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Einleitung

1 Einleitung

In der adjuvanten Situation des Mammakarzinoms sollte hinsichtlich der Haufigkeit von
Fernmetastasen  selbst  bei  kleineren  Primdrtumoren  eine  potentielle
Mikrometastasierung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung angenommen werden (1).
Von der Arbeitsgruppe um Bonadonna wurde 1995 erstmals der Nutzen einer
adjuvanten Polychemotherapie in einer groBen randomisierten Studie mit 20-Jahres-
Uberlebensergebnissen belegt. Es zeigte sich eine Steigerung des Gesamtiiberlebens
nach 20 Jahren von 33% in der Kontrollgruppe gegeniiber 42% in der Therapiegruppe.
Der signifikant hohere Anteil iiberlebender Patienteninnen (p=0,027) in der
Therapiegruppe stiitzte die Hypothese, dass die Langzeiterfolge einer adjuvanten
Therapie im Wesentlichen durch die Reduktion frither Krankheitsfille bedingt wird und

nicht nur Riickfallverzégerungen erzielt werden (1;2).

Die Arbeitsgruppe um Citron et al. untersuchte die adjuvante dosisdichte
Chemotherapie, bestehend aus Doxorubicin, Paclitaxel und Cyclophosphamid, gefolgt
von Paclitaxel bei adjuvanten nodalpositiven Mammakarzinompatientinnen in einer
randomisierten Studie und konnte ein signifikant lingeres krankheitsfreies Uberleben
und Gesamtiiberleben fiir die Gruppe der dosisdicht behandelten Patientinnen
nachweisen (3). Gleichzeitig sprechen diese Ergebnisse fiir die Existenz von
Mikrometastasen oder verbliebener lokaler Tumorzellen in der adjuvanten Situation, die
mit einer adjuvanten Chemotherapie und moglicherweise in noch hoherem Mafle mit

einer intensivierten Chemotherapie vernichtet werden kdnnen.

Einer der wichtigsten prognostischen Parameter fiir das krankheitsfreie Uberleben und
das Gesamtiiberleben ist das Ausmal} des axilliren Lymphknotenbefalls. Die Effekte
der adjuvanten Chemotherapie sind jedoch bei nodalpositiven und nodalnegativen
Patientinnen vergleichbar, wenngleich sich die Uberlebenszeiten aufgrund der
unterschiedlichen Risikokonstellationen deutlich unterscheiden (1). In Deutschland ist

nach wie vor eine Unterscheidung der nodalpositiven Frauen in die Subgruppen mit 1-3,
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4-9 sowie 10 und mehr befallenen Lymphknoten gebrduchlich. Diese Einstufung basiert
unter anderem auf den Erfahrungen der Arbeitsgruppe um Bonadonna, die als eine der
ersten versuchte, die Therapie in Abhingigkeit von der Ausdehnung des

Lymphknotenbefalls zu intensivieren (1;4).

Zur Therapieselektion und —optimierung hat die Konsensuskonferenz in St. Gallen eine
Einstufung der adjuvanten Mammakarzinompatientinnen in Risikogruppen
vorgenommen, wobei im Jahr 2001 den nodalnegativen ein geringeres und den
nodalpositiven ein hoheres Risiko fiir einen Krankheitsriickfall zugesprochen wurde. Im
Jahr 2003 folgten als prognostische Faktoren fiir das Mammakarzinom der
Hormonrezeptorstatus und im Jahr 2007 die HER-2/neu-Uberexpression im Gewebe
sowie die peritumorale GefdBinvasion. Die bis 2005 bestehenden 2 Risikogruppen
wurden um eine dritte, die intermedidre, erweitert. Nach der aktuellen
Risikostratefizierung der Konsensuskonferenzen in St. Gallen 2005/2007 sind z. B. die
Mammakarzinompatientinnen mit 1-3 befallenen Lymphknoten ohne HER-2/neu-
Uberexpression im Gewebe der intermedidiren und die mit vorhandener HER-2/neu-
Uberexpression der Hoch-Risikogruppe zuzuordnen (5). Demnach sei ein Teil des in
dieser Arbeit untersuchten Patientengutes in die intermediére, der andere in die Hoch-

Risikogruppe einzuordnen.

Entsprechend dieser Einstufungen wurde von der Adjuvans-Studiengruppe (ASG) im
Januar 2000 eine multizentrische, prospektive, randomisierte Studie zur
Lebensverldngerung von  Mammakarzinompatientinnen mit 1-3  befallenen
Lymphknoten  gestartet. Daran angekniipft wurde ein  wissenschaftliches
Begleitprogramm zur Untersuchung verschiedener biochemischer Marker im Plasma
dieser Patientinnen. Auf dieser Grundlage war die vorliegende Arbeit zu den
longitudinalen Verldufen von zirkulierenden Biomarkern unter der adjuvanten Therapie

des nodalpositiven Mammakarzinoms moglich.
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1.1 Ausgewahlte Biomarker

In dieser Arbeit wurden von 221 Patientinnen mit 1-3 befallenen Lymphknoten im
EDTA-Plasma der klassische Parameter CA 15-3, HER-2/neu als neuer prognostischer
Faktor und experimentell die Wachstumsfaktoren EGFR und VEGF 65 im Verlauf einer
adjuvanten Chemotherapie bestimmt. Mit einem Teil konnte diese Arbeit an
Untersuchungen zur Serumkonzentration des HER-2/neu-Proteins bei prdmenopausalen
Mammakarzinompatientinnen mit 1-9 befallenen Lymphknoten ankniipfen, die einen
Anstieg von s-HER-2/neu unter ovarieller Ablation im Rahmen einer adjuvanten

Therapiestudie mit Leuprorelin versus CMF (TABLE) zeigten (6).

CA 15-3

CA 15-3 ist ein Glykoprotein und der Familie der Muzine angehorig. Gleich wie CA
27.29 stellt CA 15-3 ein Produkt des Gens MUC-1 dar und beide sind etablierte
Biomarker im Therapiemonitoring beim Mammakarzinom. Verschiedene Studien
konnten zeigen, dass die Inzidenz der pathologischen Konzentrationserhhungen von
CA 15-3 bzw. CA 27.29 mit dem Stadium der Erkrankung steigt (7). Die Unterschiede
zwischen CA 15-3 und CA 27.29 leiten sich durch die angewandten Antikdrper her, die
in den Immunoassays zur Detektion verschiedener Epitope des MUC-1-Molekiils

eingesetzt werden.

Neoplasien konnen zu einem vermehrten Shedding des MUC-1-Molekiils von der
Zelloberflache ins Blut filhren, wo es mittels Immunoassays gemessen werden kann.
Biochemisch weist MUC-1 ein hohes Molekulargewicht von 250 bis 1000 kDa auf und
setzt sich aus einer zytoplasmatischen, transmembraniren und extrazelluliren Region
zusammen. Letztere variiert zwischen einer Lange von 1000 bis 2000 Aminosduren
(8;9). Diese Heterogenitét der extrazelluliren Domine, welche nach dem Shedding im
Blut zirkuliert, erkldrt die zuweilen diskordanten Ergebnisse der verschiedenen

Immunoassays.
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Die Nutzung von CA 27.29 als Biomarker fiir das Mammakarzinom verbreitete sich in
den Vereinigten Staaten, wahrend in Europa vorrangig CA15-3 angewandt wird (10).
Vergleichende Arbeiten ergaben dhnliche Sensitivitdten der auf CA 27.29 oder CA 15-3
basierenden Assays (7;11). In dieser Arbeit wurde deshalb CA 15-3 als gingiger
Tumormarker beim Mammakarzinom gewéhlt und synonym auch fir CA 27.29

verwandt.

Schroeder et al. berichteten 2001 iiber eine mogliche Interaktion zwischen MUC-1 und
den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren. Die Arbeit zeigte, dass MUC-1 die
Wachstumsfaktorrezeptoren aktivieren und dariiber eine vermehrte Zellteilung auslosen

kann (12).

HER-2/neu

Die epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (epidermal growth factor receptor, EGFR)
sind eine Familie mit den vier bekannten Vertretern: EGFR (ErbB1, HER-1), EGFR-2
(ErbB2, HER-2/neu), EGFR-3 (ErbB3, HER-3) und EGFR-4 (ErbB4, HER-4). Dieser
Onkogenfamilie wird eine Bedeutung in der Entstehung, der Wachstumsregulation, der
Differenzierung und der Ausbreitung maligner, solider Tumore zugesprochen (13;14).

In dieser Arbeit wurden EGFR und HER-2/neu als zirkulierende Biomarker gemessen.

Das HER-2/neu-Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 17 lokalisiert und kodiert
ein Protein mit einem Molekulargewicht von 185 kDa (p185). Sein Proteinprodukt, ein
transmembranéres Glykoprotein, besteht strukturell aus einer intrazelluldren Doméne
mit Tyrosinkinase-Aktivitit, die durch Autophosphorylierung die Signaltransduktion
initiiert, einer transmembrandsen Domidne und einer extrazelluldiren Doméne (ECD).
Letztere kann von der Zelloberfliche durch Metallomatrixproteasen abgespalten und in
die Blutbahn freigesetzt werden. In Serum, Plasma und Uberstinden von Zellkulturen
kann die ECD mit einem Molekulargewicht zwischen 97 und 115 kDa (p105)
quantitativ bestimmt werden (15). HER-2/neu wird als epitheliales Protein in vielen

Organen exprimiert, z. B. Mamma (16), Kolon (17), Pankreas (18) oder Ovar (19), und

-4
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ist damit weder organ- noch erkrankungsspezifisch. In geringen Konzentrationen kann
daher HER-2/neu im Plasma und Serum gesunder Frauen und Ménner nachgewiesen

werden (20).

Das Tumorgewebe eines Mammakarzinoms weist in 20 bis 30% der Fille eine erhohte
HER-2/neu-Expression auf. Fiir diese Patientinnen wurden eine schlechtere Prognose
und ein aggressiverer Krankheitsverlauf nachgewiesen (16;21). Fiir den Nachweis der
HER-2/neu-Expression am Gewebe stehen derzeit die Immunhistochemie (IHC) und die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zur Verfligung. Der Nachteil dieser
Verfahren ist in der Gewinnung von Probenmaterial zu sehen, was lediglich eine
Bestimmung zum Zeitpunkt der Operation ermdglicht oder zusétzliche histologische
Probeentnahmen erfordert. Diese eingrenzenden Mdglichkeiten der Bestimmung des
HER-2/neu-Status konnten in seltenen Fillen betroffenen Patientinnen in der Selektion
fiir eine Antikorpertherapie zum Nachteil gereichen, da sowohl eine Fluktuation der
HER-2/neu-Expression in Mammakarzinomzellen wéhrend des Menstruationszyklus
gezeigt werden konnte als auch eine Konversion eines initial HER-2/neu-negativen
Mammakarzinoms zu HER-2/neu-positiven Zellen in spéter auftretenden Metastasen

beobachtet wurde (22).

EGFR

Der erste beschriebene epidermale Wachstumsfaktor war EGFR (HER-1, erB-1) (23-
25), ein membrangebundenes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 170 kDa.
Die vier verschiedenen Mitglieder der EGFR-Familie weisen eine hohe strukturelle
Homologie auf, und entsprechend bestehen sie alle aus einer intrazelluldren,
transmembraniren und extrazelluldiren Doméne (26). An die letztere binden Liganden,
wie der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) und der transforming growth factor a
(TGF-a). Der Rezeptor existiert wie die anderen seiner Familie als inaktives Monomer

an der Zelloberfldache unterschiedlicher Organe.
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Die verschiedenen Mitglieder der EGF-Rezeptorfamilie vermdgen untereinander Homo-
oder Heterodimere zu bilden. Die Dimerisierung 16st eine Aktivierung der
Tyrosinkinase durch Autophosphorylierung aus und setzt verschiedene intrazelluldre
Signalkaskaden in Gang mit den Zielen der Regulation von Proliferation, Angiogenese,
Invasion, Adhision und Uberleben. Eine Dimerisierung und folgende
Rezeptoraktivierung ist auch mdglich, wenn bereits ein Partner seine extrazelluldre
Doméne verloren hat (27;28). Zu welchen Anteilen die vier Mitglieder der EGFR-
Familie vorliegen und wie die Dimere die Entstehung und Ausbreitung von
Tumorzellen bedingen, ist noch nicht eindeutig geklért. In dieser Untersuchung wurde
die ECD des EGF-Rezeptors mit einem Molekulargewicht von 110 kDa im Plasma

adjuvanter Mammakarzinompatientinnen gemessen.

VEGF 65

Als vierter Biomarker wurde in dieser Arbeit VEGF 45 bestimmt, ein Vertreter der
vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktoren. Aus dieser Familie sind die flinf
Liganden VEGF-A, -B, -C, -D und -E bekannt. Das VEGF-A Gen ist auf dem
Chromosom 6p21.3 lokalisiert und weist 8 Exons, separiert durch 7 Introns, auf (29).
Das Genprodukt erscheint in fiinf verschiedenen Formen, die gelost im Blutgefa3- und
lymphatischen System zirkulieren. Nach der Anzahl ihrer Aminosduren benannt,
existieren die Isoformen 121, 145, 165, 189 und 206 (30;31). VEGF s ist die hdufigste
Isoform und ein an Heparin oder Heparinase gebundenes Glykoprotein mit einem

Molekulargewicht von 45 kDa (32).

VEGF 39 und VEGF,p sind stark basisch und binden nach der Sekretion in der
extrazelluliren Matrix an Heparin mit einer hohen Affinitit. VEGF;,;, ein saures
Polypeptid, weist zu Heparin eine sehr niedrige Affinitit auf und ist ein frei
diffusionsfdhiges Protein. VEGF 45 zeigt intermedidre Eigenschaften. Wurde es von der
Zelle sekretiert, ist eine freie Diffusion und Bindung an die Oberfliche endothelialer

Zellen oder in der extrazelluldren Matrix an Heparin oder Heparinase moglich. Auch die
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Bindung an Plasmin wurde beschrieben, und es wird angenommen, dass hierdurch eine
Plasminogen-Aktivierung ausgelost werden kann (33);(34). Die resultierenden
proteolytischen Eigenschaften wiren wesentlich fiir den physiologischen und
pathologischen Prozess der Angiogenese. Wihrend VEGF 39 und VEGF,p keine
mitogene Aktivitit zugesprochen wird, da sie sich in der ECM gebunden befinden, sind
VEGFi,, und VEGF 45 als frei diffusionsfahige Molekiile fiir die Neovaskularisierung
von Bedeutung (35).

Eine Hochregulierung der VEGF-mRNA konnte in einer Vielzahl humaner Tumore
nachgewiesen werden, z. B. in Tumoren der Brust (36;37), der Lunge (38), des
Gastrointestinaltraktes (39), der Niere oder Blase (40). VEGF kann dann iibermiBig
sekretiert werden und bindet als parakriner Mediator an die Oberfldchenrezeptoren der
endothelialen Zellen: VEGFR-1, -2 und -3. lhre Wirkung vermitteln diese
Wachstumsfaktorrezeptoren iiber Rezeptortyrosinkinasen nach intrazelluldr. Die
Aktivierung einer Signalkaskade 16st die Proliferation endothelialer Zellen und die
Neovaskularisation zur Versorgung der Tumorzellen aus (41). Einen regulativen
Einfluss auf die VEGF-Expression besitzen verschiedene Faktoren wie die Hypoxie und

verschiedene Zytokine (z. B. EGF, TGF-a oder TGF-) (42).

1.2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Dissertationsschrift besteht darin, die zirkulierenden Bestandteile der
vier Biomarker CA 15-3, HER-2/neu, EGFR und VEGF s, in der adjuvanten Situation
des nodalpositiven Mammakarzinoms speziell bei Frauen mit 1-3 befallenen
Lymphknoten im Hinblick auf die Unterschiede in ihren Baselinekonzentrationen und
threr Verdnderungen im longitudinalen Verlauf der adjuvanten Chemotherapie zu

untersuchen.

Fir eine weitere Differenzierung sollen die prognostisch relevanten Merkmale
(Menopausenstatus, HER-2/neu-Gewebestatus, Lymphknotenstatus, histologisches

Grading, Hormonrezeptorstatus, Tumorgrofe und Alter) herangezogen und die
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Biomarker in den jeweiligen Subgruppen betrachtet werden. Weiter gilt es zu testen,

inwieweit diese Merkmale Einfluss auf die Biomarkerkonzentrationen nehmen.

Um jeden dieser Biomarker hinsichtlich seines Nutzens fiir ein therapeutisches
Monitoring einzuschitzen, sollen Anderungen im longitudinalen Verlauf gepriift und

diskutiert werden.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

21 ,,ASG-Studie 1-3 LK+

Die ,,ASG-Studie 1-3 LK+ ist eine multizentrische prospektive Phase III-Studie. Mit
dieser Therapieoptimierungsstudie der Adjuvans-Studiengruppe (ASG) der Nord-
Ostdeutschen Gesellschaft fiir Gynékologische Onkologie (NOGGO) sollte gepriift
werden, ob eine sequentielle dosisdichte Therapie die Uberlebensrate der Patientinnen
mit 1 bis 3 befallenen Lymphknoten (LK) weiter verlaingern kann. In dem Zeitraum
vom Jahr 2000 bis 2004 wurden 1034 Patientinnen aus 83 nationalen Zentren in diese

Studie eingebracht.

2.1.1 Design

Durchgefiihrt wurde die Studie als offene klinische Phase I1I-Studie mit zwei parallelen
Gruppen A und B. Prd- und postmenopausale Patientinnen mit einem operierten,
histologisch gesicherten Mammakarzinom wurden postoperativ innerhalb von 28 Tagen

randomisiert in die Studie eingeschlossen.

Patientinnen der Gruppe A erhielten intravends 4 Gaben Epirubicin 90 mg/m? und
Cyclophosphamid 600 mg/m? und anschlieBend 4 Gaben Paclitaxel 175 mg/m? jeweils
im Abstand von 3 Wochen, angelehnt an das Henderson-Schema (43). In der Gruppe B
wurden intravends 4 Gaben Epirubicin 120 mg/m? gefolgt von 4 Gaben Paclitaxel 175
mg/m? jeweils 14-tdgig verabreicht. Am Tag 5 bis 10 eines jeden Zyklus sah das
Protokoll des Therapiearms B eine Supportivtherapie mit Filgrastim Spg/kg/d zur

Prophylaxe der hohergradigen Neutropenie vor.

Entsprechend der dosisdichten Therapie im Arm B unterschied sich die Gesamtdauer

der Chemotherapie in beiden Armen. Der Therapiearm A umfasste 21 Wochen, 14
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Wochen der Therapiearm B. Das Studiendesign der ,,ASG-Studie 1-3 LK+ ist in
Abbildung 1 skizziert.
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Epirubicin 90 mg/m? Epirubicin Paclitaxel
Cyclophosphamid 600 mg/m? 120 mg/m? 175 mg/m?

Abbildung 1: Studiendesign der ,,ASG-Studie 1-3 LK+ .

Nach Diagnosestellung des Mammakarzinoms wurden alle Patientinnen entweder
brusterhaltend operiert oder mastektomiert. Es erfolgte die vollstaindige Tumorresektion
plus Axilladissektion. Wéhrend der folgenden 28 postoperativen Tage sollte die
Patientin in die Studie eingeschlossen und die Chemotherapie nach dem randomisierten
Arm eingeleitet worden sein. Vor Studienbeginn wurden der HER-2/neu-Gewebestatus

und der Hormonrezeptorstatus des Tumorgewebes bestimmit.

Bei brusterhaltender Operation war eine Strahlentherapie vorgeschrieben, die in beiden
Armen in der Regel im 3. bis 6. postoperativen Monat an die Chemotherapie
anschlieBend durchgefiihrt wurde. Fakultativ konnte im Arm A zwischen der

Epirubicin/Cyclophosphamid- und der Paclitaxeltherapie die Radiatio des Tumorbettes

erfolgen.
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Die Dosismodifikation richtete sich nach dem Grad der hématologischen,
neurologischen, kardialen, hepatischen oder renalen Toxizitit. Erhoben wurde das
Toxizitétsprofil mittels folgender Untersuchungen: korperlicher Status, Blutbild,
Serumchemie, Echokardiographie und Performance-Status. Die Lebensqualitidt wurde

durch den Fragebogen EORTC-QLQ-C30 erfasst.

Fiir Patientinnen mit hormonrezeptorpositivem Primdrtumor war eine der
Chemotherapie folgende orale Tamoxifentherapie iiber 5 Jahre vorgesehen. Die
Nachbeobachtung wurde flir weitere 5 Jahre nach Beendigung der Chemotherapie
festgesetzt, wobei eine Follow-up-Untersuchung in den ersten 2 Jahren alle 3 Monate,

im 3. bis 5. Jahr alle 6 Monate erfolgen sollte.

Die Studie wurde gemif der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt; der Priifplan lag
vor Studienbeginn allen zustdndigen FEthikkomitees zur Beratung vor. Die
Randomisierung fiir die Therapiegruppen erfolgte zentral durch das Studiensekretariat
der Klinik fiir Frauenheilkunde des paritdtischen Krankenhauses Lichtenberg, Berlin.
Eine schriftliche Einverstindniserklarung lag bei Aufnahme in die Studie von allen

teilnehmenden Patientinnen vor.

2.1.2 Ziele

Mittels dieser Studie sollte die Frage beantwortet werden, ob eine dosisdichte
sequentielle Chemotherapie mit Epirubicin gefolgt von Paclitaxel (Arm B) einer
dreiwdchentlichen Therapie mit Epirubicin/Cyclophosphamid gefolgt von Paclitaxel
(Arm A) hinsichtlich des krankheitsfreien Uberlebens bei Mammakarzinompatientinnen
mit 1 bis 3 positiven Lymphknoten iiberlegen sei. Als Beurteilungskriterium und
primires Studienziel galt die rezidivfreie Uberlebenszeit. Sekundire Studienziele waren
das Gesamtiiberleben und die Lebensqualitit der Patientinnen in den beiden

Therapiearmen, Standardtherapie versus intensivierte dosisdichte Therapie.
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2.1.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Randomisierung der Patientinnen erfolgte nach Priifung der in Tabelle 1

aufgefiihrten Ein- und Ausschlusskriterien.

Tabelle 1: Kriterien fiir den Patienteneinschluss in die ,, ASG-Studie 1-3 LK+ .
Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
= histologisch gesichertes Mammakarzinom nach = bilaterales, metastasiertes oder inflammatorisches
Priméroperation (pT,.;, pNy, My, Ry) Mammakarzinom
= 1-3 befallene Lymphknoten von mindestens 10 = Zweitkarzinom der Mamma

axilldr resezierten LK . .
= andere maligne Erkrankungen, ausgenommen ein

= Alter: 18-75 Jahre kurativ behandeltes Basalzellkarzinom oder ein

Zervixkarzinom in sit
= ECOG-Performancestatus < 1 xkarz u

= >3 befallene Lymphknoten,
positive Lymphknoten kontralateral, supra- oder
infraklavikulér

= unauffillige klinische und labormedizinische
Untersuchung

= normale kardiale Funktion, gemessen an der = Vorliegen einer relevanten peripheren

LVEF Neuropathie, ein Herzinfarkt in den letzten 6

» Chemotherapiebeginn innerhalb von 28 Tagen Monaten, schwere kardiale oder kardiovaskuldre
nach Operation Schiaden

= negativer Schwangerschaftstest der = Vorbehandlung des Mammakarzinoms mit
pramenopausalen Frauen und Einleitung einer Radio-, Chemo-, Hormon- oder Immuntherapie

suffizienten Kontrazeption

= Fahigkeit, Inhalt und Konzept der Studie zu
verstehen

= gschriftliches Einverstindnis

2.2 Wissenschaftliches Begleitprogramm

Von 83 Zentren, welche sich an der ,,ASG-Studie 1-3 LK+* beteiligten, nahmen 40
Zentren an dem wissenschaftlichen Begleitprogramm teil, das die Rahmenbedingungen
und Grundlagen fiir diese Promotion bildete. Fiir die Substudie wurde den
teilnehmenden Zentren nach Einschluss einer Patientin Material fiir die Entnahme von

EDTA-Plasma zu drei Zeitpunkten zur Verfiigung gestellt. Voraussetzung war die
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separate Einwilligung zur Teilnahme an diesem wissenschaftlichen Begleitprogramm

und die Bereitschaft zu zuséatzlichen Blutentnahmen.

Die Rekrutierung der Proben erfolgte jeweils zum ersten und letzten
Chemotherapiezyklus. Geplant war fiir den Zeitraum der Nachbeobachtung eine

Blutprobe zum Zeitpunkt eines eventuell auftretenden Rezidivs.

s| r® :
sl 18| L) gl |3
g 'g - jew. 21 Tage , 'CEG . 8
5| |2 T £
£ Lo lll i g
O B
max. 28 Tage l jew. 14 Tage v
H Epirubicin 90 mg/m? H Epirubicin Paclitaxel
Cyclophosphamid 600 mg/m? 120 mg/m? 175 mg/m?

Abbildung 2: Abnahme von EDTA-Plasma im Studienablauf der ,,ASG-Studie 1-3 LK+* zum
Zeitpunkt der ersten (1.Probe) und letzten (2. Probe) Chemotherapiegabe.

Nach Entnahme von 10 ml vendésem Blut im jeweiligen Studienzentrum wurde das
Material in einem Versandbehélter auf dem Eilpostweg an unser Labor gesandt. Zur
Trennung des EDTA-Plasma von den korpuskuldren Bestandteilen des Blutes wurden
die Proben 10 Minuten mit 1000 x g zentrifugiert (Hettich Universal 30F®). Der
pipettierte Uberstand wurde in Aliquots (1,5 ml) bei -20°C asserviert.
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2.2.1 Bestimmung der biochemischen Marker im Plasma

Den im Folgenden beschriebenen Messungen aller biochemischen Marker lagen die
gesammelten EDTA-Plasmen der Substudie zugrunde. Um Fehler minimal halten zu

konnen, erfolgten unabhéngig von der Methode Doppelbestimmungen.

Zur Ermittlung der CA 15-3 Werte wandten wir einen automatisierten Immunoassay der
Firma Bayer HealthCare® an. Fiir die Messungen der Biomarker HER-2/neu, EGFR und
VEGF¢s standen uns manuelle Immunoassays der Firma Oncogene Science
Diagnostics® zur Verfiigung. Dabei handelte es sich um Sandwich-Enzymimmuno-
Assays (ELISA), deren Anwendung streng nach den in den Kits beigefiigten

Instruktionen und den laborinternen SOPs erfolgte.

In Vorbereitung auf die Messungen der Plasmakonzentrationen wurden die
tiefgefrorenen Aliquots in den Eppendorfgefilen langsam aufgetaut, auf einem
Schiittler (Heidolph Reax Top®“) gemischt und anschlieBend in einer Zentrifuge
(Eppendorf 5415C®) noch vorhandene korpuskulére Anteile vom Plasma getrennt.

2.2.1.1 Methodik der CA 15-3-Bestimmung

CA 15-3 wurde auf dem klinisch-chemischen Analysenapparat ACS:180" gemessen.
Bei diesem Verfahren handelt es sich um einen kompetitiven Immunoassay auf
Chemilumineszenzbasis. Im ersten Schritt wurden 25 pl unverdiinntes EDTA-Plasma
mit 22 pl eines Vorbereitungsreagenz (Natriumhydroxid) in einer Kiivette gemischt und
simultan mit 50 pl Lite-Reagenz und 250 pl ,,solide Phase“-Reagenz bei 37°C iiber 7,5
min inkubiert. Das Lite-Reagenz enthielt den CA 15-3-spezifischen, monoklonalen
murinen Antikorper (B27.29), der mit Acridium markiert war. B27.29 bindet an ein
Peptidepitop des MUC-1-Genprodukts. Das ,,solide Phase“-Reagenz entsprach der
kovalenten Verbindung von gereinigtem CA 15-3 an paramagnetische Partikel. Nach
einer Inkubation iiber 7,5 min bei 37°C erfolgte die magnetische Trennung der Partikel
und das Waschen der Kiivetten mit Aqua destillata. Die Chemilumineszenz-Reaktion

wurde ausgeldst und die Menge des emittierten Lichts in so genannten ,relative light
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units® (RLU) gemessen. Die CA 15-3-Plasmaspiegel wurden anhand einer Eichkurve,
bestehend aus 7 Standards, berechnet und in U/ml angegeben. Fiir unverdiinnte Proben
erstreckte sich der analytische Messbereich von 3,5 bis 450 U/ml. Zur
Qualititskontrolle eines jeden Testdurchlaufs wurden 2-Punkt-Kalibrationen
durchgefiihrt. Die Kalibratoren setzten sich zusammen aus niedrigen und hohen

CA 15-3-Konzentrationen, geldst in Pferdeserum mit 0,1 % Natriumazid.

2.2.1.2 Methodik der HER-2/neu-Bestimmung

Zur Bestimmung der HER-2/neu-Konzentrationen im Plasma wurde ein Sandwich
Enzym-Immunoassay angewandt, welcher gegen die externen Epitope des HER-2/neu-
Proteins gerichtete, monoklonale Antikdrper verwendet und die extrazelluldre Doméne

im Plasma quantifiziert.

Entsprechend der Sandwich-Methode kamen zwei differente monoklonale anti-HER-
2/neu-Antikérper zur Anwendung, die murinen Antikdrper NB-3 und TA-1. Beide
binden spezifisch an die extrazellulire Domédne des HER-2/neu Proteins. Der Capture-
Antikorper wurde dabei auf der Innenseite der Mikrotiterplattenmulden immobilisiert
und bindet das humane HER-2/neu-Protein im Plasma in einer festen Phase. Der zweite,

an Biotin gebundene Antikdrper, fungierte als Detektor.

Fiir die Messung von HER-2/neu wurden 20 pl Plasma mit 980 pl gepuffertem ,,sample
diluent* gemischt und somit in einem Verhdltnis von 1:50 verdiinnt auf eine
Mikrotiterplatte pipettiert. Es folgte eine Inkubation tiber 180 min bei 37°C, in welcher
der wandstindige Capture-Antikorper das HER-2/neu-Protein in einer festen Phase
band. Wihrend dieser Inkubation wurde die Waschlosung pripariert, die einer
Verdiinnung von Aqua destillata und dem Waschkonzentrat (,,platewash concentrate*)
in einem Verhiltnis von 1:20 entsprach. In dem sich anschlieBenden Waschgang
wurden die {iberschiissigen Plasmareste aus den wells entfernt. Nach diesem ersten
Waschgang wurden 100 pl des an Biotin gebundenen Detektionsantikdrpers in jedes

Well gefiigt und die Platte 60 min bei 37°C inkubiert. Der Antikorper wurde dabei in
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einem Antigen-Antikorper-Komplex an die immobilisierte extrazellulire Doméne von
HER-2/neu auf der Mikrotiterplatte gebunden. In einem neuerlichen Waschgang
wurden freie Molekiile entfernt, danach erfolgte die Zugabe von 100 pul des Konjugats,
einer Streptavidin-Merrettichperoxidase. Diese band wihrend der 30-miniitigen
lichtgeschiitzten Inkubationsphase bei Raumtemperatur (20-27°C) an Biotin und
katalysierte den Farbumschlag des darauthin zugegebenen chromogenen Substrates o-
Phenylendiamin. Nach Zugabe von 100 pl Substrat inkubierte das Gemisch
lichtgeschiitzt 45 min bei Raumtemperatur und die chemische Reaktion wurde durch
Zugabe von 100 pl einer Stopplosung (2,5 NH,SO4) pro well unterbrochen. Der
sichtbare Farbumschlag von hellgelb nach orange konnte spektrophotometrisch (Anthos

htll®) bei 490 nm quantifiziert werden.

Zur Ermittlung und Verifizierung der Eichkurve in der Testauswertung wurden auf
jeder Mikrotiterplatte 6 Standards mit rekombinantem HER-2/neu, ein Leerwell (blank)
sowie 3 Kontrollen zur Verifizierung der Messergebnisse mitgefiihrt. Der Blank, dessen
gemessener Wert von den restlichen subtrahiert wurde, entsprach der reinen ,,sample
diluent“-Losung. Weder der 2. Antikorper noch das Konjugat wurden im Testlauf den

Leerwells zugegeben.

Aus den Wellenldngen des Farbumschlags ermittelte ein Software-Programm (Anthos
labtec™) die endgiiltigen Messergebnisse, welche die Einheit ng/ml bei einem

analytischen Range der unverdiinnten Probe von 1,5 bis 35 ng/ml trugen.

2.2.1.3 Methodik der EGFR-Bestimmung

Das Prinzip des angewandten Immunoassays zur EGFR-Bestimmung entsprach im
Wesentlichen dem der HER-2/neu-Bestimmung. Auf die Unterschiede sei im Folgenden

ndher eingegangen.

Als monoklonale Maus-Antikdrper wurden ein Capture-Antikdrper und ein an
alkalische Phosphatase gebundene Detektor-Antikdrper eingesetzt. Different zur HER-

2/neu-Bestimmung waren die Inkubationszeiten mit 90 min bei 37°C nach Auftragen
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der vorbereiteten Proben, 30 min bei Raumtemperatur nach Zugabe des Detektor-
Antikorpers und 90 min nach Pipettieren des Substrates. Mit dem Substrat wurden der
Katalysator und das Chromogen (BluePhos®) simultan aufgetragen, weshalb bei diesem
Testablauf eine Inkubationszeit entfiel. Die Intensitit des ausgelosten Farbumschlages
von gelb nach blau verhielt sich proportional zur gebundenen Menge EGFR an den
Capture-Antikorper und konnte bei einer Wellenlédnge von 650 nm auf dem gleichen
Spektrophotometer gemessen werden, welches zur Messung der HER-2/neu-
Konzentrationen zur Verfiigung stand. Die EGFR-Werte wurden anhand der
mitgefiihrten Standardkurve in ng/ml bestimmt und mit einem analytischen Range der
unverdiinnten Probe von 0,25 ng/ml bis 300 ng/ml angegeben. Die Auswertung und

Verifizierung der Ergebnisse erfolgte dquivalent der HER-2/neu-Bestimmung.

2.2.1.4 Methodik der VEGF5-Bestimmung

Das Prinzip des angewandten Immunoassays zur VEGF¢s-Bestimmung entsprach im
Wesentlichen dem der HER-2/neu-Bestimmung. Im Folgenden sei auf die Unterschiede

ndher eingegangen.

Konform zu den oben beschriebenen Immunoassays fanden auch zur Bestimmung von
VEGF 45 monoklonale Maus-Antikérper Anwendung. Der eingesetzte Capture-
Antikdrper erfiillte die Anforderungen, eine spezifische Proteindoméne des VEGF 45 zu

erkennen und keine Kreuzreaktionen mit den anderen Isoformen einzugehen.

Ein Unterschied zum HER-2/neu-ELISA bestand in den Inkubationszeiten mit 90 min
bei 37°C nach Auftragen der vorbereiteten Proben, 60 min bei 37°C nach Zugabe des an
Biotin gebundenen Detektor-Antikdrpers, 60 min bei Raumtemperatur nach Hinzufiigen
des Konjugats (Streptavidin-Alkalische Phosphatase) und 45 min bei Raumtemperatur
nach Auftragen das Substrats (BluePhos®). Gemessen wurde der Farbumschlag von
gelb nach blau bei einer Wellenldnge von 650 nm. Die ermittelten Ergebnisse wurden in
pg/ml angegeben und in einem analytischen Bereich von 8 pg/ml bis 8000 pg/ml fiir die

unverdiinnte EDTA-Plasmaprobe analysiert.
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Die Auswertung und Verifizierung der Ergebnisse fiir VEGF s erfolgte dquivalent der
HER-2/neu-Bestimmung.

2.3 Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden in Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern des
Instituts fiir Medizinische Biometrie der Charité unter der Leitung von Prof. Dr. K.-D.

Wernecke durchgefiihrt bzw. in der Richtigkeit ihrer Durchfiihrung bestétigt.

Verwendet wurden SPSS fiir Windows in der Version 11 und 12, SAS in der
Version 9.1 und Microsoft Office 2000 bzw. 2003.

Deskriptive Standardmethoden dienten der Ermittlung von Mittelwert, Median,
Standardabweichung, Range und Perzentilen fiir die Plasmakonzentrationen der
biochemischen Marker CA 15-3, HER-2/neu, EGFR, VEGF 45 sowie zur Auswertung

soziodemographischer Angaben.

Mit Hilfe statistischer Tests wie dem Student-t-Test, Wilcoxon-Test und
nichtparametrischen Varianzanalysen untersuchten wir einerseits Beziehungen
zwischen den Plasmakonzentrationen der biochemischen Marker vor und nach
Chemotherapie und andererseits deren Verldufe hinsichtlich Gruppen- und Zeiteffekten
sowie Wechselwirkungen zwischen Gruppen und Zeit. Mit dem Chi-Quadrat-Test
priften wir, ob zum Baselinewert in beiden Therapiearmen die Verteilung
prognoserelevanter kategorialer Faktoren homogen war. Als Irrtumswahrscheinlichkeit

wurde fiir alle Tests ein Signifikanzniveau von a = 0,05 gewéhlt.

Die ermittelten Messergebnisse der jeweiligen Marker entsprachen abhingigen
Stichproben, da von jeder Patientin die Werte aus dem EDTA-Plasma zu zwei

Zeitpunkten, vor und nach Chemotherapie, vorlagen.

Nachdem graphisch (Histogramme, Q-Q-Plots) eine annidhernde Normalverteilung der

Differenzen gezeigt werden konnte, wurde der t-Test fiir verbundene Stichproben zum
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Vergleich der abhédngigen, normalverteilten Testvariablen der zu untersuchenden
Gruppen angewandt. Unter Einbeziehung des Mittelwertes der Differenz der
Messwerte, der Standardabweichung und der Fallzahl wurde der t-Wert der Teststatistik
ermittelt. Die Anwendung dieses Testes erbrachte den direkten Vergleich der
Baselinewerte mit den Folgemessungen nach Chemotherapie. Die Ergebnisse wurden

mittels Fehlerbalken dargestellt.

Im Falle nicht gegebener Normalverteilung der Differenzen zusammengehdriger
Messwertpaare verwendeten wir den Wilcoxon-Test fiir Paardifferenzen. Dieser
Rangsummentest dient dem Vergleich zweier abhingiger Stichproben. Hierfiir wurden
den absoluten Paardifferenzen, separiert nach den beiden Therapiearmen, Rangplitze
zugeteilt und die Priifgroe T auf ihre Signifikanz kontrolliert. Fiir die graphische
Darstellung der Ergebnisse wurden Boxplots gewihlt (44).

Die zweifaktoriellen, nichtparametrischen Varianzanalysen fiir Daten mit
Messwiederholungen nach Brunner wurden verwendet, um fiir jeden Behandlungsarm
separat Unterschiede in den Verldufen der biochemischen Marker beziiglich eines
unabhingigen Faktors (Gruppeneffekt) und beziiglich der Zeit (Zeiteffekt) aufzudecken
und Wechselwirkungen zwischen dem Faktor und der Zeit zu erkennen. Diese Faktoren
waren: Anzahl der befallenen Lymphknoten (1/2/3), Menopausenstatus (pra-/
postmenopausal), HER-2/neu-Status im Gewebe (negativ/positiv),
Hormonrezeptorstatus  (negativ/positiv) und Tumorgrofe (<2cm/>2cm). Zur
graphischen Darstellung wurden die relativen Randeffekte herangezogen und in
Liniendiagrammen visualisiert. Ein relativer Randeffekt ist die Wahrscheinlichkeit, dass
die Messwerte einer bestimmten Faktorstufe zu einem bestimmten Zeitpunkt groBer
sind als alle Messwerte des Versuchs. Moglich sind Werte zwischen 0 und 1, wobei ein
relativer Effekt von anndhernd 0,5 keinen Unterschied zu allen Werten des Versuchs
kennzeichnet, wihrend ein relativer Randeffekt <0,5 bedeutet, dass die Messergebnisse
in dieser Stufe zu diesem Zeitpunkt zu kleineren Werten tendieren als alle Messwerte
des Versuches. Analog charakterisiert ein relativer Randeffekt >0,5, dass die
Messergebnisse in dieser Stufe zu diesem Zeitpunkt zu groBeren Werten tendieren als

alle Messwerte des Versuchs (45).
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Material und Methoden

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Testes wird die Nullhypothese [,,die Verteilung der
Ausprigungen eines kategorialen Merkmals (oder prognoserelevanten Faktors) ist in
beiden Therapiearmen homogen] gegen die Alternativhypothese (,,die Verteilung der
Ausprigungen dieses kategorialen Merkmals ist in beiden Therapiearmen nicht

homogen*) gepriift.
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3 Ergebnisse

In die Untersuchung zur Bedeutung biochemischer Marker in der adjuvanten Situation
beim nodalpositiven Mammakarzinom konnten 221 Patientinnen aus der ,,ASG-Studie
1-3 LK+* eingebracht werden. Fiir die Auswertung standen EDTA-Plasmen aus dem
wissenschaftlichen Begleitprogramm und die im Rahmen der ,,ASG-Studie 1-3 LK+*

zusammengetragenen klinischen Daten zur Verfiigung.

3.1 Klinisch-demographische Angaben

Der Auswahl und gegebenenfalls Kategorisierung der in dieser Arbeit ausgesuchten
prognoserelevanten Merkmale wurde die Risikostratifizierung des Mammakarzinoms
nach St. Gallen 2007 zugrunde gelegt (5;46). Die Angaben beziehen sich auf die
Merkmale: Menopausenstatus, HER-2/neu-Gewebestatus, Anzahl der befallenen
Lymphknoten, histologisches Grading, Hormonrezeptorstatus, Grofe des Tumors und
Alter der Patientin. Die konventionelle Therapie des Armes A erhielten von den 221

Patientinnen 106 und die dosisdichtere Therapie B insgesamt 115 Patientinnen.

Zur Auswertung der Verldufe der biologischen Marker im Plasma wurden die
Ausgangsdaten der 221 Patientinnen des wissenschaftlichen Begleitprogramms
hinsichtlich ihres Therapiearms getrennt betrachtet und verglichen. Die ausgewihlten
klinischen Daten sind in Tabelle 2 zusammengefasst und waren in beiden

Patientinnengruppen ausgeglichen.
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Tabelle 2: Demographische und krankheitsbezogene Daten zu 221 Patientinnen
aus der ,,ASG-Studie 1-3 LK+ *.
Gesamtkollektiv Therapiearm A Therapiearm B
Parameter . . .
n=221 in % n= 106 in % n=115 in %
Alter bei Therapie
Range 25-73 31-72 25-173
Mittelwert 52 52 52
Median 52 52 52
Operation
Mastektomie 67 30,3 34 32,1 33 28,7
brusterhaltend 150 67,9 71 67 79 68,7
unbekannt 4 1,8 1 0,9 3 2,6
Histologie
invasiv duktal 161 72,9 78 73,6 83 72,2
invasiv lobulér 45 20,4 21 19,8 24 20,9
sonstiges 15 6,8 7 6,6 8 7
TumorgrofBe
</=2cm 100 452 56 52,8 44 38,3
>2-5cm 109 49,3 47 443 62 53,9
>5cm 12 5,4 3 2,8 9 7,8
Anzahl befallener Lymphknoten
1 96 43,4 50 47,2 46 40
2 77 34,8 33 31,1 44 38,3
3 48 21,7 23 21,7 25 21,7
Pathologisches Grading
1 21 9,5 6 5,7 15 13
2 118 53,4 59 55,7 59 51,3
3 80 36,2 41 38,7 39 33,9
unbekannt 2 0,9 0 0 2 0,9
Menopausenstatus
pramenopausal 102 46,2 46 43,4 56 48,7
postmenopausal 119 53,8 60 56,6 59 51,3
Hormonrezeptorstatus
ER und PR negativ 55 249 27 25,5 28 243
ER oder PR positiv 165 74,7 79 74,5 86 74,8
unbekannt 1 0,5 0 0 1 0,9
HER-2/neu Gewebestatus
negativ 138 62,4 63 59,4 75 65,2
positiv 62 28,1 29 27,4 33 28,7
unbekannt 21 9,5 14 13,2 7 6,1
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Die Altersverteilung in den beiden Therapiearmen wies mit gleichen Mittelwerten von
52 Jahren bei einer Streuung von 31 — 72 Jahren im Therapiearm A und 25 — 73 Jahren
im Therapiearm B keine wesentlichen Unterschiede auf. Die Verteilungen sind fiir den

jeweiligen Therapiearm mittels Gaul3-Kurven in Abbildung 3 dargestellt.

Altersverteilung
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Abbildung 3: Altersverteilung in den beiden Therapiearmen A und B.

Nach den Richtlinien zur Risikostratifizierung der Konsensuskonferenz in St. Gallen
2007 weisen Frauen unter 35 Jahren ein hoheres Rezidivrisiko auf als die dlteren (5;46).
In der Population dieser Arbeit waren lediglich fiinf Patientinnen (2,3%) jiinger als 35

Jahre, weshalb diese Subgruppe nicht néher ausgewertet wurde.

3.2 Ergebnisse der CA 15-3-Messungen im Plasma

Die Plasmawerte von CA 15-3 wurden mit Hilfe eines klinisch-chemischen
Analysenapparates auf Chemilumineszenzbasis und nicht manuell gemessen. Der obere

Cut-off-Wert lag mit dieser Messmethode bei 30 U/ml gemél der Testanleitung des
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Herstellers fiir den ACS:180. Im Folgenden seien die Ergebnisse zu den
Baselinespiegeln der CA 15-3-Konzentrationen im Gesamtkollektiv betrachtet und

daran anschlieBend die longitudinalen Verldufe iiber die Therapie dargestellt.

3.2.1 CA 15-3-Konzentrationen zum Therapiebeginn im Gesamtkollektiv

Die CA 15-3-Konzentrationen lagen im Gesamtkollektiv vor Therapiebeginn in einem
Bereich von 6,5 bis 54,6 U/ml (Mittelwert: 20,0 U/ml; Median: 18,5 U/ml). Damit
wiesen 24 von 221 Patientinnen (10,9%) in der adjuvanten Situation postoperativ und
vor Therapiebeginn einen pathologischen CA 15-3-Wert auf. Die Verteilung aller
gemessenen CA 15-3-Konzentrationen vor Therapiebeginn entsprach einer Normal-

verteilung nach Gaul} (siche Abbildung 4).

Verteilung der CA 15-3-Baselinewerte
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Abbildung 4: Verteilungskurve nach Gaufs der CA 15-3-Werte im Plasma vor Therapiebeginn im
Gesamtkollektiv,der obere Cut-off lag bei 30 U/ml (rote Linie).
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3.2.2  Verlaufe der CA 15-3-Spiegel in den Therapiearmen A und B

Die mittleren Baselinewerte fiir CA 15-3 waren in beiden Therapiearmen anndhernd
gleich mit 19,3 U/ml (Median: 17,0 U/ml) im Arm A und 20,5 U/ml (Median: 19,8
U/ml) im Arm B (siche Tabelle 3). Unter beiden Therapien stiegen die mittleren
CA 15-3-Konzentrationen im Plasma signifikant an (p<<0,001). Im Therapicarm A war
ein Anstieg der Mittelwerte von CA 15-3 von 19,3 U/ml auf 24,3 U/ml innerhalb von 22
Wochen und im Therapiearm B von 20,5 U/ml auf 37,4 U/ml in einem Zeitraum von 15
Wochen zu verzeichnen. Damit war ein prozentualer Anstieg der mittleren CA 15-3-

Konzentrationen im Therapiearm A um 26% und Therapiearm B um 82% zu

beobachten.
Tabelle 3: CA 15-3 (U/ml): Verlaufin Therapiearm A und B.
CA 15-3 (U/ml) .Therapiearm A .Therapiearrn B
baseline Woche 22 baseline Woche 15

n= 106 106 115 115
Mittelwert 19,3 243 20,5 37,4
Median 17,0 21,6 19,8 36,5
Minimum 7,3 7,0 6,5 15,7
Maximum 40,0 54,8 54,6 72,9
SD 8,3 10,2 7,8 13,5

Der longitudinale Verlauf der CA 15-3-Konzentrationen gestaltete sich in den beiden
Therapiearmen unterschiedlich. Die Boxplots in Abbildung 5 veranschaulichen sowohl
die Ranges als auch die 25-, 50- und 75%-Perzentilen des CA 15-3-Verlaufs getrennt
nach den Therapiearmen. Median und 75%-Perzentile lagen im Arm A unter dem
oberen Cut-off-Wert von 30 U/ml, wihrend im dosisdichten und intensiveren Arm B

diese Werte deutlich in den pathologischen Bereich stiegen.

Obwohl die ansteigenden Verldufe der CA 15-3-Konzentrationen in beiden
Therapiearmen eine hohe Signifikanz aufwiesen, war der hohe Anteil pathologischer
CA 15-3-Werte im Therapiearm B markant, weshalb diese Patientinnengruppe im

Folgenden néher analysiert wird.
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Vor Therapiebeginn lagen 11 (9,6%) von den insgesamt 115 Patientinnen des
Therapiearms B mit ihren CA 15-3-Konzentrationen iiber dem oberen Cut-off-Wert.
Von diesen stiegen 10 Patientinnen im Verlauf weiter von einem initialen Mittelwert
von 36,5 U/ml auf 47,6 U/ml an (Range: von 34,4 U/ml bis 71,1 U/ml), wéihrend eine
Patientin in den Normbereich zuriickfiel. Zum Therapieende wiesen im Therapiearm B
insgesamt 79 Patientinnen einen erhohten CA 15-3-Wert auf. Demnach stiegen die CA
15-3-Konzentrationen im Therapiearm B von 69 Patientinnen (60%) wihrend der
Therapie aus dem Normbereich (Mittelwert 20,2 U/ml) iiber die Normgrenze von 30
U/ml auf einen Mittelwert von 43,5 U/ml (Range: von 30,6 U/ml bis 72,9 U/ml).
Hingegen konnte im Therapiearm A ein Anstieg aus dem Normbereich zu

pathologischen Werten bei 12,3% der Patientinnen festgestellt werden.

Verlauf der CA 15-3-Konzentrationen

im Therapiearm A und B

CA 15-3 (U/ml) CA 15-3 (U/ml)
80— Arm A 80— Arm B
60— 60—
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Abbildung 5: Boxplots zum Anstieg der CA 15-3-Werte von Therapiebeginn zum -ende, getrennt
betrachtet fiir Therapiearm A (p=0,0103*10°) und Therapiearm B (p<0,01*10™"),
dargestellt in Boxplots mit den 25/50/75%-Perzentilen.

Die longitudinalen Verldufe der CA 15-3-Konzentrationen wurden durch keines der

definierten prognoserelevanten Merkmale signifikant beeinflusst.
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3.3 Ergebnisse der HER-2/neu-Messungen im Plasma

Die Plasmawerte von HER-2/neu wurden mit einem manuellen ELISA gemessen,
dessen oberer Cut-off-Wert mit 15 ng/ml vom Hersteller fiir den Test angegeben war.
Im Folgenden seien die Ergebnisse zu den Baselinespiegeln der HER-2/neu-
Konzentrationen im Gesamtkollektiv betrachtet und daran anschlieBend die

longitudinalen Verldufe tiber die Therapie dargestellt.

3.3.1 HER-2/neu-Konzentrationen zum Therapiebeginn im Gesamtkollektiv

Die HER-2/neu-Spiegel lagen im Gesamtkollektiv vor Therapiebeginn normalverteilt in
einem Bereich von 5,4 bis 14,2 ng/ml (siehe Abbildung 6). Der Mittelwert unterschied
sich mit 9,3 ng/ml nicht wesentlich vom Median mit 9,1 ng/ml. Gegeniiber den
CA 15-3-Konzentrationen lagen die HER-2/neu-Werte allesamt im Normbereich und

damit unterhalb der oberen Normgrenze von 15 ng/ml.

Verteilung der HER-2/neu-Baselinewerte
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Abbildung 6: Verteilungskurve nach Gauf3 der HER-2/neu-Werte im Plasma vor Therapiebeginn im
Gesamtkollektiv; der obere Cut-off-Wert lag bei 15 ng/ml (rote Linie).
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Eine signifikante Abhdngigkeit der Baseline-HER-2/neu-Spiegel im Plasma bestand
von den prognoserelevanten Merkmalen Menopausenstatus und histologisches Grading.
Auf deren Einfluss auf den Biomarker HER-2/neu wird im Kapitel 3.6 nidher

eingegangen.

3.3.2 Verlaufe der HER-2/neu-Spiegel in den Therapiearmen A und B

Die Normalverteilung der HER-2/neu-Baselinewerte fand sich auch in den Subgruppen
der Therapicarme A und B wieder. Die mittleren Baselinewerte fiir HER-2/neu waren in
beiden Therapiearmen anndhernd gleich mit 9,4 ng/ml (Median: 9,3 ng/ml) im Arm A
und 9,2 ng/ml (Median: 8,8 ng/ml) im Arm B. Unter der Therapie stiegen die mittleren
HER-2/neu-Spiegel im Plasma unabhdngig vom Therapieschema signifikant an
(p<0,001), die Patientinnen des Therapiearms A im Mittel von 9,4 ng/ml auf 11,0 ng/ml
innerhalb von 22 Wochen und des Therapiearms B im Mittel von 9,2 ng/ml auf 10,6

ng/ml in einem Zeitraum von 15 Wochen (siche Tabelle 4).

Tabelle 4: HER-2/neu (ng/ml): Verlauf'in Therapiearm A und B.
Her-2/neu (ng/ml) 'Therapiearm A 'Therapiearm B
baseline Woche 22 baseline Woche 15
n= 106 106 115 115
Mittelwert 9,4 11,0 9,2 10,6
Median 9,3 10,6 8,8 10,1
Minimum 5,4 7,3 5,4 7,3
Maximum 13,7 17,8 14,2 17,8
SD 1,8 2,1 1,9 2,2

Damit steigerte sich die gemessene mittlere HER-2/neu-Konzentration im Therapiearm
A um 17% und Therapiearm B um 15%. Da die mittleren Konzentrationen den Cut-off
von 15 ng/ml nicht iiberschritten, sei zu beachten, dass es sich um einen Anstieg
innerhalb des Normbereichs bei mutmaBlich tumorfreien Patientinnen handelte. Die
Boxplots in Abbildung 7 visualisieren den HER-2/neu-Verlauf getrennt nach den

Therapiearmen.
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Verlauf der HER-2/neu-Konzentrationen im Therapiearm A und B

HER-2/neu (ng/ml) HER-2/neu (ng/ml)
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Abbildung 7: Anstieg der HER-2/neu-Werte von Therapiebeginn zum Therapieende, getrennt
betrachtet fiir Therapiearm A (p=0,0176*10") und Therapiearm B (p=0,01*107),
dargestellt in Boxplots mit den 25/50/75%-Perzentilen.

Oberhalb des Normbereichs lagen zum Zeitpunkt des Therapieendes im Arm A
insgesamt 5 von 106 Patientinnen (4,7%), von denen keine eine Erhdhung der CA 15-3-
Konzentration zeigte. Im Arm B stiegen 5 von 115 Patientinnen (4,3%) {iber die obere
Normgrenze, wobei 3 Patientinnen zeitgleich eine erhohte CA 15-3-Konzentration
nachzuweisen war. Die maximal erreichte HER-2/neu-Konzentration lag in beiden

Therapiearmen bei 17,8 ng/ml.

Ein signifikanter Einfluss auf die HER-2/neu-Konzentrationen konnte fiir den

Menopausen- und Hormonrezeptorstatus gezeigt werden (siche Kap. 3.6).
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3.4 Ergebnisse der EGFR-Messungen im Plasma

Die EGFR-Messungen im Plasma wurden mit einem manuellen ELISA vorgenommen.
Der untere Cut-off-Wert lag bei diesem Test bei 52 ng/ml und der obere bei 75 ng/ml.
Konzentrationen geméf den Angaben des Herstellers. Werte sowohl unter als auch iiber
den Normgrenzen miissen als pathologisch angesehen werden. Im Folgenden seien die
Ergebnisse zu den Baselinespiegeln der EGFR-Konzentrationen im Gesamtkollektiv
betrachtet und daran anschlieBend die longitudinalen Verldufe iiber die Therapie

dargestellt.

3.4.1 EGFR-Konzentrationen zum Therapiebeginn im Gesamtkollektiv

Die EGFR-Spiegel lagen im Gesamtkollektiv vor Therapiebeginn normalverteilt in
einem Bereich von 29,6 bis 98,1 U/ml bei einem Mittelwert von 59,4 ng/ml und einem

Median von 58,8 ng/ml (siche Abbildung 8).

Verteilung der EGFR-Baselinewerte

Patientinnen
w
o
|
T —

N
o
|

1T —

1l

o T T T T
0 20 40 60 80 100

EGFR (ng/ml)

Abbildung 8: Verteilungskurve nach Gauf der EGFR-Werte im Plasma vor Therapiebeginn im
Gesamtkollektiv, der untere Cut-off lag bei 52 ng/ml, der obere bei 75 ng/ml (rote
Linien).
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Die EGFR-Werte von 151 der 221 Patientinnen (68,3%) befanden sich vor
Therapiebeginn innerhalb der Cut-off-Grenzen von 52 ng/ml und 75 ng/ml, wéhrend die
EGFR-Konzentrationen von 57 Patientinnen (25,8%) unterhalb und 13 (5,9%) oberhalb

des Normbereichs lagen.

Die Baseline-EGFR-Konzentrationen im Plasma wiesen keine signifikante

Abhingigkeit von den prognoserelevanten Merkmalen auf.

3.4.2 Verlaufe der EGFR-Spiegel in den Therapiearmen A und B

Die mittleren Konzentrationen der EGFR-Baselinewerte waren in beiden
Therapiearmen mit 58,4 ng/ml (Median: 58,0 ng/ml) im Arm A und 60,2 ng/ml
(Median: 59,4 ng/ml) im Arm B anndhernd gleich (siche Tabelle 5). Wéhrend im
Zeitverlauf die Patientinnen der Gruppe B einen signifikanten Abfall (p<0,001) im
Mittel von 60,2 ng/ml auf 55,2 ng/ml aufwiesen, blieben die mittleren Konzentrationen

von EGFR im Therapiearm A konstant.

Tabelle 5: EGFR (ng/ml): Verlauf in Therapiearm A und B.
EGFR (ng/ml) .Therapiearm A .Therapiearm B
baseline Woche 22 baseline Woche 15
n= 106 106 115 115
Mittelwert 58,4 58,1 60,2 55,2
Median 58,0 56,3 59,4 54,1
Minimum 29,6 38,9 42,2 33,3
Maximum 89,6 80,8 98,1 92,0
SD 10,6 9,2 10,6 9,5

Im Arm B lagen zum Therapieende 46 von 115 Patientinnen (40%) unter dem unteren
Cut-off von 52 ng/ml, hingegen im Arm A nur 30 von 106 Patientinnen (28,3%). Die
Anzahl der Patientinnen mit initial erniedrigten EGFR-Plasmakonzentrationen war mit

28 (26,4%, Arm A) und 29 (25,2%, Arm B) in beiden Therapiearmen gleich. EGFR-
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Plasmakonzentrationen iiber dem oberen Cut-off von 75 ng/ml wiesen initial 6 (5,7%,
Arm A) und 7 (6,1%, Arm B) Patientinnen auf sowie 3 (2,8%, Arm A) und 4 (3,5%,
Arm B) Patientinnen zum Therapieende auf. Damit war der Anteil pathologischer
EGFR-Konzentrationen zum Therapieende im Arm B (43,5%) deutlich hoher als im
Arm A (31,1%). Der signifikante Abfall der EGFR-Konzentrationen im Therapiearm B
gegeniiber dem Therapiearm A ist mittels Boxplots in der Abbildung 9 dargestellt.

Verlauf der EGFR-Konzentrationen

Im Therapiearm A und B
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Abbildung 9:  Boxplots zum Verlauf der EGFR-Werte von Therapiebeginn zum Therapieende,
getrennt betrachtet fiir Therapiearm A (p=0,984) und Therapicarm B
(p=0,0242*10"), dargestellt in Boxplots mit den 25/50/75%-Perzentilen.

Ein signifikanter Einfluss auf die EGFR-Konzentrationen konnte fiir den

Hormonrezeptorstatus gezeigt werden (siche Kap. 3.6).
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3.5 Ergebnisse der VEGF;5-Messungen im Plasma

Die Plasmakonzentrationen von VEGF¢s wurden mit einem manuellen ELISA
gemessen, dessen oberer Cut-off-Wert bei 60 pg/ml vom Hersteller des Tests angegeben
war. Im Folgenden seien die Ergebnisse zu den Baselinespiegeln der VEGF¢s-
Konzentrationen im Gesamtkollektiv betrachtet und daran anschlieBend die

longitudinalen Verldufe tiber die Therapie dargestellt.

3.5.1 VEGFs-Konzentrationen zum Therapiebeginn im Gesamtkollektiv

Die VEGF¢s-Spiegel lagen im Gesamtkollektiv vor Therapiebeginn in einem Bereich
von 2,4 bis 825,1 U/ml (Mittelwert: 121,1 pg/ml; Median: 78,6 pg/ml). Die Verteilung
war rechtsschief und entsprach gegeniiber den anderen Biomarkern nicht der

Normalverteilung nach Gaul3 (siche Abbildung 10).

Verteilung der VEGF¢5-Baselinewerte
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Abbildung 10:  Verteilungskurve nach Gauf3 der VEGF 145-Werte im Plasma vor Therapiebeginn im
Gesamtkollektiv, der obere Cut-off lag bei 60 pg/ml (rote Linie).
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Der obere Cut-off-Wert lag bei 60 pg/ml, damit miissen die VEGF¢s5-Konzentrationen

von 124 Patientinnen (56,1%) vor Therapiebeginn als pathologisch angesehen werden.

Ein signifikanter Einfluss auf die Baselinekonzentrationen des VEGF 45 bestand fiir das
histologische Grading (siehe Kapitel 3.6), nicht aber fiir die anderen prognoserelevanten

Merkmale.

3.5.2 Verlaufe der VEGF65-Spiegel in den Therapiearmen A und B

Obwohl die Patientinnen randomisiert waren, differierten die mittleren Konzentrationen
und Mediane der VEGF¢s-Baselinewerte in den jeweiligen Therapiearmen A
(Mittelwert: 138,7 pg/ml; Median: 100,6 pg/ml) und B (Mittelwert: 104,8 pg/ml;
Median: 59,1 pg/ml), dargestellt in Tabelle 6.

Tabelle 6: VEGF 155 (pg/ml): Verlauf im Therapiearm A und B.
VEGF, s (pg/ml) Therapiearm A Therapiearm B
baseline Woche 22 baseline Woche 15
n= 106 106 115 115
Mittelwert 138,7 130,4 104,8 136,3
Median 1006 | 67,7 59,1 | 94,3
Minimum 4,8 8,0 2,4 8,0
Maximum 825,1 672,6 621,1 733,1
SD 155.6 138,7 111,4 144,0

Fiir den Vergleich der Konzentrationsverldufe zwischen den beiden Therapiearmen in
der Abbildung 11 sei auf diese unterschiedlichen Ausgangswerte hingewiesen. Wéhrend
im Zeitverlauf in der Gruppe B ein signifikanter Anstieg (p=0,002) im Mittel von 104,8
pg/ml auf 136,3 pg/ml beobachtet werden konnte, war der fallende Trend der VEGF4s-
Konzentrationen im Arm A ohne Signifikanz. Da die Ausgangskonzentrationen fiir
VEGF¢s sehr voneinander abwichen, sind die Verldufe beider Therapiearme kaum

bewertbar.
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Verlauf der VEGFg5-Konzentrationen

im Therapiearm A und B
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Abbildung 11:  Boxplots zum Verlauf der VEGF ss-Werte von Therapiebeginn zum Therapieende,
getrennt betrachtet fiir Therapiearm A (p=0,871) und Therapiearm B (p=0,002),
dargestellt in Boxplots mit den 25/50/75%-Perzentilen.

Der Anteil der Patientinnen, deren VEGF¢s-Konzentrationen im Normbereich lagen
betrug im Arm A zu Therapiebeginn 35,8% und zum Therapieende 45,3%, im Arm B
51,3% und 34,8%.

Ein signifikanter Einfluss auf die VEGF,¢s-Konzentrationen konnte fiir den

Menopausenstatus und das histologische Grading gezeigt werden (siehe Kapitel 3.6).
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3.6 Einfluss der gewdahlten prognoserelevanten Merkmale auf die

Baselinekonzentrationen und Biomarkerverlaufe

Einfluss des Menopausenstatus

Von den 221 untersuchten Patientinnen befanden sich 102 (46,2%) in der
Pramenopause und 119 (53,8%) in der Postmenopause. Der Menopausenstatus
beeinflusste von den  vier getesteten Biomarkern die = HER-2/neu-
Baselinekonzentrationen sowie die longitudinalen Verldufe der VEGF¢s-

Konzentrationen.

Die postmenopausalen Patientinnen wiesen vor Therapiebeginn eine signifikant hohere
HER-2/neu-Konzentration gegeniiber den primenopausalen (p=0,02) auf, wihrend die
anderen Marker in ihren Baselinewerten nicht wesentlich differierten (siche Tabelle 7).

Tabelle 7: Abhdingigkeit der Baselinekonzentrationen der vier Biomarker CA 15-3, HER-2/neu,
EGFR und VEGF 155 vom Menopausenstatus (prd- /postmenopausal).

Menopausen-status CA..15-3 (U/ml) HER:Z/neu (ng/ml) E(iFR (ng/ml) VEC"}FMS (pg/ml)
pra post pra post pra post pra post
Mittelwert 20,3 19,7 9,0 9,5 60,0 58,9 106,5 133,6
Median 19,3 18,1 8,7 9,4 59,0 58,3 66,5 101,8
Signifikanz (p) 0,42 0,02 0,56 0,24

Die HER-2/neu-Konzentrationen zeigten fiir die primenopausalen Patientinnen einen
Mittelwert von 9,0 ng/ml und einen Median von 8,7 ng/ml und waren im Normbereich
niedriger als die HER-2/neu-Konzentrationen der postmenopausalen Patientinnen

(Mittelwert: 9,5 ng/ml; Median: 9,4 ng/ml).

Betrachtet man die HER-2/neu-Konzentrationen iiber den Zeitraum der Therapie
hinweg, so bestand fiir Therapiearm A kein signifikanter Einfluss des Menopausenstatus

auf den zeitlichen Verlauf, wihrend im dosisdichten Therapiearm B ein signifikanter
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Unterschied im Anstieg der HER-2/neu-Werte abhingig vom Menopausenstatus zu

erkennen war (vergleiche Abbildung 12).

HER-2/neu-Konzentrationen fur post- und pramenopausale Patientinnen

im Therapiearm A und B

Therapiearm: A Therapiearm: B
" Merkmal: Menopausenstatus Merkmal: Menopausenstatus
(e} o [e]

| Tum T QW?%
T~ T

=T &1

[ Therapiestart
0 B Therapieende
pramenopausal  postmenopausal pramenopausal  postmenopausal

Her-2/neu in ng/ml

] Therapiestart

Her-2/neu in ng/ml

Therapieende

Abbildung 12:  Boxplots zum Anstieg der HER-2/neu-Werte im Therapiearm A und B in Abhdhngigkeit
vom Menopausenstatus, Einfluss des Menopausenstatus auf den Markerverlauf im
Therapiearm A: p=0,8570 und Arm B: p=0,0026.

Die geringer Ostrogen-gesteuerten postmenopausalen Patientinnen wiesen hohere HER-
2/neu-Konzentrtionen auf, daher konnte bei der schnelleren chemischen Kastration der

pramenopausalen Patientinnen im Therapiearm B der Anstieg gréBer sein.

Pathologische HER-2/neu-Werte fanden sich unabhédngig vom Therapiearm héufiger in
der Gruppe der postmenopausalen Patientinnen (7/119; 5,9%) als der pramenopausalen
(3/102; 2,9%), passend zu dem bekannten supprimierenden Einfluss von Ostrogen auf

HER-2/neu.

Bemerkenswert lieBen sich hohere VEGF,¢s-Konzentrationen der postmenopausalen
Patientinnen zum Therapieende feststellen als der prdmenopausalen Frauen (siche

Abbildung 13).
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Der Anstieg der VEGF ¢5-Konzentrationen der postmenopausalen Patientinnen (p=0,04)
des Therapiearms B war gegeniiber den prdmenopausalen (p=0,09) signifikant. In der
Gruppe des Therapiearms A waren die VEGF¢s-Konzentrationen  der
postmenopausalen gleich bleibend, wéhrend die primenopausalen Patientinnen einen

abfallenden Trend ohne Signifikanz zeigten.

Verlauf der VEGFg5-Konzentrationen

post- und pramenopausaler Patientinnen im Therapiearm A und B

VEGF (pg/ml) VEGF (pg/ml)
* .
800 Arm: A 800 Arm: B
* *
*
o
600 ° ° ° 600 ° °©
o
o o
400 8 400 .
o
o
200 200 -‘V —‘V
—_ i = T [ Therapiestart o == L — T [ Therapiestart
0 @ Therapieende | | [@ Therapieende
T T "
préamenopausal postmenopausal pramenopausal postmenopausal

Menopausenstatus
Menopausenstatus

Abbildung 13:  Boxplots zum Verlauf der VEGFs5-Konzentrationen post- und prdmenopausaler
Patientinnen im Therapiearm A und B.

Arm A: nicht signifikanter Anstieg fiir die postmenopausalen Patientinnen (p=0,88)
gegeniiber den primenopausalen (p=0,46).

Arm B: signifikanter Anstieg fiir die postmenopausalen Patientinnen (p=0,04)
gegentiber den primenopausalen (p=0,09).

Da die Ausgangswerte der VEGFss-Konzentrationen beider Therapiearme nicht

ibereinstimmten, soll von einer weiteren Wertung der Verlaufe abgesehen werden.
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Einfluss des HER-2/neu-Gewebestatus

Der HER-2/neu Gewebestatus der Patientinnen in der ,,ASG 1-3 LK+“-Studie wurde
vom jeweiligen Zentrum mittels Immunhistochemie (IHC) bestimmt. Eine
weitergehende Untersuchung der Préparate mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) war nicht obligat gemidfl den Empfehlungen zum Zeitpunkt der
Studieninitiierung im Jahr 2000. Dokumentiert wurden die Ergebnisse gemif3 des
standardisierten Scoring-Systems fiir die immunhistochemische HER-2/neu-Firbung
des Préparats: keine Féarbung oder eine Membranfiarbung bei weniger als 10% der
Zellen (0) und vorhandene Membranfarbung bei iiber 10% der Zellen in geringer (+1),
méiBiger (+2) oder starker (+3) Auspridgung. Fiir die weiteren Auswertungen wurden
diese moglichen Ergebnisse zusammengefasst. Die Bewertungen 0 und +1 bildeten die
Gruppe der nicht vorhandenen Uberexpression von HER-2/neu-Rezeptoren und die
Scores +2 und +3 wurden als Uberexpression gewertet, entsprechend einem negativen

oder positiven HER-2/neu-Gewebestatus.

Der HER-2/neu-Gewebestatus wurde bei 200 von den 221 Patientinnen des
wissenschaftlichen Begleitprogramms angegeben. Von diesen wiesen im histologischen
Priparat 138 (69,0%) keine Uberexpression auf, wihrend in 62 Fillen (31%) eine
Uberexpression bei miBiger oder starker Ausprigung der Membranfirbung vorlag. Eine
Abhiingigkeit der untersuchten Biomarker von der Uberexpression von HER-2/neu im

Tumorgewebe lag in dem Patientenkollektiv dieser Arbeit nicht vor (siche Tabelle 8).

Tabelle §: Abhdngigkeit der Baselinekonzentrationen der vier Biomarker CA 15-3, HER-2/neu,
EGFR und VEGF ;55 von der HER-2/neu-Expression im Gewebe (negativ/positiv).
HER-2/neu- CA 15-3 (U/ml) | HER-2/neu (ng/ml) EGFR (ng/ml) VEGF 5 (pg/ml)
Gewebestatus negativ  positiv | negativ  positiv | negativ  positiv | negativ  positiv
Mittelwert 20,5 19,1 9,4 9,2 59,2 59,1 114,4 132,3
Median 19,5 17,8 9,1 9,1 58,8 57,0 77,2 86,4
Signifikanz (p) 0,45 0,75 0,90 0,41

Insbesondere fiir die Baseline-HER-2/neu-Konzentrationen im Plasma zeigte sich kein

Unterschied zwischen den Patientinnen mit einem negativen oder positiven HER-2/neu-
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Gewebestatus. Dieses Faktum unterstiitzte den adjuvanten Ansatz dieser Arbeit und
damit die Annahme, dass keine Tumorlast vorhanden war und somit vorhandene
regulative  Prozesse, welche die  Biomarkerkonzentrationen  beeinflussen,

unwahrscheinlich waren.

Die Betrachtung der HER-2/neu-Gewebeexpression in der Gruppe der prid- bzw.
postmenopausalen Patientinnen erbrachte einen positiven Status von 33,3% bzw.
29,1%. In Tabelle 9 wurden die beiden Gruppen gegeniibergestellt. Im Vergleich der
prd- und postmenopausalen Patientinnen bestand kein signifikanter Unterschied
beziiglich der HER-2/neu-Gewebeexpression.

Tabelle 9: HER-2/neu-Expression in den Gruppen prd- und postmenopausaler Patientinnen.
Der Anteil HER-2/neu-gewebepositiver Frauen war in beiden Gruppen ausgewogen.

HER-2/neu-Gewebestatus n Pramenopausale Postmenopausale p
=200 n=90 in % n=110 in %
negativ 60 66,7 78 70,9 >0,5
positiv 30 33,3 32 29,1 >0,5

Einfluss des Lymphknotenstatus

Die Adjuvans-Studiengruppe selektierte mit der ,,ASG-Studie 1-3 LK+* Patientinnen
mit ein bis drei befallenen Lymphknoten. Ein befallener Lymphknoten konnte am
postoperativen Priparat in 96 Fillen (43,5%), zwei bei 77 (34,8%) und drei bei 48
(21,7%) von den 221 Patientinnen des wissenschaftlichen Begleitprogramms

nachgewiesen werden.

Die Baselinekonzentrationen der untersuchten vier Biomarker unterlagen keiner
signifikanten Abhangigkeit hinsichtlich der Anzahl der befallenen Lymphknoten (siche
Tabelle 10). Eine weitere Tatsache, welche fiir die freie Tumorlast aller Patientinnen

sprach.
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Tabelle 10: Abhdingigkeit der Baselinekonzentrationen der vier Biomarker CA 15-3, HER-2/neu,
EGFR und VEGF 155 von der Anzahl befallener Lymphknoten (1+/2+/3+).
CA 15-3 (U/ml) HER-2/neu (ng/ml)
LK-Status 1+ 2+ 3+ 1+ 2+ 3+
Mittelwert 20,2 20,3 18,9 9,0 9,5 9,5
Median 18,4 19,5 17,7 8,9 9,2 9,4
| Signifikanz (p) 0,55 0,39
EGFR (ng/ml) VEGF (pg/ml)
LK-Status 1+ 2+ 3+ 1+ 2+ 3+
Mittelwert 59,7 58,4 60,3 111,9 135,4 116,5
Median 58,9 57,5 58,8 50,9 98,2 80,8
Signifikanz (p) 0,77 0,28

Ebenfalls bestand kein Einfluss durch die Anzahl der befallenen Lymphknoten auf die

longitudinalen Verldufe der vier Biomarker in den beiden Therapiearmen A und B.

Einfluss des histologischen Gradings

Nach der Histologie des Mammakarzinoms wurde das Gesamtkollektiv in 3 Gruppen
eingeteilt. Gruppe I umfasste die Patientinnen mit einem histologischen Grading von 1,
Gruppe II diese mit einem Grading von 2 und der dritten Gruppe waren die Patientinnen
mit einem Grading von 3 zugeteilt. Die Anzahl der Patientinnen mit einem
histologischen Grading von 1 war mit 23 (10,4%) erwartungsgemdl gering, der Gruppe

IT konnten 118 (54,4%) und der Gruppe III 80 (36,2%) Patientinnen zugeteilt werden.

Signifikant abhidngig vom histologischen Differenzierungsgrad waren sowohl die
Plasmakonzentrationen von HER-2/neu als auch VEGF;¢s. Die HER-2/neu-
Konzentrationen stiegen mit abnehmender Differenzierung der Tumorzellen signifikant
an (p=0,02), entsprechend niedrig waren sie fiir die Patientinnen mit einem Grading von
1 (Mittelwert: 8,7 ng/ml; Median: 8,4 ng/ml) und erhohten sich bei einem Grading von
2 (Mittelwert: 9,1 ng/ml; Median: 8,8 ng/ml) und 3 (Mittelwert: 9,7 ng/ml; Median: 9,4
ng/ml). Fiir die Baselinekonzentrationen von VEGF s waren die deutlich niedrigeren
Werte bei einem Grading von 1 gegeniiber denen bei einem Grading von 2 auffillig mit

einer Signifikanz von p=0,04 (siche Tabelle 11).
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Tabelle 11: Abhdingigkeit der Baselinekonzentrationen der vier Biomarker CA 15-3, HER-2/neu,
EGFR und VEGF ;55 vom histologischen Grading (1/2/3).
CA 15-3 (U/ml) HER-2/neu (ng/ml)
Grading 1 2 3 1 2 3
Mittelwert 21,2 19,8 20,0 8,7 9,1 9,7
Median 19,4 17,8 19,7 8,4 8,8 9,4
Signifikanz (p) 0,62 0,02
EGFR (ng/ml) VEGF (pg/ml)
Grading 1 2 3 1 2 3
Mittelwert 57,8 58,8 60,7 106,6 130,7 113,6
Median 56,2 58,4 60,9 35,7 102,6 67,2
Signifikanz (p) 0,21 0,04

In der Abbildung 14 sind die Baselinekonzentrationen von HER-2/neu und VEGF 45
mittels Boxplots dargestellt. Ersichtlich wird der stetige Anstieg von HER-2/neu im
Normbereich und die signifikante Divergenz der VEGF¢s-Konzentrationen bei einem
Grading von 1 zu 2 (p=0,04). Wahrend die mittleren VEGF,¢5-Konzentrationen zum
Therapiebeginn, dargestellt durch die 50%-Perzentile, der Patientinnen mit einem
histologischen Grading von 1 unter der oberen Normgrenze von 60 pg/ml gelegen
waren, steigt die 50%-Perzentile bei einem histologischen Grading von 2 und 3 iiber die

obere Normgrenze.

Die Abbildung 15 stellt die longitudinalen Verldufe der Plasmakonzentrationen von
HER-2/neu im Therapiearm A und B dar. Patientinnen, deren HER-2/neu-
Konzentrationen zum Therapieende iiber der oberen Normgrenze lagen, wiesen ein
histologisches Grading des Mammakarzinoms von 2 oder 3 auf. Patientinnen mit einem
Grading von 1 waren unabhidngig vom Therapiearm innerhalb des Normbereichs

angestiegen und iiberschritten den oberen Normwert von 15 ng/ml nicht.
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HER-2/neu und VEGF65-Konzentrationen

far die histologischen Differenzierungsgrade I-111
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Abbildung 14:  Boxplots zur Verteilung der HER-2/neu- und VEGFss-Baselinekonzentrationen in
Abhdngigkeit vom histologischen Grading;, HER-2/neu steigt signifikant (p=0,02) mit
zunehmendem Differenzierungsgrad an. Die Baselinekonzentrationen von VEGF 45 sind
bei einem Grading von 1 signifikant niedriger als bei einem Grading von 2 (p=0,04).

Verlauf der HER-2/neu-Konzentrationen
fur die Differenzierungsgrade I-111
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Abbildung 15:  HER-2/neu-Konzentrationen zum Therapiebeginn und —ende bei einem signifikanten

Anstieg (p=0,02) mit zunehmendem Grading (Differenzierungsgrad) in beiden
Therapiearmen.
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Einfluss des Hormonrezeptorstatus

Ein positiver Hormonrezeptorstatus lag vor, wenn der Ostrogen- oder
Progesteronrezeptor biochemisch oder im immunreaktiven histologischen Score (IRS)

positiv war.

Von den 221 Patientinnen hatten 56 (25,3%) Patientinnen einen negativen und 165
(74,6%) einen positiven Hormonrezeptorstatus. Im Gesamtkollektiv fanden sich keine
signifikanten Abhéngigkeiten der Baselinespiegel der vier untersuchten Biomarker vom
Hormonrezeptorstatus. HER-2/neu, fiir dessen Expression ein 0Ostrogenabhingiger
Mechanismus bekannt ist, war im Plasma hormonrezeptornegativer Patientinnen
(Mittelwert: 9,6 ng/ml; Median: 9,4 ng/ml) tendenziell hoher als im Plasma
hormonrezeptorpositiver (Mittelwert: 9,2 ng/ml; Median: 8,8 ng/ml). Diese Divergenz
unterlag keiner Signifikanz (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Abhdingigkeit der Baselinekonzentrationen der vier Biomarker CA 15-3, HER-2/neu,
EGFR und VEGF 155 vom Hormonrezeptorstatus (negativ/positiv).

CA 15-3 (U/ml) [HER-2/neu (ng/ml)] EGFR (ng/ml) VEGF (pg/ml)
HR-Status negativ__ positiv_| negativ.__ positiv_| negativ__positiv_| negativ__positiv
Mittelwert 19,7 20,1 9,6 9,2 61,3 58,7 133,1  117,3
Median 21,3 18,1 9,4 8,8 60,1 57,8 72,6 80,0
Signifikanz (p) 0,81 0,13 0,07 0,92

Weitergehend wurde der Einfluss des Hormonrezeptorstatus in den Subgruppen der pra-
und postmenopausalen Patientinnen betrachtet. Auffillig wurden dabei die
postmenopausalen Patientinnen. Bei ihnen fanden sich signifikant hohere HER-2/neu-
(Mittelwert: 10,1 vs. 9,3 ng/ml; Median: 9,9 vs. 9,1 ng/ml; p=0,02) und EGFR-
Konzentrationen (Mittelwert: 63,4 vs. 57,0 ng/ml; Median: 61,7 vs. 57,0 ng/ml;
p=0,002), wenn ihr Hormonrezeptorstatus negativ war (siche Tabelle 14). Anzunehmen
waren dhnliche regulative Prozesse, da beide Biomarker der gleichen Rezeptorfamilie

entstammen.
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Fir die Biomarker-Konzentrationen der pridmenopausalen Patientinnen bestand
hinsichtlich des Hormonrezeptorstatus kein signifikanter Unterschied. Die HER-2/neu-
Konzentrationen der pramenopausalen Patientinnen verhielten sich invers zu den der
postmenopausalen. Mittelwert und Median waren hier fiir die Hormonrezeptorpositiven
(Mittelwert: 9,1 ng/ml; Median: 8,7 ng/ml) hoher als fiir die Hormonrezeptornegativen
(Mittelwert: 8,6 ng/ml; Median: 8,4 ng/ml), wenngleich der Unterschied nicht
signifikant war (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Abhdngigkeit der Baselinekonzentrationen der vier Biomarker CA 15-3, HER-2/neu,

EGFR und VEGF 45 vom Hormonrezeptorstatus (negativ/positiv), getrennt betrachtet
fiir prd- und postmenopausale Patientinnen.

pramenopausal | CA 15-3 (U/ml) [HER-2/neu (ng/ml)l EGFR (ng/ml) VEGF (pg/ml)

HR-Status negativ__ positiv | negativ__positiv_| negativ__positiv_| negativ__positiv
Mittelwert 20,6 20,3 8,6 9,1 57,6 60,5 124,3 102,4
Median 21,9 18,9 8,4 8,7 57,9 59,1 53,4 67,1
| Signifikanz (p) 0,70 0,37 0,50 0,86

postmenopausal | CA 15-3 (U/ml) [HER-2/neu (ng/ml)] EGFR (ng/ml) VEGF (pg/ml)
HR-Status negativ._ positiv | negativ  positiv | negativ positiv | negativ _positiv

Mittelwert 19,3 19,8 10,1 9,3 63,4 57,0 138,1 131,7
Median 20,9 17,3 9,9 9,1 61,7 57,0 100,2  102,9
Signifikanz (p) 0,97 0,02 0,002 0,88

Die signifikant hoheren Biomarkerkonzentrationen fir HER-2/neu und EGFR der
postmenopausalen Patientinnen mit negativem Hormonrezeptorstatus ist in der

Abbildung 16 graphisch dargestellt.
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HER-2/neu und EGFR-Baselinekonzentrationen fur pra- und postmenopausale
Patientinnen mit einem negativen oder positiven Hormonrezeptorstatus
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Abbildung 16:  Boxplots zu den Baselinekonzentrationen der Biomarker HER-2/neu und EGFR in
Abhdngigkeit vom Menopausen- und Hormonrezeptorstatus. In Abhdngigkeit vom
Hormonrezeptorstaus waren die Baselinekonzentrationen der postmenopausalen
Patientinnen fiir HER-2/neu (p=0,02) und EGFR (p=0,002) signifikant hoher.

Einfluss der Tumorgrolie

Die Zuordnung der Patientinnen hinsichtlich der Tumorgréfe erfolgte nach den
Richtlinien der Konsensuskonferenz in St. Gallen 2007 in die Gruppe mit Tumoren
kleiner als 2 cm und die Gruppe der Tumoren groBer bzw. gleich 2 cm. Ein
Mammakarzinom kleiner als 2 cm hatten 90 Patientinnen (40,7%), ein groferes 131

Patientinnen (59,3%).

Eine signifikante Abhidngigkeit von der Tumorgréfe konnte in dem vorliegenden
Patientinnenkollektiv fiir keinen der betrachteten Biomarker nachgewiesen werden,

wobei darauf hingewiesen sei, dass es sich um postoperative Blutentnahmen handelte.
(siehe Tabelle 14).
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Tabelle 14 Abhdngigkeit der Baselinekonzentrationen der vier Biomarker CA 15-3, HER-2/neu,
EGFR und VEGF 155 von der Tumorgrdfie (<2cm/>=2cm).
CA 15-3 (U/ml) |HER-2/neu (ng/ml)] EGFR (ng/ml) VEGF (pg/ml)
Tumorgrof3e <2cm >=2cm| <2cm >=2cm| <2cm >=2cm] <2cm >=2cm
Mittelwert 20,6 19,5 9,3 9,3 59,3 59,4 112,6 126,9
Median 19,1 18,2 9,1 9,1 59,1 58,3 81,2 77,5
Signifikanz (p) 0,29 0,98 0,97 0,91

Ebenfalls bestand kein Einfluss der TumorgroBe auf die longitudinalen Verldufe der

vier Biomarker in den beiden Therapiearmen A und B.

Einfluss des Alters

Um den Einfluss des Alters auf die Konzentrationen der vier Biomarker im Plasma zu
betrachten, wurde das Alter als Kovariate in der Varianzanalyse nach Brunner gefiihrt.
Die Ergebnisse erbrachten einen signifikanten Einfluss des Alters auf die EGFR-
Konzentrationen und ihren Verlauf im Therapiearm B. Fiir den EGFR-Verlauf im
Therapiearm A war allenfalls ein Trend zu erkennen, eine Signifikanz fiir den Einfluss
des Alters bestand nicht. Die Konzentrationen der anderen Biomarker, CA 15-3, HER-

2/neu und VEGF 45, waren wie in Tabelle 15 zu ersehen altersunabhingig.

Tabelle 15: Ergebnisse (p-Werte) der Varianzanalyse nach Brunner zur Bestimmung des
Einflusses des Alters (Kovariate) der Patientinnen auf den Markerverlauf.
CA 153 HER-2/neu EGFR VEGF 145
Therapiearm (U/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml)
A 0,343 0,358 0,073 0,258
B 0,686 0,771 0,026 0,399

Der signifikante Einfluss des Alters auf die EGFR-Konzentrationen, bevorzugt im
Therapiearm B, bedeutete, dass mit steigendem Alter der Patientinnen auch die EGFR-

Level steigen.
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Da ein signifikanter Unterschied zwischen pra- und postmenopausalen Patientinnen nur
fiir HER-2/neu im Plasma gezeigt werden konnte, wie in Tabelle 7 bereits dargestellt,
war nun die Frage interessant, ob sich der Einfluss des Menopausenstatus dndert, wenn
man den altersbedingten EGFR-Anstieg der Postmenopausalen adjustiert. Die
Varianzanalyse ergab nach der Adjustierung des Alters einen signifikant tieferen Abfall
der EGFR-Konzentrationen der postmenpausalen Patientinnen gegeniiber den
pridmenopausalen im Therapiearm B. Die folgende Abbildung stellt die EGFR-Verldufe
fiir beide Analysen, erstens mit Einfluss des Alters und zweitens ohne Einfluss des

Alters, gegeniiber.

EGFR-Konzentrationen im Therapiearm B
abhangig vom Menopausenstatus

Grafik 1: EGFR-Werte unter Einfluss des Alters Grafik 2: EGFR-Werte ohne Einfluss des Alters
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Abbildung 17:  Verldufe der EGFR-Konzentrationen im Therapiearm B, dargestellt in Abhdngigkeit vom
Menopausenstatus;, der Abfall der EGFR-Konzentrationen ist signifikant fiir
prdmenopausale gegeniiber postmenopausale Patientinnen (p=0,0081), nachdem der
Einfluss des Alters adjustiert wurde (Grafik 2).

Der Abfall der postmenopausalen Patientinnen von ihren héheren Ausgangswerten
spricht ebenfalls gegen einen Einfluss moglicher verbliebener Tumorzellen auf den

Biomarker.
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4 Diskussion

Der Weg in der Onkologie fiihrt hin zur optimierten Therapie. Diese sei angepasst
sowohl an die Charakteristika des Karzinoms als auch den individuellen Patient, gepragt
durch sein biologisches Alter, Begleiterkrankungen und seine Compliance. Allein die
Tumoreigenschaften differenzieren die Therapieoptionen in viele Facetten. So richtet
sich die Wahl der Behandlung des Mammakarzinoms nicht allein nach dem operativen
Erfolg, sondern auch nach prognoserelevanten Merkmalen wie Hormonrezeptorstatus,

HER-2/neu-Status und Nodalstatus.

Eine adjuvante Chemotherapie ist eine in kurativer Absicht vorgenommene
zytostatische Behandlung nach kompletter operativer Tumorresektion. Das Ziel dieser
systemischen Therapie ist es, eine angenommene, nicht nachzuweisende

Mikrometastasierung kurativ zu behandeln.

Die nationale, prospektiv randomisierte ASG-Studie bildete die Grundlage fiir die
Plasmabestimmungen der biologischen Marker CA 15-3, HER-2/neu, EGFR und
VEGF 45 an einem selektierten, homogenen Kollektiv mit 221 Patientinnen. Die
adjuvanten Patientinnen dieser Arbeit waren durchschnittlich 52 Jahre alt und zu 46 %

pra- und 54% postmenopausal.

Postoperative, pratherapeutische Biomarkerkonzentrationen

Innerhalb der ersten 28 postoperativen Tage wurde bei den 221 ausgewerteten
Patientinnen die adjuvante Chemotherapie im Rahmen der ASG-Studie eingeleitet.
Somit lag die Abnahme aller Baselinekonzentrationen in den ersten 4 postoperativen

Wochen.

Unter den vier untersuchten Biomarkern lagen lediglich die HER-2/neu-

Konzentrationen aller Patientinnen ausnahmslos im Normbereich. Jede zehnte Frau
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wies erhohte CA 15-3-Konzentrationen auf, circa jede dritte Frau pathologische EGFR-
Werte (sowohl unter als auch oberhalb des Normbereichs). Mehr als die Hilfte der
Patientinnen zeigte {iber die Norm erhohte VEGF;s5-Konzentrationen vor
Therapiebeginn (siche Abbildung 18). Die hohe Variabilitit der VEGFjes-

Konzentrationen lief3 eine nur eingeschrinkte Interpretation der Ergebnisse zu.

Anteil pathologischer Baselinekonzentrationen

der zirkulierenden Biomarker
%
100
75 43,9

68,3
89,1
50 100,0
25
, | [0e]
CA 15-3 HER-2/neu EGFR VEGF165
B pathologisch Onormal

Abbildung 18:  Gegeniiberstellung der Anteile pathologischer und nicht pathologischer
Biomarkerkonzentrationen prdtherapeutisch;
Normbereiche fiir CA 15-3: <30 U/ml, HER-2/neu: <15 ng/ml, EGFR: 52-75 ng/ml,
VEGF 55: <60 pg/ml.

Gegeniiber CA 15-3 bestanden fiir die Konzentrationen von HER-2/neu, EGFR und
VEGF ;5 signifikante ~ Abhédngigkeiten = von  mehreren der  betrachteten

prognoserelevanten Merkmale (siehe Abbildung 19).
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Abhangigkeiten der Baselinekonzentrationen von den prognoserelevanten Merkmalen
und signifikante Anderungen der Biomarker im Verlauf

= =3
Biomarker - % £ Biomarker - § £
) T D > ®) jon al >

Menopausenstatus Therapiearm A
HER-2/neu Expression im Normbereich 1 1 =
Histologisches Grading iiber den Normbereich =
Hormonrezeptorstatus Therapiearm B
Nodalstatus im Normbereich 1
Alter iiber den Normbereich 1 ! 1

Abbildung 19:  Schematische Darstellung der Abhdngigkeiten (orange) der gewdhlten Biomarker von
den prognoserelevanten Merkmalen sowie der Anderungen (1 signifikanter Anstieg,
| signifikanter Abfall, = keine signifikante Anderung) der Biomarkerkonzentrationen im
Verlauf des jeweiligen Therapiearms.

Die jeweilige Regulation eines Markers abhingig von dem betrachteten Merkmal wird

im Folgenden zu jedem Marker separat diskutiert.

CA 15-3

Der in dieser Arbeit ermittelte Anteil von 10,9% pathologisch erhéhter CA 15-3-
Basselinekonzentrationen entsprach den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen mit
dhnlicher oder hoherer Fallzahl, wenngleich die verwendeten cut-off-Werte differierten.
und zwischen 20 und 40 U/ml lagen (47-49). In Anbetracht der Etablierung
laborinterner Grenzwerte sollte dieser Aspekt zu vernachldssigen sein und einen
Vergleich zulassen. Zudem wurden Arbeiten publiziert, die in der adjuvanten Situation
keine Erhohung der CA 15-3-Konzentrationen nachweisen konnten (50;51). Bekannt
war eine Assoziation erhohter CA 15-3-Konzentrationen mit anderen Erkrankungen,
wie chronische Hepatitis, Leberzirrhose, Sarkoidose, Tuberkulose und systemischer
Lupus Erythematodes (47), weshalb fiir fehlende erhohte CA 15-3-Konzentrationen in
einer adjuvanten Patientengruppe am ehesten strenge Auswahlkriterien, z. B. ein

negativer Nodalstatus, oder eine geringe Fallzahlen als Ursache in Betracht kamen. Die
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dem Vergleich herangezogenen Arbeiten, zusammengestellt in nachfolgender Tabelle,
betrachteten alle kurativ operierten Mammakarzinompatientinnen vor der Einleitung

einer Chemotherapie.

Tabelle 16: Anteil erhohter CA 15-3-Konzentrationen fiir das adjuvante Mammakarzinom.

CA 15-3 Fallzahl erhohter
n cut-off (U/ml) | CA 15-3-Level | Anteil in %
Kallioniemi et al. 1988 177 38 16 9
Colomer et al. 1989 350 40 25 7
Okamoto et al. 1995 134 20 13 10
Briasoulis et al. 1998 57 30 0 0
Pentheroudakis et al. 2004 22 31 0 0
eigene Daten 221 30 24 11

Den préoperativen CA 15-3-Serumkonzentrationen wurde ein prognostischer Wert fiir
den Verlauf des Mammakarzinoms zugesprochen (52). Weiter konnte eine
Abhingigkeit der pridoperativen CA 15-3-Konzentrationen von der Tumorgrofle und
dem Nodalstatus gezeigt werden. In verschiedenen Studien zum priméren
Mammakarzinom der Stadien I-III wurden prioperativ erhohte CA 15-3-Level mit
einem Anteil von 16 bis 31% evaluiert (52-54), wobei auch hier die oberen

Normgrenzen stark variierten.

Die betrachteten prognoserelevanten Merkmale nahmen auf die CA 15-3-
Konzentrationen dieser Arbeit keinen signifikanten Einfluss, weder auf die
Baselinekonzentrationen noch auf die Werte im Therapieverlauf. Hingegen war der

Einfluss des Therapiearms auf den Biomarkerverlauf signifikant.
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HER-2/neu

In dieser Arbeit streuten die pritherapeutischen HER-2/neu Werte im Plasma von 5,4
bis 14,2 ng/ml und lagen alle unter 15 ng/ml, dem oberen Grenzwert flir den
Normbereich. Damit unterschied sich dieser Biomarker entscheidend von den anderen -
CA 15-3, EGFR und VEGF¢, deren Konzentrationen vor Therapiebeginn teils
pathologische Werte aufwiesen. Dieses Ergebnis entsprach den Erwartungen an ein
Onkogen, welches in einem Patientenkollektiv ohne bekannte Tumorlast nicht zu
unspezifischen Erhohungen fiihren sollte, wie sie bei anderen Massentumormarkern

auftreten konnten.

Vorliegende Daten zum zirkulierenden HER-2/neu-Protein adjuvanter nodalpositiver
Patientinnen vor Einleitung einer Chemotherapie konnten bestétigt werden. So lagen
auch in der Arbeit von Liiftner et al. alle HER-2/neu Konzentrationen unter 15 ng/ml

(55).

Das Ergebnis entsprach ebenfalls den Daten zu den Stadien I-III eines
Mammakarzinoms, fiir welche eine geringe Sensitivitit des s-HER-2/neu im Gegensatz

zur metastasierten Situation durch Schwartz et al. nachgewiesen werden konnte (56).

Unseren Erwartungen entsprechend stellte sich heraus, dass die HER-2/neu-

Baselinewerte unabhingig von der HER-2/neu-Expression im Tumorgewebe waren.

EGFR

Ein Viertel der Patientinnen wies in dieser Arbeit postoperativ zu geringe EGFR-Level
auf, 2/3 zeigten EGFR-Level im Normbereich und bei ca. 6% waren die Werte erhoht.
Aufgrund mangelnder Daten zu zirkulierendem EGFR in der adjuvanten Situation soll
die Diskussion auf die metastasierte Situation ausgeweitet werden. Dariiber hinaus
wurde die EGFR-Expression im Tumorgewebe insbesondere im Kontext der neuen
biologischen Therapien mit monoklonalen Antikdrper und Tyrosinkinaseinhibitoren an

verschiedenen Entitéten untersucht und soll einem Vergleich dienen.
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Die Tabelle 17 zeigt Patientengruppen mit einem metastasierten Mammakarzinom und
dhnlicher oder hoherer Fallzahl. Pathologisch niedrige EGFR-Konzentrationen im

Serum zeigten sich bei 10 - 20% der Patientinnen (57-60).

Tabelle 17: EGFR-Baselinewerte in Patientinnengruppen mit einem metastasierten bzw. adjuvanten
Mammakarzinom.

n cut-off Anteil erniedrigter

EGFR n (ng/ml) EGFR-Level in %
_ |Marx et al. 265 - 20
2 [Muller et al. 101 45 15
g Sandri et al. 113 45 17
Souder et al. 907 44,1 10
T |eigene Daten 221 52 26

adj. - adjuvant; metast. - metastasiert

Miiller und Sandri et al. stellten fiir das metastasierte Mammakarzinom einen
Zusammenhang zwischen geminderten EGFR-Serumspiegeln und reduzierten
Uberlebenszeiten her und bewerten EGFR im Serum als einen pridiktiven und
prognostischen Marker (58;59). Souder et al. zeigte in einer Gruppe von 535
Patientinnen mit einem metastasierten Mammakarzinom ebenso eine signifikant
verkiirzte Uberlebenszeit bei erniedrigten EGFR-Konzentrationen im Serum.
Weitergehend untersuchten sie eine Subgruppe von Patientinnen mit normalen Werten
des s-HER-2/neu. Dabei fand sich fiir die Patientinnen mit erniedrigten s-EGFR-
Konzentrationen bei normalen s-HER-2/neu eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit im
Vergleich zu den Patientinnen, die sowohl normale s-EGFR als auch s-HER-2/neu-
Werte aufwiesen (60). Damit konnte EGFR als ein von den s-HER-2/neu-
Konzentrationen unabhingiger pradiktiver Wert herausgearbeitet werden und die
Messung von EGFR im Blut erlangte insbesondere fiir die HER-2/neu negativen

Patientinnen prognostisch an Bedeutung.

Auffillig ist ein deutlich hoherer cut-off unserer EGFR-Messungen. In dieser Arbeit

wurde der vom Hersteller des angewandten ELISA vorgegebene cut-off genutzt,
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wiéhrend die anderen Autoren eigene Vergleichskollektive gesunder Probanden fiir die
Festlegung eines Normbereichs heranzogen. Aus diesem Unterschied heraus resultiert

wahrscheinlich der hohere Anteil erniedrigter EGFR-Level dieser Arbeit.

VEGF 65

Unter den vier betrachteten biochemischen Markern nimmt VEGF¢ eine
Sonderstellung als Angiogenesefaktor ein. Auffillig war die Verteilung der
Baselinekonzentrationen gegeniiber CA15-3, HER-2/neu und EGFR. Uber die Hilfte
aller Patientinnen (56,1%) hatten vor Therapiebeginn pathologische VEGF 45-Konzen-
trationen. Anhand der Streubreiten und Mediane (vergleiche Tabelle 18) wird deutlich,
dass VEGF 65 vor Therapiebeginn nicht nur moderat, sondern auf ein Vielfaches des
oberen Normwerts von 60 pg/ml erhoht war. Beachtenswert lag der Median liber dem

oberen Normwert.

Tabelle 18 Streubreite (Range) und Mediane der postoperativen, prdtherapeutischen
Biomarkerkonzentrationen.
Baseline- CA 15-3 HER-2/neu EGFR VEGF 45
Konzentrationen (U/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml)
Range 6,5-54,6 5,4-14,2 29,6 - 98,1 2,4-825,1
Median 18,5 9,1 58,8 78,6
cut-off 30 15 52-75 60

Zwei Arbeiten zu perioperativen s-VEGF¢s-Konzentrationen beim Kolon- und
Mammakarzinom zeigten postoperative Markeranstiege. Zum einen ergaben die
perioperativen s-VEGF¢s-Konzentrationen von 68 kurativ resezierten
Kolonkarzinompatienten bis zum 30. postoperativen Tag signifikant erhdhte Level
verglichen mit den Werten Gesunder (61). Zum anderen beschreibt eine perioperative
Untersuchung der s-VEGF-Level von 82 Mammakarzinompatientinnen einen initialen
Anstieg bis zum 2. postoperativen Tag, einen darauf folgenden Abfall und einen

erneuten Anstieg zum 5. postoperativen Tag, abhidngig vom Ausmall der
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Tumorresektion (62). Diskutiert wurde eine Stimulation residueller Tumorzellen durch

den operativen Eingriff oder die anschlieBenden Wundheilungsprozesse.

Die Bindung von VEGF¢s an VEGFR-1 oder VEGFR-2 kann iiber die Aktivierung
einer Signalkaskade die Neovaskularisation, einen physiologischen Prozess, auslosen
(42). Erhohte Konzentrationen und damit verbundene Aktivititen wurden wéhrend des
Tumorwachstums beschrieben. Da die untersuchte Patientengruppe vermeintlich
tumorfrei war, schien ein kausaler Zusammenhang zwischen den erhohten VEGF¢s-
Werten und einer physiologischen, gesteigerten Angiogenese im Rahmen des

postoperativen Wundheilungsprozesses wahrscheinlicher.

Zu VEGF-Konzentrationen in Serum oder Plasma existiert eine vergleichende Arbeit,
die zeigte, dass im Plasma von Mammakarzinompatientinnen die VEGF-
Konzentrationen signifikant niedriger waren als im Serum dieser (63). Fiir die Daten der
vorliegenden Arbeit bedeutet dieser Aspekt, dass in Serumuntersuchungen ein noch

hoherer Anteil pathologischer Werte zu erwarten wére.

Peritherapeutische Biomarkerkonzentrationen und deren biologische Bedeutung

Im Verlauf der Therapie verdnderten sich die medianen Konzentrationen der Biomarker
abhéngig vom Therapiearm. Im konventionellen Therapiearm A stiegen CA 15-3 und
HER-2/neu signifikant an, hingegen verdnderte sich VEGF,¢s nicht wesentlich. Die
EGFR-Konzentrationen waren tendenziell fallend, allerdings ohne Signifikanz im

Arm A.

Bemerkenswert war die signifikante Anderung aller vier Biomarker fiir die Patientinnen
im dosisdichten, intensiveren Therapiearm B. Die medianen Werte von CA 15-3, HER-

2/neu und VEGF 65 stiegen an und EGFR fiel alterabhédngig signifikant ab.

Auch war ein bedeutend hoherer Anstieg der CA 15-3-Konzentrationen im Therapiearm
B gegeniiber Arm A zu verzeichnen, wohingegen der Anstieg der HER-2/neu-

Konzentrationen in beiden Armen ausgewogen war (siche Tabelle 19). Dieser
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Gegensatz spricht gegen eine Regulation durch residuelle Tumorzellen und verlangt

weitere Erkldrungen.

Tabelle 19: Mediane Konzentrationen der Biomarker im Therapieverlauf.
Therapiearm A| Therapiearm B
Start Ende |Pvalue Start Ende |Pvalue

CA 153  (Uml) [17,0 21,6 |0,103*10° [19.8 36,5 |<0,1*¥107"
HER-2/neu (ng/ml) (93 10,6 |0,176%¥10° [8,8 10,1 [0,100%10°
EGFR (ng/ml) [58,0 56,3 0,984 59,4 54,1 |0,242*107
VEGF¢s  (pg/ml) [100,6 67,7 [0,871 59,1 94,3 10,002

Da mit einer adjuvanten Therapie (im Vergleich zu keiner Therapie) fiir das
nodalpositive Mammakarzinom bessere Uberlebenszeiten erzielt wurden (2;64), ist zu
hinterfragen, warum die Markerwerte in der Therapie entgegen den Erwartungen fiir ein

Patientenkollektiv ohne nachweisbare Tumorlast anstiegen.

Fiir den Anstieg der Biomarker wihrend einer adjuvanten Chemotherapie und die
bemerkenswerten Unterschiede zwischen dem konventionellen und dem intensiveren

Arm sollen im Folgenden mogliche Ursachen, wie
e Mikrometastasierung in der adjuvanten Situation,
e Regulative Prozesse der Markerexpression und

e (G-CSF-Modulation, diskutiert werden.
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Mikrometastasierung in der adjuvanten Situation

Ein akzeptiertes Modell der Fernmetastasierung beschreibt das Loslosen von einzelnen
Zellen vom Tumorverband, so genannten Mikrometastasen. Diese zirkulieren entweder
durch das Blutgefdf3system oder iiber das lymphatische System in andere Organe. In den
letzten Jahren war es gelungen, diese anfangliche These durch immunhistochemische
Detektion solcher Zellen, z. B. im Knochenmark oder in Lymphknoten adjuvanter

nodalnegativer Mammakarznompatientinnen, zu sichern (65;66).

Unabhingig von der Anzahl der befallenen Lymphknoten wurde fiir das nodalpositive
Mammakarzinom von allen fiihrenden Gesellschaften die Indikation zu einer
systemischen Chemotherapie gestellt, da bereits eine Metastasierung vorliegt und
okkulte Tumorzellen nach einer R0O-Resektion angenommen werden miissen. Die
zytostatische Therapie hat den Zelltod verbliebener Tumorzellen zum Ziel, weshalb
anzunechmen war, dass unter der Therapie Zellbestandteile, unter anderem auch
Oberfldachenrezeptoren, in die Blutbahn frei gesetzt werden und im Plasma in erhohter

Konzentration nachzuweisen wiren.

Allerdings ist es fragwiirdig, ob allein dadurch ein signifikanter Markeranstieg zu
begriinden und dariiber hinaus auch der Unterschied der Ergebnisse beider
Therapieregime zu erkldren ist, wenngleich eine radikalere Zerstorung mikroskopischer

Tumormassen unter einer intensiveren Therapie denkbar wire.

Gegen die Mikrometastasierung als alleinige Ursache fiir die Markeranstiege unter
Therapie  sprach der hohe Anteil der Patientinnen mit auffilligen
Biomarkerkonzentrationen. Die Werte fiir CA 15-3 stiegen bei 12,3% (Arm A) und
60% (Arm B) der Patientinnen iiber die Normgrenze an, wohingegen die Rezidivrate fiir
das adjuvante Mammakarzinom innerhalb 15 Jahren postoperativ etwa 20% betrégt.
Somit sind die gemessenen ansteigenden Konzentrationen durch eine

Mikrometastasierung nicht plausibel erklarbar.

Die HER-2/neu-Konzentrationen hingegen waren in 4,7% (Arm A) und 4,3% (Arm B)

der Fille liber die obere Normgrenze gestiegen.
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Einen gemeinsamen Anstieg beider Marker zeigten lediglich 3 von 221 (1,4%)
untersuchten Patientinnen. Ldge dem Markeranstieg im intensiveren Behandlungsarm
ein Zerfall der Mikrometastasen zu Grunde, wére haufiger ein gleichzeitiger Anstieg der
Oberflichenmarker, CA 15-3, HER-2/neu und EGFR, zu erwarten. Auffillig ist der
homogene Verlauf von HER-2/neu unter der intensiveren Therapie, wahrend EGFR als
struktureller Verwandter scheinbar stirker beeinflusst wurde. In folgender Abbildung
sind die Patienten dargestellt, deren gemessenen Konzentrationen unter der
Chemotherapie in den pathologischen Bereich angestiegen (CA 15-3, HER-2/neu) bzw.
abgefallen (EGFR) sind.

Nur wenige Patientinnen wiesen bei erhdhten CA 15-3-Konzentrationen auch einen
pathologischen Wert der HER-2/neu- oder EGFR-Konzentration auf, ein Sachverhalt,
der vermuten lie, dass eher regulative Prozesse eines jeden einzelnen Markers unter

der jeweiligen Chemotherapie zu diesen Ergebnissen fiihrten.

Der deutlich hohe Anteil steigender CA 15-3-Konzentrationen im dosisdichteren/-
intensiveren Arm B sollte keinesfalls prognostisch gedeutet werden, zumal andere
prognostische Faktoren, wie die HER-2/neu-Expression oder das Grading, in beiden

Therapiearmen ausgeglichen waren.

Die Kombination von Anthrazyklinen und Taxanen in dosisdichten Therapieschemata,
wie eines auch fiir die Patientinnen dieser Arbeit angewandt wurde, erbrachte einen
Uberlebensvorteil verglichen mit konventionellen Regimen der adjuvanten Therapie des
nodalpositiven Mammakarzinoms (3;67;68). Die groBte der drei Studien erbrachte
innerhalb von 5 Jahren einen Vorteil im krankheitsfreien Uberleben fiir die dosisdichte
Therapiegruppe (82% versus 75%) (3). Das sei ebenfalls ein Argument filir andere
regulative Prozesse, die zu pathologischen Markerkonzentrationen unter der adjuvanten

Chemotherapie fiihrten.
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Regulative Prozesse der Markerexpression
HER-2/neu

Erhohte s-HER-2/neu-Spiegel vor und nach einer adjuvanten Chemotherapie sind als
prognostisch ungiinstig erwiesen (69-71). Deshalb kann HER2-/neu als Surrogatmarker
fiir eine Mikrometastasierung angesehen werden. Die Baselinekonzentrationen aller hier
untersuchten Patientinnen lagen im Normbereich und nur 10 [Arm A: 5 (4,7 %); Arm B:
5 (4,3%)] stiegen im Verlauf der Chemotherapie moderat tiber die Normgrenze (17,8
ng/ml) an. Weitere prognostisch ungiinstige Faktoren, wie gleichzeitig erhohte CA 15-
3-Konzentrationen oder einen positiven HER-2/neu-Status im Gewebe wiesen nur 3
bzw. 2 Patientinnen auf. Unabhdngig von der Anzahl der befallenen Lymphknoten
stiegen die HER-2/neu-Konzentrationen im Normbereich signifikant (Arm A:

p=0,176*10"" / Arm B: p=0,100*10") an.

Bei der geringen Anzahl positiver Lymphknoten von 1 bis 3 und den {iberwiegend
normalen CA 15-3-Konzentrationen ergab sich kein Anhalt, dass dieser Anstieg aus
okkulten Tumorzellen stammte. Vielmehr ist ein vermehrtes Abshedden der
Oberflichenrezeptoren von epithelialen, gesunden Gewebes wahrscheinlich, da HER-
2/neu auch von epithelialen Zellen gesunder Organe exprimiert wird (16-19).
Vorstellbar wire eine stiarkere Induktion dieses Vorgangs unter Einfluss der

Chemotherapie.

Eine regulatorische Interaktion zwischen Ostrogenrezeptoren und HER-2/neu wurde
bereits 1995 von Grunt et al. an Mammakarzinomzelllinien gezeigt. Dabei fiihrten
steigende Ostrogenspiegel zu einer Hemmung der HER-2/neu-Expression und
umgekehrt (72). Der Effekt der chemischen Kastration, sinkende Ostrogenspiegel unter
systemischer Chemotherapie (Cyclophosphamid, Methotrexat, Fluorouracil), ist an
nodalpositiven Mammakarzinompatientinnen von Liiftner et al. beschrieben worden.
Resultierend kam es zu einem signifikanten Anstieg der Serum-HER-2/neu-
Konzentrationen (55). Der Nachweis der Ostrogenabhidngigen HER-2/neu-Expression
gelang bereits 1990 bis 1994 an den verschiedenen Mammakarzinomzellinien (MCF-7,

T47-D, ZR75-1). Die Zugabe von Ostradiol induzierte eine Verminderung der HER-
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2/neu-Expression und die Hemmung des Rezeptors durch Tamoxifen, einem selektiven
Ostrogenrezeptor Modulator, fiihrte zu einem Anstieg der Expression (73-76). Die
inverse Korrelation von Ostrogenkonzentration und HER-2/neu-Expression erfolgt nach
Newmann et al. iiber eine Modulation der Transkriptionsaktivitit des HER-2/neu-Gens
durch Kofaktoren des Ostrogenrezeptors, z. B. SRC-1. IThre vorrangige Bindung an
Ostrogenrezeptoren ~ potenziert ~ deren  Transkriptionsaktivitit. Sinkt  die
Ostrogenrezeptorkonzentration, steigt der Anteil an freiem SRC-1 und es folgt eine
Potenzierung der HER-2/neu-Transkriptionsaktivitit (77). In der Abbildung 20 sei der

Signalweg eines EGF-Rezeptor in seiner Komplexizitit dargestellt.
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Abbildung 20: Signalkaskade des EGF-Rezeptors. SRC-1 bindet ligandenunabhdngig an die
intrazelluldire Domaine des Rezeptors.
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Der Anstieg der HER-2/neu-Konzentrationen im Therapieverlauf durch eine chemische
Kastration unter Epirubicin, Cyclophosphamid und Paclitaxel kann demnach nicht
ausgeschlossen werden. Dafiir spriche der addquate Anstieg des Markers in beiden
Therapiearmen, da die Wirkung der chemischen Kastration in beiden Therapiearmen
anzunehmen ist. Eine prognostische Bedeutsamkeit wiirde man in dem Anstieg der

HER-2/neu-Konzentrationen in dieser Arbeit nicht sehen.

EGFR

Im Therapieverlauf ergab sich ein signifikanter Abfall (p=0,242*107) der EGFR-
Konzentrationen im dosisdichten, intensiveren Arm B gegeniiber einem nicht
signifikanten Abfall (p=0,984) im Arm A. Zum Therapieende wiesen in der Gruppe B
40 % der Patientinnen erniedrigte, pathologische EGFR-Konzentrationen auf gegeniiber

25,2 % prétherapeutisch.

Die Erkenntnis, dass erniedrigte EGFR-Konzentrationen préadiktiv fiir ein kiirzeres
Uberleben sind (59;60), lieBe fiir den dosisdichten, intensiven Therapiearm dieser
Studie Erkldrungen offen, zumal gerade fiir diesen aggressiveren Therapiearm

giinstigere Markerkonstellationen erwartet wurden.

In der Literatur fanden sich derzeitig keine Daten, welche eine geminderte EGFR-
Expression oder absinkende Konzentrationen der gelosten EGFR-Domaine unter
Chemotherapie aufzeigten. Aus klinischen Erfahrungen ist die verstirkte Apoptose
epidermaler Zellen unter Chemotherapie bekannt und an Symptomen, wie Alopezia,
Mukositis, Hand-und-FuB3-Syndrom sichtbar. Neben der beschleunigten Apoptose wére
auch die Hemmung der Transkription der epidermalen Wachstumsfaktoren annehmbar.
In der adjuvanten Situation wurden Konzentrationen geloster EGF-Rezeptoren addquat
zu denen gesunder Frauen erwartet, da diese von gesundem epithelialen Gewebe und
nicht von Tumorzellen entstammten. Dafiir sprache der stiarkere Abfall im dosisdichten
Therapiearm mit der stirkeren Toxizitdt, wenn man einen Einfluss des eingesetzten

hidmatopoetischen Wachstumsfaktors auf EGFR ausschlieft.
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VEGF 65

Gemeinsam war den Verldufen von VEGF 45 und CA 15-3 ein signifikanter Anstieg der
Level im dosisdichten, intensiven Therapiearm in den pathologischen Bereich, wihrend
im konventionellen Arm die VEGF¢5-Werte sogar abfielen. Als Ursache fiir die
unterschiedlichen VEGF ¢s-Markerverldufe kann zum einen die Wirkung einer
intensiven Therapie auf das postoperative Wundgebiet zum anderen der Einfluss von G-

CSF diskutiert werden.

Ein postoperativer VEGF ¢5-Anstieg abhidngig vom Resektionsausmall wurde von de
Vita et al. fiir das Kolonkarzinom beschrieben und als reaktiver Prozess wéhrend der
Wundheilung interpretiert (78). Bereits 1992 wurde eine ansteigende Expression der
VEGF-mRNA in der Phase der Wundheilung an Ratten, Meerschweinen und Méusen
nachgewiesen. Gezeigt wurde eine vermehrte Expression von VEGF-mRNA durch

Keratozyten (79).

Der Einfluss einer adjuvanten Chemotherapie auf VEGF 65 wurde in dieser Arbeit zum
ersten Mal betrachtet. Uberraschend lagen die Baseline-Werte zu 56 % im
pathologischen Bereich. Unter der Therapie fiel die mittlere Konzentration im Arm A
nicht signifikant ab. Im Arm B zeigte sich ein signifikanter Anstieg (p=0,002) bei
differenten Baselinekonzentrationen. Vorstellbar ist eine durch Zytostatika
herbeigefiihrte Verzogerung der Wundheilung und damit anhaltende Stimulierung der
Proliferation von Endothelzellen iiber die VEGF-Expression. Denkbar ist die
Vermittlung auch durch mononukledre Zellen oder Zytokine. Fiir den dosisdichten Arm
kann eine zusitzliche Stérung der Wundheilung durch die intensivere Chemotherapie

vorliegen, weshalb eine reaktive Hochregulation von VEGF 65 moglich wire.
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Der Einfluss von G-CSF

Im Unterschied zu den Patientinnen der konventionellen Therapiegruppe A erhielten
diejenigen der dosisintensivierten Gruppe B Filgrastim, ein hdmatopoetischer
Wachstumsfaktor zur Stimulation der Granulopoese und Vermeidung oder Milderung

der therapieinduzierten Neutropenie.

Der granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) aktiviert und kontrolliert die
Proliferation und Differenzierung neutrophiler Granulozyten. Physiologisch verhilt sich

der G-CSF-Serumspiegel invers zur Neutrophilenzahl im Blut (80).

Zwei griechische Arbeiten aus den Jahren 2000 und 2004 beschrieben den Einfluss von
G-CSF auf zirkulierendes CA 15-3 fiir Mammakarzinompatientinnen unter einer
adjuvanten Therapie. Sie fanden gleich den Ergebnissen dieser Arbeit signifikante
Anstiege der CA 15-3-Konzentrationen fiir die Gruppe, welche eine G-CSF-Prophylaxe
erhielt, gegeniiber denen ohne G-CSF-Gabe (50;51). Die Arbeit von Briasoulis et al.
fand fiir 57 Patientinnen mit einer Epirubicin-haltigen adjuvanten Therapie heraus, dass
die CA 15-3-Konzentrationen abhédngig von der G-CSF-Gabe anstiegen und nach
Behandlungsende wieder auf ihr Ausgangsniveau sanken. Pentheroudakis et al.
untersuchten weitergehend den Einfluss der G-CSF-Dosis auf den CA 15-3-Anstieg und
fanden einen direkten Zusammenhang fiir 22 untersuchte Patientenverldufe. Mit der
Gabe von 5 pg/kg Korpergewicht stieg der Biomarker moderat und unter 10 pg/kg
Korpergewicht um ein  Vielfaches an. Ein Abfall der CA  15-3-
Konzentrationen in den Normbereich mit Beendigung der Behandlung war auch bei
diesen Verldufen zu verzeichnen. Weiter konnten sie unter der G-CSF Applikation mit
dem Anstieg der neutrophilen Granulozyten eine Induktion der MUC-1-Expression der
Neutrophilen im peripheren Blut nachweisen. Die Fahigkeit himatopoetischen Gewebes
zur Expression des Gens MUC-1 wurde bereits 1999 von Dent et al. (81) beschrieben

und durch die Arbeit von Briasoulis et al. belegt.

Der signifikante Anstieg der CA 15-3-Konzentrationen der 115 Patientinnen des
dosisintensivierten Therapiearmes, welchen G-CSF appliziert wurde, gegeniiber den

106 Patientinnen des konventionellen Arms in dieser Arbeit, stiitzt die Erkenntnisse um
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den Einfluss von G-CSF auf die CA 15-3-Konzentrationen im Blut. Der Anstieg von
CA 15-3 unter einer adjuvanten dosisintensivierten Chemotherapie mit G-CSF-
Applikationen (5 pg/kg KG ds.jo) konnte mit dieser Arbeit erstmals an einem grofleren

Patientenkollektiv gezeigt werden.

Unabhédngig vom Therapiearm stiegen die HER-2/neu-Spiegel signifikant (p<0,001)
innerhalb des Normbereichs an. Somit lisst sich vermuten, dass die Gabe von G-CSF

auf die Expression von HER-2/neu keinen wesentlichen Einfluss hatte.

G-CSF-Rezeptoren sind nicht ausschlieBlich auf hdmatopoetischen Zellen zu finden.
IThre Priasenz wurde fiir verschiedene humane, nicht-hdmatopoetische Zellen
beschrieben: das Plazentagewebe, Trophoblasten (82), vaskuldre Endothelzellen (83)
und Zelllinien des Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (84). In der Zellkultur konnte
gezeigt werden, dass G-CSF sowohl die Migration als auch die Proliferation humaner
vaskuldrer Endothelzellen stimulierte und iiber Rezeptoren auf Endothelzellen eine
Wirkung vermittelte (85). Somit wére es denkbar, dass G-CSF direkt iiber die
Endothelzellen wirken kann und in der verabreichten Dosis zu einer gesteigerten
Expression von VEGF¢s in dem dosisintensivierten Arm mit G-CSF-Applikation

fuhrte.

Nach diesen Ergebnissen sollten unter einer intensiven, adjuvanten, mit G-CSF-support
gefiihrten Chemotherapie gemessene CA 15-3 bzw. VEGF¢s Konzentrationen mit
Vorsicht ausgewertet werden und keinesfalls allein zu weiteren bildgebenden,

kostenintensiven Untersuchungen au3erhalb des Monitoringplans fiihren.
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Einfluss des Menopausen- und Hormonrezeptorstatus auf die HER-2/neu- und

EGFR-Konzentrationen

Bekannt ist eine inverse Abhingigkeit der HER-2/neu Konzentrationen von der
Ostradiol-Konzentration (55) und dem Ostrogenrezeptor (86;87). In der vorliegenden
Arbeit war der Anteil prd- und postmenopausaler Frauen ausgewogen (46% versus
54%). Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus wurden bei Positivitit als
Hormonrezeptoren zusammen betrachtet und es ergab sich kein signifikanter
Unterschied der HER-2/neu-Konzentrationen beziiglich des Hormonrezeptorstatus
(p=0,13). Hingegen zeigten die postmenopausalen Patientinnen signifikant hohere
HER-2/neu-Konzentrationen (p=0,02) als prdmenopausale, wenngleich alle Werte im

Normbereich lagen.

Sainsbury et al. beschrieben eine inverse Korrelation der Prisenz von Ostrogen- und
EGF-Rezeptoren in Primdrtumoren eines Mammakarzinoms (88). Auch fiir die
adjuvanten Patientinnen mit 1-3 positiven Lymphknoten wurden tendenziell héhere
EGFR-Level im Plasma gemessen (p=0,07), wenn jene negative Hormonrezeptorstatus
aufwiesen. Ein signifikanter Unterschied der EGFR-Konzentrationen zwischen pri- und

postmenopausalen Patientinnen bestand nicht.

Die Ergebnisse iiber den Einfluss des Menopausenstatus und damit der Ostradiolspiegel
auf die HER-2/neu-Konzentrationen im Serum und Plasma belegen Studien von Bagli et
al. und Liiftner et al. (55;89). Letztere untersuchten die Verdnderungen der s-HER-
2/neu-Spiegel von Mammakarzinompatientinnen mit 1-9 befallenen Lymphknoten in
der adjuvanten Situation unter Ostradiolsuppression mittels Leuprorelin, was hormonell

einer kiinstlichen Herbeifiihrung der Menopause entspricht.

Uber den Zeitraum der Therapie betrachtet bestand kein signifikanter Einfluss des
Hormonrezeptor- oder Menopausenstatus auf den zeitlichen Verlauf der
Biomarkerkonzentrationen von HER-2neu und EGFR. Unabhingig vom Therapiearm
fanden sich zum Therapieende hiufiger pathologische HER-2/neu-Konzentrationen bei

den postmenopausalen (5,9%), als den primenopausalen Frauen (2,9 %).
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Eine Subgruppenanalyse in der vorliegenden prospektiven Arbeit ergab signifikant
hohere HER-2/neu- und EGFR-Konzentrationen fiir die postmenopausalen
Patientinnen, wenn gleichzeitig der Hormonrezeptor negativ war (p=0,02 und 0,002). In

der Primenopause bestand dieser signifikante Einfluss des Hormonrezeptorstatus nicht

wie Tabelle 20 zeigt.
Tabelle 20: HER-2/neu- und EGFR-Konzentrationen bezogen auf den Menopausen- oder
Hormonrezeptorstatus.
HER-2/neu (ng/ml) EGFR (ng/ml)

Menopausenstatus pra post pra post
Median 8,7 9,4 59,0 58,3
Signifikanz (p) 0,02 0,56
Hormonrezeptorstatus negativ positiv negativ positiv
Prdmenopausale
Median 9.4 8,8 60,1 57,8
Signifikanz (p) 0,13 0,07
Postmenopausale
Median 9,9 9,1 61,7 57,0
Signifikanz (p) 0,02 0,002

Einfluss der HER-2/neu-Gewebeexpression auf die HER-2/neu- und VEGFigs-

Konzentrationen

Ein Vergleich der HER-2/neu-Gewebeexpression abhidngig vom Menopausenstatus
erbrachte eine Uberexpression bei 33,3% der pri- und 29,1% der postmenopausalen
Frauen (p>0,05). Dieses ausgewogene Verhéltnis HER-2/neu-gewebepositiver unter den
prd- und postmenopausalen Frauen konnte bereits in friiheren Arbeiten von
Tsakountakis et al. und Zheng et al. gezeigt werden. Sie stellten ebenfalls eine
Gegeniiberstellung des HER-2/neu-Gewebestatus bei prd- und postmenopausalen
Patientinnen mit einem primdren invasiven Mammakarzinom auf (89-91). Eine HER-
2/neu-Uberexpression wurde von Tsakountakis et al. fiir 40% der primenopausalen und

38% der postmenopausalen Frauen beschrieben. In der Patientinnengruppe von Zheng
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et al. zeigten eine HER-2/neu-Uberexpression 27,4% der primenopausalen und 24,8%

der postmenopausalen Patientinnen (siehe Tabelle 21).

Tabelle 21 HER-2/neu-Gewebestatus bei prd- und postmenopausalen Frauen mit einem primdr
invasivem Mammakarzinom. Das Signifikanzniveau prdmenopausal vs. postmenopausal

lag in allen Gruppen iiber 0,5.

HER-2/neu- Pramenopausal Postmenopausal
Gewebestatus
n=132 n=246
Tsakountakis et al. positiv 52 (40%) 93 (38%)
negativ 80 (60%) 153 (62%)
n=318 n=230
Zheng et al. positiv 87 (27,4%) 57 (24,8%)
negativ 231 (72,6%) 173 (75,2%)
n=90 n=110
eigene Daten positiv 30 (33,3%) 32 (29,1%)
negativ 60 (66,7%) 78 (70,9%)

Die auffallend divergierenden Anteile HER-2/neu-gewebepositiver Patientinnen von
27,4 bis 40% der Prdmenopausalen und 24,8 bis 38% der Postmenopausalen 14t sich
zum einen mit der Heterogenitit der drei Patientengruppen erkldren. Gemeinsam ist
thnen die Diagnose des primdr invasiven Mammakarzinoms, jedoch bestehen
Unterschiede im Grading, Staging und Nodalstatus. Da die pra- und postmenopausalen
Patientinnen einer jeden Studiengruppe keine signifikanten Unterschiede in diesen
Merkmalen aufwiesen, ist ein Vergleich dennoch zuldssig. Zum anderen konnen
divergierende Ergebnisse der HER-2/neu-Expression im Gewebe aus den
unterschiedlich angewandten Nachweismethoden, FISH oder IHC, resultieren. Auch der
Zeitpunkt  der innerhalb  des

Bestimmung der  HER-2/neu-Expression

Menstruationszyklus einer primenopausalen Frau kann entscheidend sein (22).

Bekannt ist eine positive Assoziation zwischen der HER-2/neu- und VEGF-Expression
fiir das Mammakarzinom. Speziell fiir VEGF 65 konnten von Konecny et al. retrospektiv
signifikant hohere Konzentrationen fiir 114 HER-2/neu-positive Frauen mit einem

adjuvanten Mammakarzinom, verglichen mit HER-2/neu-negativen, gezeigt werden
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(92). Die prospektiven Messungen dieser Arbeit ergaben keinen signifikanten
Unterschied der VEGF,¢s-Konzentrationen fiir HER-2/neu-negative oder —positive
Patientinnen, wenngleich ein Trend zu hoheren Konzentrationen bei positivem HER-

2/neu-Status vorhanden war.

Tabelle 22: Vergleich der VEGF-Konzentrationen im Gewebe und im Plasma in Abhdngigkeit vom
HER-2/neu-Gewebestatus.
HER-2/neu-Gewebestatus | Signifikanz
negativ positiv p
Konecny et al. n=497 n=114
VEGEF  4s-Gewebeexpression,
.\ 353 100 <0,001
positiv
% 71,0 87,7
eigene Daten n=138 n=62
VEGF 4s-Plasmakonzentration, 772 86.4 0.41
Median (pg/ml) ’ ’ ’

Einfluss des histologischen Gradings auf die HER-2/neu und VEGFigs-

Konzentrationen

Patientinnen mit einem histologischen Grading von 1 wiesen signifikant niedrigere
VEGF¢s-Konzentrationen auf als jene mit einem histologischen Grading von 2 und 3.
Ein weiterer Anstieg der VEGF,¢s-Konzentrationen mit der Entdifferenzierung des
Tumorgewebes war nicht vorhanden. Im Gegenteil, die Patientinnen mit einem
histologischen Grading von 3 wiesen tendenziell geringere VEGF 45-Konzentrationen

auf als jene mit einem histologischen Grading von 2, allerdings ohne Signifikanz.

Zusammenfassend zeigte sich der Trend, dass adjuvante Mammakarzinompatientinnen
mit differenzierteren Karzinomen geringere VEGF¢5-Konzentrationen aufwiesen, als
diese mit zunehmend entdifferenzierten. Diese Abhédngigkeit des biologischen Markers

von der Differenzierung des Tumors zeigte sich ebenfalls fiir HER-2/neu. Ein
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signifikanter Anstieg (p=0,02) der Plasmakonzentrationen mit abnehmender

Differenzierung des Mammakarzinoms konnte auch hier gezeigt werden.

Altersabhangige EGFR-Konzentrationen

Die Untersuchungen beziiglich eines Einflusses des Alters der Patientinnen auf die
Konzentrationen der Biomarker ergaben steigende EGFR-Werte mit zunehmendem
Alter. Diese Abhdngigkeit konnte allerdings nur in einem der beiden Therapiearme
beobachtet werden und wird deshalb als Phdnomen betrachtet. Um die Fragestellung
nach einem Einfluss des Alters auf die EGFR-Konzentrationen im Blut adjuvanter
Mammakarzinompatientinnen zu beantworten, wiren Untersuchungen an groferen

Patientenkollektiven sinnvoll.

Einfluss des Lymphknotenstatus und der Tumorgrof3e

Die Baseline-Konzentrationen und Verldufe der Biomarker waren weder durch die
variierende Anzahl der Lymphknoten von 1 bis 3 noch durch die Tumorgrofle

beeinflusst worden.
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In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, wie sich die Konzentrationen
der Biomarker CA 15-3, HER-2/neu, EGFR und VEGF¢s unter einer adjuvanten
Chemotherapie im Plasma verhielten und welchen Einfliissen diese unterlagen. HER-
2/neu stellte sich dabei als ein stabiler Marker heraus und erscheint als

Verlaufsparameter in der adjuvanten Therapie des Mammakarzinoms als geeignet.

CA 15-3- und VEGF,¢s-Konzentrationen sollten nach den vorliegenden Ergebnissen
wihrend einer intensiven, adjuvanten, mit G-CSF-support gefiihrten Chemotherapie mit
Vorsicht ausgewertet werden und keinesfalls allein zu weiteren bildgebenden,
kostenintensiven Untersuchungen aullerhalb des Monitoringplans fiihren. Weitere
biochemische Untersuchungen iiber den Einfluss himatopoetischer Wachstumsfaktoren
auf epitheliale Onkoproteine sind nétig, um die Verwertbarkeit der einzelnen Biomarker

unter dosiseskalierten oder -dichten Therapieregimen eingehender beurteilen zu konnen.

Die vorliegenden Ergebnisse lieBen vermuten, dass VEGF;ss zum Beginn der
Chemotherapie noch durch den postoperativen Wundheilungsprozess hoch reguliert
war. Eine intensive Chemotherapie beeinflusst die Regulation von VEGF¢s vermutlich

in wesentlich hoherem Male als eine Chemotherapie mit geringerer Toxizitét.

Der Abfall der EGFR-Werte unter der angewandten Chemotherapie bei signifikant
ansteigenden HER-2/neu-Konzentrationen ldsst fiir die beiden Biomarker aus der
Familie der Wachstumsfaktorrezeptoren verschiedene regulative Mechanismen
vermuten und unterstreicht die Bedeutung beider Marker im Therapiemonitoring. Aus
klinischer Sicht ergab sich die Frage, inwieweit HER-2/neu-negative Patientinnen von
einem zusdtzlichen EGFR-Monitoring profitieren. Dies sollte ein interessanter Ansatz
fiir weitere Begleitprogramme zu klinischen Studien sein und erweitert werden durch
die Priifung der Indikationen fiir Anti-EGFR-Therapien beim HER-2/neu-negativen

Mammakarzinom.

Fiir die prognostische Bedeutung dieser Marker in der frithen, adjuvanten Situation sind
die weiteren Auswertungen des laufenden Follow-up erforderlich. Aufgrund der
Biologie des Mammakarzinoms und seinen spiten Rezidiven sind erste Auswertungen

zu dieser Fragestellung frithestens in 5-10 Jahren zu erwarten.
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Zusammenfassung

Diese Arbeit untersuchte die longitudinalen Verldufe der Biomarker CA 15-3,
HER-2/neu, EGFR und VEGF,¢s wihrend einer adjuvanten Chemotherapie des
nodalpositiven Mammakarzinoms. Die Grundlage hierfiir bildete eine nationale
prospektiv randomisierte Therapieoptimierungsstudie der Adjuvans-Studiengruppe. Die
eingeschlossenen Patientinnen mit 1-3 befallenen Lymphknoten wurden postoperativ
mit Cyclophosphamid, Epirubicin gefolgt von Paclitaxel in Intervallen von 21 Tagen
oder mit der intensivierten Gabe von Epirubicin gefolgt von Paclitaxel unter G-CSF-
Support in Intervallen von 14 Tagen behandelt. Der ASG-Studie war ein
wissenschaftliches Begleitprogramm angehingt, welches zur Aufgabe hatte, von den
jeweiligen Patientinnen Blutproben vor und zum Ende der Chemotherapie sowie zum
Zeitpunkt eines eintretenden Rezidivs zusammenzustellen, um die genannten Biomarker
im longitudinalen Verlauf zu bestimmen. Die Ergebnisse dieses wissenschaftlichen

Begleitprogramms bilden den Inhalt dieser Dissertationsschrift.

Im Plasma von 221 Patientinnen (A: n=106 und B: n=115) lagen postoperativ und vor
Einleitung der adjuvanten Chemotherapie die HER-2/neu-Konzentrationen
ausschlieBlich im Normbereich, wihrend nicht pathologische Konzentrationen fiir
CA 15-3 bei 89,1%, fir EGFR bei 68,3% und fiir VEGF 65 bei 43,9% der Patientinnen
zu diesem Zeitpunkt nachgewiesen wurden. Signifikant &nderten sich zum
Therapieende im konventionellen Therapiearm A lediglich die Konzentrationen der
Biomarker CA 15-3 und HER-2/neu, dagegen im intensivierten Therapiearm B die
Konzentrationen aller Biomarker. Die Schwankungen der HER-2/neu-Konzentrationen
wurden bis auf wenige Ausnahmen im Normbereich beobachtet. Damit erwies sich

dieser Marker als sehr stabil und von regulatorischen Prozessen nur wenig beeinflusst.

Anhand der Verdnderungen der Biomarker konnte gezeigt werden, dass eine intensivere
Chemotherapie sowie ein G-CSF-Support einen wesentlichen Einfluss auf die weiteren
gewihlten Biomarker in ihren Konzentrationen im Blut nehmen kann und die Nutzung

dieser fiir ein Therapiemonitoring bereits in der adjuvanten Chemotherapie nur
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eingeschrinkt zu empfehlen ist. Sie sollten allein betrachtet nicht zu weiteren

bildgebenden, kostenintensiven Untersuchungen auflerhalb des Monitoringplans fiihren.

Unter der Chemotherapie mit G-CSF-Support erwies sich der etablierte Biomarker
CA 15-3 als nicht aussagekriftig fiir ein Therapiemonitoring, weshalb von Messungen
der CA 15-3-Konzentrationen bei gleichzeitigen G-CSF-Gaben abgeraten wird. Nach
unserer Kenntnis konnte ein Anstieg der CA 15-3-Konzentrationen unter G-CSF
erstmals an einem grofleren Patientinnenkollektiv gezeigt und bereits existierende Daten

zur Regulation von CA 15-3 durch G-CSF mit dieser Arbeit bestétigt werden.

Deutlich erhohte Plasmakonzentrationen fiir circa die Hélfte der Patientinnen zeigte der
Biomarker VEGF¢s. Interessant wiren weitere Studien mit einem bereits prdoperativ
liegenden Verlaufsbeginn. Damit lieBe sich die Frage einer noch durch die
Wundheilung getriggerten Hochregulation der VEGFR¢s-Expression zum Zeitpunkt
der Einleitung einer adjuvanten Chemotherapie beantworten. Der Verlauf des
Biomarkers unter einer adjuvanten Chemotherapie des Mammakarzinoms konnte in
dieser Arbeit nur mit Vorsicht betrachtet werden, da keine Gleichverteilung der

Baselinewerte in beiden Therapiearmen vorlag.

In der adjuvanten Situation des Mammakarzinoms erschienen die EGFR-
Plasmakonzentrationen vorerst nicht geeignet. Die Interpretation war erschwert durch
die sowohl pathologisch erhohten als auch erniedrigten Werte und den fragwiirdigen
Einfluss des Alters. Zu welchen Anteilen der signifikante Abfall der EGFR-
Konzentrationen unter der dosisdichten Therapie prognostische Aussagekraft besitzt
oder durch die intensivere Chemotherapie bzw. den G-CSF-Support hervorgerufen

wurde, werden zukiinftige Auswertungen der Rezidivpatientinnen zeigen.

Fiir die prognostische Bedeutung dieser Marker in der frithen, adjuvanten Situation sind
die weiteren Auswertungen des laufenden Follow-up erforderlich. Aufgrund der
Biologie des Mammakarzinoms und seinen spéten Rezidiven sind erste Auswertungen

zu dieser Fragestellung friihestens in 5-10 Jahren zu erwarten.
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bzw.

CA 15-3
CA 27.29
d

ECD
EGF
EGFR
ELISA
FISH

g

G-CSF
HER-2/neu
HR

IHC

kDa

LK
LVEF
min
s-EGFR
s-HER-2/neu
s-VEGF
TGF-a
TGF-p
VEGF
VEGFR
WisSS.

z. B.

Adjuvans Studiengruppe

beziehungsweise

carbohydrate antigen 15-3

carbohydrate antigen 27.29

Tag

extracellular domain

epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor

enzyme linked immuno-sorbent assay
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Erdanziehungskraft

granulocyte-colony stimulating factor
human epidermal growth factor receptor 2
Hormonrezeptor

Immunhistochemie

Kilodalton

Lymphknoten

Linksventrikuldre Ejektionsfraktion
Minuten

epidermal growth factor receptor im Serum
human epidermal growth factor receptor 2 im Serum
vascular endothelial growth factor im Serum
transforming growth factor a

transforming growth factor 3

vascular endothelial growth factor

vascular endothelial growth factor receptor
wissenschaftlich

zum Beispiel
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