauf,
insbesondere die Rezidivfreiheit und das Gesamtiiberleben betreffend. Sie sind unabhangig von
der Therapie und reflektieren die Fahigkeit des Tumors zur Proliferation, Invasion und Metasta-

sierung” (Decker et al., 2009).



Die Arbeitsgemeinschaft Gyndkologische Onkologie e.V. (AGO e.V.) empfiehlt folgende Progno-

sefaktoren unter Berlicksichtigung strenger Qualitatskriterien uneingeschrankt fur die Anwen-

dung im klinischen Alltag:

TumorgrolRe

axillarer Lymphknotenstatus

Vorliegen von Fernmetastasen

histologischer Typ

histologischer Differenzierungsgrad — Grading

Alter

Invasion in Lymph- u./o. BlutgefiRRe

pCR nach neoadjuvanter Chemotherapie (bei HR+/G3, HER2+)
BMI

Steroidhormonrezeptorstatus ER/PgR

HER2-Status

ER/PgR/HER2 als Surrogatmarker fir molekulare Subtypen
uPA/PAI-1 bei NO (negativer axillirer Lymphknotenstatus)

Marker der Zellteilungsaktivitat (Ki-67, Mitotischer Aktivitatsindex — MAI)

(AGO e.V. Komission Mamma 2015)

1.3.2 Pradiktive Faktoren

,Pradiktive Faktoren treffen eine Vorhersage lber die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens ei-

nes Tumors auf eine bestimmte Therapie. Sie sind entweder selbst Angriffspunkt einer Therapie

oder ihre Expression ist mit der Therapiewirksamkeit bzw. -resistenz verkniipft“ (Decker et al.,

2009).

Die AGO e.V. empfiehlt folgende pradiktive Faktoren bezliglich einer antihormonellen Therapie,

einer anti-HER2-Therapie, sowie einer adjuvanten Chemotherapie unter Beriicksichtigung stren-

ger Qualitatskriterien uneingeschrankt fiir die Anwendung im klinischen Alltag:

antihormonelle Therapie:

Steroidhormonrezeptorstatus ER/PgR

Farbeintensitat immunhistochemisch (ER/PgR)

Menopausenstatus



anti-HER2-Therapie:
HER2-Status

Adjuvante Chemotherapie:

uPA/PAI-1

(AGO e.V. Komission Mamma 2015)

1.4 Therapieentscheid anhand der Klassifizierung von Mammakarzinomen

Der Entscheid fiir den Einsatz einer Chemotherapie, einer endokrinen Therapie u./o. einer anti-
HER2-Therapie beim Mammakarzinom wird in Deutschland anhand der Empfehlungen der Ar-
beitsgemeinschaft Gyndkologische Onkologie e.V. und der interdisziplindren S3-Leitlinie ,,Brust-
krebs” der deutschen Gesellschaft fiir Senologie sowie nach den Empfehlungen der internatio-
nalen St. Gallen Konsensuskonferenz zur Diagnose und Behandlung des primaren Mammakarzi-

noms getroffen.

Die Konsensusempfehlungen des Expertengremiums der St. Gallen Konferenz 2013 stellen, wie
bereits schon 2011, die Tumorbiologie, den sogenannten Phanotyp des Tumors fiir den indivi-
duellen Therapieentscheid in den Vordergrund. Die Klassifizierung des Mammakarzinoms in
Subtypen erfolgt dabei durch immunhistochemisch ermittelte Tumorcharakteristika. Verschie-
dene prognostische und pradiktive Faktoren werden bei der Klassifikation beriicksichtigt. Schon
2009 wies das Expertengremium der Konferenz auf die hohe Bedeutung der ER- und PgR-Expres-
sion im Karzinom (endokrine Sensitivitat des Tumors) als wichtiges Entscheidungskriterium fir
oder gegen eine Chemotherapie und als Kriterium zur Einstufung in eine definierte Risikogruppe

hin (Goldhirsch et al., 2009, 2011, 2013).

Tab. 1 gibt eine Ubersicht (iber o.g. Einteilung der derzeit relevanten Mammakarzinomsubtypen

nach dem St. Gallen Konsensuspapier von 2013 (Goldhirsch et al., 2013).



Tab. 1: immunhistochemisch definierte Subtypen des Mammakarzinoms

Intrinsischer Luminal A Luminal B HER2 enriched basal-like
Subtyp
Immunhistochemisch . " Luminal B-like Luminal B-like - . .
bestimmte Subtypen HTHIREN-AILE HER2 negativ HER2 positiv HER?2 positiv Triple negativ
alle der folgenden Kriterien:
ER+ (21%) ER+ (21%) ER pos. ER - ER -
PgR pos. 0. neg.
PgR+ (220 %) PgR— (<10 %) PgR— (<10 %)
HER2 — HER2 — HER2 + HER2 + HER2 —
mindestens eines dieser Kriterien:
Ki-67 niedrig* Ki-67 erhéht* jedes Ki-67
(<20 %) (220 %)
PgR— (<20 %) jedes PgR
Therapie Endokrine Therapie Endokrine Therapie u.| Endokrine Therapie u.| Chemotherapie u. Chemotherapie
Chemotherapie Chemotherapie u. anti-HER2-Therapie
anti-HER2-Therapie

*Die Mehrheit des Expertengremiums votierte fir einen Schwellenwert von 20% als Indikator fiir einen hohen Ki-67-Status
(nach Goldhirsch et al., 2013).

In der klinischen Praxis werden zusatzlich zu den in Tab. 1 relevanten Faktoren die in 1.3 genann-
ten prognostischen und pradiktiven Faktoren zum Therapieentscheid empfohlen und ange-
wandt. Patientinnen mit Luminal A-like- oder Luminal B-like-klassifiziertem Mammakarzinom
profitieren von der Untersuchung weiterer Faktoren. So kann die Entscheidung, ob neben einer
endokrinen Therapie zudem eine adjuvante Chemotherapie sinnvoll ist moglich individuell ge-

troffen werden. Folgend werden einige dieser Faktoren in 1.5 und 1.6 prazisiert.

1.5 Etablierte klinische und pathologische prognostische und pradiktive
Faktoren

1.5.1 Lymphknotenstatus

Der axillare Lymphknotenstatus (Nodalstatus) ist der starkste Prognosefaktor beim Mammakar-
zinom. Ein histologisch nachgewiesener axillarer Lymphknotenbefall (pN+ = nodalpositiv) korre-
liert positiv mit dem Auftreten eines Rezidivs und negativ mit der Gesamtiiberlebensrate nach
5 Jahren. Die Anzahl der mitbeteiligten axillaren Lymphknoten ist prognostisch entscheidend.
Patientinnen mit 4 und mehr karzinominfiltrierten axillaren Lymphknoten haben im Vergleich zu
Patientinnen mit weniger befallenen axillaren Lymphknoten eine bis zu 30 % héhere Mortalitat

(Carter et al., 1989).



1.5.2 TumorgroRe

Die GrofRRe des Primartumors (pT) geht mit einer erhéhten Rezidivwahrscheinlichkeit und niedri-
gerer Gesamtiberlebensrate einher. In der Regel haben Tumoren < 1 cm eine sehr gute Prog-
nose bei einer nodalnegativen Krankheitssituation. Die TumorgrofRRe korreliert positiv mit dem

Auftreten eines axillaren Lymphknotenbefalls (Carter et al., 1989).

1.5.3 Alter der Patientin

Patientinnen, die bei Erstmanifestation der Erkrankung jlinger als 35 Jahre sind, haben eine
schlechte Prognose aufgrund von haufig vorliegenden tumorbiologisch aggressiven Karzinomen

(Nixon et al., 1994).

1.5.4 Histologischer Typ

Die beiden am haufigsten nachgewiesenen histologischen Typen, das invasive duktale
Mammakarzinom und das invasive lobulare Mammakarzinom, weisen ein deutlich héheres Me-
tastasierungspotenzial auf als die sehr viel seltener vorkommenden tubuldren, muzindsen oder

medulldren Mammakarzinome (Ellis et al., 1992).

1.5.5 Histologischer Differenzierungsgrad — Grading

Invasive Mammakarzinome werden anhand ihres histologischen Differenzierungsgrades nach
Elston und Ellis eingestuft. Fiir die Graduierung in drei Gruppen werden der Differenzierungs-
grad der Zellen, das Vorliegen von Kernatypien und die Mitoserate der Zellen berlicksichtigt.
Zellmorphologisch sehr gut differenzierte Mammakarzinome, sog. G1-Karzinome, weisen eine
deutlich glinstigere Prognose auf als schlecht differenzierte Karzinome, sog. G3-Karzinome (Els-
ton und Ellis, 1991). Schatzungsweise 75 % aller Mammakarzinome sind maRig differenziert, sog.
G2-Karzinome. Daher muss in der klinischen Praxis das Grading in dieser Gruppe (noch mehr)
mit anderen prognostischen und pradiktiven Faktoren in Beziehung gesetzt werden (Harbeck et

al., 2002a).

1.5.6 Hormonrezeptorstatus

Die Expression der Hormonrezeptoren ist sowohl prognostischer als auch pradiktiver Faktor. Die
Expression von Ostrogen- (ER) sowie Progesteronrezeptoren (PgR) von Mammakarzinomzellen
liegt in etwa 75 % aller Mammakarzinome vor. Prognostische Starke besitzen Hormonrezepto-
ren vor allem in den ersten Jahren nach Erkrankungsbeginn. Nach einigen Jahren gleichen sich

die Uberlebenskurven von rezeptorpositiven und -negativen Patientinnen an (Gray, 1992; Sch-



mitt et al., 1997). Bedeutender ist der Hormonrezeptorstatus als pradiktiver Marker fur das An-
sprechen auf eine endokrine Therapie. Je starker die Hormonrezeptoren exprimiert werden,
desto besser ist die Therapiewirkung. Die Expression beider Rezeptoren (ER- und PgR) geht mit
einer deutlich héheren Effizienz der endokrinen Therapie einher (Early Breast Cancer Trialists’

Collaborative Group (EBCTCG), 2011).

1.5.7 HER2-Status

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor HER2 (human epidermal growth factor receptor 2)
ist ebenfalls prognostischer und pradiktiver Faktor. Die Expression von HER2 auf der Zelloberfla-
che von Mammakarzinomen verschlechtert die Prognose der Erkrankung (Slamon et al., 1987).
HER2 ist ein starker pradiktiver Faktor, da der Rezeptor Angriffspunkt fiir eine zielgerichtete anti-
HER2-Therapie beispielsweise mit den Antikdrpern Trastuzumab und Pertuzumab, dem Antikor-
per-Wirkstoff-Konjugat TDM-1 oder dem Tyrosinkinasehemmer Lapatinib ist. Aus einer initial
schlechteren Prognose kann durch eine anti-HER2-Therapie die Prognose fiir die einzelne Pati-

entin vergleichsweise verbessert werden (Ross et al., 2009; Gianni et al., 2011).

1.6 Neue tumorbiologische Prognosefaktoren

Durch individualisierte Konzepte in der Therapie von Patientinnen mit Mammakarzinom haben
tumorbiologische Prognosefaktoren heute einen bedeutenden Stellenwert. Zurzeit sind ca. 100
tumorbiologische Prognosefaktoren beim Mammakarzinom bekannt. Nur einige dieser biologi-
schen Marker sind relevant fiir den Einsatz im klinischen Alltag. Um neue prognostische Faktoren
in der klinischen Routine anwenden und etablieren zu kénnen missen diese international fest-
gelegte Kriterien beziglich ihrer Evidenz und ihres klinischen Nutzens erfiillen, sog. Level of Evi-
dence. Prognostische und pradiktive Faktoren, die in randomisierten doppelblinden Studien
prospektiv evaluiert werden, erlangen die hochste Evidenzstufe, Level of Evidence | (LoE I)
(Hayes et al., 1996). Die Evidenzkriterien wurden 2009 durch Simon et al. dahingehend modifi-
ziert, dass archiviertes Tumormaterial aus prospektiven Studien zur Validierung von prognosti-

schen und pradiktiven Markern verwendet werden kann (Simon et al., 2009).

1.6.1 uPA und PAI-1: Historie und Stellenwert

Der Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp, uPA, und sein Inhibitor PAI-1, haben als prognos-
tischer Faktor (uPA/PAI-1 Status) seit 2002 das hdchste Level of Evidence, LoE |, fiir das nodal-
negative Mammakarzinom erreicht (Look et al., 2002). Die Serinprotease uPA und der Serin-
protease-Inhibitor PAI-1 sind an Tumorinvasion und -metastasierung beteiligt. Die Proteinkon-

zentrationen von uPA und PAI-1 werden mittels ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)



aus Tumorfrischgewebe von Mammakarzinomen bestimmt. Bis heute gilt diese Labormethode
als Goldstandard fur die Bestimmung des uPA/PAI-1 Status. Klinisch validiert wurden uPA- und

PAI-1 aus ca. 100-300 mg Gewebeproben von chirurgisch entnommenen Tumorexzidaten.

Bereits Ende der 1980er- und zu Beginn der 1990er Jahre belegten verschiedene Studien, dass
erhohte uPA-und PAI-1-Konzentrationen im Primdrtumor von Mammakarzinomen mit einer
schlechten Prognose in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben as-
soziiert sind (Duffy et al., 1988; Grgndahl-Hansen et al., 1993; Janicke et al., 1993; Foekens et
al., 1994). In einer prospektiven Unicenter-Studie mit n = 316 Patientinnen mit nicht-metasta-
siertem Mammakarzinom wurden durch log-rank Statistik optimale Schwellenwerte fiir uPA und
PAI-1-Konzentrationen ermittelt (uPA: 3 ng/mg Gesamtprotein, PAI-1: 14 ng/mg Gesamtpro-
tein), um Patientinnen mit hohem Rezidivrisiko von Patientinnen mit niedrigem Rezidivrisiko zu

diskriminieren (Harbeck et al., 1999).

Um uPA und PAI-1 als Prognosefaktor fiir den Einsatz in der klinischen Routine zu etablieren,
folgte die Evaluation von uPA/PAI-1 in der prospektiven, randomisierten Multicenter Studie
Chemo No mit n = 556 Patientinnen mit nodalgenativem Mammakarzinom. Die erste Inte-
rimsanalyse zeigte im Jahr 2001, dass Proteinkonzentrationen von uPA und PAI-1 (iber den
Schwellenwerten (uPA >3 ng/mg Gesamtprotein, PAI-1 > 14 ng/mg Gesamtprotein) mit einer
signifikant schlechteren Prognose beziglich des rezidivfreien- und des Gesamtiberlebens ein-
hergingen. Fir die schlechte Prognose war ausreichend, wenn eins der Proteine, uPA oder PAI-
1, uber dem jeweiligen definierten Schwellenwert lag (hoher uPA/PAI-1-Status). Im Studienkol-
lektiv konnte 44 % aller nodalnegativen Patientinnen aufgrund von uPA- und PAI-1-Konzen-
trationen unter den Schwellenwerten (niedriger uPA/PAI-1-Status) ein niedriges Ruickfallrisiko
zugesprochen werden. Diesen Niedrig-Risiko-Patientinnen konnte eine Chemotherapie erspart
bleiben, Patientinnen mit hohem uPA/PAI-1-Status profitierten, wenn auch statistisch nicht sig-
nifikant, wesentlich von einer Chemotherapie (Janicke et al., 2001). Harbeck et al. konnten 2002
anhand der Auswertung von 2 Studienkohorten (n = 3424 Patientinnen) einen signifikanten Be-
nefit einer Chemotherapie fiir Patientinnen mit hohem uPA/PAI-1-Status zeigen. Sie bestatigten
somit die pradiktive Aussagekraft von uPA/PAI-1 (Harbeck et al., 2002b). Eine Metaanalyse im
Jahr 2002 der EORTC-RBG (European Organization for Research and Treatment of Cancer-Re-
ceptor and Biomarker Group), die Daten von 8377 Patientinnen aus 18 Zentren in Europa ein-
schloss, bestatigte uPA/PAI-1 als unabhangigen Prognosefaktor sowohl beim nodalnegativen als
auch nodalpositiven Mammakarzinom. Als erster neuer tumorbiologischer Prognosefaktor er-

reichte uPA/PAI-1 das hochste Evidenzniveau (Level of Evidence 1 — LoE 1) (Look et al., 2002).



Die abschlieRende 10-Jahres-Analyse der Chemo No Studie bestatigte ein weiteres Mal den prog-
nostischen Stellenwert von uPA/PAI-1 beim nodalnegativen Mammakarzinom. Patientinnen mit
niedrigem uPA/PAIl-1-Status zeigten eine um 44 % geringere 10-Jahres-Rezidivrate (12,9 %) zu
Patientinnen mit hohem uPA/PAI-1-Status (23,0 %). Zudem zeigten die Daten der 10-Jahres-Ana-
lyse, dass flr nodalnegative Patientinnen mit G2-klassifizierten Mammakarzinomen der
uPA/PAI-1-Status zur Risikoklassifikation sinnvoll eingesetzt werden kann. Patientinnen mit
niedrigem uPA/PAI-1-Status in dieser Subgruppe zeigten eine signifikant niedrige Rezidivrate so-
wie eine signifikant hohere Gesamtiiberlebensrate (89,8 %) zu Patientinnen mit hohem

uPA/PAI-1-Status (79,1 %) (Harbeck et al., 2013).

Seit 2002 wird uPA/PAI-1 als prognostischer Faktor von der Arbeitsgemeinschaft fir gynakolo-
gische Onkologie mit uneingeschrankter Empfehlung fiir den Einsatz im klinischen Alltag aner-

kannt und empfohlen (Harbeck und Thomssen, 2002).

2007 hat die American Society of Clinical Oncology (ASCO) uPA/PAI-1 in ihre Leitlinien als prog-

nostischen Faktor aufgenommen (Harris et al., 2007).

Die prospektiven Daten der o.g. Studien belegen, dass der Prognosefaktor uPA/PAI-1 zur Risi-
kostratifizierung von Patientinnen mit nodalnegativem Mammakarzinom eingesetzt werden
kann. Bei einem G2 klassifizierten Mammakarzinom und niedrigem uPA/PAI-1-Status kann Pati-

entinnen eine adjuvante Chemotherapie erspart bleiben.

AnschlieBend an die Chemo-No Studie und die Metanalyse der EORTC-RBG wird uPA/PAI-1 zur
Risikoklassifikation von Patientinnen mit nodalnegativem Mammakarzinom in der prospektiv
randomisierten Multicenter-Studie NNBC 3-Europe (Node Negative Breast Cancer IlI-Europe)

evaluiert.

Die 2009 geschlossene Studie vergleicht die Risikostratifizierung von Patientinnen mit nodalne-
gativem Mammakarzinom anhand etablierter klinischer und pathologischer Risikofaktoren (vgl.
1.5) mit der Risikostratifizierung anhand des uPA/PAI-1-Status. In die Studie wurden 4 149 Pati-
entinnen mit einem nodalnegativen Mammakarzinom eingeschlossen. Zunachst erfolgte die
Klassifikation in eine Gruppe mit niedrigem und eine Gruppe mit hohem Rezidivrisiko entweder
nach klinischen und pathologischen Selektionskriterien wie Alter, Grading, ER/PgR-Status, HER2-
Status oder unter Berlicksichtigung tumorbiologischer Selektionskriterien wie des uPA/PAI-1-
Status. Fir die Einteilung nach dem uPA/PAI-1-Algorithmus (im Folgenden UP-Algorithmus ge-
nannt) kamen Patientinnen infrage, die zum Rekrutierungszeitpunkt mindestens 35 Jahre alt

waren und ein als G2 klassifiziertes Mammakarzinom hatten. Patientinnen, die in dieser Gruppe



einen niedrigen uPA/PAI-1-Status im Tumor aufwiesen, wurde ein niedriges Rezidivrisiko zuge-
sprochen. Patientinnen, die in dieser Gruppe einen hohen uPA/PAI-1-Status aufwiesen, wurde
ein hohes Rezidivrisiko zugesprochen. Primares Studienziel ist der Vergleich einer adjuvanten
taxanhaltigen Chemotherapie (3 Zyklen FEC — Fluouracil, Epirubicin und Cyclophosphamid — ge-
folgt von 3 Zyklen Docetaxel) mit einer anthrazyklinhaltigen Chemotherapie (6 Zyklen FEC) fir
die Patientinnen in der Hoch-Risiko-Gruppe, ungeachtet welche Form der Risikostratifizierung
gewihlt wurde. Primiarer Untersuchungs-Endpunkt in dieser Gruppe ist das rezidivfreie Uberle-
ben, sekundarer Endpunkt das Gesamtiiberleben. Sekundares Studienziel ist die Untersuchung,
ob durch den UP-Algorithmus mehr Patientinnen in eine Niedrig-Risiko-Gruppe eingestuft wer-
den kénnen. Zudem wird untersucht, ob sich das krankheitsfreie Uberleben und Gesamtiiberle-

ben je nach gewahlter Risikoklassifikation unterscheidet.

Nach einem medianen Nachbeobachtungszeitraum von 44 Monaten konnte kein signifikanter
Unterschied fur das rezidivfreie Erkrankungsintervall (97,5 % flir FEC-D versus 97,3 % fiir FEC)
und fur das Gesamtiiberleben (99,0 % flir FEC-D versus 99,5 % fiir FEC) zwischen den untersuch-
ten Chemotherapieschemata fiir Patientinnen in der Hoch-Risiko-Gruppe gezeigt werden
(Thomssen et al.,, 2012). Ergebnisse zum Einfluss der gewahlten Risikoklassifikation (UP-
Algorithmus versus klinische und pathologische Faktoren) auf rezidivfreies Uberleben und Ge-
samtiberleben sind bis dato abzuwarten (Annecke et al., 2008; Harbeck et al., 2008; Kantelhardt

et al,, 2011).

Durch die Zunahme von neoadjuvanten Chemotherapie-Konzepten und bei Erstdiagnose haufig
kleinen Tumoren ist es notwendig Prognosefaktoren wie uPA und PAI-1 in kleinen Gewebemen-

gen, wie z.B. aus der prdoperativen Biopsie, bestimmen zu kénnen.

Thomssen et al. belegten 2009 in einer Forschungsstudie, dass die Art der Gewebeentnahme
unter standardisierten Bedingungen im Labor keinen Einfluss auf die gemessenen uPA- und PAI-
1-Konzentrationen im Karzinomgewebe hat. Unmittelbar nach der chirurgischen Tumorexzision
wurden aus dem OP-Pradparat durch Stanzbiopsie drei Gewebezylinder von je 10—-30 mg Proben-
gewicht entnommen. Aus diesen wurden die uPA- und PAI-1-Konzentrationen bestimmt. Die
gemessenen Proteinkonzentrationen zeigten hohe Ubereinstimmungen zu den uPA- und PAI-1-
Konzentrationen aus 100—-300 mg Gewebeproben des jeweiligen chirurgischen Exzidates (Rypa =
0,789, p < 0,001; Rpar-1= 0,907, p < 0,001; ppv = 0,94, npv = 1,00). Die in der Studie untersuchten
chirurgischen Exzidate/Primartumore wurden zur Diagnosesicherung praoperativ nicht biop-
tiert. Folglich wurde in der Studie nicht untersucht ob durch prdoperative Biopsie bedingte Alte-

rationen im Karzinomgewebe Einfluss auf die gemessenen uPA und PAI-1-Konzentrationen in
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den Exzidat-Proben nehmen. Vielmehr belegen die Studienergebnisse liberzeugend die Durch-
flihrbarkeit der uPA- und PAI-1-Bestimmung aus kleinen Gewebemengen von Biopsien

(Thomssen et al., 2009).

1.6.2 uPA und PAI-1: die Biologie des Plasminogenaktivatorsystems

Das Plasminogenaktivatorsystem vom Urokinasetyp besteht aus den Serinproteasen Plasmino-
genaktivator vom Urokinasetyp uPA (offizielles Gensymbol PLAU, GroRe: 52 kDa) und Plasmin
(90 kDa), dem uPA-Rezeptor (PLAUR/CD87 35 kDa-55 kDa), den Plasminogen-Aktivator-Inhibi-
toren Typ-1, PAI-1 (SERPINE-1, 48 kDa), und Typ-2, PAI-2 (SERPINE-2, 60 kDa), sowie dem Ge-
webe-Typ Plasminogenaktivator t-PA (PLAT, 70 kDa) (Andreasen et al., 2000).

Die Serinproteasen uPA und t-PA katalysieren die Umwandlung des Plasmaproteins Plasmino-
gen in die enzymatisch aktive Protease Plasmin. uPA und t-PA wirken an unterschiedlichen Ziel-
strukturen. t-PA wird durch Endothelzellen synthetisiert und spielt eine maRgebliche Rolle in der
intravaskuldaren Thrombolyse, uPA ist hingegen an Mechanismen perizellularer Proteolyse, Zell-
wanderung und Tumorzellinvasion beteiligt (Dang et al., 1985; Collen und Lijnen, 1986; Rijken,

1995).

Plasmin ist durch seine breite Substratspezifitdt und hohe proteolytische Aktivitdt an verschie-
denen Umbauprozessen der zellularen Matrix beteiligt, d.h. Auflosung von Blutgerinnseln, Ge-
webeumbau wahrend Schwangerschaft und Embryonalentwicklung, bei entziindlichen Prozes-
sen, bei Wundheilung und Angiogenese, bei Tumorinvasion und Metastasierung. Diese vielfalti-
gen Prozesse werden durch Plasmin entweder direkt oder lber die Aktivierung von Matrix-
Metalloproteinasen, die wiederum die Extrazellularmatrix degradieren, katalysiert (Andreasen

et al., 1997; Mengele et al., 2005).

uPA wird in Zellen mit unterschiedlichster biologischer Funktion wie Nierentubulizellen, Fib-
roblasten, Keratinozyten und malignen Tumorzellen als enzymatisch gering aktive einkettige
Vorstufe pro-uPA synthetisiert. pro-uPA wird im Extrazellularraum proteolytisch u.a. durch Plas-
min gespalten und in das hoch-aktive zweikettige uPA (iberflihrt. uPA bindet mit seiner ami-
noterminalen Wachstumsfaktordomane GDF an den spezifischen zellmembranstandigen uPA-
Rezeptor, uPA-R (Petersen et al., 1988; Ploug et al., 1994). t-PA bindet im Gegensatz dazu nicht
an den uPA-Rezeptor. Durch den uPA/uPA-Rezeptor-Komplex wird Plasminogen sehr viel schnel-
ler zu Plasmin katalysiert. AuBerdem werden durch die Bindung von uPA an seinen Rezeptor

Uber Tyrosinkinaserezeptoren, G-Proteine oder LDLR (Low Density Lipoprotein Rezeptoren) Sig-
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nalkaskaden aktiviert, die intrazellulare Wachstumfaktoren synthetisieren, Apoptosemechanis-
men induzieren und Zellmotilitdt und -proliferation beglinstigen (Ploug et al., 1991; Andreasen

et al., 2000).

Die Plasminogenaktivator-Inhibitoren Typ 1 und Typ 2, PAI-1 und PAI-2, gehdren zur Familie der
Serin-Protease-Inhibitoren, sog. Serpine. PAI-1 und PAI-2 werden u.a. in Endothelzellen, Fib-
roblasten, Thrombozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Tumorzellen syntheti-
siert (Simpson et al., 1991; Dellas und Loskutoff, 2005). Durch Bindung und Inhibierung von t-PA
regulieren PAI-1 und PAI-2 fibrinolytische Prozesse. Durch direkte Bindung von PAI-1- oder PAI-
2 an das reaktive Zentrum des Plasminogenaktivators uPA wird dieser irreversibel gehemmt
(sog. Suizidhemmung) und somit die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin durch uPA unter-
bunden. PAI-2 hemmt uPA und tPA langsamer als PAI-1 (Medcalf und Stasinopoulos, 2005; Cze-
kay et al., 2011).

PAI-1 bindet an den uPA/uPA-Rezeptorkomplex. Dies flihrt zur Internalisierung des terniren
uPA/uPA-R/PAI-1-Komplexes in die Zelle. Nach Internalisierung werden uPA und PAI-1 lysoso-
mal degradiert. Der uPA-Rezeptor wird an die Zelloberflache zuriickgefiihrt und steht fiir weitere
Interaktionen mit uPA und PAI-1 erneut zur Verfligung. PAI-1 besitzt eine hohe Affinitdt zum
Adhasionsprotein Vitronektin im Extrazellularraum und konkurriert mit uPA/ uPA-R um dessen
Bindung. PAI-1 wird durch die Bindung an Vitronektin in seiner aktiven Konformation stabilisiert.
Zudem wird durch den PAI-1/Vitronektin-Komplex die Bindung von Integrinen an Vitronektin
verhindert. Dies fiihrt zur Unterbindung der Adhasion der Zelle mit der extrazellularen Matrix,
Zellmigration und Zellmotilitdt werden beglinstigt (Waltz et al., 1997; Deng et al., 2001; Czekay
et al., 2011).

In malignem Tumorgewebe wirkt PAI-1 als Inhibitor von uPA somit nicht protektiv, sondern de-
struktiv durch die Beteiligung an Signaltransduktion, Zellproliferation und -migration und
Apoptose. Diese Prozesse sind Voraussetzung flir Tumorinvasion und Metastasierung (Harbeck

et al., 2001; Mengele et al., 2005).

Aullerhalb von malignen Tumorgeweben nimmt PAI-1 u.a. eine Schlisselfunktion bei Repara-
turmechanismen nach Gewebsverletzungen ein. Fibroblasten und Keratinozyten an Wundran-
dern lokalisiert exprimieren hohe Konzentrationen von uPA und PAI-1 (Rgmer et al., 1991).
Durch die Interaktion von PAI-1 mit Vitronektin in der Extrazelluldrmatrix wird im Wundbereich

Zellproliferation und -Migration induziert (Providence et al., 2000).

Die Funktionen des Plasminogenaktivatorsystems werden in Abb. 1 schematisch dargestellt.
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Abb. 1: Biologisches Modell des Plasminogenaktivatorsystems: durch den uPA/uPA-Rezeptor-

komplex wird Plasminogen zu Plasmin katalysiert. Plasmin degradiert die extrazellu-

lare Matrix Gber MMPs und Wachstumsfaktoren. Durch die Bindung an seinen Rezep-

tor wird uPA aktiviert, intrazellulare Signalkaskaden, Zellproliferation, Apoptose, Zell-

migration werden induziert. PAI-1 bindet an Vitronektin, Gber Integrine werden

Zelladhéasion und -Migration beeinflusst. Durch Bindung von PAI-1 an den uPA/uPA-R-

Komplex wird dieser endozytiert, nach Abbau von uPA und PAI-1 wieder an die Zell-

oberflache zuriickgefiihrt (Vetter et al., 2007).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Bei der individualisierten Behandlung von Patientinnen mit Mammakarzinom stellt sich im klini-
schen Alltag die Frage, ob einer Patientin eine Chemotherapie mit den damit einhergehenden,
medikamentds-toxischen Nebenwirkungen erspart bleiben kann. Zur Klarung sind prognostische
und pradiktive Faktoren unerldsslich. Der Prognosefaktor uPA/PAI-1 tragt das hochste Evidenz-
niveau, LOE I, und wird zur Risikostratifizierung von Patientinnen mit nodalnegativem
Mammakarzinom eingesetzt: Bei einem G2 klassifizierten nodalnegativen Mammakarzinom und
niedrigem uPA/PAI-1-Status kann Patientinnen eine adjuvante Chemotherapie erspart bleiben

(Janicke et al., 2001; Look et al., 2002).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zu priifen, ob die mittels praoperativer Biopsie bestimmten
uPA- und PAI-1-Werte im klinischen Alltag als Entscheidungsgrundlage fiir oder gegen eine ad-
juvante Chemotherapie verwendet werden konnen, d.h. wie sicher die uPA- und PAI-1-Werte
aus der praoperativen Biopsie die Werte im korrespondierenden chirurgischen Exzidat vorher-

sagen.
Daraus ergibt sich die Hauptfrage:

Wie prazise sagt ein niedriger uPA- und PAI-1-Wert in der Stanzbiopsie einen niedrigen uPA-

und PAI-1-Wert im korrespondierenden chirurgischen Exzidat voraus?

Dabei gilt es unter anderem zu beachten, dass heute Mammakarzinome gemaR der aktuellen
Leitlinie vor der chirurgischen Tumorexzision durch eine prdoperative Stanz- oder Vakuumbiop-
sie histologisch zu sichern sind. Durch die nachfolgenden Reparaturvorginge im Tumor besteht
das Risiko einer Veranderung der tumorbiologischen Prognosefaktoren wie uPA und PAI-1. Die

Arbeit untersucht daher die folgenden Nebenfragen:

Nebenfragen:
1. Wie hoch ist der Anteil der nach dem UP-Algorithmus zugeordneten Patientinnen (NO,
G2, > 35 Jahre), die aufgrund des uPA/PAI-1-Status aus der préoperativen Biopsie eine
andere Therapieempfehlung erhalten hatten als durch den uPA/PAI-1 Status des chi-

rurgischen Exzidates?

2. Haben methodische, klinische und pathologische Faktoren Einfluss auf die gemessene
Differenz der uPA- und PAI-1-Konzentrationen (Delta uPA und Delta PAI-1) aus praope-

rativer Biopsie und chirurgischem Exzidat?
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Sind in den fir die Mikroskopie angefertigten Gewebeschnitten histomorphologische
und pathologische Merkmale erkennbar, die charakteristisch fir konkordante und dis-
kordante uPA- u./o. PAI-1-Konzentrationen aus praoperativer Biopsie und chirur-gi-

schem Exzidat sind?

Lasst sich eine hohere Ubereinstimmung zwischen uPA- und PAI-1-Konzentrationen
aus praoperativer Biopsie und chirurgischem Exzidat erzielen, wenn in den Gewebe-

proben der Biopsie auch histologisch Karzinomzellen nachgewiesen wurden?

Hat der Defekt durch die klinisch tbliche, vorausgehende Biopsie Einfluss auf die uPA-
und PAI-1-Konzentrationen im chirurgischen Exzidat? Wie sind die uPA- und PAI-1-
Konzentrationen in Gewebeproben mit Biopsiedefekt im Vergleich zu uPA- und PAI-1-

Konzentrationen in Gewebeproben ohne Biopsiedefekt?
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3 Patientinnen, Material und Methoden

3.1 Patientinnen, Einschlusskriterien, Probenasservierung

In den Brustzentren der Universitatsklinik und Poliklinik fiir Gyndkologie der Martin-Luther-Uni-
versitat Halle-Wittenberg und des Krankenhauses St. Elisabeth und St. Barbara Halle (Saale) wur-
den im Zeitraum Juni 2005 bis September 2013 insgesamt 185 Patientinnen fiir die Studie rekru-

tiert. Das mediane Alter der Patientinnen betrug 62 Jahre (Range: 23 Jahre bis 86 Jahre).

Voraussetzung fiir den Einschluss in die Studie war das Vorliegen eines invasiven Mammakarzi-
noms jeglichen Typs, das in einer praoperativen Biopsie histologisch gesichert wurde. 172 (93 %)
der 185 Patientinnen in der Studie hatten eine sonographisch gestiitzte Stanzbiopsie, 13 (7 %)
der 185 Patientinnen hatten eine mammographisch gestitzte Vakuumbiopsie. Nach erfolgter
Biopsie wurden zwei bis drei Biopsiezylinder unmittelbar fiir die spatere uPA- und PAI-1-
Bestimmung auf Trockeneis (—80° C) oder in fliissigem Stickstoff asserviert und im Forschungs-
labor der Universitatsklinik fiir Gyndkologie aufbereitet. Die histologischen Untersuchungen der
Biopsiezylinder erfolgten in den beteiligten Instituten fir Pathologie (Institut fiir Pathologie der
Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg und Institut fiir Patho-

logie des Krankenhauses Martha-Maria Halle-Dolau).

Weitere Einschlusskriterien: weiblich, pTx, pNx, Gx, Mx, chirurgische Entfernung des
Mammakarzinoms ohne neoadjuvante Chemotherapie. Vorliegen der Einverstandniserklarung

der Patientinnen.

Das Tumorgewebe aus dem chirurgischen Exzidat wurde vom Pathologen wahrend der Brusto-
peration im Schnellschnittlabor im flissigem Stickstoff schockgefroren(—80° C) und an das o.g.
Forschungslabor zur uPA- und PAI-1-Bestimmung weitergeleitet. Es wurde sichergestellt, dass
die Probe makroskopisch Karzinomgewebe enthielt, frei von makroskopisch sichtbaren Einblu-
tungen, Gewebedefekten durch Biopsie oder einem hohen Fettanteil war. Die Lagerung des Ge-

webes erfolgte, wenn erforderlich, auf Trockeneis bei -80° C.

3.2 Definition der Studienkollektive und Zuordnung der Patientinnen

144 (78 %) der 185 Studienteilnehmerinnen wurden zur Beantwortung der unter 2 (Zielsetzung
der Arbeit) formulierten Hauptfrage und den Nebenfragen 1 bis 3 dem sog. Studienkollektiv 1
zugeordnet. Nach Ausschluss aller Proben mit einem im Pierce®-Test bestimmten Gesamtpro-

teingehalt von < 1 mg/mlim Gewebeextrakt (aus Biopsie oder Exzidat) ergaben sich n =127 Fille
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im Studienkollektiv 1. Innerhalb des Studienkollektivs 1 wurden n = 35 Patientinnen nach dem

UP-Algorithmus selektiert (vgl. 1.6.1), im Folgenden als Subkollektiv 1 bezeichnet.

Die Gewebeproben der prdoperativen Biopsien wogen im Median 30 mg (Range: 3 mg bis
35 mg), die Gewebeproben des chirurgischen Exzidates wogen im Median 135 mg (Range: 26 mg

bis 560 mg).

Der Zeitabstand zwischen Entnahme der prdoperativen Biopsie und chirurgischer Tumorexzision

betrug im Median 15 Tage (Range: 2 Tage bis 48 Tage).

41 (22 %) von 185 Patientinnen wurden im Zeitraum November 2005 bis September 2007 dem
sog. Studienkollektiv 2 zugeordnet zur Beantwortung der unter 2 (Zielsetzung der Arbeit) for-
mulierten Nebenfragen 4 und 5. Bevor die praoperativen Biopsien schockgefroren wurden,
wurde der Biopsiezylinder in 4 bis 5 Gewebestlicke geteilt (sog. ,,Fragmentierung”). Von diesen
Gewebsfragmenten wurden HE-Schnitte angefertigt und vom Pathologen histologisch auf Karzi-
nomzellen untersucht. Bei Nachweis von Karzinomzellen im HE-Schnitt wurde das gefrorene
Frischgewebe unmittelbar neben der Entnahmestelle des HE-Schnittes zur uPA- und PAI-1-

Bestimmung weiter aufbereitet und verwendet (siehe auch Abb. 2).

Nach Ausschluss aller Proben mit einem im Pierce®-Test bestimmten Gesamtproteingehalt von
<1 mg/mlim Gewebeextrakt (aus Biopsie oder Exzidat) ergaben sich n = 36 Fille im Studienkol-

lektiv 2.

HE-Schnitt Gewebeprobe fir die

I r I I / uPA- und PAI-1-Bestimmung

Abb. 2: Schematische Darstellung: Karzinomnachweis im Biopsiezylinder

Die Gewebeproben der praoperativen Biopsie wogen im Median 11 mg (Range: 1 mg bis 42 mg),
die Gewebeproben des chirurgischen Exzidates wogen im Median 125 mg (Range: 7 mg bis

522 mg).

Der Zeitabstand zwischen Entnahme der praoperativen Biopsie und chirurgischer Tumorexzision

betrug im Median 16 Tage (Range: 2 Tage bis 50 Tage).
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Zudem wurden im Studienkollektiv 2 in acht Fallen im chirurgischen Tumorexzidat die uPA- und

PAI-1-Konzentrationen unmittelbar aus der Region des makroskopisch sichtbaren Biopsieka-

nals/Biopsiedefektes gemessen und mit uPA- und PAI-1-Konzentrationen desselben chirurgi-

schen Exzidates fern des Biopsiedefektes verglichen.

Vor Einschluss in die Studie wurde mit allen Patientinnen die Durchfiihrung der uPA- und PAI-1-

Konzentrationsbestimmung besprochen, die Bedeutung von uPA und PAI-1 als prognostischer

und pradiktiver Faktor erldutert und das Einverstandnis der Patientinnen eingeholt. Ebenso lag

ein positives Ethikvotum der Ethikkomission der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

vor.

Im gesamten folgenden Text wird die prdoperative Biopsie lediglich als Biopsie und das kor-
respondierende chirurgische Exzidat lediglich als Exzidat bezeichnet.

Die Rekrutierung der Patientinnen fiir die Studie und die Zuordnung zu den unterschiedlichen

Kollektiven ist in Abb. 3 dargestellt.

Ausschluss
aus Studie

n=17

initial rekrutierte Patientinnen
mit invasivem Mamma-CA (pTx, pNx, Gx, Mx)
Nachweis durch praoperative Biopsie

Juni 2005 - Sept 2013

Keine histologische Untersu-
chung des Biopsiegewebes
n=144

!

Histologischer Nachweis von
Karzinomzellen im untersuch-
ten Biopsiegewebe
n=41

v

<1lmg
—]

Bestimmung Gesamtprotein-
konzentration (mg)
pro Gewebeprobe
(Biopsie/Exzidat)

Bestimmung Gesamtprotein-
konzentration (mg)
pro Gewebeprobe
(Biopsie/Exzidat)

<1lmg

¢21mg

Studienkollektiv 1
n=127

¢21mg

Studienkollektiv 2
n=36

Selektion nach UP-Algorithmus
UuPA und PAI-1 prognostisch relevant

Subkollektiv 1
NO, G2, >35J.

n =35

Abb. 3: Rekrutierung und Zuordnung der Patientinnen zum Studienkollektiv 1,

Subkollektiv 1 und Studienkollektiv 2

Ausschluss
aus Studie

n=5
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Eine Ubersicht tiber die klinischen und pathologischen Daten der Patientinnen des Studienkol-
lektivs 1 ist in Tab. 2 dargestellt. Angegeben sind absolute Haufigkeiten (n), sowie relative Hau-

figkeiten (in %).

Tab. 2: Klinische und pathologische Daten des Studienkollektivs 1

klinische und pathologische Faktoren n (%)
Patientinnen Studienkollektiv 1 127 (100 %)
<35 4 (3%)
Alter zum Zeitpunkt 235-<50 27 (21 %)
der Biopsie (in Jahren) > 50—<70 50 (40 %)
270 46 (36 %)
duktal 96 (75 %)
lobular 15 (12 %)
histologischer Tumortyp
muzinos 4 (3%
andere 12 (10%)
HR positiv 107 (84 %)
Hormonrezeptor-Status
HR negativ 20 (16 %)
HER2 positiv 22 (17 %)
HER2-Rezeptor-Status
HER2 negativ 105 (83 %)
G1 26 (20%)
Differenzierungsgrad o
(Grading) G2 82 (65%)
G3 19 (15%)
pT1(<2cm) 42 (33%)
pT2 (22 cm—<5cm) 76 (60 %)
TumorgroRe
pT3 (= 5cm) 6 (5%)
pT4 * 2 (2%)
pNO 64 (50 %)
pN1 61 (48 %)
darunter pNla:n =19 (15 %)
axillarer Lymphknotenbefall pN2: n=8(6%)

pN3: n =10 (8 %)

pN4: n=1(3%)

pNx 2 (2%)

Mo 115 (91 %)
Vorliegen von o
Fernmetastasen m1 4 (3%)

Mx 8 (6%)

*pT4: jegliche TumorgroRe mit Infiltration der Haut oder Brustwand

Eine Ubersicht iiber die klinischen und pathologischen Daten des Studienkollektivs 2 wird

in Tab. 3 gezeigt. Angegeben sind absolute Haufigkeiten (n) und relative Haufigkeiten (in %).
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Tab. 3: Klinische und pathologische Daten des Studienkollektivs 2

klinische und pathologische Faktoren n (%)
Patientinnen im Studienkollektiv 2 36 (100 %)
<35 0 (0%)
Alter zum Zeitpunkt 235-<50 8 (22%)
der Biopsie (in Jahren) >50-<70 19 (53%)
>70 8 (22%)
duktal 30 (83%)
lobular 5 (14%)
histologischer Tumortyp
muzinos 0 (0%)
andere 1 (3 %)
HR positiv 25 (70 %)
Hormonrezeptor-Status
HR negativ 11 (30%)
HER2 positiv 7 (19%)
HER2-Rezeptor-Status
HER2 negativ 29 (81%)
G1 3 (8%)
Differenzierungsgrad o
(Grading) G2 20 (56%)
G3 13 (36 %)
pT1(<2cm) 16 (44 %)
pT2 (22 cm—<5cm) 17 (48 %)
TumorgroRe
pT3 (=5cm) 3 (8 %)
pT4 * 0 (0%)
pNO 17 (47 %)
pN1 18 (50 %)
darunter pNla: n=3(8%)
axillarer Lymphknotenbefall pN2: n=7 (19 %)
pN3: n=1(3%)
pN4: n=1(3%)
pNx 1 (3%)
MO 31 (86%)
Vorliegen von o
Fernmetastasen M1 3 (8%)
Mx 2 (6%)

*pT4: jegliche TumorgréRe mit Infiltration der Haut oder Brustwand

3.3 Material

3.3.1 Material fiir die Gewebepraparation

*  Tumorgewebe (aus praoperativer Biopsie und chirurgischem Exzidat)

* Laborwaage AJ 150L/9 (Mettler, Serien-Nr. L38259) zum Abwiegen der Gewebeproben

*  Trockeneis (—80° C), crushed ice (4° C)

* flussiger Stickstoff (N,) in DewargefaR, Schutzhandschuhe, Schutzbrille
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3.3.2

Geréte zur Gewebepraparation: Skalpelle, Klingen, Pinzetten, StoRel/Hammer,

reillfeste Alufolie

gekilhlte Schneideunterlage (z.B. Metallplatte)

Kryovials: Kryorohrchen 1,2 ml (TPP # 89012) zur Gewebeasservierung
Kryoréhrchen 1,2 ml (Nalgene # 5000 /-0012) zur Gewebedismembration

Stahlkugeln (Sartorius, BBl 8546919, @ 9mm) zum Dismembrieren,

Teflonbehalter zum Dismembrieren
Mikro Dismembrator U (Sartorius, Serien-Nr. 8531722) zur Gewebedismembration

Extraktionspuffer aus TBS (tris buffered saline — pH 8,5; 2,7 mM KCI; 50 mM TRIS
(Trishydroxymethyl)-aminomethan); 138mM Nacl)

und 1 % Triton fiur die Lysis des Gewebes
Einkanalpipette fiir den Volumenbereich 10-1000 pl
Einweg-Pasteurpipette

Eppendorf-Tubes 2 ml

Vortex Mixer neolab 7-2020 (Gemmy Industrial Corp., Serien-Nr. 016671) zum Mi-

schen von Proben und Lysis des Gewebes
Roller Mixer SRT1 (Stuart, Serien-Nr. R000102493) fiir die Lysis des Gewebes
Zentrifuge Biofuge pico (Heraeus, Serien-Nr. 40259081) fiir die Gewinnung des Cyto-

sols aus dem lysierten Gewebe

Material fiir die Gesamtproteinbestimmung

Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific Prod # 23225)

s Reagenz A: (1000 ml, Zusammensetzung: Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat,

Bicinchoninic-Sdure und Natriumtartrat in 0,1 M Natriumhydroxid)
= Reagenz B: (25 ml, enthalt 4 % Kupfersulfat)

= Albumin Standard 2 mg/ml: (1 ml-Ampulle, enthilt Rinderserum-Albumin bovine

serum albumin — BSA auf 2 mg/mlin 0,9 % NaCl und 0,05 % Natriumazid)
Crushed ice (4° C) zum Auftauen der Gewebeproben

Verdiinnungspuffer aus TBS pH 8,5 und 0,1 % Triton (4° C)
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3.33

Mikrotiterplatte 96-well (96 Vertiefungen)

Multipipette fir den Volumenbereich 200 pl

Klebefolie oder Parafilm

Waéarmeschrank Innova 4230 (New Brunswick Scientific, Serien-Nr. 201040530)

Photometer Plattenreader Anthos 2020 (Anthos, Serien-Nr. 225501228)

Messwellenlange 570 nm

Microtubes 1,5 ml

Material fiir die uPA- und PAI-1-Proteinbestimmung mittels ELISA

Femtelle™ uPA/PAI-1 Test — Ref 899

(Sekisui Diagnostics, LLC; Lexington, MA, USA)

= anti-human uPA IgG beschichtete Mikrotiterplatten (farblos): 6 Streifen mit 16
Vertiefungen, Halter u. Abdeckung

= anti-human PAI-1 I1gG beschichtete Mikrotiterplatten (rot markiert): 6 Streifen mit

je 16 Vertiefungen, Halter u. Abdeckung
= uPA Standard: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 ng/ml (lyophylisiert)
= PAI-1 Standard: 0, 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 ng/ml (lyophylisiert)
= uPA-Detektionsantikorper, biotinyliertes anti-human uPA (lyophylisiert)
= PAI-1-Detektionsantikorper, biotinyliertes anti-human PAI-1 (lyophylisiert)
= uPA-Enzym-Konjugat, Streptavidin — HRP (60 pl)
s PAI-1-Enzym-Konjugat, Streptavidin — HRP (60 pl)
s Enzymkonjugat-Verdinner (lyophylisiert)
TBS-Puffer, pH 8,5 (lyophylisiert)

Probenpuffer aus PBS (Phosphate Buffered Saline — pH 7,4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl;
10 mM Na;HPO4*2 H,0; 2,0mM KH,PO,4) und 0,1 % Triton und 1 % BSA; (4° C)

Extraktionspuffer aus TBS pH 8,5 und 1 % Triton
Waschpuffer aus PBS pH 7,4 und 0,1 % Triton
Peroxidase-Substrat, TMB

0,5 N H,S0, (Schwefelsdure)
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* Rinderserum-Albumin (BSA, Sigma Life Science — A7030-50G)

* uPA/PAI-1-Reference Sample aus Nijmegen — Ref 899C
(Sekisui Diagnostics, LLC; Lexington, MA, USA)

* 0,22 pl gefiltertes deionisiertes H,0O
*  Multipipette fiir den Volumenbereich 50-200 pl
* Einkanalpipette fiir den Volumenbereich 10—-200 ul

* Behalter mit Deckel und mit Aqua dest. benetztem Zellstoff ausgelegt —

feuchte Kammer

* Photometer Plattenreader Anthos 2020 (Anthos, Serien-Nr.: 225501228)

Messwellenldange 450 nm

* Software Microsoft Excel 2007 (fir Windows, Fa. Microsoft Corp., Redmond, WA, USA,

Vers. 2007) zur Auswertung der uPA- und PAI-1-Konzentrationen

3.4 Methoden

3.4.1 Praparation des Tumormaterials

Schritt 1: Pulverisierung der Gewebeprobe

Abwiegen des kurzzeitig auf Trockeneis gelagerten Tumorgewebes. Alle Werkzeuge und Mate-
rialien sollten zwischen den Arbeitsschritten stets in N, gekiihlt werden. Die Gewebeproben ha-
ben pro Ansatz ein maximales Gewicht von 300 mg, ggf. mehrere Ansatze pro Tumorprobe. Das
Gewebe darf nicht antauen. Mechanische Zerkleinerung der in Alufolie gewickelten Proben.
Uberfiihrung der Gewebsbrdsel in ein Kryordhrchen und Dismembrierung der Gewebeproben
zweimal fur 45 Sekunden bei 2000 rpm. Lagerung der pulverisierten Tumorproben bei —80° C

auf Trockeneis.

Schritt 4: Lysis des Gewebes

Auftauen der pulverisierten Gewebeproben fiir ca. 10 Minuten auf crushed ice (4° C). Entspre-
chend des Probengewichtes Hinzugeben des Extraktionspuffers (TBS pH 8,5 mit 1 % Triton, 4° C)
zur Probe in das Kryoréhrchen. Vortexen des Proben-Puffer-Gemisches Die Suspension wird bei

4° C Uber Nacht fiur ca. 14-16 h auf dem Roller Mixer gemischt.
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Schritt 5: Herstellen des cytosolischen Tris-Triton-Extrakts

Nochmaliges Vortexen der Suspension und Uberfiihren in ein 2 ml Eppendorf Tube. Zentrifuga-
tion fir eine Stunde bei 13000 g und 4° C zur Trennung der Zelltrimmer vom Cytosol. Nach
Zentrifugation Abtrennen sichtbarer Lipidreste vom Zelliberstand. Das Cytosol wird in ein ge-

kiihltes TPP-Kryoréhrchen pipettiert und aliquotiert. Lagerung der Extrakte in N,.

3.4.2 Gesamtprotein-Bestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgt mit dem Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific Prod #

23225) entsprechend der Angaben des Herstellers.

* Verdinnung der Albumin Standardreihe laut Kit-Anleitung
* Verdinnung der Proben mit Verdiinnungspuffer (TBS pH 8,5 und 0,1 % Triton, 4° C)
* Herstellen der Working Reagenz laut Kit-Anleitung

* Bestlickung der Mikrotiterplatte (96 wells — Vertiefungen) und Proteinmessung:
Pipettieren von 10 ul des Verdiinnungspuffers als Blank, der Standards, der Kontrollen und der
Extrakte in je eine Vertiefung der Mikrotiterplatte. Hinzu pipettieren von 200 ul der Working
Reagenz in jede Vertiefung. Inkubation der Proben bei 37° C fiir 30 Minuten. Kiihlen der Pro-
ben bei 4° C Gber 10 Minuten. Messung der Extinktion/optischen Dichte (OD-Werte) der Pro-
ben bei A s70nm im Photometer. Mittels der Excel Software wird aus den gemessenen OD-
Werten der Standards eine Standardkurve erstellt. Die Konzentration des Gesamtproteins der

Gewebeextrakt-Probe wird anhand der Standardkurve kalkuliert.

3.4.3 uPA/PAI-1-ELISA — Testprinzip und Testdurchfiihrung

Der Femtelle™ uPA/PAI-1-Test (Sekisui Diagnostics, LLC; Lexington, MA, USA) basiert auf dem
Prinzip eines Sandwich ELISAs mit beschichtetem primdrem Antikérper in der Platte und spate-

rer Zugabe des sekundaren Antikorpers

Tag 1

Schritt 1: Reagenzienvorbereitung und Probenvorbereitung

Losen der lyophylisierten uPA- und PAI-1-Standards in Aqua dest. und Inkubation flir 3 Minuten
bei Raumtemperatur. Lésen der uPA/PAIl-1-Referenzprobe in Probenpuffer und Inkubation fur
30 Minuten bei 4° C. Der Leerwert (Probenpuffer aus PBS, 0,1 % Triton, 1 % BSA) wird bereitge-
stellt. Verdliinnung der -Proben in Abhdngigkeit von der gemessenen Gesamtprotein-Konzentra-

tion.
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Schritt 2: Belegung der Mikrotiterplatten

Fiir die uPA-Konzentrationsbestimmung werden in die mit dem uPA-Antikérper beschichteten
Vertiefungen der (ersten) Mikrotiterplatte je 100 pl Probenpuffer (Blank), uPA-Standard, Refe-
renzkontrolle, interne Kontrolle und die verdiinnten Gewebeextrakte- pipettiert. Vorgehen in
gleicher Weise fir die PAI-1-Konzentrationsbestimmung (Verwendung der mit dem PAI-1-
Antikorper beschichteten (zweiten) Mikrotiterplatte). Von allen zu messenden Proben erfolgt
immer ein Doppelansatz. Abdecken der Mikrotiterplatten mit Folie und Inkubation Uber Nacht

in einer feuchten Kammer bei 4° C.

Tag 2

Schritt 1: Reagenzienvorbereitung

Auflésen der uPA- und PAI-1-Detektionsantikdrper und des lyophylisierten Enzymkonjugat-Ver-
diinners in Aqua dest fiir die uPA und PAI-1-ELISA-Testdurchfiihrung laut Kit-Anleitung.

Schritt 2: uPA/PAI-1-ELISA Testdurchfiihrung

Viermaliges Waschen der Vertiefungen mit Waschpuffer. In jede Vertiefung werden 100 ul uPA-
bzw. PAI-1-Detektions-Antikoérper pipettiert. Inkubation der Platten bei Raumtemperatur fir
eine Stunde, es erfolgt die uPA- bzw. PAI-1-Antigen-Antikdrper-Reaktion. Nochmaliges Waschen
(4x) der Platte mit Waschpuffer. In jede Vertiefung werden 100 pl verdiinntes uPA- oder PAI-1-
Enzymkonjugat pipettiert. Inkubation der Platten bei Raumtemperatur fir eine Stunde. Noch-
maliges Waschen (4x) der Platten mit Waschpuffer. Es werden je 100 ul Peroxidase-Substratlo-
sung (TMB) in jede Vertiefung der Platten pipettiert. Inkubation der Platten bei Raumtemperatur
im Dunkeln fiir 20 min. Durch Substratabbau erfolgt ein blauer Farbumschlag. Nach 20 min. wird
die Enzymaktivitdt durch Hinzugabe von 50 pl 0,5N H,S04 pro Vertiefung abgestoppt. Die Losung

in den Vertiefungen farbt sich gelb.

Schritt 3: Messung und Auswertung der uPA- und PAI-1-Konzentration

Nach Abstoppen des Substratumsatzes erfolgt die Messung der Enzymaktivitat innerhalb von
10 min. bei Assonm im Photometer. Der Mittelwert der Extinktion des Nullwertes (Standard
0 ng/ml) wird von den Standards abgezogen. Der Mittelwert der Extinktion des Blank (Proben-

puffer) wird von den Gewebeextrakt-Proben abgezogen.

Zur Kalkulation der uPA- und PAI-1-Konzentrationen wird in Excel eine Standardkurve erstellt. In
der Standardkurve werden die gemessenen Extinktionswerte jedes uPA- und PAI-1-Standards
gegen die entsprechende uPA- und PAI-1-Konzentration aufgetragen. Die Standardkurve ent-
spricht einer quadratischen Funktion (f(x) = ax®> + bx + c). Mittels dieser Funktion werden die

uPA- und PAI-1-Konzentrationen der Kontrollen und Proben in ng/ml kalkuliert. Die ermittelte
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uPA- und PAI-1-Konzentration in ng/ml wird mit dem Verdiinnungsfaktor der Gewebeextrakt-

Probe multipliziert.

Die BezugsgroRe der uPA- und PAI-1-Konzentrationen im Tumor ist die Konzentration des Ge-
samtproteins im Cytosol. Die Ratio aus der im ELISA gemessenen Konzentration in ng/ml und
dem Gesamtprotein in mg/ml ist die im klinischen Alltag zur Prognoseabsch&tzung gebrauchli-

che uPA- und PAI-1-Konzentration in ng/mg Gesamtprotein.

3.4.4 Methoden der Auswertung und der Statistik

Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde die SPSS-
Statistik-Software (fur Windows, Fa. IBM, Armonk, NY, USA, Vers. 19.0) sowie Microsoft Excel
(far Windows, Fa. Microsoft Corp., Redmond, WA, USA, Vers. 2007) verwendet.

Fiir die uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus praoperativer Biopsie und chirurgischem Exzidat
wurden fir beide Studienkollektive Median mit Interquartilabstand, Minimum und Maximum
ermittelt und tabellarisch zusammengefasst. Die gemessenen uPA- und PAI-1-Konzentrationen
aus Biopsie und Exzidat eines jeden Falles wurden fiir beide Studienkollektive tabellarisch erfasst

und graphisch dargestellt.

Im Studienkollektiv 1 wurden die uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus dem Biopsiegewebe
(neue Methode —in Bezug auf die Art der Probenentnahme) und die uPA- und PAI-1-Konzentra-
tionen aus dem Exzidatgewebe (etablierte Methode) nach dem Verfahren von Bland und Altman

verglichen (siehe Zielsetzung unter 2) (Bland und Altman, 1986; Grouven et al., 2007).

Mithilfe des Verfahrens von Bland und Altman wurde eine Interpretation der Ubereinstimmung
der zwei Methoden gefiihrt. Es wurde ermittelt, ob durch eine Methode die uPA- und PAI-1-
Konzentrationen prinzipiell héher oder tiefer als durch die alternative Methode gemessen wer-
den (systematischer Fehler). Es wurde eine Aussage (iber die Verzerrung und Streuung der Dif-
ferenzen der einzelnen Messwertepaare getroffen. Es wurde ermittelt, ob die Streuung der ein-
zelnen Messwertepaare von der GréRe der erhobenen Messwerte abhangig ist. Die klinische
Beurteilung der Ergebnisse entscheidet iiber die Ubereinstimmungsgiite der zwei miteinander

verglichenen Methoden.

In Bland-Altman-Plots wurden die gemessenen Einzeldifferenzen der Proteinkonzentrationen
(Differenz von uPA oder PAI-1 aus Biopsie und Exzidat in ng/mg Gesamtprotein) gegen den Mit-
telwert der Proteinkonzentrationen eines jeden Falles ( (uPA oder PAI-1 aus Biopsie + uPA oder

PAI-1 aus Exzidat) / 2 ) aufgetragen. Der Mittelwert aller Einzeldifferenzen gibt im Bland-Altman-
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Plot die Verzerrung d, den sog. Bias, an. Je starker die Anndherung von d gegen Null ist, desto
geringer die Abweichung der einzelnen uPA- oder PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzi-
dat eines jeden Falles. Die Ubereinstimmungsgrenzen, sog. Limits of Agreement, berechnen sich
aus der Verzerrung d addiert und subtrahiert mit der 2-fachen Standardabweichung s aller Ein-
zeldifferenzen. Laut Bland und Altman begrenzen diese Limits of Agreement den Bereich in dem

95 % aller ermittelten Einzeldifferenzen liegen (Bland und Altman, 1986; Grouven et al., 2007).

In beiden Studienkollektiven wurden fiir die uPA- und PAI-1-Konzentrationsbestimmung in Bi-
opsie und Exzidat Sensitivitaten, Spezifitdten, negative und positive pradiktive Werte mit Be-
rechnung des jeweiligen 95 % Konfidenzintervalles erhoben. In einer Vierfeldertafel wurden die
uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat als dichotome Merkmale (uPA- und
PAI-1-Konzentrationen bzw. uPA/PAI-1-Status unter den jeweiligen Schwellenwerten oder tUber
den jeweiligen Schwellenwerten) erfasst. Mithilfe dieser Methoden wurde die Hauptfrage sowie

Nebenfrage 1 und 4 beantwortet (vgl. 2).

Zur Beantwortung von Nebenfrage 2 wurde anhand eines allgemeinen linearen Modells (univa-
riate Varianzanalyse) der Einfluss von verschiedenen klinischen und pathologischen Faktoren auf
die mittlere Differenz der uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat (Delta uPA
und Delta PAI-1) Gberprift. Es wurde der Regressionskoeffizient flir jeden untersuchten klini-
schen oder pathologischen Faktor mit 95 % Konfidenzintervall angegeben. Der Regressionskoef-
fizient beschreibt den Zusammenhang und die Starke des untersuchten klinischen oder patho-
logischen Faktors auf Delta uPA oder Delta PAI-1. Der Regressionskoeffizient beschreibt, um wie
viel sich der Delta uPA- oder PAI-1-Wert verdandern wiirde, wenn der jeweilige klinische oder
pathologische Faktor um eine Einheit steigen wiirde. Je groRer der Betrag des Regressionskoef-
fizienten, desto groRer ist der Einfluss des untersuchten Faktors auf Delta uPA oder Delta PAI-1
(Bender et al., 2007).

Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Fir die untersuchten Faktoren wurden Tests

auf Varianzhomogenitat durchgefihrt.

Zur Beantwortung von Nebenfrage 3 wurde eine qualitative/deskriptive Analyse von exempla-
risch ausgewahlten Fallen mit sehr abweichenden uPA- u./o. PAI-1-Konzentrationen in Biopsie
und Exzidat im Vergleich zu Fallen mit konkordanten uPA- u./o. PAI-1-Konzentrationen anhand
histopathologischer Beurteilungen des Mikroskopie-Materials der Biopsie und des Exzidates

durchgefihrt.
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Die histologische Auswertung erfolgte unter facharztlicher Anleitung in Zusammenarbeit mit
dem Institut flr Pathologie der Universitatsklinik Halle (Saale) und dem Institut flir Pathologie

des Krankenhauses Martha-Maria Halle-Délau.

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir medizinische Epi-

demiologie, Biometrie und Informatik der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg.
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4 Ergebnisse

4.1 uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat,
Studienkollektiv 1 und Subkollektiv 1
Zusammenfassende Auswertung:
Im Folgenden sind die Minimal- und Maximalwerte, sowie der Median (mit Interquartilrange)
der uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat fur das Studienkollektiv 1 und Sub-

kollektiv 1 in Tab. 4 zusammengefasst.

Tab. 4: Minimum, Maximum, Median (mit Interquartilrange) der uPA- und PAI-1-Konzen-

trationen in ng/mg Gesamtprotein, Studienkollektiv 1 und Subkollektiv 1

Minimum Maximum Median (Inter-
[ng/mg] [ng/mg] quartilrange)
[ng/mg]
Studienkollektiv 1
n=127
uPA Biopsie 0,21 21,68 3,67 (5,3)
uPA Exzidat 0,24 13,95 2,60 (3,71)
PAI-1 Biopsie 0,89 178,10 18,04 (15,73)
PAI-1 Exzidat 1,09 179,90 15,47 (14,80)
Subkollektiv 1
n=35
uPA Biopsie 0,28 21,68 3,03 (4,12)
uPA Exzidat 0,24 13,59 2,68 (2,45)
PAI-1 Biopsie 0,89 113,39 18,04 (16,49)
PAI-1 Exzidat 1,09 179,90 15,48 (16,20)

In Tab. 4 wird deutlich, dass die Minimalwerte, Maximalwerte und der jeweilige Median mit
Interquartilrange der uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat nur geringen Ab-
weichungen zueinander unterliegen. Der jeweilige Median der uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen
ist in beiden Studienkollektiven in der Biopsie gering hoher als im Exzidat (um 0,35 ng/mg Ge-
samtprotein hoher fiir uPA in der Biopsie im Subkollektiv 1 und um 2,57 ng/mg Gesamtprotein

hoher flr PAI-1 der Biopsie im Studienkollektiv 1).
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4.1.1 uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat,
Studienkollektiv 1

Im Folgenden sind die einzelnen uPA- und PAI-1-Konzentrationen in korrespondierenden Biop-
sien und Exzidaten fiir das Studienkollektiv 1 dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurden die
Falle gruppiert nach den uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat in Bezug auf
den jeweiligen Schwellenwert. Innerhalb jeder Gruppe wurden die Falle aufsteigend nach den
Mittelwerten der uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat eines jeden Falles

sortiert.

Fiir das Studienkollektiv 1 sind die uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat in
Abb. 4 und Abb. 5 graphisch dargestellt. Die Differenz zwischen der uPA- bzw. PAI-1-

Konzentration aus Biopsie und Exzidat eines jeden Falles ist als Verbindungslinie visualisiert.
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Abb. 4: Studienkollektiv 1: uPA-Konzentrationen im Gewebe der Biopsie und des Exzidates

[ng/mg Gesamtprotein]
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PAI-1 [ng/mg Gesamtprotein]
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Abb. 5: Studienkollektiv 1: PAI-1-Konzentrationen im Gewebe der Biopsie und des Exzidates

[ng/mg Gesamtprotein]

4.1.2 uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat,

Subkollektiv 1

Fiir das Subkollektiv 1, das nach dem UP-Algorithmus klassifiziert wurde, sind die uPA- und PAI-

1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat in Abb. 6 und Abb. 7 dargestellt. Ebenfalls ist die

Differenz zwischen der uPA- bzw. PAI-1-Konzentration aus Biopsie und Exzidat eines jeden Falles

als Verbindungslinie visualisiert.
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6: Subkollektiv 1: uPA-Konzentrationen im Gewebe der Biopsie und des Exzidates
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Abb. 7: Subkollektiv 1 : PAI-1-Konzentrationen im Gewebe der Biopsie und des Exzidates

[ng/mg Gesamtprotein]
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Im Subkollektiv 1 sind 8 Falle diskordant fir uPA (s. Abb. 6) und 9 Falle diskordant fiir PAI-1. Zwei

Félle im Subkollektiv 1 sind sowohl diskordant fuir uPA als auch fiir PAI-1.

Fiir beide Kollektive wird in den Abb. 4 bis Abb. 7 deutlich, dass die geringste Abweichung zwi-
schen den uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen besteht, die unter den cut-off-Werten in Biopsie
und Exzidat liegen. Je héher die uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen in der Biopsie/im Exzidat,
desto hoher ist die Abweichung zu den uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen im korrespondieren-

den Praparat (Biopsie bzw. Exzidat).

4.2 Analyse der Ubereinstimmung (Limits of Agreement) fiir uPA- und PAI-1-
Konzentrationen in korrespondierenden Biopsien und Exzidaten

Der Vergleich der neuen Methode, uPA- und PAI-1-Konzentrationsbestimmung aus prdaoperati-

ver Biopsie, mit der etablierten Methode, uPA- und PAI-1-Konzentrationsbestimmung aus dem

chirurgischen Exzidat, wird im Folgenden (Abb. 8 bis Abb. 10) in Bland-Altman-Plots dargestellt.

Die Ubereinstimmungsgrenzen (Limits of Agreement) sowie die Verzerrung und Streuung der

uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat werden fiir das Studienkollektiv 1 und

das Subkollektiv 1 analysiert (vgl. 3.4.4).

4.2.1 uPA-Konzentrationsbestimmung aus Biopsie und Exzidat, Studienkollektiv 1
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Abb. 8: Bland-Altman-Plot der uPA-Proteinkonzentrationen in ng/mg Gesamtprotein

in Biopsie und Exzidat, Studienkollektiv 1
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Der Mittelwert d (Verzerrung) aller Einzeldifferenzen der uPA-Konzentrationen aus Biopsie und
Exzidat betrdgt 1,25 ng/mg Gesamtprotein. Das heilt, dass die uPA-Konzentrationen im Biop-
siegewebe im Mittel héher sind, als im Gewebe des chirurgischen Exzidates. Bis auf 4 von 127
Féllen liegen alle gemessenen Einzeldifferenzen von uPA aus Biopsie und Exzidat in den Uber-
einstimmungsgrenzen. Die Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei 7,87 ng/mg Gesamtprotein
und -5,38 ng/mg Gesamtprotein. Demnach liefert in 95 % der Félle die uPA- Bestimmung in der
Biopsie einen Wert, der bis zu 7,87 ng/mg Gesamtprotein groRer, bzw. bis zu 5,38 ng/mg Ge-
samtprotein kleiner ist, als eine im Exzidat gemessene uPA-Konzentration. Der Bland-Altman-
Plot zeigt, dass die Streuung der einzelnen Messwertepaare um den Mittelwert d von der Hohe
der erhobenen Messwerte abhangig ist. Je hdher die uPA-Konzentrationen in der Biopsie bzw.
im Exzidat, desto hoher die Differenz zur uPA-Konzentration im korrespondierenden Praparat

(Biopsie bzw. Exzidat).

4.2.2 PAIl-1-Konzentrationsbestimmung aus Biopsie und Exzidat, Studienkollektiv 1
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Abb. 9: Bland-Altman-Plot der PAI-1-Proteinkonzentrationen in ng/mg Gesamtprotein

in Biopsie und Exzidat, Studienkollektiv 1

Der Mittelwert d (Verzerrung) aller Einzeldifferenzen der PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und
Exzidat betrdgt 0,93 ng/mg Gesamtprotein. Das heilkt, dass die PAI-1-Konzentrationen im Biop-
siegewebe im Mittel etwas hoher sind, als im Gewebe des Exzidates. Bis auf 4 von 127 Fillen
liegen alle gemessenen Einzeldifferenzen von PAI-1 aus Biopsie und Exzidat innerhalb der Uber-
einstimmungsgrenzen. Diese liegen bei 44,30 ng/mg Gesamtprotein und -42,44 ng/mg Gesamt-

protein und zeigen damit einen sehr groRen Schwankungsbereich der Messwertepaare. Die
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Streuung der einzelnen Messwertepaare um den Mittelwert d ist flr die PAI-1-Konzentrationen
ebenfalls von der GroBe der erhobenen Messwerte abhdngig. Je hoher die PAI-1-
Konzentrationen in der Biopsie bzw. im Exzidat, desto hoher ist die Differenz zur PAI-1-

Konzentration im korrespondieren Praparat (Biopsie bzw. Exzidat).

4.2.3 uPA-Konzentrationsbestimmung aus Biopsie und Exzidat, Subkollektiv 1
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Abb. 10: Bland-Altman-Plot der uPA-Proteinkonzentrationen in ng/mg Gesamtprotein

in Biopsie und Exzidat, Subkollektiv 1

Der Mittelwert d (Verzerrung) aller Einzeldifferenzen der uPA-Konzentrationen des Subkollektivs
1 betragt 1,08 ng/mg Gesamtprotein. Die uPA-Konzentrationen in der Biopsie sind im Mittel ho-
her als im Exzidat. Die obere Ubereinstimmungsgrenze betrigt 8,40 ng/mg Gesamtprotein, die
untere Ubereinstimmungsgrenze -6,28 ng/mg Gesamtprotein. Die Ubereinstimmungsgrenzen
sind nahezu identisch zu denen im Studienkollektiv 1. Der Schwankungsbereich der einzelnen
Messwertepaare im Studienkollektiv 1 (13,25 ng/mg Gesamtprotein) und Subkollektiv 1

(14,68 ng/mg Gesamtprotein) ist anndhernd gleich weit (siehe Abb. 8).

35



4.2.4 PAIl-1-Konzentrationsbestimmung aus Biopsie und Exzidat, Subkollektiv 1

80
70 4

60 -
50 - d+2xs

40
30 . .
20
10 .

L]

10 . .

20 * ‘.
30
-40 - * N
50 -
60 -
70 4
-80

Differenz PAI-1 Biopsie — Exzidat
[ng/mg Gesamtprotein]
L]
L]
L]

d-2xs

0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100
(PAI-1 Biopsie + Exzidat}/2 [ng/mg Gesamtprotein]

Abb. 11: Bland-Altman-Plot — PAI-1-Proteinkonzentrationen in ng/mg Gesamtprotein

in Biopsie und Exzidat, Subkollektiv 1

Der Mittelwert d aller Einzeldifferenzen betragt —1,01, das bedeutet, dass im Mittel die PAI-1-
Konzentrationen in der Biopsie niedriger sind als im Exzidat. Bei einer kleinen Fallzahl von n = 35
beeinflussen einzelne AusreifRer den Mittelwert d maRgeblich, dies ist im hier untersuchten Sub-
kollektiv 1 der Fall. Daher kann die Interpretation des dargestellten Vergleichs der zwei Mess-
methoden nur eingeschrankt erfolgen. Die Ubereinstimmungsgrenzen sind 46,60 ng/mg Ge-
samtprotein und -48,62 ng/mg Gesamtprotein. Aufgrund einzelner AusreiRer bei den Differen-
zen von PAI-1 aus Biopsie und Exzidat bilden die Ubereinstimmungsgrenzen ebenfalls einen sehr

groRen Schwankungsbereich ab.

4.3 Verteilung von uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat in
Bezug auf Schwellenwerte

Im Folgenden (Tab. 5 bis Tab. 10) sind die uPA-, PAl-1-Konzentrationen und der uPA/PAI-1-Status

aus Biopsie und Exzidat in Bezug auf die jeweiligen Schwellenwerte (>3 ng/mg Gesamtprotein

fir uPA, > 14 ng/mg Gesamtprotein fir PAI-1 — als cut-off bezeichnet) fir das Studienkollektiv 1

und das Subkollektiv 1 dargestellt. Die Anzahl und relativen Haufigkeiten der Falle, die flr die

untersuchten Proteinkonzentrationen und den uPA/PAI-1-Status in Bezug auf die jeweiligen

Schwellenwerte konkordant oder diskordant sind, werden in Vierfeldertafeln dargestellt.
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Tab. 5: Verteilung der uPA-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat

in Bezug auf den Schwellenwert, Studienkollektiv 1

uPA Exzidat
Studienkollektiv 1, Gesamt
n=127 > cut-off < cut-off
52 18 70
> -
> cut-off (41 %) (14.%)
Biopsie
6 51 57
< cut-off (5 %) (40 %)
Gesamt 58 69 127

Im Studienkollektiv 1 sind fiir die uPA-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat 24 Falle diskordant

(19 %). In 75 % aller diskordanten Fille liegen die uPA-Konzentrationen in der Biopsie Gber dem

Schwellenwert, die uPA-Konzentrationen im Exzidat unter dem Schwellenwert.

Tab. 6: Verteilung der PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat

in Bezug auf den Schwellenwert, Studienkollektiv 1

PAI-1 Exzidat
Studienkollektiv 1, Gesamt
n=127 > cut-off < cut-off
> cut-off 60 20 80
(47 %) (16 %)
Biopsie
< cut-off 16 31 47
(13 %) (24 %)
Gesamt 76 51 127

Im Studienkollektiv 1 sind fir die PAI-1-Konzentration in Biopsie und Exzidat 36 Falle diskordant

(29 %). In 66 % aller diskordanten Falle liegen die PAI-1-Konzentrationen in der Biopsie liber dem

Schwellenwert, die PAI-1-Konzentrationen im Exzidat unter dem Schwellenwert.

Tab. 7: Verteilung des uPA/PAI-1-Status in Biopsie und Exzidat, Studienkollektiv 1

uPA/PAI-1 Status Exzidat
Studienkollektiv 1, Gesamt
n=127 > cut-off < cut-off
> cut-off 82 11 93
- (65 %) (9 %)
Biopsie
< cut-off 9 25 34
(7 %) (19 %)
o — 91 36 127
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Im Studienkollektiv 1 sind fur den uPA/PAI-1-Status 84 % aller Falle (107 von 127) konkordant
beurteilt worden, 20 Félle sind diskordant (16 %). 45 % der diskordanten Falle weisen einen
niedrigen uPA/PAI-1-Status in der Biopsie bei einem hohen uPA/PAI-1-Status im Exzidat auf.
55 % aller diskordanten Falle weisen einen hohen uPA/PAI-1-Status in der Biopsie bei einem

niedrigen uPA/PAI-1-Status im korrespondierenden Exzidat auf.

Tab. 8: Verteilung der uPA-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat

in Bezug auf den Schwellenwert, Subkollektiv 1

uPA Exzidat
Subkollektiv 1 Gesamt
(NO, G2,2351.) > cut-off < cut-off
n=35
12 6 18
> -
> cut-off (34 %) (17 %)
Biopsie
2 15 17
< cut-off (6 %) (43 %)
Gesamt 1 2 *

Im Subkollektiv 1 sind fiir die uPA-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat 8 Falle diskordant
(23 %). In 75 % aller diskordanten Falle liegen die uPA-Konzentrationen in der Biopsie Gber dem

Schwellenwert, die uPA-Konzentrationen im Exzidat unter dem Schwellenwert.

Tab. 9: Verteilung der PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat

in Bezug auf den Schwellenwert, Subkollektiv 1

PAI-1 Exzidat
Subkollektiv 1 Gesamt
(NO, G2,2351.) > cut-off < cut-off
n=35
> cut-off 18 X z
= (52 %) (14 %)
Biopsie
< cut-off (11%) (23 %)
Gesamt 2 ' *

Im Subkollektiv 1 sind fir die PAI-1-Konzentrationen 9 Falle diskordant (25%). In 66 % der dis-
kordanten Falle liegen die PAI-1-Konzentrationen in der Biopsie Giber dem Schwellenwert, im

chirurgischen Exzidat unter dem Schwellenwert.
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Tab. 10: Verteilung des uPA/PAI-1-Status in Biopsie und Exzidat Subkollektiv 1

uPA/PAI-1-Status SR
Subkollektiv 1 S —
(N0, G2,2351.)
n=35 > cut-off < cut-off
22 1 23
> -
> cut-off (63 %) (3%)
Biopsie
4 8 12
< cut-off (11%) (23 %)
Gesamt 26 9 35

Im Subkollektiv 1 sind fuir den uPA/PAI-1-Status 5 Fille diskordant (14 %). Vier der diskordanten

Falle weisen einen niedrigen uPA/PAI-1-Status in der Biopsie bei einem hohen uPA/PAI-Status

im Exzidat auf. Ein diskordanter Fall weist einen hohen uPA/PAI-1-Status in der Biopsie bei einem

niedrigen uPA/PAI-1-Status im korrespondierenden Exzidat auf.

4.4 Sensitivitaten, Spezifititen, und pradiktive Werte fiir uPA- und PAI-1-
Konzentrationen der Biopsie, Studienkollektiv 1 und Subkollektiv 1

Zur Ermittlung der allgemeinen Test-Glite der uPA- und PAI-1-Bestimmung aus Biopsiegewebe

wurden die Sensitivitaten und Spezifitaten fiir das Studienkollektiv 1 und Subkollektiv 1 in Bezug

auf die Erkennung der Patientinnen, die niedrige uPA- und PAI-1-Konzentrationen in ihren Tu-

moren aufweisen ermittelt. Die errechneten pradiktiven Werte geben Auskunft iber die diag-

nostische Aussagekraft der uPA- und PAI-1-Konzentrationen und des uPA/PAI-1-Status ermittelt

aus praoperativen Biopsien. Die Werte werden in Tab. 11 fir das Studienkollektiv 1 und das

Subkollektiv 1 dargestellt.

Tab. 11: Sensitivitaten, Spezifitdten, positive und negative pradiktive Werte fir uPA- und PAI-1-

Konzentrationen sowie fiir den ermittelten uPA/PAI-1-Status aus der Biopsie im Studien-

kollektiv 1 und Subkollektiv 1

Sensitivitat Spezifitat ppv npv
uPA
Studienkollektiv 1, 0,90 0,74 0,74 0,89
n =127 (KI: 0,79 —0,96) (KI: 0,78 — 0,96) (KI: 0,63 —0,84) (KI: 0,78 —0,96)
Subkollektiv 1 0,86 0,71 0,67 0,88
n=35 (KI: 0,57—-0,98) (KI: 0,48 —0,89) (KI: 0,41 -0,87) (KI: 0,64 —0,99)
PAI-1
Studienkollektiv 1 0,79 0,61 0,75 0,66
n =127 (KI: 0,68 —0,87) (KI: 0,46 —0,74) (KI: 0,64 —0,84) (KI: 0,51 -0,79)
Subkollektiv 1 0,82 0,62 0,78 0,67
n=35 (CI: 0,60 —0,95) (KI: 0,32 - 0,86) (KI: 0,56 —0,93) (KI: 0,35 -0,90)
uPA/PAI-1-Status
Studienkollektiv 1 0,90 0,69 0,88 0,74
n =127 (KI: 0,82 —0,95) (KI: 0,52 —-0,84) (KI: 0,80 — 0,94) (KI: 0,56 —0,87)
Subkollektiv 1 0,85 0,89 0,96 0,67
n=35 (KI: 0,65 —0,96) (KI: 0,52 —1,00) (KI: 0,78 — 1,00) (KI: 0,35 -0,90)
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Die Sensitivitdt beschreibt in Tab. 11, dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 79 % bis 90 %, in
Abhéngigkeit von uPA, PAI-1, uPA/PAI-1-Status und Kollektiv, bei Patientinnen mit erhéhten Pro-
teinkonzentrationen, bzw. erhohtem uPA/PAI-1-Status im Exzidat (etablierte Methode) in der
Biopsie (neue Methode) ebenfalls erhohte Proteinkonzentrationen bzw. ein erhéhter uPA/PAI-
1-Status gemessen wurden. Die Spezifitat beschreibt in Tab. 11, dass mit einer Wahrscheinlich-
keit von 61 % bis 89 %, je nach untersuchtem Protein, uPA/PAI-1-Status und Kollektiv, bei Pati-
entinnen mit niedrigen Proteinkonzentrationen bzw. niedrigem uPA/PAI-1-Status im Exzidat in
der Biopsie ebenfalls niedrige Proteinkonzentrationen gemessen wurden. Der negative pradik-
tive Wert (npv) gibt den Anteil der Patientinnen an, die bei niedrigen Proteinkonzentrationen
und niedrigem uPA/PAI-1-Status in der Biopsie auch niedrige Proteinkonzentrationen und einen
niedrigen uPA/PAI-1-Status im Exzidat aufwiesen. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 66 % bis
88 %, wurden Patientinnen mit niedrigen Proteinkonzentrationen bzw. niedrigem uPA/PAI-1-
Status in der Biopsie mit dieser neuen Methode korrekt identifiziert. Anhand des negativen pra-
diktiven Wertes (npv) lasst sich beurteilen, ob ggf. eine Untertherapie durch die uPA- und PAI-

1-Testung aus der Biopsie verursacht wird.

Der positive pradiktive Wert trifft in der vorliegenden Studie eine Aussage dariiber, wie viele
Patientinnen mit erh6hten Proteinkonzentrationen und erh6htem uPA/PAI-1-Status in der Biop-
sie ebenfalls erhdhte Proteinkonzentrationen und einen erhéhten uPA/PAI-1-Status im Exzidat
aufwiesen. Das heiflt, mit einer Wahrscheinlichkeit von 67 % bis 96 % wurden Patientinnen mit
erhohten Proteinwerten und erhéhtem uPA/PAI-1-Status in der Biopsie durch diese Methode
korrekt identifiziert. Anhand des ppv lasst sich beurteilen, ob ggf. eine Ubertherapie durch die

uPA- und PAI-1-Testung aus praoperativer Biopsie verursacht wird.

40



4.5 Einfluss von klinischen und pathologischen Faktoren auf Differenzen von
uPA- und PAI-1-Proteinkonzentrationen in Biopsie und Exzidat,
Studienkollektiv 1

Anhand eines allgemeinen linearen Modells wurde der Einfluss von folgend genannten klini-
schen und pathologischen Faktoren, sowie der Einfluss des Zeitintervalls zwischen Biopsie und
chirurgischer Tumorexzision und des teilnehmenden Brustzentrums auf die durchschnittliche
Differenz von uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat (im Folgenden Delta uPA

und Delta PAI-1 genannt) aller Falle des Studienkollektivs 1 Gberprift:
* Zeitabstand zwischen praoperativer Biopsie und chirurgischer Tumorexzision (kategori-
siert in Zeitintervallen von 0-5d, 6-10d, 11-15d, > 15 d)
* Grading des Tumors (G1, G2, G3)
*  TumorgroBe (pT1, pT2, pT3, pT4)
* Axillarer Nodalstatus (nodalnegativ = NO, nodalpositiv = N+)
* Hormonrezeptorstatus (negativ = HR-, positiv = HR+)
* HER2-Status (negativ = HER2-, positiv = HER2+)
* histologischer Tumortyp (gruppiert in duktal, lobular, muzinés und andere)
*  Fernmetastasierung (M0, M1, Mx)

* Zahl der Stanzbiopsien, die zur uPA/PAI-1 Analyse zur Verfliigung standen und eingesetzt

wordensind(n=1,n=2,n=3,n=4)

* teilnehmendes Brustzentrum (UKH = Brustzentrum des Universitatsklinikums Halle

(Saale), EK = Brustzentrum des Krankenhauses St. Elisabeth und St. Barbara Halle (Saale),

Die erforderliche Varianzhomogenitat fur die gepriiften Faktoren wurde erfillt. In Tab. 12 und
Tab. 13 sind die Regressionskoeffizienten fir jeden Gberpriften Faktor, der Einfluss auf Delta

uPA und Delta PAI-1 nimmt, mit dem jeweiligen 95 % Konfidenzintervall angegeben (vgl. 3.4.4).

4.5.1 Einfluss von klinischen und pathologischen Faktoren auf Delta uPA

Die o.g. untersuchten Faktoren haben nach statistischer Analyse keinen signifikanten Einfluss

auf Delta uPA.
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Tab. 12: Regressionskoeffizienten und 95 % Konfidenzintervalle der klinischen und pathologi-
schen Faktoren, sowie des Zeitintervalls zwischen Biopsie und Exzidat und des teilneh-

menden Brustzentrums.

95 %-Konfidenzintervall
Faktor Regressionskoeffizient B fiir Regressionskoeffizient B
untere Grenze | obere Grenze
Zeltmtervall Biopsie 0,071 -0,775 0,632
und Exzidat
Grading G 0,630 -0,450 1,710
TumorgroBe pT 0,777 -0,223 1,776
Nodalstatus N -0,828 -2,017 0,360
HR-Status 0,674 -0,744 2,092
HER2-Status -0,533 -2,076 1,009
histologischer Tu- 0,135 0,767 0,489
mortyp
Fernmetastasierung 1,020 -0,158 2,197
a‘naly5|erte Biop- 0,601 0,333 1,601
sien n
Brustzentrum 1,216 -0,064 2,496

Die 95 % Konfidenzintervalle der Regressionskoeffizienten sind breit und beinhalten einen Vor-
zeichenwechsel. Der Vorzeichenwechsel deutet darauf hin, dass der berechnete Regressionsko-
effizient mit hoher Wahrscheinlichkeit ein anderes Vorzeichen aufweisen kann als der wahre
Regressionskoeffizient in der Grundgesamtheit. Dadurch ist die Interpretation der Regressions-

koeffizienten nur eingeschrankt moglich.

Die Regressionskoeffizienten der Faktoren Fernmetastasierung und Brustzentrum zeigen an,
dass diese den groRten Einfluss von allen untersuchten Faktoren auf Delta uPA haben. Der Ein-

fluss ist statistisch nicht signifikant.

4.5.2 Einfluss von klinischen und pathologischen Faktoren auf Delta PAI-1

Die TumorgroRe (pT) hat nach statistischer Analyse einen signifikanten Einfluss (p = 0,008) auf
Delta PAI-1.

Patientinnen mit einem Tumor von 0,01 cm bis < 2cm Durchmesser (pT1) zeigten mittlere Diffe-
renzen von PAI-1 von 0,66 ng/mg Gesamtprotein (95 % KI: -0,67—1,99). Patientinnen mit einem
Tumor von 2 bis 5 cm Durchmesser (pT2) zeigten eine mittlere Differenz von PAI-1 von 1,63
ng/mg Gesamtprotein (95 % Kl: 0,57-2,68). Patientinnen mit einem Tumor von >5cm (pT3)
zeigten eine mittlere Differenz von PAI-1 von 0,49 ng/mg Gesamtprotein (95 % Kl: -2,77-3,74).

Patientinnen mit einem Tumor mit Infiltration der Brustwand oder Haut (pT4) zeigten eine mitt-
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lere Differenz von PAI-1 von 5,41 ng/mg Gesamtprotein (95 % Kl: 0,17-10,64). In allen pT-Grup-
pen war die mittlere PAI-1-Konzentration in der prdoperativen Biopsie hoher als die mittlere

PAI-1-Konzentration im Exzidat.

Im Studienkollektiv 1 hatten 2 von 127 Patientinnen einen pT4 klassifizierten Tumor. Die geringe
Fallzahl von 2 Patientinnen fiihrt zu einer Verzerrung der statistischen Analyse. Nach Ausschluss
der 2 Patientinnen in der Auswertung hat die Tumorgrof3e auf Delta uPA und Delta PAI-1 keinen

signifikanten Einfluss.

Tab. 13: Regressionskoeffizienten und 95 % Konfidenzintervalle der klinischen und pathologi-
schen Faktoren, sowie des Zeitintervalls zwischen Biopsie und Exzidat und des teilneh-

menden Brustzentrums.

. 95 %-Konfidenzintervall
kl"!'s‘:he" o. patho- Regressionskoeffizient B fiir Regressionskoeffizient B
logischer Faktor

untere Grenze | obere Grenze
Zeltmte_rvall Biopsie -2.214 6,998 2,570
und Exzidat
Grading G -3,198 -10,122 3,726
TumorgroBe pT 4,642 -2,125 11,409
Nodalstatus N -1,554 -9,624 6,516
HR-Status 0,290 -9,458 10,037
HER2-Status -0,504 -9,978 10,987
histologischer Tu- 0,705 4,990 3,579
mortyp
Fernmetastasierung 0,257 -7,682 8,196
a_nalysnerte Biop- 2,102 5,535 3,846
sien n
Brustzentrum -4,365 -13,207 4,478

Fur die untersuchten Faktoren, die Einfluss auf Delta PAI-1 nehmen, sind die 95 % Konfidenzin-
tervalle der Regressionskoeffizienten breit und beinhalten einen Vorzeichenwechsel. Die Inter-
pretation der Regressionskoeffizienten der untersuchten klinischen und pathologischen Fakto-

ren ist nur eingeschrankt moglich (vgl. 4.5.1).

Die Regressionskoeffizienten der Faktoren TumorgroRRe und Brustzentrum zeigen an, dass diese
Faktoren den grofRten Einfluss von allen untersuchten Faktoren auf Delta PAI-1 haben. Nur der

Einfluss des Faktors TumorgroRe ist statistisch signifikant.
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4.6 Diskordante und konkordante uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie
und Exzidat — histologische Analyse ausgewahlter Falle, Studienkollektiv 1
Im Studienkollektiv 1 und im Subkollektiv 1 wurden, je nach betrachtetem Protein, uPA, PAI-1
und dem uPA/PAI-1-Status, 15 % bis 30 % der Fille als diskordant in Bezug auf die Schwellen-
werte eingestuft (vgl. 4.3). Bis auf die TumorgroRRe pT haben klinische und pathologische Fakto-
ren in der statistischen Betrachtung keinen signifikanten Einfluss auf die durchschnittliche Dif-

ferenz von uPA- und PAI-1-Konzentration aller Falle im Studienkollektiv 1 (vgl. 4.5).

In der Mikroskopie wurde der Einfluss von verschiedenen pathologischen und histomorphologi-
schen Faktoren auf Delta uPA- und Delta PAI-1 von Einzelféllen analysiert. Es wurden jeweils 10
Falle untersucht, die einen diskordanten uPA- Status oder einen diskordanten PAI-1-Status in
Bezug auf den Schwellenwert aufweisen. Es wurden 10 Fille mit Delta PAI-1 > 30 ng/mg Gesamt-
protein Uberprift. Drittens wurden 10 Fille untersucht, die einen diskordanten uPA/PAI-1-
Status in Biopsie und Exzidat haben und zusétzlich ein Delta PAI-1 von > 10 ng/mg Gesamtpro-

tein aufweisen.

Tab. 14: Stichproben fiir die Einzelfallanalysen

Parameter diskordante Fille insgesamt Félle in der Stichprobe (%)
uPA 24 10 (42 %)
PAI-1 36 10 (28 %)
uPA/PAI-1 Status 20 10 (50 %)

Von jedem zuvor ausgewahlten Fall wurden die Mikroskopie-Praparate (HE-Schnitte) der Biop-
sien und Exzidate histologisch begutachtet. Pro Biopsie wurden 1 — 2 HE-Schnitte beurteilt, pro
Exzidat wurden 5 — 7 HE-Schnitte beurteilt. Die HE-Schnitte wurden auf folgende Kriterien tber-

prift:

* Anteil von Tumorstroma (z.B. fibroblastische Gewebsanteile) in Prozent am aufgearbei-
teten Gesamt-Gewebe (in Biopsie und Exzidat) als Ausdruck eines heterogenen/homo-

genen Tumors

* Anteil von Tumorzellen in Prozent am aufgearbeiteten Gesamt-Gewebe (in Biopsie und

Exzidat) als Ausdruck eines heterogenen/homogenen Tumors

* Existenz von Lymphozyten als Indikator einer Entziindungsreaktion im Gewebe
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Faktoren wie vereinzelt auftretende Nekrosen, Wachstumsmuster einzelner Tumorzellareale,
Verhaltnis von Biopsiekanal zum umliegenden Tumorgewebe wurden bei der histologischen Be-
wertung vermerkt. Diese konnten aber allenfalls fiir die Einzelfallanalyse verwendet werden, da

sie fur die Gesamtheit aller ausgewéhlten Falle schwierig zu klassifizieren waren.

In der Analyse wurden zudem die Tumorformel, der histologische Typ, sowie der Hormon- und

HER2-Rezeptorstatus fir jeden ausgewahlten Fall bericksichtigt.

4.7 Fallanalyse — diskordanter uPA/PAI-1-Status in Bezug auf den
Schwellenwert und Delta PAI-1 2 10 ng/mg Gesamtprotein,
Studienkollektiv 1

In Tab. 15 werden pathologische und histologische Merkmale von 10 Fallen dargestellt, die zum

einen bezlglich des uPA/PAI-1-Status diskordant sind, zum anderen ein Delta PAI-1 > 10 ng/mg

Gesamtprotein aufweisen.

Tab. 15: Pathologische und histologische Merkmale — diskordanter uPA/PAI-1-Status,

Delta PAI-1 > 10 ng/mg Gesamtprotein.
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2 0,04 1,19 9,12 30,33 pTlb Nla MO G2 positiv.  negativ  lobular 15 10 85 90 ja

50 4,88 1,53 27,62 11,93 pT2 pN3a M0 G2 negativ = negativ = duktal 50 50 50 50 ja

66 1,20 0,88 10,67 28,70 pTlc pNO M1 G2 positiv positiv lobular 80 80 20 20 nein
-, . duktulo- .
81 1,40 1,33 25,09 12,33 | pTlc pN1 MO G2 positiv negativ tubular 50 40 50 60 ja

84 0,21 1,70 5,65 16,14 pTlc pNla MO G2 positiv.  negativ. muzinds 80 60 20 40 nein
122 0,28 1,52 6,07 17,11 pTlc pNO MO G2 positiv | negativ = duktal 80 70 10 20 | nein
126 0,40 1,90 9,12 30,33 pTlbpNlaMOG2 positiv negativ lobular 8 90 15 10 ja

131* 1,18 1,46 24,60 11,52 pT2 pN1 MO G3 positiv positiv duktal 30 30 70 70  nein
152 0,50 2,15 8,13 25,86 pTlcpNOG2 MO positiv.  negativ  lobular 90 70 10 30 nein

164* 1,94 0,35 21,37 1,93 pTlcpN1l Mx Gl negativ = negativ = duktal * 50 * 50 *

*siehe u.g. Protokoll

Die in Tab. 15 dokumentierten Mammakarzinome haben in 8 von 10 Fallen einen positiven Hor-
monrezeptorstatus und sind in 8 von 10 Fallen negativ fiir HER2. Fiinf von 10 Karzinomen sind

duktalen Typs, 4 Karzinome sind lobuldren Typs, zudem liegen ein muzinéses und ein duktulo-
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tubuldres Karzinom vor. In 3 untersuchten Fallen konnte histologisch eine ausgepragte Lympho-
zyteninvasion sowohl im Gewebe der praoperativen Biopsie als auch im Gewebe des chirurgi-
schen Exzidates nachgewiesen werden. Sowohl Proben mit hohem prozentualem Stromaanteil

als auch Proben mit geringem Stromaanteil zeigen einen diskordanten uPA-/PAI-1-Status.

Im Folgenden werden histomorphologische Charakteristika der Mikroskopie von 2 exemplari-

schen Fallen mit diskordantem uPA-/PAl-1-Status protokolliert.

Fall Nr. 131

»Stanzbiopsie: Stromaanteil 30 %; viele homogen verteilte Tumorzellareale,

keine Lymphozyten;

Exzidat: dahnliches Bild zur Stanzbiopsie, Stromaanteil 30 %; Karzinomzellen sind lber das ganze

Praparat homogen verteilt, keine Lymphozyten.”

Fall Nr. 164

»Stanzbiopsie: 50 % Tumorzellanteil, 50 % Stromaanteil;

Exzidat: Tumor zentral sklerosiert, hier zentral Stanzkanal, welcher eingeblutet und makrosko-
pisch gut zu erkennen ist, reichlich driisenarmes Gewebe in der Peripherie rund um den Stanz-
kanal, daher besteht die Moglichkeit, dass aus dieser Region Gewebe fiir die uPA-/PAI-1-

Bestimmung entnommen wurde mit einem zu geringen Karzinomanteil.”

Die Analyse von Fall Nr. 131 verdeutlicht, dass auch bei einer homogenen Verteilung von Tu-
morzellen und fehlender Lymphozyteninvasion diskordante PAI-1-Konzentrationen mit Diffe-

renzen > 10 ng/mg Gesamtprotein vorliegen kdnnen.

Die Analyse von Fall Nr. 164 verdeutlicht, dass es im Einzelfall sinnvoll ist, eine histologische
Beurteilung des Karzinomgewebes im HE-Prdparat durchzufiihren, um so Riickschlisse auf die

Ursachen fur stark diskordante Werte ziehen zu kénnen.

4.7.1 Fallanalyse — diskordant fiir uPA-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat in Bezug auf
den Schwellenwert, Studienkollektiv 1

In Tab. 16 werden pathologische und histologische Merkmale von 10 Fallen mit diskordantem

uPA-Status in Biopsie und Exzidat dargestellt.
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Tab. 16: Pathologische und histologische Merkmale — diskordanter uPA-Status in Biopsie

und Exzidat
- E é ' % = =
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10 2,61 7,62 13,15 10,82 pT2 NO MO G1 positiv.  negativ duktal 40 30 60 70 nein
12* 15,32 1,86 18,29 12,03 pT2 NO MO G2 positiv = negativ duktal 75 60 25 40 nein
14 13,93 2,06 21,41 12,20 pT2NOMOG1 positiv.  negativ duktal 50 50 50 50 nein
18 4,88 1,53 | 27,62 11,93 pT2N3aMO0G2 negativ = negativ duktal 50 50 50 50 ja
28 5,35 2,94 45,59 14,53 pTlc NO MO G2 positiv.  negativ  duktulo-lobular 20 50 80 50 nein
60 3,64 2,12 28,56 39,58 pTlcN1M1G2 positiv | negativ = duktulo-lobular 70 70 30 30 nein
65 8,24 2,57 26,38 41,64 pT2NlaMOG3 negativ  negativ duktal 30 70 70 30 nein
69 4,47 2,10 7,04 14,22 pT2 N3a MO0 G2 positiv positiv | duktulo-lobular 10 70 90 30 | nein
102 2,12 561 20,31 14,60 pT2N1MO0G2 negativ negativ duktal 70 60 30 40 ja
123* 2,14 3,03 21,10 8,22 pT2NO MO G1 positiv = negativ duktal 80 80 20 20 nein

*siehe u.g. Protokoll

Die in Tab. 16 dokumentierten Mammakarzinome haben in 7 von 10 Fallen einen positiven Hor-
monrezeptorstatus und sind in 9 von 10 Fallen negativ flir HER2. 8 Karzinome sind duktalen Typs,
drei duktulo-lobuldre Karzinome liegen vor. In 2 von 10 untersuchten Fallen konnte histologisch
eine Lymphozyteninvasion sowohl im Gewebe der praoperativen Biopsie als auch im Gewebe
des chirurgischen Exzidates nachgewiesen werden. In einem weiteren Fall liegt eine Lymphozy-
teninvasion im Exzidat bei nicht vorhandener Lymphozyteninvasion in der Biopsie vor. Sowohl
Proben mit hohem prozentualen Stromaanteil als auch Proben mit geringem Stromaanteil zei-

gen einen diskordanten uPA-Status in Bezug auf den Schwellenwert in Biopsie und Exzidat.

Im Folgenden werden histomorphologische Charakteristika der Mikroskopie von 2 exemplari-

schen Fallen mit diskordantem uPA-Status protokolliert.
Fall Nr. 12

»Sowohl in der der Stanzbiopsie als auch im Exzidat ungleichmaRig disseminiertes Wachstums-
muster. Stanzbiopsie: sehr hoher Stromaanteil von 80%, keine Lymphozyteninfiltration
Exzidat: Dichte Durchsetzung von Tumorzellen, geringe stromale Anteile in Strangen den Tu-

mor durchsetzend, keine Lymphozyteninfiltration.”
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Fall Nr. 123

»Stanzbiopsie: relativ heterogenes Erscheinungsbild bei ausgepragter Stromakomponente;

Exzidat: gleiches Bild zur Stanze, in der Randzone des Tumors DCIS mit ausgepragten Nekro-

“

sen.

Die Analysen von Fall Nr. 12 und Fall Nr. 123 verdeutlichen, dass bei einem heterogenen Er-

scheinungsbild des Karzinoms mit ausgepragter Stromakomponente, sowohl sehr konkordante

als auch sehr diskordante uPA-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat vorliegen kénnen. In Fall

Nr. 123 fiihren die ausgepragten Nekrosen im Exzidat nicht zu einer Erhdhung der PAI-1-

Konzentration im Vergleich zur PAI-1-Konzentration der Stanzbiopsie.

4.7.2 Fallanalyse — diskordant fiir PAlI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat in Bezug
auf den Schwellenwert, Studienkollektiv 1

In Tab. 17 werden pathologische und histologische Merkmale von 10 Fallen mit diskordantem

PAI-1-Status in Biopsie und Exzidat dargestellt.

Tab. 17: Pathologische und histologische Merkmale — diskordanter PAI-1-Status in Biopsie

und Exzidat
, = L £ = | =
B 4 g | g g 5 = |~ |E |2 |: |&
W w8 E £ 2 g £ 2 |3 | § |§ |8 2
£ £ ~ ~ 9 =] A t c = = >0 | >+
~ ~ o oo = © — Q (] N = N ©
. od o c [ c P [ © © N N 0w | o g
[ c c — — B O v o C o © sy = £ 9| £ .=
2 - — - o - o £ 3 N ° E N E O N O 20| gl
= £%3|§5 2% 3 2 85 &  Zg £58af55a.E% EM
K =) 53 | ao | ad £ T4 T EfF KA B0RPHEE0 Te| 2k
3 1,20 | 0,43 10,67 16,56 pTlc NO M1 G2 positiv positiv lobular 80| 80| 20 20 ja ja
6 0,28 | 1,52 6,07 17,11 pTlc NO MO G2 positiv negativ duktal 80 70 20 30 | nein | nein
7 0,21 | 1,70 5,65 16,14 pTlc N1la M0 G2 | positiv negativ | muzinds 80 60 20 40 | nein | nein
8 1,06 | 0,24 9,05 15,74 pT1lc NO MO G2 positiv negativ duktal 70 70 30 30 | nein | nein
13 1,22 | 1,81 14,75 8,14 pTlc NO MO G1 positiv negativ duktal 20 20 80 80 | nein | nein
16 1,40 | 1,33 25,09 12,33 pTlc N1 MO G2 positiv negativ duktal 50 40 50 60 | nein ja
19* 1,94 | 0,35 21,37 1,93 pTlc N1 MX G1 positiv negativ duktal 50| 40, 50 40 ja ja
64 13,15 | 5,41 12,07 29,95 pTlc NO Mx G3 positiv negativ duktal 10 10| 90 90 ja ja
72 5,70 | 5,83 7,31 15,78 pT3 Nla MO G2 positiv negativ duktal 50 50 50 50 | nein | nein
83* 8,29 | 6,03 12,73 15,95 pTlc Nla MO G3 | positiv positiv duktal 200 40| 80 60| ja ja

*siehe u.g. Protokoll

Die in Tab. 17 dokumentierten Mammakarzinome haben in 10 von 10 Fallen einen positiven

Hormonrezeptorstatus und sind in 8 von 10 Fallen negativ fir HER2. 8 Karzinome sind duktalen

48



Typs, ein muzindses und ein lobuldres Karzinom liegen vor. In 4 von 10 untersuchten Fallen
konnte histologisch eine Lymphozyteninvasion sowohl im Gewebe der prdaoperativen Biopsie als
auch im Gewebe des chirurgischen Exzidates nachgewiesen werden. Sowohl Proben mit hohem
prozentualen Stromaanteil als auch Proben mit geringem Stromaanteil zeigen einen diskordan-

ten PAI-1-Status in Bezug auf den Schwellenwert in Biopsie und Exzidat.

Im Folgenden werden histomorphologische Charakteristika der Mikroskopie von 2 exemplari-

schen Fallen mit diskordantem PAI-1-Status protokolliert.
Fall Nr. 19

»Stanzbiopsie: 50 % Stromaanteil, 50 % Karzinomzellen, Vorhandensein von fein disseminier-
ten Lymphozyten;

Exzidat: Tumor erscheint zentral sklerosiert mit darstellbarem Biopsiekanal, welcher eingeblu-
tet und makroskopisch erkennbar ist. Rund um den Biopsiekanal sehr wenige Karzinomzellen.
Eventuell wurde fiir die uPA-/PAI-1-Bestimmung Gewebe mit zu wenig Karzinomzell-Anteil ent-

nommen”.
Fall Nr. 83

»Stanzbiopsie: zwischen in Strangen wachsenden Karzinomzellen vereinzelt Nekrosen und aus-
gepragte lymphozytédre Durchsetzung.
Exzidat: im Exzidat ebenfalls ausgepragte lymphozytare Infiltration sichtbar, heterogene

Stroma-Anteile, prozentual hoher als in der Stanzbiopsie.”

Die Analyse von Fall Nr. 19 demonstriert ein weiteres Mal dass es im Einzelfall hilfreich ist das
Karzinomgewebe im HE-Schnitt histologisch zu analysieren um eine moglichst korrekte uPA- und

PAI-1-Bestimmung gewahrleisten zu kdnnen.

Die Analyse von Fall Nr. 83 zeigt, dass trotz einer ausgepragten lymphozytdren Infiltration die

uPA- und PAI-1-Werte nur gering voneinander abweichen.

4.8 uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat, Studienkollektiv 2

Aus den praoperativen Biopsien des Studienkollektivs 2 wurde vor der uPA- und PAI-1-Bestim-
mung an 4 bis 5 Stellen des Biopsiezylinders ein HE-Schnitt angefertigt. Bei histologischem Nach-
weis von Karzinomzellen wurden aus dem fragmentierten Biopsiegewebe laut geltenden Labor-

standards die uPA- und PAI-1-Konzentrationen bestimmt (vgl. 3.4.4). Die uPA- und PAI-1-
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Bestimmung des korrespondierenden Exzidates erfolgte in gleicher Art und Weise wie im Stu-

dienkollektiv 1.

Zusammenfassende Auswertung
Im Folgenden sind die Minimal- und Maximalwerte, sowie der Median (mit Interquartilrange)
der uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat fir das Studienkollektiv 2 in Tab.

18 zusammengefasst.

Tab. 18: Studienkollektiv 1: uPA-Konzentrationen im Gewebe der Biopsie und des Exzidates

[ng/mg Gesamtprotein]

Studienkollektiv 2 Minimum Maximum Median

n =36 [ng/mg] [ng/mg] (Interquartilrange)
[ng/mg]

uPA Biopsie 0,37 16,38 2,59 (2,47)

uPA Exzidat 0,31 13,71 2,12 (3,20)

PAI-1 Biopsie 5,34 159,24 14,49 (14,19)

PAI-1 Exzidat 3,44 50,21 14,57 (12,84)

In Tab. 18 wird deutlich, dass die Minimalwerte, und der jeweilige Median mit Interquartilrange
der uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat nur geringen Abweichungen zuei-

nander unterliegen (vgl. auch dazu Studienkollektiv 1 und Subkollektiv 1 unter 4.1).

Fur das Studienkollektiv 2 sind in Abb. 12 und Abb. 13 die einzelnen uPA-/PAIl-1-Konzentrationen
in korrespondierenden Biopsien und Exzidaten graphisch dargestellt. Zur besseren Ubersicht
wurden die Félle gruppiert nach den uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat in
Bezug auf den jeweiligen Schwellenwert. Innerhalb jeder Gruppe wurden die Falle aufsteigend
nach den Mittelwerten der Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat eines jeden Falles sortiert.
Die Differenz zwischen der uPA- bzw. PAI-1-Konzentration aus Biopsie und Exzidat eines jeden

Falles ist als Verbindungslinie visualisiert.
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Abb. 12: uPA-Konzentrationen in ng/mg Gesamtprotein in Biopsie und Exzidat,

Studienkollektiv 2
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Abb. 13: PAI-1-Konzentrationen in ng/mg Gesamtprotein in Biopsie und Exzidat,

Studienkollektiv 2
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Wie bereits im Studienkollektiv 1 und Subkollektiv 1 zu beobachten (vgl.4.1.1 und 4.1.2), gilt far
das Studienkollektiv 2 ebenfalls, dass die geringste Abweichung zwischen uPA- bzw. PAI-1-Kon-
zentrationen besteht, die unter den cut-off-Werten in Biopsie und Exzidat liegen. Je héher die
uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen in der Biopsie/im Exzidat, desto héher ist die Abweichung zu

den uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen im korrespondierendem Praparat (Biopsie bzw. Exzidat).

4.9 Verteilung von uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat in
Bezug auf Schwellenwerte, Studienkollektiv 2

Im Folgenden (Tab. 19 bis Tab. 21) ist die Verteilung der uPA und PAI-1-Konzentrationen und des

uPA/PAI-1-Status aus Biopsie und Exzidat in Bezug auf die jeweiligen Schwellenwerte fir das

Studienkollektiv 2 dargestellt. Die Anzahl und relativen Haufigkeiten der Falle, die fir die unter-

suchten Proteinkonzentrationen bzw. den uPA/PAI-1-Status in Bezug auf die jeweiligen Schwel-

lenwerte konkordant oder diskordant sind, werden in Vierfeldertafeln dargestellt.

Tab. 19: Verteilung der uPA-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat

in Bezug auf den Schwellenwert, Studienkollektiv 2

uPA Exzidat
Studienkollektiv 2 Gesamt
n=36 > cut-off < cut-off
8 8 16
> —
> cut-off (22%) (22%)
Biopsie
4 16 20
< cut-off (11%) (45%)
T 12 24 36

Im Studienkollektiv 2 sind fiir die uPA-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat 12 Falle diskordant
(33 %). In 8 der 12 diskordanten Fille liegt die gemessene uPA-Konzentration in der Biopsie Gber
dem Schwellenwert und im Exzidat unter dem Schwellenwert. Im Vergleich zum Studienkollek-
tiv 1 gibt es im Studienkollektiv 2 prozentual mehr diskordante Falle in Bezug auf die uPA-Kon-

zentrationen in Biopsie und Exzidat (19 % bzw. 33 %).
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Tab. 20: Verteilung der PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat

in Bezug auf den Schwellenwert, Studienkollektiv 2

PAI-1 Exzidat
Studienkollektiv 2 Gesamt
n=36 > cut-off < cut-off
13 6 19
> —
> cut-off (22%) (22%)
Biopsie

5 12 17

< cut-off (11%) (45 %)
e 18 18 36

Im Studienkollektiv 2 sind fir die PAI-1-Konzentrationen 11 Félle (33 %) diskordant. In 6 der 11

diskordanten Falle liegt die gemessene PAI-1-Konzentration in der Biopsie (iber dem Schwellen-

wert und im Exzidat unter dem Schwellenwert. Im Vergleich zum Studienkollektiv 1 werden be-

zuglich PAI-1 im Studienkollektiv 2 prozentual ahnlich viele diskordante Falle nachgewiesen

(29 % bzw. 25%).

Tab. 21: Verteilung des uPA/PAI-1-Status in Biopsie und Exzidat

in Bezug auf die Schwellenwerte, Studienkollektiv 2

uPA/PAI-1 2oLk
Studienkollektiv 2 Gesamt
n=36 > cut-off < cut-off

16 5 21

> cut-off (44%) (14%)

Biopsie

6 9 15

< cut-off (17%) (25%)
e 22 14 36

Im Studienkollektiv 2 sind fur den uPA/PAI-1-Statusn 25 von 36 Fallen als konkordant beurteil
worden (69 %). 11 Falle sind diskordant (31 %). Sechs der elf diskordanten Fille weisen einen
niedrigen uPA/PAI-1-Status in der Biopsie bei einem hohen uPA/PAI-1-Status im Exzidat auf. Funf
der diskordanten Fille weisen einen hohen uPA/PAI-1-Status in der Biopsie bei einem niedrigen
uPA/PAI-1-Status im korrespondierenden Exzidat auf. Im Vergleich zum Studienkollektiv 1 liegen

fir den uPA/PAI-1-Status ca. doppelt so viele diskordante Félle vor (16 % bzw. 31 %).
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4.10 Sensitivitaten, Spezifitdten, und pradiktive Werte fiir uPA- und PAI-1-
Konzentrationen der Biopsie, Studienkollektiv 2

Im Studienkollektiv 2 wurden zur Ermittlung der Test-Gite und der diagnostischen Aussagekraft

der uPA- bzw. PAI-1-Bestimmung aus Biopsiegewebe Sensitivitdten, Spezifitaten und pradiktive

Werte ermittelt. Zur besseren Ubersicht ist ebenfalls das Studienkollektiv 1 und Subkollektiv 1

tabellarisch dargestellt.

Tab. 22: Sensitivitaten, Spezifitdten, positive und negative pradiktive Werte flir uPA- und PAI-1-

Konzentrationen sowie flir den uPA/PAI-1-Status aus der Biopsie im Studienkollektiv 2

(vergleichend dargestellt Studienkollektiv 1 und Subkollektiv 1)

Spezifitat ppv npv
uPA
Studienkollektiv 2 0,67 0,67 0,50 0,80
n=36 1: 0,35-0,90) (KI: 0,45-0,84) (KI: 0,25-0,75) (KI: 0,56-0,94)
Studienkollektiv 1 0,90 0,74 0,74 0,89
n=127 1:0,79-0,96) (KI: 0,78-0,96) (KI: 0,63-0,84) (KI: 0,78-0,96)
Subkollektiv 1 0,86 0,71 0,67 0,88
n=35 1:0,57-0,98) (KI: 0,48-0,89) (KI: 0,41-0,87) (KI: 0,64-0,99)
PAI-1
Studienkollektiv 2 0,72 0,67 0,68 0,71
n=36 1:0,47-0,90) (KI: 0,41-0,87) (KI: 0,43-0,87) (KI: 0,44-0,90)
Studienkollektiv 1 0,79 0,61 0,75 0,66
n=127 1:0,68-0,87) (KI: 0,46-0,74) (KI: 0,64-0,84) (KI: 0,51-0,79)
Subkollektiv 1 0,82 0,62 0,78 0,67
n=35 1: 0,60-0,95) (KI: 0,32-0,86) (KI: 0,56-0,93) (KI: 0,35-0,90)
uPA/PAI-1-Status
Studienkollektiv 2 0,73 0,64 0,76 0,60
n =36 1: 0,50-0,89) (KI: 0,35-0,87) (KI: 0,53-0,92) (KI:0,32-0,84)
Studienkollektiv 1 0,90 0,69 0,88 0,74
n=127 1: 0,82-0,95) (KI: 0,52-0,84) (KI: 0,80-0,94) (KI: 0,56-0,87)
Subkollektiv 1 0,85 0,89 0,96 0,67
n=35 1: 0,65-0,96) (KI: 0,52-1,00) (KI: 0,78-1,00) (KI: 0,35-0,90)

Mit Ausnahme des npv von PAI-1 ist die im Studienkollektiv 2 ermittelte Sensitivitat, Spezifitat

und der positive und negative pradiktive Wert fir uPA und/oder PAI-1 niedriger als im Studien-

kollektiv 1.

4.11 Einfluss des Biopsiedefektes auf uPA- und PAI-1-Konzentrationen
im Exzidat

Nebenfrage 5 der Zielstellung (vgl. 2) soll beantworten, ob ein Biopsiedefekt Einfluss auf uPA-

und PAI-1-Konzentrationen im Exzidat hat. Von 8 Mammakarzinomen des Studienkollektivs 2

wurden jeweils mindestens eine Gewebeprobe unmittelbar aus dem Bereich des makroskopisch

sichtbaren Biopsiedefektes entnommen, mindestens eine weitere Gewebeprobe, bei groReren

Tumoren auch mehr, aus den makroskopisch sichtbaren Biopsiedefekt-freien Tumorarealen.
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Die uPA- und PAI-1-Konzentrationen in ng/mg Gesamtprotein aus den Gewebeproben der un-

tersuchten Mammakarzinome sowie pathologische Daten der Tumore sind in Tab. 23 aufgezeigt.

Tab. 23: uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Gewebeproben ohne Biopsiedefekt

(Gewebeprobe P1-P4) und Gewebeproben mit Biopsiedefekt (BD1-BD2),

pathologische Merkmale der Tumore.

duktal

Tumornummer/ uPA [ng/mg] uPA [ng/mg] PAI-1 [ng/mg] PAI-1 [ng/mg]
pathologische Merkmale Gewebeprobe ohne Gewebeprobe mit Bi- | Gewebeprobe ohne Gewebeprobe mit Bi-
Biopsiedefekt opsiedefekt Biopsiedefekt opsiedefekt
(P1-P4) (BD1-BD2) (P1-P4) (BD1-BD2)
1
pT2 pN1 G2 1,01 (P1) 4,53 (P1)
HR pos., HER2 neg. 1,05 (P2) 14,30 (P2)
duktal 0,72 (P3) 1,24 (8D1) 6,54 (P3) 545 (8D1)
0,62 (P4) 6,56 (P4)
2
pTlc pNO G3
HR neg., HER2 neg. g;s Ei;; 5,97 (BD1) gjgg EE;; 14,81 (BD1)
duktal
3
pTlc pNO G3
HR neg., HER2 neg. ;22 Ei;; 1,72 (BD1) ;igg EE;; 50,00 (BD1)
duktal
4
pTlc pN1G3
HR neg., HER2 neg. %ﬁg Ei;; 3,73 (BD1) 12:2? EE;; 64,33 (BD1)
duktal
5
pT2 pN3a G3
HR pos., HER2 neg. 2,48 (P1) 4,44 (BD1) 5,57 (P1) 22,17 (BD1)
duktal
6
pTlc pNO G1
HR pos., HER2 neg. 2,17 (P1) g:;‘i tgg;; 15,66 (P1) 12;:2(1) :EB;;
duktal
7
pTlc pNO G2
HR pos., HER2 neg. 2,89 (P1) 1,33 (BD1) 16,82 (P1) 18,90 (BD1)
duktal
8
zglso‘;m:;;z b0 4,90 (P1) 3,70 (BD1) 33,13 (P1) 38,21 (BD1)
v ’ 7,85 (P2) 3,89 (BD2) 18,69 (P2) 23,23 (BD2)

Die uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus den Gewebeproben ohne Biopsiedefekt (P1-P4) und

aus den Gewebeproben mit Biopsiedefekt (BD1-BD2) sind in Abb. 14 und Abb. 15 fiir die 8 un-

tersuchten Mammakarzinome graphisch dargestellt.
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Abb. 14: Verteilung der uPA-Proteinkonzentrationen in ng/mg Gesamtprotein im Exzidat;
Gewebeproben ohne Biopsiedefekt (P1-P4) und Gewebeproben mit Biopsiedefekt
(BD1-BD2).

Aus Tab. 23 und Abb. 14 wird deutlich, dass die Abweichungen zwischen den uPA-Konzentrati-
onen aus Karzinomgewebe mit und ohne Biopsiedefekt gering sind. In 6 von 8 Fallen zeigen die
uPA-Konzentrationen eine Differenz von < 4 ng/mg Gesamtprotein zwischen kleinster uPA-Kon-
zentration im Gewebe ohne Biopsiedefekt und uPA-Konzentration im Gewebe mit Biopsiede-
fekt. Es besteht kein Trend zu héheren uPA-Konzentrationen im Karzinomgewebe mit Biopsie-
defekt. In nur 2 von 8 Fallen wurde im Gewebe mit Biopsiedefekt eine uPA-Konzentration be-
stimmt, die mindestens 1 ng/mg Gesamtprotein héher ist als die uPA-Konzentration im
korrespondierenden Gewebe ohne Biopsiedefekt. In Tumor Nr. 6 ist die uPA-Konzentration im
Gewebe mit Biopsiedefekt 2 (BD2) im Gegensatz zur Gewebeprobe ohne Biopsiedefekt (P1) zwar
in etwa 4-fach erhoht, jedoch liegt die uPA-Konzentration im Gewebe mit Biopsiedefekt 1 unter
der uPA-Konzentration der Gewebeprobe ohne Biopsiedefekt (P1). Dies ist ebenfalls flr die Tu-

more Nr. 3, Nr. 4, Nr. 7 und Nr. 8 zu beobachten.
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Abb. 15: Verteilung der PAI-1-Proteinkonzentrationen in ng/mg Gesamtprotein im Exzidat; Ge-
webeproben ohne Biopsiedefekt (P1-P4) und Gewebeproben mit Biopsiedefekt
(BD1-BD2)

In Tab. 23 und Abb. 15 sind in 6 von 8 Fallen die PAI-1-Konzentrationen im Karzinomgewebe mit
Biopsiedefekt hoher als im Karzinomgewebe ohne Biopsiedefekt. Die Tumore Nr. 3, Nr. 4, Nr. 5
und Nr. 6 zeigen in etwa 4-fach bis 10-fach erhéhte PAI-1-Konzentrationen im Tumorgewebe mit
Biopsiedefekt 1 (BD1). Jedoch liegt im Tumor Nr. 6 und Nr. 8 die PAI-1-Konzentration im Gewebe
mit Biopsiedefekt 2 (BD2) unter der PAI-1-Konzentration der Gewebeprobe ohne Biopsiedefekt

(P1).
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Gewebeproben von
konventionellen praoperativen Biopsien mit uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Gewebepro-
ben des korrespondierenden chirurgischen Exzidates von Mammakarzinomen verglichen. Es
wurde untersucht, wie prazise die Bestimmung der uPA- und PAI-1-Konzentrationen in der Bi-
opsie die uPA- und PAI-1-Konzentrationen im korrespondierenden Exzidat voraussagt. Abwei-
chungen der uPA- und PAI-1-Werte zwischen Biopsie und Exzidat wurden analysiert. Mogliche
klinische, pathologische, histomorphologische und mechanische (Biopsiedefekt) Einflussfakto-
ren auf uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat wurden untersucht. Dies ist von
Relevanz, da heutzutage abklarungswirdige Befund der Brust fast immer zunachst bioptiert
werden. Die mechanische Alteration der Biopsie kann im Mammakarzinom Anderungen in Gen-

und Proteinexpressionsmustern verursachen.

In der vorliegenden Studie wurden prospektiv erhobene Daten ausgewertet. Fir die Studie wur-
den bewusst nur sehr wenige Ausschlusskriterien definiert, da primar die Bestimmung der uPA-
und PAI-1-Konzentrationen und dessen Vergleich in prdoperativer Biopsie und korrespondieren-
dem Exzidat im Fokus standen. Zudem wurde der Vergleich von uPA- und PAI-1-Konzentrationen
in Biopsie und Exzidat fir die Gruppe von Patientinnen analysiert, fur die uPA/PAI-1 als prognos-

tischer Faktor relevant ist (Subkollektiv 1).

5.1 Klinische und pathologische Daten der Studienkollektive 1 und 2

Die prozentuale Verteilung der klinischen und pathologischen Merkmale der Studienkollektive 1
und 2 entspricht in etwa der Verteilung in deutlich gréReren Studienpopulationen in Deutsch-
land und den USA, die basierend auf epidemiologischen Daten der nationalen Krebsregister aus-
gewertet wurden (Glass et al., 2007; Holleczek und Brenner, 2012). In der vorliegenden Arbeit

wurde die uPA- und PAI-1-Bestimmung in einem reprasentativen Kollektiv durchgefiihrt (n=163).

5.2 uPA- und PAI-1-Konzentrationen in praoperativer Biopsie und
korrespondierendem chirurgischen Exzidat im Studienkollektiv 1

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Arten der Probenentnahme (im Folgenden als Metho-

den bezeichnet) miteinander verglichen. Als klinisch etablierte Methode fiir die uPA- und PAI-1-

Bestimmung gilt die Proteinmessung mittels ELISA aus Tumorfrischgewebe von ca. 100—-300 mg

Gewebeproben (Harbeck et al., 2004). Die neue Methode ist in unserer Studie die uPA- und PAI-
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1-Konzentrationsbestimmung aus kleineren, ca. 10-30 mg Gewebeproben der praoperativen Bi-
opsie. Die Ubereinstimmung der uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat wurde
mithilfe des Verfahrens nach Bland und Altman analysiert. In ihren Arbeiten belegen Bland und
Altman, dass die Ubereinstimmung von (Mess)Methoden durch eine einzelne statistische MaRk-
zahl nicht umfassend beschrieben wird. Beim Vergleich von zwei (Mess)Methoden ist vor allem
die Abweichung der einzelnen Messungen fir die Ergebnisinterpretation interessant und nicht
die mittlere Abweichung aller Messungen der zwei miteinander verglichenen Methoden (Bland
und Altman, 1986, 1995). Grouven et al. bestitigten in einer Ubersichtsarbeit 2007, dass ,das
Hauptinteresse bei Methodenvergleichen in der Quantifizierung des Unterschiedes liegen sollte
und nicht im Testen statistischer Hypothesen auf Gleichheit der Methoden” (Grouven et al.,
2007). Die Quantifizierung der individuellen Abweichungen zwischen uPA- und PAI-1-Konzentra-
tionen aus Biopsie und Exzidat wird mit dem Verfahren nach Bland und Altman in der vorliegen-
den Studie sehr gut veranschaulicht. Die nach Bland und Altman ermittelten Ubereinstimmungs-
grenzen unterliegen der klinischen, nicht der statistischen Interpretation. Die Ubereinstim-
mungsgrenzen sind im Studienkollektiv 1 und im Subkollektiv 1 vor allem fir die Differenzen der
PAI-1-Konzentrationen sehr weit, sie werden durch einzelne AusreilRer beeinflusst. PAI-1 unter-
liegt im Vergleich zu uPA im Karzinomgewebe entweder hdheren Schwankungen durch biologi-
sche Prozesse oder PAI-1 ist im Karzinomgewebe heterogener verteilt. Die Bland-Altman-Plots
verdeutlichen die Zunahme der Streuung und Varianz der gemessenen Einzeldifferenzen von
uPA- u./o. PAI-1-Konzentrationen eines jeden Falles mit héheren Proteinkonzentrationen. Fir
die untersuchten Kollektive und Proteine (uPA, PAI-1) steigt mit hoheren Proteinkonzentratio-
nen in der Biopsie die Differenz zur Proteinkonzentration im Exzidat. Daraus ldsst sich schlieRen,
dass niedrige uPA- und PAI-1-Konzentrationen in der Biopsie im klinischen Alltag eine prazisere
Aussage treffen als hohe uPA- u./o. PAI-1-Konzentrationen in der Biopsie. Im Studienkollektiv 1
waren in der Biopsie die uPA- und PAI-1-Konzentrationen im Mittel etwas hoher. Dies widerlegt
die Vermutung, dass durch Biopsie induzierte biologische Prozesse zu durchschnittlich hdheren
uPA- und PAI-1-Konzentrationen im chirurgischen Exzidat fiihren. Der Einfluss des Biopsiedefek-

tes auf uPA- und PAI-1-Konzentrationen im chirurgischen Exzidat wird anschliefend diskutiert.

Die Verwendung von uPA/PAI-1 als prognostischer und pradiktiver Faktor erfolgt im klinischen
Alltag anhand von definierten Schwellenwerten. Die Kombination von uPA- und PAI-1-Konzen-
trationen (uPA/PAI-1-Status) ist prognostisch und therapeutisch relevant. Sowohl im Studien-
kollektiv 1 als auch im Subkollektiv 1 wird in Gber 80 % der Falle eine korrekte Risikoeinteilung
der Patientin durch die uPA/PAI-1-Konzentrationen aus praoperativer Biopsie erzielt. In beiden

Kollektiven wurden vor allem fir die Bestimmung des uPA/PAI-1-Status aus Biopsiegewebe sehr
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hohe Sensitivitaten (90 % im Studienkollektiv 1 und 85 % im Subkollektiv 1) und positive pradik-
tive Werte (88 % im Studienkollektiv 1 und 96 % im Subkollektiv 1) erzielt. Das heilt, dass Pati-
entinnen mit erhéhtem uPA/PAI-1-Status im Exzidat, somit ungiinstigerer Prognose, auch mit-
tels praoperativer Biopsie in hohem MaRe korrekt identifiziert werden. Diese neue Methode der
uPA-/PAl-1-Konzentrationsbestimmung bietet diagnostische Sicherheit. Zudem ist das Risiko,
dass eine Patientin aufgrund von uPA/PAI-1-Konzentrationen aus der praoperativen Biopsie eine
Ubertherapie erhalten wiirde durch die hohen positiven pradiktiven Werte (88 % im Studienkol-
lektiv 1 und 96 % im Subkollektiv 1) sehr gering. Die Entscheidungsgrundlage fiir eine adjuvante
Chemotherapie aufgrund des uPA/PAI-1-Status, der aus einer préoperativen Biopsie bestimmt
wurde, wird durch diese Ergebnisse gestitzt. Zu diskutieren bleibt dennoch, ob negative pradik-
tive Werte von 74 % (Studienkollektiv 1) und 67 % (Subkollektiv 1) ausreichend sind im Hinblick
auf die Vermeidung einer Untertherapie, resultierend aus uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus
praoperativer Biopsie. Die Sensitivitdten, Spezifitditen und negativen und positiven pradiktiven
Werte sind im Studienkollektiv 1 und Subkollektiv 1 trotz der unterschiedlichen Fallzahl dhnlich.
Fiir weiterfihrende klinische Aussagen ist es notwendig, die Ergebnisse an einem sehr viel gro-

Reren Studienkollektiv ebenfalls prospektiv zu Gberprifen.

Die vorliegende Arbeit stellt nach unserem aktuellen Kenntnisstand und Literaturrecherche die
erste Studie dar, die uPA- und PAI-1-Proteinkonzentrationen im ELISA von praoperativer Stanz-
oder Vakuum-Biopsie und korrespondierendem chirurgischen Exzidat im klinischen Alltag ver-
gleicht. Kuner et al. untersuchten im Jahre 2000 an 63 Mammakarzinomen Proteinkonzentrati-
onen von ER-, PgR- und EGF-Rezeptoren, Kathepsin-D und uPA und PAI-1 in Gewebeproben aus
Stanzbiopsie und chirurgischem Exzidat. Die Stanzbiopsie wurde in dieser Studie unmittelbar
nach der chirurgischen Exzision am Tumorpraparat durchgefihrt. Die uPA- und PAI-1-
Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels ELISA unter geltenden Standardbedingungen. Ku-
ner et al. ermittelten fir uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat Sensitivitdaten
von 90 % und 86 %, sowie Spezifitaten von 85 % und 87 %. Aus diesen Ergebnissen schlussfol-
gerten sie, dass in Gewebeproben von Stanzbiopsien uPA- und PAI-1-Konzentrationen bestimmt

werden kdnnen (Kuner et al., 2000).

In den letzten Jahren untersuchten und bestatigten viele Arbeiten die diagnostische Aussage-
kraft von klassischen Prognosefaktoren wie Tumorgrading, histologischer Tumortyp, ER- und
PgR-Expression und HER2-Expression aus konventionell entnommenen praoperativen Stanzbi-
opsien (Cahill et al., 2006; Usami et al., 2007; Wood et al., 2007; Lebeau et al., 2010). Im

klinischen Alltag werden diese prognostischen und pradiktiven Informationen aus praoperativen
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Biopsien verwendet. Chen et al. bestdtigten 2012 in einer Metaanalyse die diagnostische Ge-
nauigkeit von ER-, PgR- und HER2-Expression, die in praoperativen Stanzbiopsien bestimmt wur-
den. Chen et al. ermittelten aus den Ergebnissen von 27 Studien absolute Sensitivitdten von 97 %
fur ER-, 91 % fir PgR- und 81 % fir HER2-Expression, sowie Spezifitaten von 79 % fir ER-, 73 %
fiir PgR- und 97 % fir HER2-Expression in Stanzbiopsie und chirurgischem Exzidat. Sie wiesen
nach, dass ER- und PgR-Expression in Stanzbiopsien etwas haufiger als positiv klassifiziert wur-
den. Aus diesem Grund empfehlen Chen et al. die Expression von Hormonrezeptoren an praope-
rativer Biopsie und chirurgischem Exzidat durchzufiihren. Zudem weisen sie darauf hin, dass in-

tratumorale Heterogenitat zu diskordanten Resultaten fihren kann (Chen et al., 2012).

Das Ki67-Antigen ist ein Proliferationsmarker in Mammakarzinomen und wird seit einigen Jah-
ren als prognostischer und pradiktiver Faktor angewendet (Yerushalmi et al., 2010). 2013 unter-
suchten Chen et al. die Expression von Ki67 in formalin-fixierten, paraffin-eingebetteten (FFPE)
Gewebeproben von Stanzbiopsien und korrespondierenden chirurgischen Exzidaten von 298
Mammakarzinomen. Die Studienergebnisse zeigten, dass Ki67 in den Exzidaten zu einem hohe-
ren prozentualen Anteil exprimiert wird als in der Stanzbiopsie. Chen et al. wiesen fiir die Ex-
pression von Ki67 eine Sensitivitdt von durchschnittlich 79 % nach. In der Subanalyse von 60 ER-
negativen Mammakarzinomen lag die Sensitivitdt bei 100 %. Chen et al. interpretieren die Ab-
weichungen der Ki67 Expression in Stanzbiopsie und chirurgischem Exzidat als Ausdruck intra-
tumoraler Heterogenitat und empfehlen die Aufarbeitung von mehreren Stanzbiopsien oder die
Bestimmung von Ki67 sowohl in Gewebeproben der Stanzbiopsie als auch des chirurgischen

Exzidates (Chen et al., 2013).

Genexpressionsanalysen in Mammakarzinomen haben in den vergangenen Jahren einen starken
prognostischen Stellenwert erlangt. Bis dato werden diese Genexpressionsanalysen mittels
kommerziell erhaltlicher Tests in Gewebeproben von chirurgischen Exzidaten durchgefiihrt (Paik
et al., 2004; Buyse et al., 2006; Filipits et al., 2011). Drury et al. verglichen in einer sog. Mach-
barkeitsstudie (,,proof of concept study”) an 8 Fallen fiir den Genexpressionstest Oncotype DX®
die mittels qRT-PCR bestimmten Daten aus praoperativer Stanzbiopsie und chirurgischem Exzi-
dat. Drury et al. wiesen nach, dass die Genexpressionsdaten in sehr kleinen FFPE-Gewebeproben
von Stanzbiopsien unter Laborbedingungen mit den Genexpressionsdaten aus konventionell
verwendeten groReren FFPE-Gewebeproben des chirurgischen Exzidates sehr gut korrelierten
(Pearson Korrelationskoeffizient r =0,91). Dennoch weisen Drury et al. in ihrer Studie darauf hin,
dass groRere Variationen der Genexpression in den Stanzbiopsien gemessen wurden. Sie emp-
fehlen die Aufarbeitung von konventionellen FFPE-Gewebeproben des chirurgischen Exzidates

(Drury et al., 2010).
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Miuiller et al. untersuchten ebenfalls mittels gRT-PCR retrospektiv in FFPE-Gewebeproben von
40 Stanzbiopsien und korrespondierenden chirurgischen Exzidaten fiir den Genexpressionstest
EndoPredict® die Ubereinstimmung der Expression von 11 Genen. Fiir die 11 Gene zeigten sie
Korrelationen zwischen r = 0,65 und r = 0,89 (Pearson Korrelationskoeffizient). Fiir den auf der
Genanalyse basierenden Risikoscore konnten sie eine Ubereinstimmung von 95 % in Gewebe-
proben aus Stanzbiopsie und chirurgischem Exzidat nachweisen. Miller et al. schlussfolgern aus
ihren Ergebnissen, dass der untersuchte Genexpressionstest auch in Gewebeproben von Stanz-
biopsien durchgefiihrt werden kann. Zudem interpretieren sie aus ihren Ergebnissen, dass ein
Biopsiedefekt in Gewebeproben keinen Einfluss auf die Expression der untersuchten 11 Gene
hat (Mdller et al., 2012). Die von Miller et al. dargestellten Studienergebnisse sind im Hinblick
auf die Verwendbarkeit von Gewebeproben aus praoperativen Biopsien vielversprechend, soll-

ten aber moglichst prospektiv unter Bedingungen des klinischen Alltags tberprift werden.

Die vorliegende Arbeit hat dies an einem Kollektiv von (iber 100 Patientinnen mit Mammakarzi-
nom erfiillt. Unsere Studienergebnisse bestitigen die Aussage, dass uPA- und PAI-1-
Konzentrationen aus Gewebeproben der praoperativen Biopsie im ELISA bestimmt werden kon-
nen. Dennoch missen Einflussfaktoren, die zu diskordanten uPA- und PAI-1-Konzentrationen in
Biopsie und Exzidat fihren kénnen, bericksichtigt werden. Mogliche Einflussfaktoren wurden in

der vorliegenden Arbeit untersucht und werden im Folgenden diskutiert.

5.3 Einfluss des Biopsiedefektes auf uPA- und PAI-1-Konzentrationen im
Exzidat

Im Studienkollektiv 2 wurden von 8 chirurgischen Exzidaten die uPA- und PAI-1-Konzentrationen
aus mindestens einer Gewebeprobe mit Biopsiedefekt mit mindestens einer Gewebeprobe
ohne Biopsiedefekt desselben Tumors verglichen. Die Abweichungen der uPA-Konzentrationen
aus Gewebeproben mit und ohne Biopsiedefekt waren gering. In 4 von 8 Tumoren waren die
uPA-Konzentrationen im Gewebe mit Biopsiedefekt sogar niedriger als im Gewebe ohne Biop-
siedefekt. Die PAI-1-Konzentrationen waren im Gewebe mit Biopsiedefekt in 6 von 8 Fallen er-

hoht, in 4 von 6 Féllen in etwa 4-fach bis 10-fach.

Die Biopsie verursacht ein Gewebstrauma, das eine lokale Entziindungsreaktion und Gewebere-
paraturmechanismen auslost. In zahlreichen Studien konnte die Beteiligung von PAI-1 an Ent-
ziindungsreaktionen und Wundheilung belegt werden (Rgmer et al., 1991; Wysocki et al., 1999;

Schafer und Werner, 2007). Providence et al. wiesen in Nierenepithelzellen von Ratten eine er-
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hohte PAI-1-Expression auf mRNA-Ebene nach, wenn diese Epithelzell-Linien im Labor zuvor me-
chanisch alteriert wurden (Providence et al., 2000). Renckens et al. wiesen die Mitbeteiligung
von PAI-1 bei lokalen (und systemischen) Entziindungsreaktionen nach. Sie induzierten in Wild-
Typ-Mausen eine lokale Entzlindungsreaktion durch Terpentininjektion. Mittels ELISA wiesen
Renckens et al. bereits 8 Stunden nach induzierter Inflammation deutlich erhéhte PAI-1-
Konzentrationen in Gewebeproben aus der entziindeten Injektionsstelle nach. Zudem wiesen
sie eine erhohte lokale Expression von PAI-1-mRNA aus Makrophagen und Endothelzellen der

Injektionsstelle nach (Renckens et al., 2005).

Trotz der geringen Zahl von acht untersuchten chirurgischen Exzidaten ldsst sich ein Trend fir
héhere PAI-1-Konzentrationen in Gewebeproben mit Biopsiedefekt erkennen. Ob die erhéhten
PAI-1-Konzentrationen durch eine Biopsie-bedingte lokale Entziindungsreaktion und Ge-
webstrauma-induzierte Prozesse verursacht sind, sollte an sehr viel groRerer Fallzahl untersucht
werden. Zudem wurden in 2 von 8 Exzidaten die uPA- und PAI-1-Konzentrationen jeweils in zwei
Gewebeproben mit Biopsiedefekt bestimmt. Trotz jeweils vorhandenem Biopsiedefekt waren
die uPA- und PAI-1-Konzentrationen in den zwei Gewebeproben sehr unterschiedlich. Eine dhn-
liche Beobachtung machten auch Haas et al. in ihrer Arbeit zum Einfluss eines Biopsiedefektes
auf uPA- und PAI-1-Konzentrationen in chirurgischen Exzidaten von Mammakarzinomen. In
FFPE-Proben von 55 Exzidaten wurde u.a. mittels Immunhistochemie semiquantitativ die Ex-
pression von uPA und PAI-1 in intaktem Karzinomgewebe und in Gewebe mit Biopsiedefekt be-
stimmt (gemessen als Farbeintensitdt von monoklonalem anti-uPA-Antikorper und anti-PAI-1-
Antikorper). Haas et al. wiesen immunhistochemisch nach, dass ungeachtet eines Biopsiedefek-
tes uPA und PAI-1 in den Karzinomzellen relativ homogen exprimiert wird. Im Tumorstroma wur-
den uPA und PAI-1 deutlich heterogener exprimiert, sowohl innerhalb eines Tumors als auch im
Vergleich von verschiedenen Tumoren. Die Expression von uPA und PAI-1 im Tumorstroma war
unabhangig von einer Lymphozyteninfiltration. Die Expression von uPA und PAI-1 im Tumor-
stroma mit Biopsiedefekt war nur fiir uPA signifikant héher (21 von 55 Tumorproben (38 %)),
jedoch nicht fiir PAI-1 (16 von 55 Tumorproben (29 %)). Zudem zeigten 31 (56%) von 55 Tumor-
proben eine homogene Expression von uPA im intakten Gewebe und im Gewebe mit Biopsiede-
fekt. 22 (40 %) von 55 Tumorproben zeigten diese homogene Expression fiir PAI-1. In 6 (11 %)
von 55 Tumoren konnte sogar eine hohere PAI-1-Expression im intakten Tumorgewebe im Ge-
gensatz zum Gewebe mit Biopsiedefekt gemessen werden, in 3 (5 %) von 55 Tumorproben war
dies fur uPA der Fall (Haas et al., 2008). Die Ergebnisse der Studie belegen, dass es sinnvoll ist,
die uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Gewebeproben ohne Biopsiedefekt zu bestimmen. Die

Studienergebnisse verdeutlichen aber auch sehr klar, dass die Expression von uPA und PAI-1 im
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Mammakarzinom unabhangig eines Biopsiedefektes variieren kann. Vor allem unterlagen die
uPA- und PAI-1-Konzentrationen starkeren Schwankungen im Tumorstroma. Daraus lasst sich
folgern, dass die intratumorale Gewebsheterogenitdt malRgeblich an Expressionsunterschieden
von uPA und PAI-1 innerhalb eines Tumors verantwortlich ist. Zanetti-Dallenbach et al. unter-
suchten 2006 mittels Genexpressionprofilen den Einfluss einer Stanzbiopsie auf die Genexpres-
sion im korrespondierenden chirurgischen Exzidat. Die analysierten Daten von 22 Mammakarzi-
nomen zeigten signifikant erhéhte Expressionen von Genen, die an der Kodierung der Proteine
PAI-1, des uPA-Rezeptors (uPAR), der Matrix-Metallo-Proteinase 1 (MMP1) und der Cyc-
looxygenase-2 (COX-2) beteiligt sind. Diese Proteine sind an Entziindungsprozessen u./o. Wund-
heilung beteiligt (Remer et al., 1994; Willams et al., 1999; Baker und Leaper, 2000). Zanetti-
Déllenbach et al. schlussfolgern, dass die erhéhten Genexpressionen dieser Proteine in den chi-
rurgischen Exzidaten Folge eines Gewebstraumas durch Stanzbiopsie sein konnen, aber auch
durchihre Funktion in der Kanzerogenese selbst, z.B. bei Angiogenese und Tumorzellprogression

bedingt (Zanetti-Dallenbach et al., 2006).

5.4 Einfluss von klinischen und pathologischen Faktoren auf gemessene

Differenzen von uPA- und PAI-1-Konzentrationen

in praoperativer Biopsie und chirurgischem Exzidat
Im Studienkollektiv 1 wurde der Einfluss von klinischen und pathologischen Faktoren auf die
gemessenen Differenzen von uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat (Delta uPA
und Delta PAI-1) statistisch untersucht. Es wurde ein signifikanter Einfluss der TumorgréRe (aus-
gedrickt in pT) auf Delta PAI-1 ermittelt. Das Ergebnis ergibt sich durch ein sehr hohes Delta
PAI-1 fir die Patientinnen mit einem pT4 klassifizierten Tumor. Da nur 2 von 127 Patientinnen
einen pT4-Tumor hatten, ist das Ergebnis verzerrt. Nach Ausschluss der zwei Patientinnen hatte
die TumorgroRe keinen signifikanten Einfluss auf Delta PAI-1. Alle anderen untersuchten klini-
schen und pathologischen Faktoren hatten ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf Delta uPA
und Delta PAI-1. Dies zeigt, dass die uPA- und PAI-1-Bestimmung sowohl aus praoperativer Bi-
opsie als auch aus dem chirurgischen Exzidat eine von klinischen und pathologischen Einfllissen
weitgehend unabhangige Methode ist. Das Zeitintervall zwischen Entnahme der praoperativen
Biopsie und der chirurgischen Tumorexzision hatte in unserer Studie keinen Einfluss auf Delta
uPA und Delta PAI-1. Haas et al. untersuchten in der in 5.3 zitierten Studie ebenfalls den Einfluss
des Zeitintervalls zwischen Stanzbiopsie und chirurgischer Tumorexzision auf uPA- und PAI-1-
Konzentrationen im Karzinomgewebe. Sie konnten immunhistochemisch und im ELISA nachwei-

sen, dass im Tumorstroma ohne Biopsiedefekt die uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Tumoren,
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die nach 9 oder mehr Tagen nach Biopsie exzidiert wurden, geringer waren als im Tumorstroma
am Biopsiedefekt (Haas et al., 2008). Diese Beobachtung stiitzt die These des Einflusses eines
Biopsiedefektes auf uPA- und PAI-1-Konzentrationen. Zumindest makroskopisch sollte ein Biop-
siedefekt vor der uPA- und PAI-1-Konzentrationsbestimmung in der Gewebeprobe ausgeschlos-

sen werden.

In unserer Arbeit hatte die Institution/das Brustzentrum, in der die préoperative Biopsie und das
korrespondierende Tumorexzidat entnommen wurden, keinen Einfluss auf Delta uPA und Delta
PAI-1. Differenzen von uPA- und PAI-1-Konzentrationen zwischen Biopsie und Exzidat sind dem-
nach unabhéangig von duReren Faktoren wie dem &rztlichen Personal, das die Probe entnimmt
oder der (korrekten) Lagerung und Transport des Tumorfrischgewebes. Wichtiger ist die Aufar-
beitung und Messung der Gewebeproben in einem fir die uPA- und PAI-1-
Konzentrationsbestimmung etablierten Labor, in dem regelmaRige externe Qualitatskontrollen
und standardisierte Laborverfahren garantiert sind (Sweep et al., 1998). Dieser Umstand ist in

der vorliegenden Studie gegeben und sorgt fiir bestmdglich reproduzierbare Ergebnisse.

5.5 Diskordante und konkordante uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie
und Exzidat — histologische Analyse ausgewadhlter Falle

Zur weiterfiihrenden Analyse starker und geringer Abweichungen von uPA- und PAI-1-
Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat wurden ausgewahlte Falle auf histologische und pa-
thologische Merkmale Gberprift. In den drei untersuchten Gruppen gab es keine nennenswer-
ten Unterschiede in der Verteilung des histologischen Tumortyps, die Mehrzahl der untersuch-
ten Falle waren duktale Mammakarzinome. In der Gruppe mit diskordanten uPA- und PAI-1-
Konzentrationen in Bezug auf die Schwellenwerte wurden 4 lobuldre Karzinome mit Delta PAI-1
> 10 ng/mg Gesamtprotein untersucht. Daraus lasst sich in der vorliegenden Arbeit nicht schlie-
Ren, dass lobuldre Karzinome mit einer heterogeneren Verteilung von PAI-1 einhergehen. Die
analysierte Fallzahl ist fiir diese Aussage zu klein. Die Einzelfallanalyse erbrachte keinen Trend
in der Verteilung des Hormonrezeptor- und HER2-Status. Es wurden alle ausgewahlten Falle der
drei Gruppen auf das Vorhandensein von Lymphozyten als Ausdruck inflammatorischer Prozesse
Uberprift. Wie bereits in 5.3 zitiert, ist bekannt, dass in entziindetem Gewebe und bioptiertem
Mammakarzinom-Gewebe PAI-1 und weitere Entziindungsmediatoren in erhéhter Konzentra-
tion vorliegen (Rgmer et al., 1991; Wysocki et al., 1999; Zanetti-Dallenbach et al., 2006; Schiafer
und Werner, 2007; Haas et al., 2008). Die Einzelfallanalyse sollte kldren, ob ein hohes Delta PAI-
1 zwischen Biopsie und Exzidat mit einer in der Mikroskopie nachweisbaren Lymphozyteninfilt-

ration einhergeht. Dies konnte nicht bestéatigt werden. Lymphozyten waren in fiir uPA u./o. PAI-

65



1 konkordanten und diskordanten Fallen gleichermalRen nachweisbar. Aufgrund des beobach-
teten Verteilungsmusters scheint das Vorhandensein von Lymphozyten tumorassoziiert zu sein.
Verschiedene Studien belegen, dass Lymphozyten und Makrophagen im Mammakarzinom-Ge-
webe Tumorzellwachstum hemmen und Tumorzellen sogar eliminieren (Shankaran et al., 2001;
Smyth et al., 2006). Mahmoud et al. wiesen in einer Studie an 1334 Mammakarzinomen immun-
histochemisch nach, dass das Vorhandensein von CD 8+ T-Lymphozyten im Tumor ein unabhan-
giger prognostischer Faktor in Bezug auf krankheitsfreies Uberleben beim Mammakarzinom ist
und positiv mit dem Tumorgrading und negativ mit dem Ostrogen- und Progesteron-Rezeptor-
status korreliert (Mahmoud et al., 2011). Denkert et al. konnten an 1058 Mammakarzinomen
zeigen, dass eine tumorassoziierte, lymphozytare Infiltration mit einem deutlich besseren An-
sprechen auf eine antrazyklin-/taxanhaltige, neoadjuvante Chemotherapie einhergeht (Denkert
et al., 2010). Aus der vorliegenden Arbeit kann nur geschlussfolgert werden, dass das Vorhan-
densein von Lymphozyten in einer kleinen untersuchten Fallzahl keinen Effekt auf Delta uPA-
und Delta PAI-1 hat und keinen Effekt auf hohe PAI-1-Konzentrationen generell hat. Die o.g.
Studien zeigen, dass Lymphozyten im Mammakarzinomgewebe eine komplexe Funktion im Hin-
blick auf die Tumorimmunogenitat einnehmen. Ob eine tumorassoziierte lymphozytare Infiltra-
tion mit hohen oder niedrigen PAI-1-Konzentrationen im Mammakarzinom korreliert, ist nach

aktueller Literaturrecherche noch nicht untersucht worden.

Ebenfalls lasst sich kein Einfluss der prozentualen Verteilung von Tumorstroma und Tumorzellen
im histologischen Praparat auf Delta uPA und Delta PAI-1 erkennen. Sowohl fiir uPA und/oder
PAI-1 diskordante als auch konkordante Falle zeigten ein ausgewogenes Stroma- zu Tumorzell-
Verhiltnis, andere Falle wiederum zeigten sehr heterogene Stroma- und Tumorzellanteile. Dies
war zu beobachten, sowohl innerhalb eines Biopsie- oder Exzidat-Prdparates, als auch zwischen

Biopsie und Exzidat.

Hildenbrand und Schaaf untersuchten an 30 Mammakarzinomen die Konzentrationen von
uPA-, PAI-1 und uPAR in Tumorzellen und im Tumorstroma. Durch laser capture microdissection
wurde jeweils ein Teil des gefrorenen Tumor-Frischgewebes in Tumorzellen und Tumorstroma
separiert. AnschlieBRend wurde in beiden Gewebefraktionen und in dem nicht separierten Ge-
webe die uPA-, PAI-1- und uPAR-Konzentrationen mittels ELISA unter Standardbedingungen ge-
messen. Hildenbrand und Schaaf konnten keine signifikanten Unterschiede in den durchschnitt-
lichen Konzentrationen von uPA, PAI-1 und uPAR zwischen Tumorzellen, Tumorstroma und nicht
separiertem Gewebe feststellen. Daraus schlussfolgern sie, dass der prozentuale Anteil von Tu-
morstroma im Karzinom nicht zu veranderten uPA-, PAI-1- und uPAR-Konzentrationen im ELISA

fihrt. Allerdings untersuchten Hildenbrand und Schaaf in ihrer Studie nicht, ob innerhalb eines
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Tumors Konzentrationsunterschiede von uPA, PAI-1 und uPAR vorlagen, die zu diskordanten
Proteinkonzentrationen in Biopsie und Exzidat fiihren konnen. Hildenbrand und Schaaf wiesen
zudem immunhistochemisch nach, dass in fibroblastischem Stroma aus normalem Brustdrisen-
gewebe uPA, PAI-1 und uPAR nur in 50 % aller stromalen Zellen exprimiert werden, im Karzi-
nomgewebe hingegen in 100 % der stromalen Zellen (Hildenbrand und Schaaf, 2009). Dieser
Erkenntnis sollte bei der Aufarbeitung von Karzinomgewebe fiir die uPA- und PAI-1-Bestimmung
Rechnung getragen werden. Zum einen ist es wichtig, dass makroskopisch Karzinomgewebe fir
den ELISA ausgewahlt wird. Diese Auswahl ist sowohl aus (grofReren) chirurgischen Exzidaten als
auch aus praoperativen (kleineren) Biopsien moglich. Zum anderen ist nach den o.g. Studiener-

gebnissen der Anteil an Tumorzellen im Karzinomgewebe nicht relevant.

Die durch Mikroskopie untersuchten Kriterien — Lymphozyteninvasion und prozentualer Anteil
von Tumorstroma und Karzinomzellen — kénnen nicht zur Erklarung von diskordanten und kon-
kordanten uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat herangezogen werden. Es
wurde exemplarisch nur eine kleine Fallzahl untersucht. Zudem wird die Analyse durch den Ver-
gleich einer quantitativen Messmethode, der uPA- und PAI-1-Konzentrationsbestimmung im
ELISA, mit einer qualitativen Messmethode, der histologischen Beurteilung von Lymphozytenin-
vasion und Stromaanteil im Mikroskopie-Prdparat, limitiert. Dadurch kénnen allenfalls klinische
Hypothesen generiert werden. Die detailliertere Darstellung einzelner Falle in dieser Arbeit un-
terstreicht jedoch, dass bei diskordanten uPA- und PAI-1-Konzentrationen durchaus die Einzel-
fallanalyse weiterfiihrende Informationen bietet. Mechanische Alterationen des Biopsie-Prapa-
rates und ein im HE-Schnitt sichtbarer Stanzkanal kdnnen diskordante uPA- und PAI-1-
Konzentrationen in Biopsie und Exzidat bedingen. Die histologische Einzelfallanalyse leistet hier

einen Beitrag zur Entscheidung, ob uPA- und PAI-1-Werte klinisch verwendet werden kénnen.

5.6 uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat nach
histologischem Nachweis von Karzinomzellen in der Biopsie

Im Studienkollektiv 2 wurde gepriift ob der ergdnzende praanalytische histologische Nachweis

von Karzinomzellen in den Gewebeproben der Biopsiezylinder die fiir die Praparation benutzt

werden, zu einer héheren Ubereinstimmung von uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie

und Exzidat fahrt (vgl. 3.1).

Die Ergebnisse zeigen, dass im Vergleich zum Studienkollektiv 1 im Studienkollektiv 2 keine ho-

here Ubereinstimmung von uPA- und PAI-1-Konzentrationen durch die ergidnzende histologi-
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sche Untersuchung auf Karzinomzellen erzielt wird. Zudem wurde keine hohere Sensitivitat, Spe-
zifitdt und positive und negative Vorhersagewerte fiir die uPA- und/ oder PAI-1-Konzentrationen
aus dem Biopsiegewebe erzielt. Mit Ausnahme des npv von PAI-1 (0,71 im Studienkollektiv 2
bzw. 0,66 im Studienkollektiv 1) lagen die im Studienkollektiv 2 ermittelten Werte unter denen
des Studienkollektivs 1 (vgl. Tab. 22). Die Aussage wird limitiert durch das kleinere Studienkol-
lektiv 2 von n = 36 Fallen. Die Ergebnisse wurden mit denen des Studienkollektivs 1 von n =127
Fallen verglichen. Dadurch kann eine Verzerrung der Ergebnisse vorliegen. Jedoch wurden die
uPA- und PAI-1-Konzentrationen in beiden Studienkollektiven unter gleichen standardisierten
Bedingungen im selben Labor bestimmt. Dies fiihrt grundsatzlich in dieser Studie zu gut repro-

duzierbaren Ergebnissen.

Die Ergebnisse bestatigen, dass Gewebeproben von Biopsiezylindern, die nicht zusatzlich histo-
logisch auf Karzinomzellen untersucht wurden, fir die uPA- und PAI-1-Konzentrationsbe-
stimmung mittels eines standardisierten ELISA im klinischen Alltag verwendet werden kénnen.
Wie zuvor in 5.3 diskutiert, empfiehlt es sich vielmehr, mehrere Biopsiezylinder zu einer Probe
zusammenzufihren, da uPA- und PAI-1 im Mammakarzinom heterogen exprimiert sein kénnen.

So kénnen moglichst valide uPA- und PAI-1-Konzentrationen gemessen werden.

5.7 Intratumorale Heterogenitat

In der Analyse und Interpretation der Ergebnisse mussen intratumorale Heterogenitat und Ho-
mogenitat als mogliche Ursachen fir diskordante und konkordante uPA- und PAI-1-Konzentra-

tionen aus Biopsie und Exzidat diskutiert werden.

In den letzten Jahren steht die intratumorale Heterogenitdt von Mammakarzinomen zuneh-
mend im Fokus der Forschung und wissenschaftlichen Diskussion. Die Arbeitsgruppe von Ray-
chaudhuri et al. konnte intratumorale Heterogenitat durch Expressionsanalysen von pro-meta-
statischer und anti-metastatischer miRNA in verschiedenen Tumorregionen von Mammakarzi-
nomen nachweisen. Dazu bestimmten sie mittels qRT-PCR die Expression von miRNA in 16
Karzinomen jeweils aus 2 — 3 Proben der Tumorperipherie, der Intermediarzone und des Tumor-
zentrums (n = 132 Proben). Innerhalb eines Tumors waren alle vier untersuchten miRNA sehr
heterogen exprimiert. Statistisch wurde die heterogene Expression als Coefficient of Variation
ausgedriickt, der innerhalb eines Tumors zwischen den drei untersuchten Tumorzonen bei
durchschnittlich 40 % lag. Raychaudhuri et al. schlussfolgern aus den Ergebnissen ihrer Studie,

dass die nachgewiesene intratumorale Heterogenitdt der miRNA-Expression zu einem sog.

68



sampling bias, einer Verzerrung des Probenergebnisses, fiihren kann. Zudem sollten von unter-
schiedlichen Regionen eines Tumors Proben entnommen werden, um ein moglichst reprasenta-
tives Expressionsprofil zu erhalten (Raychaudhuri et al., 2012). Die o.g. Studie hat intratumorale
Heterogenitat auf Genexpressionsebene in Mammakarzinomen nachgewiesen. Eine andere Ar-
beitsgruppe um Malinowsky et al. konnte intratumorale Heterogenitat in Mammakarzinomen
auf Proteinexpressionsebene nachweisen. Die Studie stellt nach Literaturdatenbankrecherche
die einzige Studie dar, die u.a. die intratumorale heterogene Expression von uPA und PAI-1 un-
tersucht hat. Mittels Reverse-Phase-Protein-Arrays (RPPA) wurde in 15 Mammakarzinomen die
Expression von 35 verschiedenen Proteinen in Proben der Tumorperipherie, der Intermediar-
zone und des Tumorzentrums gemessen (n = 106 Proben). Ziel war es, die intratumorale hete-
rogene Expression von Proteinen die prognostische und pradiktive Relevanz haben zu untersu-
chen. Dazu zihlten uPA und PAI-1, HER2, Proteine des Ostrogen- und Progesteron-Rezeptors,
sowie verschiedene Proteine aus den uPA-, PAI-1-, HER2-, und Hormonrezeptor-Signalkaskaden.
Malinowsky et al. konnten fir alle untersuchten Proteinexpressionen eine deutliche intratumo-
rale Heterogenitat von durchschnittlich 31 % (ausgedriickt als Coefficient of Variation) innerhalb
desselben Tumors nachweisen. Es konnte keine signifikante Korrelation der intratumoralen, he-
terogenen Expression einzelner Proteine zur TumorgréRe und zum Verhaltnis von Tumorzellan-
teil und Stromaanteil nachgewiesen werden. Malinowsky et al. schlussfolgern aus ihren Studien-
ergebnissen, dass intratumorale Heterogenitat die Bestimmung von prognostischen und pradik-
tiven Faktoren beeinflussen kann. Zudem stellen sie fest, dass intratumorale Unterschiede in der
Tumorzellproliferation und unterschiedlich lokalisierte Tumorzellklone ein Grund fiir die hete-
rogene Expression von Proteinen im Mammakarzinom sein kann, diese dadurch aber nicht ganz-

lich erklart werden kann (Malinowsky et al., 2012).

Trotz einer relativ kleinen Zahl von untersuchten Mammakarzinomen (n =16 und n = 15) ver-
deutlichen beide Studien das Phanomen der intratumoralen Heterogenitat fir die Expression
von unterschiedlichen Genen und Proteinen in Mammakarzinomen. Die Studie von Malinowsky
et al. zeigt zudem, dass uPA und PAI-1 in Mammakarzinomen durchaus heterogen exprimiert
sein konnen. In der vorliegenden Arbeit wurden im Studienkollektiv 2 uPA- und PAI-1-
Konzentrationen aus unterschiedlichen Lokalisationen innerhalb eines Tumors gemessen und
mit uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus Gewebe mit Biopsiedefekt desselben Tumors vergli-
chen. Die an unterschiedlichen Stellen im Tumor (ohne Biopsiedefekt) bestimmten uPA- und
PAI-1-Konzentrationen waren ebenfalls teilweise heterogen. Im klinischen Alltag sollte bei der
Bestimmung von uPA- und PAI-1-Konzentrationen sowohl aus praoperativen Biopsien als auch

aus chirurgischen Exzidaten eine mogliche intratumorale heterogene Expression dieser Proteine
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bericksichtigt werden. Durch das Zusammenfiihren von Karzinomgewebe aus unterschiedli-
chen Biopsien zu einer Probe und die Entnahme von Biopsien aus unterschiedlichen Regionen
eines Tumors kann der Einfluss der heterogenen intratumoralen Proteinexpression so gering wie

moglich gehalten werden.

5.8 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus kleinen, ca.
10 — 30 mg Gewebeproben von praoperativen Biopsien mit ca. 100 — 300 mg Gewebeproben
des chirurgischen Exzidates, die jeweils unter Standardbedingungen mittels ELISA bestimmt
wurden, zu vergleichen. uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus praoperativen Biopsien konnen im
klinischen Alltag zur Prognoseabschatzung verwendet werden. uPA- und PAI-1-Konzentrationen
in der Biopsie sagen uPA- und PAI-1-Konzentration im Exzidat mit hoher Ubereinstimmung vo-
raus. Der uPA/PAI-1-Status wurde mittels praoperativer Biopsie in hohem MaRe korrekt identi-
fiziert. Der praanalytische histologische Nachweis von Karzinomzellen im Biopsiegewebe fiihrte
in der vorliegenden Arbeit nicht zu héheren Ubereinstimmungen zwischen uPA- und PAI-1-
Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat. Nach Ausschluss von zwei pT4-Tumoren konnte kein
signifikanter Einfluss von klinischen und pathologischen Faktoren auf Differenzen von uPA- und
PAI-1-Konzentrationen aus Biopsie und Exzidat ermittelt werden. Die histologische Analyse aus-
gewahlter Fille zeigte, dass Lymphozyteninvasion und die prozentuale Verteilung von Tumor-
stroma und Tumorzellen im Karzinom kein Surrogatmarker fir diskordante oder konkordante
uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat sind. Dennoch bestatigte die histologi-
sche Untersuchung, dass bei hohen Differenzen von uPA- und PAI-1-Konzentrationen in Biopsie
und Exzidat die Einzelfallanalyse zur Ursachenklarung beitragen kann. An einem kleinen Subkol-
lektiv konnten erhohte PAI-1-Konzentrationen in Exzidatproben mit Biopsiedefekt im Vergleich
zu PAI-1-Konzentrationen in Exzidatproben ohne Biopsiedefekt gemessen werden. Die Ergeb-
nisse fihren zu dem Schluss, dass fiir die uPA- und PAI-1-Bestimmung Proben ohne makrosko-
pisch sichtbaren Biopsiedefekt ausgewahlt werden sollten. In Gewebeproben aus verschiedenen
Regionen eines Tumors wurden teilweise deutliche Konzentrationsunterschiede von uPA und
PAI-1 ermittelt. Trotz kleiner untersuchter Fallzahl weist dies auf eine heterogene Expression
von uPA und PAI-1 in Mammakarzinomen hin. Die intratumorale Heterogenitat sollte bei der
Bestimmung von uPA und PAI-1 unbedingt bericksichtigt werden. Das Zusammenfiihren von

mindestens 2 Biopsien oder Exzidatproben zu einer Probe wird empfohlen.
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7 Thesen der Dissertation

1. uPA (Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp)- und PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhi-
bitor Typ 1)- Konzentrationen in der praoperativen Biopsie sagen uPA- und PAI-1-
Konzentrationen im korrespondierenden chirurgischen Exzidat mit hoher Ubereinstim-

mung voraus.

2. Der uPA/PAI-1-Status wird mittels praoperativer Biopsie in hohem MalRe korrekt

identifiziert.

3. Der praanalytische histologische Nachweis von Karzinomzellen im Biopsiegewebe fiihrt
nicht zu héheren Ubereinstimmungen zwischen uPA- und PAI-1-Konzentrationen aus

Biopsie und Exzidat.

4. Klinische, pathologische und histomorphologische Faktoren haben keinen signifikanten
Einfluss auf Differenzen von uPA- und PAI-1-Konzentrationen in praoperativer Biopsie

und korrespondierendem chirurgischen Exzidat.

5. Die histologische Analyse kann im Einzelfall zur Klarung von Differenzen von uPA- und

PAI-1-Konzentrationen in Biopsie und Exzidat beitragen.

6. Biopsie-bedingte Alterationen kénnen im chirurgischen Exzidat zu erhéhten PAI-1-

Konzentrationen fuhren.

7. UuPA-und PAI-1-Konzentrationen sollten im chirurgischen Exzidat aus Gewebeproben

ohne makroskopisch sichtbaren Biopsiedefekt bestimmt werden.

8. UPA und PAI-1 kénnen im Primartumor von Mammakarzinomen heterogen exprimiert

sein.

9. Dieintratumorale Heterogenitat sollte bei der Bestimmung von uPA und PAI-1 bertick-
sichtigt werden. Das Zusammenfiihren von mindestens zwei Biopsien oder Exzidatpro-

ben zu einer Gewebeprobe wird empfohlen.
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