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1 Einleitung 

1.1 Definition des Mammakarzinoms 

Unter dem Sammelbegriff Mammakarzinome werden diejenigen malignen Tumoren der 

Brust zusammengefasst, die von den Epithelien mit Merkmalen von Milchgängen (duktales 

Karzinom) oder von lobulären Drüsenendstücken (lobuläres Karzinom) ausgehen 

(Riede, 1995). 

Man unterscheidet zwischen einem intraduktalen Karzinom und einem invasiven duktalen 

Karzinom bzw. zwischen einem lobulären Carcinoma In Situ und einem invasiven lobulären 

Karzinom, wobei die invasiven Formen einen hohen Malignitätsgrad aufweisen. Es gibt eine 

Reihe von Mammakarzinome, die als „Sonderformen“ bezeichnet werden, seltener 

vorkommen und eine bessere Prognose als die invasiven Karzinome aufweisen. Zu diesen 

zählt man folgende Formen: tubuläre, papilläre, muzinöse, medulläre Karzinome u.a. Das 

invasive duktale Karzinom ist mit 65-80% der häufigste Karzinom-Typ der Brustdrüse. Es ist 

definiert als ein Tumor, der nicht in eine der anderen Kategorien passt und deshalb als „not 

otherwise specified (NOS)“ bezeichnet wird (Tumorzentrum München, 1998). 

 

 

1.2 Epidemiologie des Mammakarzinoms 

In den westlichen Ländern ist das Mammakarzinom die häufigste Tumorerkrankung der Frau. 

Nach heutigen Inzidenzzahlen erkranken ca. 8-9% der Frauen am Mammakarzinom 

(Tumorzentrum München, 1998). 

Das Mammakarzinom kommt bei beiden Geschlechtern vor, aber die Inzidenz beim Mann ist 

um ein 100faches geringer als bei der Frau. Epidemiologische Studien zeigten, dass die 

Inzidenz des Mammakarzinoms mit einem Häufungsmaximum in den USA und einem 

Minimum in Japan eine unterschiedliche geographische Verteilung aufweist. Anfangs 

vermutete man, dass genetische Unterschiede zwischen diesen beiden Rassen eine mögliche 

Erklärung darstellen könnten. Diese Vermutung wurde jedoch durch Studien über 

Nachkommen von Einwanderern in den USA, die aus Japan kamen, nicht bestätigt. Diese 
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Studien wiesen daraufhin, dass Umweltfaktoren eine grosse Rolle in der Entwicklung eines 

Mammakarzinoms spielen. 

Ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von Mammakarzinom haben folgende Frauen: 

1. BRCA-1 (breast cancer gene)-Mutationsträgerinnen 
2. Behandeltes Mammakarzinom der kontralateralen Seite 
3. Familiäre Belastung 
4. Atypische duktale/lobuläre Hyperplasie (Mastopathie Grad III nach Prechtel) 
5. Malignom in der Eigenanamnese 
6. Deutliches Übergewicht 
7. Nullipara, späte Erstgebärende (>35J) 
8. Frühe Menarche (<12J), späte Menopause (>52J) 
9. Alter über 50 Jahre 

 

Liegen 1-3 der genannten Risikofaktoren vor (ausser BRCA-1), ist mit einem erhöhten 

Mammakarzinomrisiko zu rechnen (Tumorzentrum München, 1998). Epidemiologische 

Risikofaktoren sind Bedingungen, die in Bevölkerungsstudien bei der Untersuchung der 

Pathogenese bestimmter Erkrankungen als krankheitsfördernde Umstände statistisch gesichert 

wurden. Sie können uns lediglich Auskunft darüber geben, ob ein erhöhtes Risiko an einem 

Mammakarzinom zu erkranken vorliegt. Aber nachdem die Diagnose Mammakarzinom 

gesichert wurde, rücken andere Probleme in den Vordergrund: Man muss sich überlegen, 

welche OP-Methode angewandt werden soll; ob eine Bestrahlung und bzw. oder eine 

adjuvante systemische Therapie notwendig ist. Einen weiteren wichtigen Punkt stellt die 

Abwägung zwischen dem tatsächlichen Nutzen und den nicht zu unterschätzenden 

Begleiterscheinungen einzelner Therapieschemata, die sich in Form von gravierenden 

Nebenwirkungen sowie sozialen und psychischen Belastungen zeigen, dar  

(Goldhirsch et al., 1989). 

Die starke Heterogenität der Mammakarzinom-Erkrankung und die dadurch bedingte extreme 

Variabilität einzelner Krankheitsverläufe erschwert die Einschätzung des individuellen Risikos 

einer Patientin in Hinblick auf eine frühe systemische Ausbreitung des Karzinoms. Direkte 

bildgebenden Verfahren, wie Ultraschall, Röntgen oder Skelettszintigramm geben erst zu 

einem relativ späten Zeitpunkt einen Hinweis auf Generalisierung. Ausserdem kann die 

Variabilität teilweise durch die biologischen Eigenschaften des Tumors erklärt werden (Clark, 

1996). Deshalb versucht man durch Prognosefaktoren und prädiktive Faktoren Anhaltspunkt 

zu gewinnen, um das Patientenkollektiv genauer zu charakterisieren, das von adjuvanten 

systemischen Therapiemassnahmen profitieren würde. Erst dadurch könnte es möglich sein 
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die Anzahl derjenigen Patientinnen drastisch zu verringern, die die Nebenwirkungen in Kauf 

nehmen müssen ohne letztlich von solchen Therapiemassnahmen zu profitieren. 

Mammakarzinompatientinnen, deren Lymphknoten zum Zeitpunkt der Primärtherapie keine 

Tumorzellen aufweisen, sind für Ärzte, die sich in der Behandlung des primären 

Mammakarzinoms spezialisieren, von grossem klinischen Interesse. Basierend auf 

historischen Daten sind zwei Drittel der nodal-negativen Patientinnen durch eine alleinige 

loko-regionale Therapie geheilt, so dass keine adjuvante systemische Therapie mehr 

notwendig ist. Nur ein Drittel aller nodal-negativen Patientinnen erleben das Wiederauftreten 

ihrer Krankheit innerhalb von zehn Jahren ab ihrer ersten Operation und sterben schliesslich 

an Metastasen (Clark und McGuire, 1988). 

Bis jetzt wurden traditionelle histomorphologische und klinische Faktoren wie 

Tumorgrösse, Grading, Steroidhormonrezeptorstatus, Alter oder Menopausenstatus 

benutzt, um diejenigen nodal-negative Patientinnen mit einem hohen Rezidivrisiko, die von 

einer adjuvanten systemischen Therapie profitieren würden, zu identifizieren (McGuire and 

Clark, 1992). Wenn aber diese traditionellen prognostischen Faktoren benutzt werden, würden 

bis zu 95% (Zujewski et al., 1998) aller nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen eine 

adjuvante systemische Therapie erhalten, obwohl nicht mehr als ein Drittel dieser Patientinnen 

Metastasen entwickeln werden. Diese Diskrepanz regte die Suche nach tumorbiologischen 

prognostischen Faktoren an, um die Identifizierung, der mit einem erhöhten Rezidivrisiko 

behafteten nodal-negative Patientinnen, zu verbessern. 
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1.3 Prognosefaktoren beim Mammakarzinom 

1.3.1 Etablierte Prognosefaktoren 

Ein Prognosefaktor ist definiert als ein zum Zeitpunkt der Diagnose und Operation 

verfügbares Mass und steht in Beziehung mit der rezidivfreien (DFS) bzw. der 

Gesamtüberlebenszeit (OS) in Abwesenheit einer adjuvanten systemischen Therapie 

(Clark, 1996). 

Als klinisch akzeptierte Prognosekriterien beim Mammakarzinom gelten der axilläre 

Lymphknotenstatus, die Grösse des Primärtumors, der Hormonrezeptorstatus, die 

histopathologische Klassifikation des Tumors, sowie Menopausenalter und Alter der 

Patientin.  

In den letzten Jahren wurden Faktoren des Tumorgewebes entdeckt, die die Malignität und 

Aggressivität von Krebszellen entscheidend beeinflussen. Die Faktoren bestimmen 

beispielsweise die Fähigkeit von Krebszellen, aus dem Tumorgewebe auszubrechen 

(Proteolyse, Invasion), in eine bestimmte Richtung zu wandern (Adhäsion, Migration), über 

Gefässe in gesundes Gewebe einzudringen und Metastasen zu bilden (Metastasierung). Der 

Gehalt des Tumorgewebes an diesen Faktoren lässt oft mit einer grossen Wahrscheinlichkeit 

vorhersagen, ob es im gegebenen Fall zum Wiederauftreten der Erkrankung in der Zukunft 

kommen wird.  

Nicht allein das Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt ihrer Entdeckung, sondern auch die 

Biologie des Tumors bestimmen die Chancen und die Risiken bei einer Krebserkrankung. Die 

Tumorbiologie beschreibt die Fähigkeit und Mechanismen, die ein Tumor besitzt, um in einem 

Wirtsorganismus zu wachsen und zu metastasieren. 

In Tabelle 1 werden eine Reihe neuer Prognosefaktoren, die morphologische, zellkinetische 

und tumorbiologische Aspekte berücksichtigen, den bekannten alten Faktoren 

gegenübergestellt. Über diese Prognosefaktoren, von denen bereits mehr als 100 bekannt sind, 

sollte es möglich werden, Vorhersagen über das Risiko des Lokalrezidivs und der 

Fernmetastasen bzw. das Überleben zu machen und somit Risikopatientinnen zu identifizieren. 

Dadurch kann eine entsprechende individuelle risikoadaptierte Selektion von Patientinnen für 

eine adjuvante Therapie erreicht werden (Tumorzentrum München, 1998). 



 Prognosefaktoren beim Mammakarzinom 11

 

Tabelle 1: Prognosefaktoren beim primären Mammakarzinom (Tumorzentrum München, 
1998) 

„Klassische“ und neuere Prognosefaktoren  
mit gesicherter oder fraglichen klinischer Relevanz 

  

Klassische Prognosefaktoren 
 

Neuere Prognosefaktoren (Beispiele) 
 
TNM-Status 
Tumorgrösse 
axillärer Lymphknotenbefall 
Fernmetastasierung 
 
Morphologie 
Grading (GI-III) 
vaskuläre Invasion 
Lymphangiosis carcinomatosa 
 
Steroidhormonrezeptoren 
Östrogenrezeptoren (ER) 
Progesteronrezeptoren (PR) 
 
Menopausenalter 
 

  
Tumorzellnachweis im Knochenmark 
 
Proliferation und DNS-Ploidie 
Thymidin-Labeling-Index (TLI) 
S-Phase-Fraktion (SPF) 
DNS-Ploidie 
Ki-67 (MIB1), PCNA 
 
EGF-Rezeptor (EGFR; c-erbB-1) 
 
c-erbB-2(HER-2/neu)-Onkogen 
P-185 Onkogenprodukt 
andere Onkogene/Wachstumsfaktoren: 
c-erbB-3, c-myc, TGF-alpha, TGF-beta, 
p53, Retinoblastom(Rb)-Genprodukt 
 
tumorassoziierte Proteasen 
Urokinase Plasminogenaktivator (uPA) 
Plasminogenaktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) 
Kathepsin D 
 

 
Eine weitere wichtige Frage ist, ob durch dies Prognosefaktoren therapeutische 

Entscheidungen beeinflusst werden. Schliesslich ist zu bedenken, dass für die klinische Praxis 

die Berücksichtigung nicht relevanter Prognosefaktoren zu einer Verunsicherung der 

betroffenen Patientinnen führen kann und das Gesundheitswesen dadurch mit weiteren 

unnötigen Kosten belasten würde (Ergebnisse einer Konsensuskonferenz, 1997). 
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In der heutigen Zeit sind Prognosefaktoren in mindestens drei klinischen Situationen wichtig: 

1. Identifizierung der Patientinnen, deren Prognose nach der Operation so gut ist, dass 
eine zusätzliche adjuvante systemische Therapie keine weiteren Vorteile bringen 
würde. 

 
2. Identifizierung der Patientinnen, deren Prognose mit der gewöhnlichen Behandlung so 

schlecht ist, so dass andere, aggressivere Therapieformen notwendig wären. 
 

3. Hinweise auf die Patientinnen, für welche eine spezifische Therapie entweder Vorteile 
oder auch keine Vorteile mit sich bringen würde (Clark, 1994). 

 

Clark weist daraufhin, dass man vorsichtig sein muss, wenn man Ergebnisse veröffentlichter 

Studien, die potentielle prognostische und prädiktive Faktoren beurteilen, interpretiert. Er rät 

sich an die Kriterien für die Evaluierung prognostischer Faktoren modifiziert nach Mc Guire 

zu halten (siehe Tabelle 2). 

Tabelle 2: Kriterien für die Evaluierung prognostischer Faktoren (modifiziert nach 
McGuire, 1991 und Graeff, 1997) 

1. Biologische Hypothese 
2. Einfacher Nachweis für den Faktor  
3. Biostatischer Planung der Durchführung 
4. Korrelation mit etablierten Faktoren 
5. Optimierte Schwellenwerte zur Untersuchung in Niedrig- und 

Hochrisikogruppen 
6. Univariate und multivariate Analyse (Unabhängigkeit und Gewichtung von 

Faktoren) 
7. Validierung der Ergebnisse in einem anderen Patientenkollektiv durch andere 

Untersucher  
8. Klinische Studie, Auswirkung auf die Therapie 
9. Überführung in die klinische Praxis 

 

 

1.3.2 HER-2/neu 

Einer der tumorbiologischen Faktoren, der als Marker einer schlechten Prognose bei 

Mammakarzinompatientinnen gilt, ist das Proto-Onkogen HER-2/neu Gen (c-erbB-2) 

(Slamon et al., 1987a; O`Reilly et al., 1991).  

Onkogene sind Gene mit onkogener Potenz, die mit verschiedenen Tumoren assoziiert sind 

und sich von sogenannten Proto-Onkogenen ableiten. Proto-Onkogene sind durch ihre 

Genprodukte an der Kontrolle normaler Wachstums- und Differenzierungsprozesse 

(insbesondere der Zellproliferation) beteiligt. Sie haben frühembryonal besondere 
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Kontrollaufgaben, z.B. in Trophoblastzellen der Plazenta für die endokrine und 

immunologische Umstellung des mütterlichen Organismus während der Schwangerschaft. Die 

Wirkung der Proto-Onkogene wird durch Tumorsuppressorgene (anti-Onkogene) kontrolliert. 

Proto-Onkogene liegen in inaktiver Form in jeder somatischen Zelle vor und müssen für die 

Entstehung eines Tumors zunächst in Onkogene umgewandelt werden. Es existieren 

verschiedene Theorien, die diesen Vorgang zu erläutern versuchen: Die onkologische 

Gegenregulationstheorie erklärt die Umwandlung der Proto-Onkogene in Onkogene durch 

eine Veränderung der Regulationsmechanismen zwischen den Operator- und Regulator-

Genen. Nach der Mutationstheorie ist die Onkogenentstehung Folge direkter Veränderungen 

am Operator-Gen. Nach der Onkogenhypothese kann die in den Zellen vorhandene 

Information, die deren maligne Entartung bewirken kann, durch onkogene Viren und anderen 

Kanzerogene, aber auch durch verschiedene endogene Faktoren (z.B. Altern, Hormone) sowie 

den Verlust von Tumorsuppressorgenen reaktiviert werden. Man muss hervorheben, dass die 

Mehrzahl der bekannten Onkogene von Viren abstammt und nur ein geringer Teil bisher noch 

nicht in Viren nachgewiesen wurde (Pschyrembel, 1998; Tumorzentrum München, 1998). 

 

Abbildung 1: Übergang normaler Zellen in Tumorzellen (Roche Lexikon Medizin) 
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Zusammenfassend kann man sagen, dass es verschiedene molekularbiologische Vorgänge 

gibt, die eine Onkogen-Aktivierung auslösen: die Translokation mit oder ohne Gen-

Rearrangement, die Punktmutation, die Promotor-Insertion von integrierten Retroviren, die 

Inaktivierung von Suppressor-Genen und die Amplifikation. Die Amplifikation ist eine 

Verdopplung oder weitere Multiplikation der Genkopien, die zu einer vermehrten Onkogen-

Aktivität in den Tochterzellen führt (Tumorzentrum München, 1998). Jedes Onkogen kodiert 

für ein Onkogen-Produkt, das Onko-Protein. Diese Proteine sind vor allem Enzyme oder 

Wachstumsfaktoren bzw. Rezeptoren für Wachstumsfaktoren. 

Fünf Onkogene werden häufig, aber nicht nur beim Mammakarzinom gefunden: c-myc, 

c-erbB-1, c-erbB-2, c-int2, c-mam (Tumorzentrum München, 1998). 

Das c-erbB-2 (HER-2/neu)-Onkogen gehört zu der cerb-Onkogen-Familie. Sie beinhaltet 4 

Subtypen (Tabelle 3): EGFR oder HER-1 (erbB-1), HER-2 (erbB-2), HER-3 (erbB-3) und 

HER-4 (erbB-4) (Lupu et al., 1991). Das Akronym „neu“ leitet sich vom Neuroglioblastom 

der Ratte ab. „HER“ leitet sich ab von „Human Epidermal growth factor Rezeptor“ 

(Tumorzentrum München, 1996). 

Das Onkogen c-erbB-1 codiert einen Rezeptor (EGFR) für den Epidermalen 

Wachstumsfaktor. Das Onko-Protein des c-erbB-2-Gens ist ein transmembranöser 

Phosphoglykoprotein-ähnlicher Rezeptor (P185/ HER-2) mit Tyrosinkinaseaktivität und einer 

atomaren Masseneinheit von 185.000 Dalton (Slamon et al., 1987b). Die Produkte der 

Onkogene c-erbB-1 und c-erbB-2 weisen eine starke Homologie auf, obwohl sie auf 

verschiedenen Chromosomen liegen, ihre biochemische Zusammensetzung und ihr 

Molekulargewicht unterschiedlich sind (Tabelle 4) (Tumorzentrum München, 1998; 

Slamon 1988; De Potter, 1994). Die c-erbB-3 und c-erbB-4-Onkogene weisen ebenfalls eine 

grosse Homologie zu den beiden anderen Mitgliedern der Tyrosinkinase-Familie auf 

(Beckmann et al., 1993) und scheinen eine zentrale Rolle in der Wachstumsregulation und 

Differenzierung des Karzinoms zu spielen (Loaiciga et al., 1994). 
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Tabelle 3: Die cerb-Onkogen-Familie (Ross et al., 1998) 

Onkogen-Subtyp 
 

Rezeptor Ligand 
c-erbB-1 (HER-1)  EGFR (170 kD) EGF 

TGF-α(Transforming 
growth factor-alpha) 
Beta Cellulin 
Heparin binding growth 
factor 
Amphiregulin 

c-erbB-2 (HER-2)  neu-Protein (185 kD) ? (Heregulin) 
c-erbB-3 (HER-3)  c-ERB-B3 Heregulin 

Neu differentiation factor 
1+2 

c-erbB-4 (HER-4)  c-ERB-B4 (HER-4) Heregulin 
Neu differentiation factor 
1+2 

 

 

Tabelle 4: Unterschiede zwischen dem HER-2/neu-Gen und dem EGFR-Gen  

 
 

HER-2/neu Gen EGFR-Gen 
Chromosom  17 Bande q21 7 Bande p11- p13 
mRNA  4,8 kB 5,8 & 10 kB 
atomare Masseneinheit  185 kD 170 kD 
 

 

Das HER-2/neu Onkogen ist auf dem Chromosomen 17q, in einer Region in der mehrere für 

Mammakarzinom relevante Gene wie z.B. BRCA-1, Östradiol-17β-Dehydrogenase, NMR3, 

RARA sind, lokalisiert (Human Gene Mapping 11, 1991) (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Chromosom 17q (Human Gene Mapping 11, 1991) 
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ns wie z.B. DNA-Amplifikationen können mittels der FISH-Methode 

t-Analyse entdeckt werden, wohingegen die Protein-Überexpression mit 

chemie (IHC) bzw. dem Western Blot dargestellt werden kann. 95% der 

berexpressionen können mit einer HER-2/neu Gen-Amplifikation in 

werden (Ross JS: persönliche Mitteilung, 1998). 

tein wurde in gutartigen Brustläsionen, in nicht-invasiven duktalen 

nvasiven Brustkarzinomen entdeckt (Pavelic et al., 1992; Kalogeraki 

r fast 100 Studien mit mehr als 20000 Patientinnen zusammenfassenden 

villon et al. (1998) in Mammakarzinomgewebe eine mittlere HER-2/neu 

-55%), unabhängig von der Bestimmungsmethode. 

 HER-2/neu Proto-Onkogens wird durch eine Gen-Amplifikation 

 führt zu einer Protein-Überexpression (EXP). Techniken, die benutzt 

R-2/neu Anomalie beim Mammakarzinom darzustellen, beinhalten 

Methoden wie Southern und Slot Blotting, Methoden der 
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Polymerasekettenreaktion (PCR) und die in Situ Hybridisierung, sowohl fluoreszierende 

(FISH) als auch nicht fluoreszierende Techniken (Ross et al., 1998). Das HER-2/neu Protein 

wird mittels Immunhistochemie (IHC) an Kryogewebe und an formalinfixiertem, 

paraffineingebetteten Gewebe bestimmt oder mittels Western Blotting und Enzym-

Immunassay (ELISA) quantifiziert (Ross et al., 1998). Aufgrund dieser unterschiedlichen 

Methoden steht die prognostische Information des HER-2/neu Status beim primären 

Mammakarzinom immer noch zur Diskussion. Während in zahlreichen Studien über den 

prognostische Wert der HER-2/neu Positivität bei nodal-positivem Mammakarzinom berichtet 

wird, steht die prognostische Bedeutung bei nodal-negativem Mammakarzinom immer noch 

zur Bewertung (Revillon et al., 1998). 

Zwei grosse Studien zeigten eine signifikante prognostische Bedeutung der HER-2/neu DNA-

Amplifikation beim nodal-negativen Mammakarzinom (Press et al., 1997; Andrulis et al., 

1998). Während Andrulis et al. die PCR, Southern und Slot Blot anwandte, um die HER-2/neu 

Amplifikation darzustellen, benutzten Press et al (1997) die Fluoreszenz in Situ 

Hybridisierung (FISH), welche ihrer Meinung nach im Vergleich zur konventionellen 

Southern Blot Analyse einige methodische Vorteile bietet. HER-2/neu wurde ausserdem als 

prädiktiver Faktor des Ansprechens auf eine endokrine oder zytotoxisch systemische Therapie 

beschrieben (Allred et al., 1992; Klijn et al., 1993; Muss et al. ,1994; Carlomagno et al., 

1996; Makris et al., 1997). 

 

 

1.3.3 uPA und PAI-1 

Mehrere unabhängige Erforschungen ergaben, dass sowohl beim nodal-positiven als auch 

beim nodal-negativen Mammakarzinom die zwei Marker, Plasminogenaktivator vom 

Urokinasetyp (uPA) und sein Inibitor, der Plasminonogen-Inhibitor Typ 1 (PAI-1), einen 

starken prognostischen Einfluss auf die Rezidiventwicklung und Metastasierung zeigen. 

Erhöhte Antigen-Werte des uPA und/oder des PAI-1, die mittels ELISA in frischen 

Tumorproben bestimmt wurden, wurden mit einer schlechten Prognose in Verbindung 

gebracht (Duffy et al., 1990; Jänicke et al., 1993; Grohndahl-Hansen et al., 1993; Bouchet et 

al., 1994; Foekens et al., 1994; Fernö et al., 1996; Knoop et al., 1998; Kute et al., 1998; 

Harbeck et al., 1999). Die Beifügung sowohl der uPA als auch der PAI-1 Messungen zum 
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Routinepanel für prognostische Faktoren beim Mammakarzinom wurde von der EORTC 

Rezeptor und Biomarker Study Group (Blankenstein et al., 1997) empfohlen. 

Das maligne Potential eines soliden Tumors besteht in seinen Fähigkeiten der schnellen 

Proliferation einerseits und der Invasion und Metastasierung andererseits. 

Während der Metastasierung durchläuft die Krebszelle folgende verschiedene Schritte: 

Abtrennung der Krebszelle von ihrem Primärtumor; Migration der Krebszelle; Eindringen der 

Krebszelle in das umliegende Gewebe, wobei eine Adhäsion an Komponenten der 

Extrazellulären Matrix (ECM) und anschliessend ein Abbau notwendig sind; Invasion der 

Blut- und Lymphgefässe; Adhäsion an und Penetration durch das Endothel ermöglicht eine 

Kolonisation an fernen Punkten des Organismus (Liotta et al., 1991; van Roy und Märeel, 

1992; Behrens, 1993). 

Heutzutage steht es fest, dass proteolytische Enzyme, ihre Rezeptoren und Inhibitoren aktiv 

am Invasions- und Metastasierungsvorgang der Tumorzellen beteiligt sind (Schmitt et al., 

1992a). 

Eine effiziente fokale Proteolyse, Tumorzellinvasion, Migration und eine nachfolgende 

Metastasierung basieren auf einem kritischen Gleichgewicht zwischen der Protease uPA, 

ihres Zelloberflächenrezeptors uPA-R und ihres Inhibitors PAI-1 (Liu et al., 1995; 

Andreasen et al., 1997; Eissa et al, 1997; Bajou et al., 1998). 

Die Plasminogen-Aktivierung wird durch die zwei unterschiedlichen Plasminogen-

Aktivatoren, uPA und tPA, katalysiert. Beide sind in der Lage aus dem inaktiven Zymogen 

Plasminogen die Protease Plasmin zu aktivieren. Während die primäre Rolle des Gewebetyps 

tPA, das Erzeugen des Plasmins der Thrombolyse dient, führt die Bildung von Plasmin mittels 

des Plasminogen-Aktivators vom Urokinasetyp uPA bei Tumoren zu einer Zerstörung der 

Extrazellulären Matrix (ECM) (Proteolyse), indem die Proteine Laminin, Fibronektin und 

Fibrin abgebaut werden (Dano et al., 1985; Liotta et al., 1991; Pollanen et al., 1991; Mignatti 

und Rifkin et al., 1991; Duffy, 1993; Schmitt et al.,1997a) und so letztlich die Metastasierung 

möglich wird. Ausserdem ist uPA in der Lage, eine Form der Kollagenase IV (Duffy, 1993) 

und bestimmte Wachstumsfaktoren (z.B. Hepatozytenwachstumsfaktor) (Mars et al., 1993) zu 

aktivieren und sowohl die zelluläre Migration (Odekon et al., 1992) als auch die Mitose 

(Binder, 1990) zu stimulieren. Die meisten dieser Funktionen, aber nicht alle, finden nach der 

Bindung der Protease an einen Membran-gebundenen-Rezeptor statt (Duffy, 1993). Die 

Plasminogen-Aktivierung mittels uPA wird durch zwei Inhibitoren, PAI-1 und PAI-2, und 
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dem Oberflächenzellrezeptor, uPA-R, der sowohl das Pro-uPA als auch das aktive uPA binden 

kann, reguliert. Während der Bindung an den Rezeptor kann Pro-uPA in uPA umgewandelt 

werden und das rezeptorgebundene uPA kann Plasminogen aktivieren (Blasi et al., 1987; 

Laiho und Keski-Oja, 1989). 

Schon 1947 beschrieben Astrup und Permin eine Plasminogen-Aktivator-Aktivität in 

Geweben (Schmitt, 1997a). Aber erst 1976 fanden Astedt und Holmberg heraus, dass das uPA 

sowohl in Krebszellen produziert als auch von diesen freigesetzt wird (Astedt und Holmberg, 

1976). Seit dieser Zeit häuften sich immer mehr Beweise dafür, dass die Anteile des 

Plasminogen-Aktivierung-Systems an der Proliferation, Invasion und Metastasierung der 

Tumorzellen beteiligt sind. Duffy und seine Kollegen waren 1988 die Ersten, die zeigten, dass 

Patientinnen mit einer erhöhten uPA-Aktivität im Mammakarzinom, ein signifikant kürzeres 

DFS-Intervall aufwiesen als Patientinnen mit geringer uPA-Aktivität im Tumor (Duffy et al., 

1988). 1989 und 1990 stellten Jänicke et al. und Duffy et al.(1990) unabhängig voneinander 

fest, dass das uPA-Antigen ein statistisch signifikanter Prognosefaktor beim primären 

Mammakarzinom ist. Diese Ergebnisse wurden von vielen anderen Gruppen bestätigt 

(Spyratos et al., 1992; Foekens et al., 1992; Grohndahl-Hansen et al., 1993; Fernö et al., 

1994). 1991 berichteten Jänicke und Kollegen, dass einer hoher PAI-1-Wert im Primärtumor 

ebenfalls mit einer schlechten Prognose beim Mammakarzinom korreliert. Andere Gruppen 

wie zum Beispiel Foekens et al. (1994), Duffy (1996) und Kute et al. (1998) konnten dieses 

Resultat ebenfalls bestätigen. Man fand heraus, dass PAI-1 sowohl bei nodal-negativen als 

auch bei nodal-positiven Patientinnen mit der Aggressivität der Erkrankung in Verbindung 

gebracht werden kann. Bei den nodal-negativen Patientinnen war das PAI-1 ein nahezu gleich 

starker prognostischer Marker wie uPA; in dieser Subgruppe waren die Protease und ihr 

Inhibitor unabhängig voneinander (Jänicke et al., 1993). 

Die anfangs unerwartete Beobachtung, dass der hohe Tumorgehalt eines Proteaseinhibitors 

mit einer schlechten Prognose für die betroffenen Patientinnen einhergeht, wurde in der 

Zwischenzeit durch neue tumorbiologische Erkenntnisse aus der Grundlagenforschung 

verständlich. Die Bindung von PAI-1 an uPA auf dem uPA-Rezeptor (uPA-R) inhibiert die 

durch uPA begünstigte Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin und führt zur 

Internalisierung des uPA-R/uPA/PAI-1 Komplexes, wodurch wiederum intrazelluläre 

Signaltransduktionsmechanismen ausgelöst werden können. Nach der Internalisierung kann 

uPA-R wieder an die Zelloberfläche gelangen und dort die invasive Aktivität fokussieren 
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(Andreasen et al, 1997). PAI-1 ist ausserdem in der Lage, die Adhäsion der Zelle an 

Vitronektin, einen Bestandteil der ECM, zu hemmen, indem es die Bindung zwischen 

Vitronektin und dem Zelloberflächenintegrin αvβ3 blockiert (Stefansson et al., 1996; Wei et 

al., 1996). Durch Bindung von uPA an PAI-1 wird dieser Vorgang unterbunden und 

Zelladhäsion wieder möglich. Dieses Wechselspiel von Anheften und Loslösen befähigt die 

Zelle zur Migration (Lauffenburger, 1996). Das Zusammenspiel von uPA, uPA-R und PAI-1 

ermöglicht die gerichtete optimale Invasion und Metastasierung der Tumorzellen (Schmitt et 

al., 1997a). In Abbildung 3 sind die biologischen Funktionen von uPA und PAI-1 

schematisch zusammengefasst. 

Laut Clark (1994) sollte ein prognostischer Marker nicht nur Information über die 

Tumoraggressivität liefern, sondern auch über das Ansprechen einer Therapie etwas 

voraussagen. Ein gutes Beispiel bietet Jänicke (1994a). Er wies daraufhin, dass die Tatsache, 

dass nur zwei Drittel der hormonrezeptor-positiven Patientinnen auf eine hormonelle Therapie 

ansprechen, nahe legt, dass eine hohe uPA-Synthese in Mammakarzinomzellen mit der 

Expression von „nicht funktionierenden“ Hormonrezeptoren vergesellschaftet sein könnte und 

somit mit einer mangelnden Hormonabhängigkeit. Diese Hypothese wird durch die 

Beobachtung unterstützt, dass Patientinnen mit hohen uPA- und/oder PAI-1-Werten ihres 

Primärtumors, selten auf eine endokrine Therapie ansprechen, falls Metastasen auftreten. 

Diese Ergebnisse wurden von Klijn et al. (1993) bestätigt. In einer ähnlichen Art und Weise 

scheint auch HER-2/neu auf eine Chemotherapieresistenz hinzuweisen (Allred et al., 1992; 

Gusterson et al., 1992). 
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Abbildung 3: Graphische Darstellung der verschiedenen biologischen Funktionen von uPA 
und PAI-1 (Harbeck, 1998). 
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2 Zielsetzung 

Prognostische Faktoren sind beim Mammakarzinom entscheidend für eine 

risikoadaptierte, individualisierte Therapieplanung. Da traditionelle Prognosefaktoren 

(Lymphknotenstatus, Tumorgrösse, Steroidhormonrezeptorstatus, Grading) 

Risikopatientinnen nur unzureichend charakterisieren, werden insbesondere bei nodal-

negativen Mammakarzinompatientinnen neue tumorbiologische Faktoren als 

Selektionskriterien für die Entscheidung zur adjuvanten systemischen Therapie benötigt. Die 

vorliegende Arbeit vergleicht in einem Kollektiv nodal-negativer 

Mammakarzinompatientinnen (n=112) folgende Bestimmungsmethoden miteinander: HER-

2/neu Gen-Amplifikation bestimmt mittels FISH und HER-2/neu Protein-Überexpression 

bestimmt mittels Immunhistochemie. Ausserdem untersucht sie ihre prognostische Relevanz 

und bewertet, ob die Kombination der HER-2/neu AMP und/oder der HER-2/neu EXP mit den 

traditionellen prognostischen Faktoren und den Tumorinvasionsmarkern uPA und PAI-1, eine 

klinisch wichtige Information für die Risikogruppeneinschätzung liefert. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Patientinnengut 

Die traditionellen klinischen und histomorphologischen Prognosefaktoren (Tumorgrösse, 

Steroidhormonrezeptorstatus, histologisches Grading) und die tumorbiologischen Faktoren 

(HER-2/neu AMP, HER-2/neu EXP, uPA , PAI-1) wurden im Primärtumorgewebe von 112 

nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen untersucht (Tabelle 5). Die Patientinnen 

erhielten in einem Zeitraum zwischen den Jahren 1987 und 1993 in der Frauenklinik und 

Poliklinik der Technischen Universität München Klinikum rechts der Isar entweder eine 

modifizierte radikale Mastektomie (n=72) oder eine brusterhaltende Operation mit 

anschliessender Nachbestrahlung des Restdrüsenkörpers (n=40). 87 Patientinnen (78%) 

erhielten im Anschluss an die Operation keine adjuvante systemische Therapie, 19 

Patientinnen erhielten eine adjuvante Hormontherapie und sechs eine adjuvante 

Chemotherapie. Das mediane Alter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 

betrug 59 Jahre (36-82 Jahre). Zum Zeitpunkt der Primärtherapie waren sowohl klinisch als 

auch radiologisch keine Fernmetastasen nachweisbar. Nachbeobachtungszeit-Daten wurden 

alle drei bis sechs Monate erhoben. Die mediane Nachbeobachtungszeit der Patientinnen, die 

zum Zeitpunkt dieser Analyse noch lebten, betrug 84 Monate (2-130 Monate). Innerhalb 

dieser Beobachtungszeitraum erlitten 24 Patientinnen (21%) ein Rezidiv und 19 Patientinnen 

(17%) starben. 
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Tabelle 5: Verteilung der histomorphologischen, klinischen und tumor-biologischen 
Faktoren bei Patientinnen mit nodal-negativem Mammakarzinom (n=112). 

 

Faktoren N (%) 
Tumorgrösse (cm) 
 ≤ 2 

 > 2 und ≤ 5 

112 
54 
58 

 
(48,2) 
(51,8) 

Steroidhormonrezeptorstatus 
 positiv 
 negativ 

112 
89 
23 

 
(79,5) 
(20,5) 

Grading (Bloom-Richardson) 
 G 1/ 2 
 G 3/ 4 

111 
73 
38 

 
(65,8) 
(34,2) 

Menopausenstatus 
 prä-/ perimenopausal 
 postmenopausal 

112 
36 
76 

 
(32,1) 
(67,9) 

HER-2/neu Gen-Amplifikation (FISH) 
 nicht amplifiziert 
 amplifiziert 

103 
71 
32 

 
(68,9) 
(31,1) 

HER-2/neu Protein-Überexpression (IHC) 
 negativ 
 positiv 

110 
65 
45 

 
(59,1) 
(40,9) 

PAI-1 
 niedrig (≤ 14 ng/ mg Protein) 
 hoch (> 14 ng/ mg Protein) 

110 
86 
24 

 
(78,2) 
(21,8) 

uPA 
 niedrig (≤ 3 ng/ mg Protein) 
 hoch (> 3 ng/ mg Protein) 

110 
70 
40 

 
(63,6) 
(36,4) 

uPA/PAI-1 
 uPA und PAI-1 niedrig 
 uPA und/oder PAI-1 hoch 

110 
58 
52 

 
(52,7) 
(47,3) 
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3.2 Material und Methoden 

3.2.1 Bestimmung der HER-2/neu Gen-Amplifikation mittels 

Fluoreszenz in Situ Hybridisierung (FISH) 

Die ungefärbten 4 µm dicken formalinfixierten, paraffineingebetteten Tumorgewebeschnitte 

wurden auf Plus Objektträger (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) aufgezogen und bearbeitet, 

indem der Ventana Chromosomen Hybridisierung Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, 

AZ) in dem automatischen in Situ Hybridisierungsgerät Ventana GenIITM (Ventana Medical 

Systems) benutzt wurde (Abbildung 4). Nach Entparaffinieren mittels Xylol, Dehydrieren 

mittels 100% Ethanol und Spülen in ddH2O, wurden die Objektträger in das Ventana GenII 

Gerät plaziert. Daraufhin wurden die Objektträger 30 Minuten lang in einer 30% 

Vorbehandlungslösung bei einer Temperatur von 45°C inkubiert und anschliessend 45 

Minuten lang bei 45°C in einer Proteinverdauungslösung bearbeitet (Ventana). Als nächstes 

wurde die mit der mit der Ventana Digoxigeninsequenz markierte HER-2/neu-DNA-Probe für 

5 Minuten bei 37% vorgewärmt, um anschliessend aufgetragen zu werden. Die verwendete 

Menge dieses Hybridisierungsgemisches entspricht der Zielfläche und dem Deckglasformat, 

das während der Hybridisierung auf das Gewebestück gelegt wird (10µl der Probe für eine 22 

x 22 mm Gewebsstück). Bei 69°C wurde fünf Minuten lang denaturiert, um schliesslich die 

Schnitte bei 37°C in einer vorgewärmten Feuchtigkeitskammer über Nacht mit der 

Hybridisierungsprobe zu inkubieren. Anschliessend wurden die Präparate dreimal gewaschen. 

Danach wurde das mit Fluoreszein markierte Antidigoxigenium-Detektions-Reagenz für 28 

Minuten bei 37°C aufgetragen. Daraufhin wurde das Deckglas vorsichtig entfernt und der 

Überschuss der Detektionsverbindungen in Phosphatpuffer dreimal jeweils 2 Minuten lang 

gespült. Dann erfolgte die Gegenfärbung mittels 18µl Propidiumiodid und ein erneutes 

Abdecken mit einem Deckglas. Die Auswertung der Schnitte nach der Anzahl der HER-2/neu 

Genkopien wurde mit dem Zeiss Axioskop 50 Fluoreszenz Mikroskop (Carl Zeiss, 

Thornwood, N.Y.) bei einer 100fachen Vergrösserung durchgeführt (Ross et al, 1997; Riben et 

al, 1997). 

Die Bewertung der Amplifikation wurde folgendermassen durchgeführt: die Probe zeigt einen 

einzelnen fluoreszierenden Punkt für jeweils eine HER-2/neu Genkopie. Die erwartete Anzahl 

der HER-2/neu Genkopie beträgt pro normaler bzw. nicht amplifizierter Tumorzelle zwei, 



26 Material und Methoden 

 

oder bei sich teilenden Zellen vier. Mindestens 100 Tumorzellen wurden pro Tumorschnitt 

bewertet. Die Tumoren wurden dann als HER-2/neu Gen amplifiziert betrachtet, wenn 

mindestens 20 Zellen fünf oder mehr Punkte pro Zelle aufwiesen (Press et al., 1997).  

 

Abbildung 4: HER-2/neu Gen-Amplifikation bestimmt mittels Fluoreszenz in Situ 
Hybridisierung (FISH) (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) im nodal-negativen 
Mammakarzinomgewebe.  

 

 

 4a: Nicht-amplifizierter Fall 4b: Amplifizierter Fall 
 (2 Kopien pro Zelle) (>20 Kopien pro Zelle) 
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3.2.2 Immunhistochemische Bestimmung der HER-2/neu Protein-

Überexpression 

Die immunhistochemische Färbungen wurden im Institut für Allgemeine Pathologie und 

Pathologische Anatomie der Technischen Universität München durch Prof. W. Nathrath und 

Dr. P. Dettmar durchgeführt. Dabei wurde die Methode, die in der Klinik routinemässig 

gebraucht wird , angewandt (Abbildung 5). 

Die immunhistochemische Bestimmung wurde an 4 µm dicken Paraffinschnitten 

durchgeführt. Auf einen mit Aminosilan vorbehandelten Objektträger wurden die 4 µm 

Schnitte aufgezogen und bei 37°C über Nacht getrocknet. Die Probe wurde daraufhin 

nachdem sie rehydriert und zweimal mit einer Phosphat-gepufferten Salinlösung 

(PBS)(=Trispuffer) gespült wurde, mit Saponin (0,005%) (Sigma, St. Louis, MO) in ddH2O bei 

Raumtemperatur (RT) für 30 Minuten vorbehandelt. Einem erneuten Waschen mit Trispuffer 

folgte die Inkubation (4°C, über Nacht) mit dem monoklonalen Mausantikörper Ab-3 

(0,125µm/ml, Oncogene Science, MA) in Trispuffer , dem 1% Rinderserumalbumin (BSA) 

hinzugefügt wurde (Sigma). Nach einer sanften Spülung wurden die Schnitte mit Kanninchen-

IgG-anti-Maus-IgG (20µg/ml, Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) in einem Gemisch 

Trispuffer zu Humanserum von 5:1 (30 min, RT) inkubiert. Nach einem erneuten Waschen 

erfolgte die Inkubation mit dem APAAP-Komplex (Alkalin Phosphatase anti-Alkalin 

Phosphatase) von Dianova (1:50 in Trispuffer, 30 min, RT). Die Schnitte wurden 

anschliessend abermals gewaschen und im Anschluss an die Substratfärbereaktion, bei der als 

Substrat für die Alkalische Phosphatase Texas Fast Red (Sigma) verwendet wurde, wurden die 

Präparate 10 Sekunden lang in Hämalaun gegengefärbt und dann mit Deckgläsern versehen. 

Als negative Kontrolle diente das Weglassen des primären Antikörpers während der 

Färbeprozedur. 

Die Auswertung der immunhistochemischen Färbereaktion erfolgte semiquantitativ durch 

zwei unabhängige Untersucher (Prof. W. Nathrath und Dr. P. Dettmar). Alle 

Tumorzellmembranen mit einer über der Hintergrundfärbung liegenden spezifischen 

Färbereaktion wurden als positiv gewertet. Pro Patientin wurden je Untersucher mindestens 

500 zufällig in mehreren Gesichtsfeldern ausgewählte Tumorzellen beurteilt. Abhängig vom 

histologischen Tumortyp und der daraus resultierenden Tumorzellverteilung wurden die 

Auswertungen unter dem Mikroskop bei 100- bis 400-facher Vergrösserung durchgeführt. 
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Die HER-2/neu Immunreaktivität wurde in Hot Spot Bereichen beurteilt. Die HER-2/neu 

Färbung (HER-2/neu EXP) wurde in negativ (≤2,5% der positiven Tumorzellen) und positiv 

(>2,5% der positiven Tumorzellen) eingeteilt. 
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Abbildung 5: HER-2/neu Protein-Überexpression bestimmt mittels der Immunhistochemie durch Anwendung 
des monoklonalen Mausantikörper Ab-3 (Oncogene Science, MA) im nodal-negativen Mammakarzinomgewebe. 

5a: Gering positiver Fall (10% der Tumorzellen weisen klare Membranfärbung für HER-2/neu auf).  
Links: 80fache Vergrösserung; Rechts: 200fache Vergrösserung 

 

5b: Stark positiver Fall (90% der Tumorzellen weisen klare Membranfärbung für HER-2/neu auf).  
Links: 80fache Vergrösserung; Rechts: 200fache Vergrösserung) 
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3.2.3 Biochemische Bestimmung von uPA und PAI-1 

Die Antigen-Bestimmung für uPA und PAI-1 wurden mittels kommerziell erhältlichen 

ELISA-Test in Detergenzextrakten (Triton-X-100) von Mammakarzinomgeweben 

durchgeführt (uPA: Imubind # 894; PAI-1 Imubind # 821; beide von der American 

Diagnostica, Greenwich, CT, USA) (Jänicke et al, 1990; Jänicke et al, 1994b). In zwei Fällen 

war kein frisches Tumorgewebe für die Bestimmung verfügbar. Statistisch optimiert wurden 

die Schwellenwerte für das uPA (3ng/mg Protein) und PAI-1 (14 ng/mg Protein) festgelegt 

(Harbeck et al.,1999; Jänicke et al., 1994a). Durch die Kombination des uPA und PAI-1 

(uPA/PAI-1) wurden die Patientinnen in zwei Kategorien eingeteilt: beide Faktoren mit einem 

niedrigen Wert im Gegensatz zu hohen Werten entweder eines oder beider Faktoren.  

 

 

3.3 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung wurde so durchgeführt wie bei Jänicke et al. (1993) und 

Schmitt et al. (1997b) beschrieben: Die Bestimmung der optimierten Schwellenwerte 

(cutoff) für dichotomisierte Variablen zur Unterscheidung zwischen einem Hoch- und einem 

Niedrigrisikokollektiv wurde mittels Log-rank Statistik durchgeführt (Jänicke et al, 1993). 

Korrelationen zwischen stetigen Variablen, die entsprechenden p-Werte und 

Korrelationskoeffizienten wurden mit dem Spearman Test berechnet. Korrelation zwischen 

binären Variablen wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests analysiert. Die univariaten 

Analysen für rezidivfreie– und Gesamtüberlebenszeit wurde nach Kaplan-Meier durchgeführt 

(Kaplan & Meier, 1958). Die Fünf-Jahres-Rezidivraten wurden den entsprechenden Kaplan-

Meier Tabellen entnommen. Die multivariate Auswertung erfolgte „forward stepwise“ 

mittels des „Cox Proportional Hazards Model“ (Cox, 1972) unter Zuhilfenahme des SPSS 

Software Pakets (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und mittels der CART-Technik 

(Breiman et al, 1984). In die Multivarianzanalysen wurden definitionsgemäss nur diejenigen 

Patientinnen einbezogen, bei denen alle zu testenden Faktoren bestimmt worden waren. Der 

Einfluss der adjuvanten Therapie wurde durch Durchführen der Multivarianzanalyse unter 

Einbeziehen der Variablen „adjuvante Chemotherapie“ und „adjuvante Hormontherapie“ 

überprüft. Alle Teste wurden auf einem Signifikanzniveau von α=0,05 mit einem 

Konfidenzintervall (KI) von 95% durchgeführt. Die statistische Auswertung wurde am Institut 



 Statistische Auswertung 31

 

für Medizinische Statistik und Epidemiologie (IMSE) der Technischen Universität München 

(Direktor: Univ.-Prof. A. Neiss) durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Traditionelle und tumorbiologische Faktoren 

In einem Kollektiv mit 112 nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen wurden die 

traditionellen histomorphologischen und klinischen Faktoren (Tumorgrösse, Grading, 

Steroidhormonrezeptorstatus und Menopausenstatus), die Tumorinvasionsmarker (uPA,  

PAI-1) sowie die HER-2/neu Gen-Amplifikation und die HER-2/neu Protein-Überexpression 

bestimmt (Tabelle 5) und mit dem Krankheitsverlauf in Zusammenhang gebracht. 

 

 

4.2 HER-2/neu Gen-Amplifikation und HER-2/neu Protein-

Überexpression 

In 103 der 112 untersuchten Fälle war ausreichend Gewebe für die Bestimmungen der  

HER-2/neu Gen-Amplifikation mittels FISH (Median: 3,3 Genkopien; 2-9,4) verfügbar. In 

32 der Mammakarzinome (31% der analysierten Fälle) wurde eine HER-2/neu AMP 

festgestellt (Tabelle 5). In 110 der 112 untersuchten Fälle war genügend Material für die 

immunhistochemische Bestimmung der HER-2/neu Protein-Überexpression (Median: 0%;  

0-90%) verfügbar. In 45 dieser Tumoren (41%) sah man eine HER-2/neu EXP (Tabelle 5). 

Eine Übereinstimmung der Ergebnisse sowohl der FISH als auch der IHC wurde in 57 der 102 

Fälle (56%), die für die Anwendung beider Methoden zur Verfügung standen, gefunden;  

13 dieser 102 Tumoren hatten sowohl eine HER-2/neu AMP als auch eine HER-2/neu EXP. 

 

 

4.3 Korrelation zwischen Prognosefaktoren und 

Krankheitsverlauf 

Weder die HER-2/neu AMP noch die HER-2/neu EXP waren mit einem der traditionellen 

prognostischen Faktoren signifikant assoziiert mit der Ausnahme von HER-2/neu  

Gen-Amplifikation und hohem Tumor-Grading (p=0,049). uPA und PAI-1-Niveau 
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korrelierten signifikant miteinander (p<0,001; r=0,368). Es wurde keine signifikante 

Korrelation zwischen einem der proteolytischen Faktoren und entweder der HER-2/neu AMP 

oder HER-2/neu EXP gefunden. 

 

 

4.3.1 Univarianzanalysen 

In der Univarianzanalyse waren uPA/PAI-1 (p=0,002) (Abbildung 12), HER-2/neu AMP 

(p=0,010) (Abbildung 8a) und uPA (p=0,039) (Abbildung 13a) mit der rezidivfreien 

Überlebenszeit (DFS) assoziiert. HER-2/neu EXP (Abbildung 9a), PAI-1 (Abbildung 14a) 

und die traditionellen Faktoren (Tumorgrösse, Steroidhormonrezeptorstatus, 

Menopausenstatus und Grading) wiesen in unserer Patientinnengruppe mit einer medianen 

Nachbeobachtungszeit von sieben Jahren keinen signifikanten prognostischen Einfluss auf das 

DFS auf (Tabelle 6). 

Bei der Betrachtung der Gesamtüberlebenszeit (0S) war die HER-2/neu AMP sowohl bei der 

Univarianz- (p=0,001) (Abbildung 8b) als auch bei der Multivarianzanalyse  

(p=0,004; RR 4,8; 95% KI 1,7-13,9) (Tabelle 6) ein statistisch signifikanter unabhängiger 

prognostischer Faktor. In der Univarianzanalyse waren auch das uPA/PAI-1 (p=0,015) und die 

HER-2/neu EXP (p=0,042) (Abbildung 9b) in Bezug auf die OS signifikant, wohingegen die 

traditionellen Faktoren keinen signifikanten prognostischen Einfluss zeigten (Tabelle 6). 

 

 

4.3.2 Multivarianzanalysen 

In der Multivarianzanalyse waren die HER-2/neu AMP (p=0,027; Relatives Risiko (RR) 2,7; 

95% KI 1,1-6,6) und uPA/PAI-1 (p=0,044; RR 2,7; 95% KI 1,0-7,0), aber nicht die 

HER-2/neu EXP, signifikant mit der rezidivfreien Überlebenszeit (DFS) assoziiert (Tabelle 

6). Sogar innerhalb der Patientinnen-Subgruppen, die durch die traditionellen prognostischen 

Faktoren definiert wurden, war die HER-2/neu AMP mit einem erhöhten Rezidivrisiko 

assoziiert (Abbildung 10).  

Ein weiteres Multivarianzmodel, die CART-Analyse, wurde angewandt, um die Fähigkeit der 

etablierten und der tumorbiologischen Faktoren zur Einteilung von Risikogruppen für ein 

Rezidiv zu beurteilen (Abbildung 6). Es zeigte sich, dass die Kombination des uPA und 

PAI-1 den stärksten Faktor für die Risikogruppeneinteilung (p=0,002) darstellt 
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(Abbildung 12). Patientinnen mit einem erhöhten Wert eines der beiden proteolytischen 

Faktoren im Primärtumor wurden zum Hochrisikokollektiv (n=52, 18 Rezidive, Rezidivrate 

35%) gezählt. Keines der anderen prognostischen Faktoren, auch nicht die HER-2/neu AMP, 

konnten eine signifikant bessere Risikogruppenklassifikation erreichen. Bei den Patientinnen 

mit sowohl uPA als auch PAI-1 Werten unterhalb des Schwellenwertes, wurden zusätzlich 

prognostische Informationen mittels der HER-2/neu AMP (p=0,023) gewonnen. Die 

uPA/PAI-1 Niedrigrisikogruppe wurde weiter unterteilt in eine Niedrigrisikogruppe mit 

niedrigen uPA und PAI-1 und keiner HER-2/neu Gen-Amplifikation (39% aller Patientinnen; 

Rezidivrate 4,6%) und einer Gruppe mit einem erhöhten Risiko, das geringe uPA/PAI-1 Werte 

und eine HER-2/neu Gen-Amplifikation (n=16; 4 Rezidive) aufweist (Abbildung 6). Die 

Kaplan-Meier Analyse des DFS zeigt ein vergleichbares Ergebnis dieser drei Risikogruppen. 

Die Kaplan-Meier-Analysen der rezidivfreien- und Gesamtüberlebenszeit sind in den 

Abbildungen 11a und 11b dargestellt. 

In der Niedrigrisikogruppe mit niedrigem uPA und PAI-1 und keiner HER-2/neu Gen-

Amplifikation (n=44; 2 Rezidive) wurde mittels der CART-Analyse eine andere signifikante 

Risikogruppeneinteilung beobachtet. Die Patientinnen dieser Gruppe konnten anhand des 

Gradings weiter eingeteilt werden. Keine der 33 Patientinnen der Niedrigrisikogruppe mit 

einem gut differenzierten Tumor (G1/G2) hatte zum Zeitpunkt dieser Untersuchung ein 

Rezidiv (p=0,014) entwickelt (Abbildung 7). 
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Abbildung 6: CART-Analyse für die rezidivfreie Überlebenszeit (DFS) im nodal-negativen 
Mammakarzinom, durchgeführt nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 84 Monaten 
(uPA, PAI-1, HER-2/neu AMP). 
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Abbildung 7: CART-Analyse der rezidivfreie Überlebenszeit (DFS) im nodal-negativen 
Mammakarzinom, durchgeführt nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 84 Monaten 
(uPA, PAI-1, HER-2/ neu AMP, Grading). 
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Tabelle 6: Zusammenfassung der univariaten (Kaplan-Meier) und multivariaten Analysen 
(Cox-Modell) für die rezidivfreie- und die Gesamtüberlebenszeit bei nodal-negativen 
Patientinnen mit primärem Mammakarzinom.  
 

 Rezidivfreie Überlebenszeit (DFS) Gesamtüberleben(OS) 
 p-Wert Relatives Risiko p-Wert  Relatives Risiko 

Prognosefakto-
ren 

 univariater multivariater$ (95% KI) univariater multivariater$  (95% KI) 

HER-2/neu 
AMP 

 0,010 0,027 2,7 (1,1-6,6) 0,001 0,004  4,8 (1,7-13,9) 

uPA/PAI-1  0,002 0,044 2,7 (1,0-7,0) 0,015 n.s§.   

HER-2/neu 
EXP 

 n.s§.   0,042 n.s   

PAI-1  n.s   0,038 n.s   

uPA  0,039   n.s    

Tumorgrösse  n.s   n.s    
Grading  n.s   n.s    
Hormonrezep-
torstatus 

 n.s   n.s    

Menopausen-
status 

 n.s   n.s    

 
$  Die Multivarianzanalysen wurden bei den 96 Patientinnen durchgeführt, bei denen alle Faktoren 

bestimmt worden waren. Bei der Anwendung des uPA/PAI-1s als Kombination wurden das uPA 

und PAI-1 nicht als einzelne Variablen in die Multivarianzanalyse mit einbezogen. 

 
§ n.s.= nicht signifikant (p>0,05) 
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Abbildung 8a: Rezidivfreie Überlebenszeit (DFS) in Abhängigkeit von HER-2/neu Gen-
Amplifikation (FISH) bei Patientinnen mit nodal-negativem Mammakarzinom. 

 

Abbildung 8b: Gesamtüberlebenszeit (OS) in Abhängigkeit von HER-2/neu Gen-
Amplifikation (FISH) bei Patientinnen mit nodal-negativem Mammakarzinom. 
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Abbildung 9a: Rezidivfreie Überlebenszeit (DFS) in Abhängigkeit von HER-2/neu Protein-
Überexpression (IHC) bei Patientinnen mit nodal-negativem Mammakarzinom. 

Abbildung 9b: Gesamtüberlebenszeit (OS) in Abhängigkeit von HER-2/neu Protein-
Überexpression (IHC) bei Patientinnen mit nodal-negativem Mammakarzinom. 
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Abbildung 10: Das mit der HER-2/neu Gen-Amplifikation (FISH) assoziierte Relative 
Rezidivrisiko innerhalb der Subgruppen der nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen, 
die durch die etablierten Prognosefaktoren definiert wurden. 

Abbildung 10: Das mit der HER-2/neu Gen-Amplifikation (FISH) assoziierte Relative 
Rezidivrisiko innerhalb der Subgruppen der nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen, 
die durch die etablierten Prognosefaktoren definiert wurden. 
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Abbildung 11a: Kombination von uPA/PAI-1 und HER-2/neu Gen-Amplifikation (FISH) und 
deren Einfluss auf die rezidivfreie Überlebenszeit (DFS) im nodal-negativen 
Mammakarzinom.  

 

Abbildung 11b: Kombination von uPA/PAI-1 und HER-2/neu Gen-Amplifikation (FISH) 
und deren Einfluss auf die Gesamtüberlebenszeit (OS) im nodal-negativen Mammakarzinom. 
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Abbildung 12: Einfluss der Kombination uPA/PAI-1 (beide Faktoren unterhalb des Cut-Off 
im Vergleich zu einem bzw. beiden Faktoren oberhalb des Cut-Off) auf die rezidivfreie 
Überlebenszeit (DFS) im nodal-negativen Mammakarzinom. 
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Abbildung 13a: Rezidivfreie Überlebenszeit (DFS) in Abhängigkeit von uPA bei 
Patientinnen mit nodal-negativem Mammakarzinom. 

 

Abbildung 13b: Gesamtüberlebenszeit (OS) in Abhängigkeit von uPA bei Patientinnen mit 
nodal-negativem Mammakarzinom. 
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Abbildung 14a: Rezidivfreie Überlebenszeit (DFS) in Abhängigkeit von PAI-1 bei 
Patientinnen mit nodal-negativem Mammakarzinom. 

 

Abbildung 14b: Gesamtüberlebenszeit (OS) in Abhängigkeit von PAI-1 bei Patientinnen mit 
nodal-negativem Mammakarzinom. 

 



 Diskussion 45

 

5 Diskussion  

5.1 Methoden der HER-2/neu Bestimmung 

In Hinblick auf die angemessene Methodik, um den HER-2/neu Status im klinischen Rahmen 

zu bewerten, hat man bis jetzt noch keine Übereinstimmung erreicht.  

Die immunhistochemische Färbung (IHC) (die überwiegende Methode zur Bestimmung der  

HER-2/neu Proteinanomalie beim Mammakarzinom), kann durch technische Probleme, vor 

allem bei archivarisch in paraffineingebetteten Gewebe, bedeutsam verändert werden. Die Zeit 

und die Art der Gewebefixation, die Gewebebearbeitungsmethode und die Temperatur der 

Paraffineinbettungsprozedur werden nicht immer gut kontrolliert und können letztendlich zu 

einem Abbau des HER-2/neu Proteins führen. Eine verlängerte Aufbewahrungszeit ist 

ebenfalls mit einem signifikanten Verlust der Intensität der Immunfärbung der Tumormarker 

assoziiert (Jacobs et al., 1996). Der Vorgang der Gewebefixation kann einen wichtigen 

Einfluss auf die HER-2/neu Immunfärbung haben, wie z.B. verschiedene Antikörper zeigen 

unterschiedliche Färbemuster je nachdem wie die Zellen fixiert wurden  

(Penault-Llorca et al., 1994). Studien über die verschiedenen im Handel erhältlichen 

Antikörper zeigten ebenfalls eine weite Vielfalt an Sensitivität und Spezifität bei Verwendung 

an fixiertem, paraffineingebettetem Gewebe (Busmanis et al., 1994; Press et al., 1994). 

Ausserdem kann man nicht kontrollieren, ob es nicht durch die Bedingungen der Fixation, des 

Einbettens, des Aufbewahrens und der Temperatur zu Verminderungen des Antigenbestandes 

kommt (Ross JS: persönliche Mitteilung, 1998) (Tabelle 7). Der Gebrauch von Antigen-

Retrievaltechniken (Zielamplifikation) ist darüber hinaus auch eine mögliche Quelle einer 

falsch-positiven Färbung durch die nicht-spezifische Bindung des Antikörper-Reagenzes. Ein 

anderes wichtiges Problem stellt das Fehlen eines einheitlichen Scoringsystems der 

HER-2/neu Proteinbestimmung mit IHC dar. Kürzlich wurden Versuche unternommen, um 

eine Übereinstimmung zu erlangen (Van Diest et al., 1997). Die Vorteile der IHC-Methode 

sind, dass diese Methode relativ kostengünstig ist, man die Ergebnisse am selben Tag erhalten 

kann, es eine gängige Methode ist und die Schnitte mittels des Lichtmikroskops zum 

wiederholten Male inspiziert werden können. 
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Die ELISA-Technik, falls sie an Tumorzytosol, das aus frischen Gewebeproben stammt, 

angewandt wird, vermeidet die potentielle Antigenbeschädigung, die mit der Fixation, 

Einbettung und unkontrollierten Lagerung in Verbindung gebracht werden kann. In drei 

Studien mit 315 Patientinnen korrelierten auf ELISA basierende Messungen des HER-2/neu 

Proteins im Tumorzytosol einheitlich mit dem Krankheitsverlauf (Dittadi et al., 1997; Eissa et 

al., 1997; Slamon et al., 1998). Jedoch die geringe Grösse der Mammakarzinome, die mit 

einem ausgedehnten Screeningprogramm assoziiert sind, könnten eine Anwendung der 

ELISA-Methoden ausschliessen, falls nur ungenügend Tumorgewebe zur Herstellung des 

Zytosols vorhanden ist. Western Blots können ebenfalls zur Bestimmung der HER-2/neu 

Protein-Überexpression sowohl im Tumorzytosol als auch bei archiviertem Gewebe benutzt 

werden, aber sind im allgemeinen unpraktisch für eine Routineuntersuchung. 

Die ersten auf Genen basierenden HER-2/neu Detektionsmethoden, die bei 

Mammakarzinomproben angewandt wurden, sind Southern und Slot Blots. Die 

Ergebnisinterpretation kann stark gehandikapt sein, wenn die aus malignem Gewebe 

stammende Tumorzell-DNA mit der DNA aus benignen Tumoren und aus Entzündungszellen 

verdünnt wird.  

Die FISH-Technik für das HER-2/neu, die jetzt ähnlich wie die IHC automatisiert ist, erlaubt 

zur gleichen Zeit eine morphologische Bewertung sowie eine Auswertung der Ergebnisse der 

Gen-Amplifikation einzig und allein auf Karzinomzellen. Diese Methode zur Bestimmung der 

HER-2/neu Genanomalie beim Mammakarzinom hat sich als zuverlässiger und informativer 

als die Southern Blot Analyse bewährt (Press et al., 1997). Die FISH-Technik wurde von 

Press als eine schnelle, reproduzierbare, sehr gut verwendbare Methode zur Bestimmung von 

HER-2/neu Gen Amplifikation beschrieben (Press et al., 1997). Der Vorteil dieser Technik ist, 

dass sie an Paraffinblöcken, die über einen längeren Zeitraum aufbewahrt wurden, und auch 

bei Feinnadelaspirationsbiopsien erfolgreich angewendet werden kann  

(Sauter et al., 1996). Durch die direkte Darstellung des Gens mittels des fluoreszierenden 

Signals ist eine Lokalisation des Gens im Kern möglich und das Erfassen der Anzahl der 

Genkopien für den jeweiligen Kern gegeben. Dabei kann sich der Kern entweder in der 

Interphase oder aber auch in der Metaphase befinden. Ausserdem kann die FISH-Methode 

sowohl an Kernsuspensionen als auch an Gewebeschnitten, deren Morphologie während des 

Vorgangs erhalten bleibt und dadurch eine Differenzierung zwischen einem invasiven und 

einem Carcinoma in Situ (CIS) möglich ist, durchgeführt werden  
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(Kallioniemi et al., 1992). Bei einer notwendigen Erfahrung des Labors führt die Methode 

schon innerhalb von 24 Stunden zum Ergebnis (Ross JS: persönliche Mitteilung, 1998). Der 

Hauptnachteil der FISH-Methode ist, dass manuelle Zählungen notwendig sind, um die Höhe 

der Genkopien beurteilen zu können (Press et al., 1997). 

Tabelle 7: Vergleich der IHC- und FISH-Methode zur Darstellung von Anomalien des 
HER-2/neu Gens und Proteins (Ross et al., 1998) 

Methode 
 

IHC FISH 
Dargestellte Anomalie  Protein-Überexpression Gen-Amplifikation 
Benutzung von Archivmaterial  ja ja 
Verwendung von 
Paraffinschnitten 

 ja ja 

Beeinflussung durch Fixation, 
Hitze, Lagerung 

 ja nein 

Anwendung an Nadelbiopsien & 
Abstrichen 

 ja ja 

Anwendung an Tumoren < 1cm  ja ja 
Standardisierte Technik  nein ja 
Sensitivität & Spezifität  hoch höher 
Viele auf dem Markt verfügbare 
Reagenzien 

 ja nein 

Fluoreszenzmikroskop 
notwendig 

 nein ja 

 

 

5.2 Klinische Bedeutung der HER-2/neu Bestimmung 

Das HER-2/neu Proto-Onkogen und sein Genprodukt, das HER-2/neu Protein, werden für die 

Behandlung des Mammakarzinoms, aufgrund ihres prognostischen Einflusses, der die 

Identifikation derjenigen Patientinnen, mit erhöhtem Risiko eine Metastase zu entwickeln, 

erlaubt, immer interessanter.  

In der vorliegenden Studie konnten wir die klinische Relevanz der mittels FISH bestimmten 

HER-2/neu AMP bestätigen, indem wir zeigten, dass die HER-2/neu Gen-Amplifikation 

eine signifikante Risikogruppeneinteilung erlaubt. Zusätzlich konnten wir den 

prognostischen Einfluss von HER-2/neu AMP im Vergleich mit der immunhistochemischen 

HER-2/neu Protein-Überexpression, den etablierten prognostischen Faktoren und den 

Tumorinvasionsmarkern uPA und PAI-1 bewerten. In unserer Patientinnengruppe war  

HER-2/neu AMP ein hochsignifikanter Faktor zur Risikogruppeneinschätzung und war der 
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HER-2/neu EXP gemessen mit IHC in der Voraussage der rezidivfreien- und 

Gesamtüberlebenszeit der nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen überlegen. 

Dieses Ergebnis stimmte mit einer vorherigen Studie (Harbeck et al., 1998) überein, bei der 

die HER-2/neu EXP mittels IHC keine prognostische Signifikanz bei nodal-negativen 

Patientinnen aufwies. Der beobachtete statistische unabhängige Einfuss der HER-2/neu AMP 

mittels FISH bestätigt Berichte über die prognostische Wertigkeit der HER-2/neu Gen-

Amplifikation in anderen Kollektiven von nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen 

(Press et al., 1997; Andrulis et al., 1998). Dies ist eine wichtige Tatsache, weil frühere 

Studien, die überwiegend auf der Immunhistochemie basierten, eine prognostische Signifikanz 

des HER-2/neu Status unter den nodal-negativen Patientinnen (Revillon et al., 1998; Clark, 

1996) nicht zeigen konnte. 

Ausserdem übertraf die HER-2/neu AMP bestimmt mittels FISH die Tumorgrösse, das 

Grading, den Steroidhormonrezeptor- und Menopausenstatus im Bezug auf die Voraussage 

des Krankheitsverlaufs bei Patientinnen mit nodal-negativem Mammakarzinom. Ihre 

prognostische Stärke war mit der der Tumorinvasionsmarkern uPA und PAI-1 

vergleichbar. In der Multivarianzanalyse mit einer medianen Nachbeobachtungszeit von 

sieben Jahren war die HER-2/neu AMP als prognostischer Marker für DFS bei nodal-

negativen Patientinnen vergleichbar mit der von uPA und PAI-1. Diese Daten stimmen mit 

früheren klinischen Beobachtungen (Jänicke et al., 1993; Foekens et al., 1994), die uPA und 

PAI-1 eine zentrale Rolle bei Tumorinvasion und Metastasierung beimessen, überein.  

Es gibt keine früheren Publikationen über die Bestimmung von uPA/PAI-1 und HER-2/neu an 

einem gleichen Kollektiv von Mammakarzinompatientinnen. In unserem Patientinnenkollektiv 

wurde keine signifikante Korrelation zwischen uPA und PAI-1 und HER-2/neu gefunden. 

Wir waren erstmalig in der Lage zu zeigen, dass die HER-2/neu AMP die prognostische 

Risikogruppeneinteilung, die mit dem uPA und PAI-1 bei nodal-negativen 

Mammakarzinompatientinnen erreicht wurde, unabhängig verbessern kann. 

Sogar unter den Niedrigrisikopatientinnen mit einem geringen Wert beider proteolytischer 

Faktoren (Jänicke et al., 1994a; Harbeck et al., 1999) ist die HER-2/neu AMP in der Lage, 

Subgruppen mit einer sehr geringen Rückfallrate von weniger als 5% nach einer medianen 

Nachbeobachtungszeit von sieben Jahren zu erkennen. Während die Risikogruppeneinteilung 

basierend auf der HER-2/neu Positivität weniger als ein Drittel der 

Mammakarzinompatientinnen in die Hochrisikogruppe einschliesst, werden bei der 
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Anwendung des uPA/PAI-1 zur Risikogruppenunterscheidung ungefähr die Hälfte der 

Patientinnen in die Hochrisikogruppe eingeteilt (Jänicke et al., 1994a). Folglich könnte die 

Kombination dieser beiden tumorbiologischen Systeme zur Risikogruppeneinteilung bei 

nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen, eine Identifikation eines klinisch relevanten 

Prozentsatz von Niedrigrisikopatientinnen (z.B. 39% in unserer Studie) ermöglichen. Bei der 

Kombination dieser beiden tumorbiologischen Systeme mit dem Grading konnte das 

Niedrigrisikokollektiv noch besser charakterisiert werden, jedoch wurde dadurch das Kollektiv 

immer kleiner. 

Da beim nodal-positiven Mammakarzinom die Mehrzahl der Patientinnen eine adjuvante 

systemische Therapie erhält, ist der prognostische Einfluss des HER-2/neu bei nodal-

positivem Mammakarzinom als prädiktiver Faktor teilweise vom Therapieansprechen bzw. 

Therapieversagen beeinflusst. Jedoch in nodal-negativen Mammakarzinomstudien, in denen 

die meisten Patientinnen keine adjuvante systemische Therapie erhalten (Press et al., 1997; 

Andrulis et al., 1998), könnte die prognostische Bedeutung des HER-2/neu Gens und der 

Proteinanomalie tatsächlich eine aggressivere Tumorbiologie wiederspiegeln. Dennoch besteht 

das dringende klinische Interesse an dem HER-2/neu nicht nur in seiner prognostischen 

Stärke sondern auch in seiner prädiktiven Bedeutung hinsichtlich des Ansprechens einer 

Therapie. Neueste Daten deuten daraufhin, dass das HER-2/neu Rezeptorprotein als ein 

effektiver Angriffspunkt für eine tumorbiologische Therapie mit dem humanisierten anti-

HER-2/neu-Antikörper HerceptinTM dienen könnte (Slamon et al., 1998). Aufgrund dieser 

zunehmenden Applikation ist ein internationaler Konsens hinsichtlich der geeignetesten 

Methodik zur Bewertung des HER-2/neu Status für die klinische Routine wie z.B. die HER-

2/neu Gen-Amplifikation und/oder die HER-2/neu Protein-Überexpression, dringend 

notwendig. Erste Daten deuten daraufhin, dass HER-2/neu AMP mittels FISH den 

Therapieerfolg bei einer Herceptin-Behandlung besser vorhersagt als HER-2/neu EXP mittels 

IHC (Mass et al., 2000). 

Zum Abschluss kann man sagen, dass bei unseren nodal-negativen 

Mammakarzinompatientinnen die HER-2/neu Gen-Amplifikation bestimmt mit FISH eine 

genauere Risikogruppeneinteilung erlaubt als die HER-2/neu Protein-Überexpression 

bestimmt mit der IHC. Die HER-2/neu Gen-Amplifikation mittels FISH lieferte auch bessere 

prognostische Informationen als die etablierten prognostischen Faktoren. Ausserdem könnte 

der signifikante Einfluss der HER-2/neu Gen-Amplifikation auf die Gesamtüberlebenszeit der 
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Patientin seine Fähigkeit, eine Resistenz gegenüber einer systemischen Therapie 

vorherzusagen, wiederspiegeln. Wenn die HER-2/neu Gen-Amplifikation Messungen mit 

Immunassays für die Invasionsmarker uPA und PAI-1 kombiniert werden, werden zusätzliche 

prognostische Informationen hervorgebracht, die beim nodal-negativen Mammakarzinom eine 

klinische Relevanz für Therapieentscheidungen haben könnten 

 

Tabelle 8: Vergleich verschiedener Publikationen zur Bedeutung von HER-2/neu bei 
Patientinnen mit nodal-negativem Mammakarzinom. 
 

Autor Methode Präparat Pat. (N(0)) ↑HER-2/neu 

Pat.(%) 

↑HER-2/neu 

N0 (%) 

Ergebnis Prog. 

Bedeutung 

Slamon et al., 

(1987a) 

Southern Blot Gefrier-

schnitt 

103 

(34) 

19 

(18%) 

4 

(11%) 

↑AMP führt zu 

geringerem OS, DFS 

U: ja 

M: ja 

Lovekin et al., 

(1991) 

IHC (polykl. 21-

N-Ak) 

Paraffin 667 

(250) 

111 

(17%) 

 EXP & OS sind mit T-

Stadien assoziiert 

U: ja 

M: ja 

Kallioniemi et 

al., (1991) 

IHC (monokl. 

Mab1-Ak) 

Paraffin 319 

(174) 

72 

(23%) 

29 

(17%) 

EXP ist mit Prolif. & 

Metastasierungsmuster 

assoziiert. 

 

M: ja 

Press et al., 

(1993) 

IHC (polykl. 

R60-AK) 

Paraffin 210 

(210) 

63 

(30%) 

63 

(30%) 

N(0): EXP führt zu 

erhöhten Rezidivrate 

U: ja 

M: ja 

Quenel et al., 

(1995) 

IHC (polykl. 

Dako-Ak 

Paraffin 942 

(398) 

229 

(24%) 

95 

(24%) 

N(0): EXP ist mit 

schlechter Prognose 

assoziiert 

U: ja 

M: ja 

Eissa et al., 

(1997) 

ELISA Zytosol 100 

(23) 

  HER-2/neu sagt ein 

Rezidiv am besten 

voraus 

U. ja 

M: ja 

Press et al., 

(1997) 

FISH Paraffin 324 

(324) 

57 

(18%) 

57 

(18%) 

N(0): OS & DFS sind 

mit AMP assoziiert. 

U: ja 

M: ja 

Harbeck et al., 

(1999) 

FISH 

IHC 

Paraffin 

Paraffin 

103 (103) 

110 (110) 

32 (31%) 

45 (41%) 

32 (31%) 

45 (41%) 

OS&DFS mit AMP 

assoziiert. 

Nur OS mit EXP 

assoziiert. 

U:ja; M:ja 

U:ja; M:ja 

 

Ak Antikörper  monokl. monoklonal 

AMP HER-2/neu Amplifikation N (0) nodal-negative Patientinnen 

DFS rezidivfreies Überleben OS Gesamtüberlebenszeit 

EXP HER-2/neu Protein-Überexpression Pat Patientinnenzahl 

↑HER-2/neu erhöhte HER-2/neu Amplifikation bzw. Protein-

Überexpression 

polykl. 

U 

polyklonal 

Univarianzanalyse 

T-Stadien Tumorstadien M 

 

Multivaraianzanalyse 
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6 Zusammenfassung 

In einem Kollektiv mit 112 nodal-negativen Mammakarzinompatientinnen verglichen wir 

den prognostischen Einfluss der HER-2/neu Gen-Amplifikation, die mittels der Fluoreszenz 

in Situ Hybridisierung (FISH) gemessen wurde, und der HER-2/neu Protein-

Überexpression, die mittels der Immunhistochemie (IHC) bestimmt wurde, mit den 

traditionellen Prognosefaktoren (Tumorgrösse, Grading, Steroidhormonrezeptorstatus, 

Menopausenstatus) und Tumorinvasionsmarkern uPA (Urokinase Plasminogenaktivator) und 

seinem Inhibitor PAI-1, die mittels ELISA bestimmt wurden. Die mediane 

Nachbeobachtungszeit der zum Zeitpunkt der Analyse noch lebenden Patientinnen entsprach 

sieben Jahre. FISH und IHC wurden an formalinfixierten, paraffineingebetteten 

Gewebeschnitten durchgeführt. HER-2/neu AMP wurde mittels FISH in 31% und HER-2/neu 

EXP mittels IHC in 41% der Fälle festgestellt. In 13% der Tumoren wurden sowohl AMP als 

auch FISH gefunden. Die FISH und IHC Ergebnisse waren in 56% aller analysierten Fälle 

konkordant. In der Univarianzanalyse sagte HER-2/neu AMP sowohl die rezidivfreie (DFS) 

als auch Gesamtüberlebenszeit (OS) signifikant voraus. Die HER-2/neu EXP war hingegen 

nur für das OS signifikant. In der Multivarianzanalyse aller analysierten Prognosefaktoren 

war die HER-2/neu AMP der einzige unabhängige prädiktive Faktor sowohl für DFS als auch 

für OS. Die CART-Analyse deckte auf, dass die HER-2/neu AMP zusammen mit der 

Kombination von uPA/PAI-1 nach einer siebenjährigen medianen Nachbeobachtungszeit 

eine optimale Risikogruppeneinschätzung erlaubt: Patientinnen mit einem geringen 

Tumorgewebegehalt an uPA und PAI-1 und keiner HER-2/neu AMP hatten ein signifikant 

geringere Rezidivrate (4,6%) als die übrigen Patientinnen (32%). Zusammenfassend kann man 

sagen, dass die HER-2/neu Gen AMP bestimmt mittels FISH eine exaktere 

Risikogruppeneinschätzung erlaubt, als die HER-2/neu Protein EXP gemessen mittels der 

IHC. Die Kombination des HER-2/neu Gen-Status (FISH), mit den Tumorinvasionsmarker 

uPA und PAI-1 verbessert die klinische Relevanz der Risikogruppeneinschätzung. Zusätzlich 

zu seiner prognostischen Stärke könnte der signifikante Einfluss der HER-2/neu AMP in 

bezug auf OS, ein Nichtansprechen auf die verabreichte systemische Therapie, 

wiederspiegeln.
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