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!!!!! Hintergrund

Beim lokal fortgeschrittenen Mammakarzinom bzw. bei großen
Tumoren, die ohne präoperative Tumorverkleinerung nicht mit
ausreichender Sicherheit einer brusterhaltenden Therapie zu-
zuführen sind, ist die Verabreichung einer neoadjuvanten
Chemotherapie mittlerweile therapeutischer Standard [1–3].
Wesentliche Vorteile des neoadjuvanten Therapiekonzepts sind
einerseits die deutlich höhere Brusterhaltungsrate bei präope-
rativ behandelten Patientinnen, andererseits das statistisch
signifikant verlängerte Überleben von Patientinnen, bei de-
nen eine komplette pathologische Remission, d. h. das völlige
Verschwinden aller invasiven Tumoranteile, erreicht werden
kann [4]. Ein nach wie vor bestehendes Problem ist jedoch,
dass die Verabreichung der neoadjuvanten Chemotherapie bis
dato – in Ermangelung exakter prädiktiver Instrumente – auf
Basis kollektiver Response-Daten erfolgen muss, da die ge-
naue Vorhersage des Ansprechens im individuellen Patienten-
fall noch nicht mit Sicherheit möglich ist. Lediglich Faktoren
wie Hormonrezeptorstatus, Differenzierungsgrad der Tumor-
zellen bzw. Proliferationsmarker wie etwa Ki-67 lassen grobe
Rückschlüsse auf die Ansprechwahrscheinlichkeit zu [5].

Um eine bessere Vorhersage des individuellen Therapieerfolgs
der neoadjuvanten Chemotherapie zu ermöglichen, wurde be-
reits mehrfach versucht, prädiktive Instrumente zu entwickeln,
mittels derer genauere Rückschlüsse auf das Therapieanspre-
chen möglich sind. Größte Bedeutung in diesem Zusammen-
hang kommt RNA-basierten Microarray-Analysen aus Tumor-
gewebe zu, bei denen das Expressionsprofil vieler tausender
Gene bestimmt und mit dem Ansprechen auf die neoadjuvante
Therapie korreliert wird [6–8]. Im Rahmen des vorliegenden
Projekts „Plasma-Proteomanalyse zur Vorhersage des Anspre-
chens auf neoadjuvante Chemotherapie beim Mammakarzi-
nom“ wurde jedoch ein anderes Konzept verfolgt: Zugrunde
liegende Hypothese war die Annahme, dass während der neo-
adjuvanten Chemotherapie bereits frühzeitig (also bereits in-
nerhalb der ersten 24–48 Stunden nach Verabreichung des
ersten Chemotherapiezyklus) Veränderungen im Organismus
auftreten („Host response“), anhand derer das individuelle
Ansprechen vorhergesagt werden kann. Als Medium für die
Analysen wurde Patientenplasma gewählt, da es einerseits
leicht zugänglich ist und andererseits zahlreiche Biomarker
aus verschiedenen Geweben enthält, welche als Surrogatpa-
rameter für chemotherapieassoziierte Gewebeveränderungen
herangezogen werden können.

Zentrale Fragestellungen des Projekts waren:
1. Gibt es frühzeitige Veränderungen im Patientenplasma,

welche bereits nach der Gabe des ersten Chemotherapie-
zyklus auftreten?
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2. Korrelieren bestimmte dieser Veränderungen mit dem An-
sprechen auf die Chemotherapie?

!!!!! Methodik

Um die Zusammensetzung der Plasmaproteine („Plasmaprote-
om“) in ihrer Gesamtheit abbilden zu können und chemothera-
pieassoziierte Veränderungen im Plasmaproteom zu detektieren,
wurde die Methodik der 2-dimensionalen Gelelektrophorese
(2-DIGE) gewählt: Hierbei werden die Plasmaproteine zwei-
er verschiedener Zeitpunkte (Zeitpunkt 1: unmittelbar vor
Beginn der Chemotherapie; Zeitpunkt 2: 24–48 Stunden nach
Gabe des ersten Chemotherapizyklus) mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und danach mittels Gelelek-
trophorese nach isoelektrischem Punkt sowie Molekularge-
wicht aufgetrennt. So erhält man ein 2-dimensionales Bild,
auf dem ca. 1000 Plasmaprotein-Spots gleichzeitig abgebildet
sind, wobei Proteine, die sich in ihrem Plasmaspiegel während
der Chemotherapie verändern, anhand ihrer unterschiedlichen
Fluoreszenzeigenschaften detektiert werden können. In weiterer
Folge können die Spots dann mittels Massenspektrometrie
identifiziert werden.

Für das vorliegende Projekt wurden Mammakarzinompatien-
tinnen aus der neoadjuvanten Chemotherapiestudie 24 (6 Zyklen
Epirubicin/Docetaxel vs. 6 Zyklen Epirubicin/Docetaxel +
Capecitabin) der „Austrian Breast and Colorectal Study Group“
(ABCSG) untersucht, wobei insgesamt 25 Patientinnen aus
dem Behandlungsarm Epirubicin/Docetaxel in die Analyse ein-
geschlossen wurden. Die Blutabnahmen für die Plasmaprote-
omanalysen erfolgten jeweils unmittelbar vor Gabe des ersten
Chemotherapiezyklus sowie 24–48 Stunden danach.

Abbildung 1: T. Bachleitner-Hofmann, M. Gnant
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!!!!! Ergebnisse

Zunächst wurde mittels 2-DIGE untersucht, welche Plasma-
protein-Spots sich im Zuge des ersten Chemotherapiezyklus
verändern: Insgesamt zeigten sich bei 33 Spots signifikante
Veränderungen zwischen den Zeitpunkten vor und nach Gabe
des ersten Zyklus. Neben Proteinen wie Inter-α-Trypsin-Inhi-
bitor und α-1-Antichymotrypsin konnten hier vor allem 3 Kom-
plementfaktoren (C1r, C3, C4) identifiziert werden. Die Mo-
dulation des Komplementsystems konnte zunächst in einem
„Discovery set“ von 12 Patientinnen gefunden und anschlie-
ßend in einem „Validation set“ von weiteren 13 Patientinnen
bestätigt werden. Als nächster Schritt wurde untersucht, in-
wiefern die Modulation/Aktivierung des Komplementsystems
mit dem Ansprechen auf die Therapie korreliert: Wiederum
wurde zunächst das „Discovery set“ untersucht, wobei die Mo-
dulation von 2 Isoformen des Komplementfaktors C3 eine si-
gnifikante Korrelation mit dem Ansprechen auf die Therapie
aufwies. Auch hier konnten die Ergebnisse im „Validation set“
bestätigt werden.

!!!!! Schlussfolgerungen

Die Daten des vorliegenden Projekts zeigen, dass es unter ei-
ner neoadjuvanten Chemotherapie mit Epirubicin/Docetaxel
bereits innerhalb von 24 Stunden zu signifikanten Verände-
rungen im Plasmaproteom kommt, wobei in erster Linie eine
Modulation des Komplementsystems zu verzeichnen ist. Von
Interesse ist, dass die Veränderungen im Komplementsystem
mit dem Ansprechen auf die Therapie korrelieren, was auf ei-
nen zukünftigen Einsatz der Plasmaproteomanalyse zur Vor-
hersage des Ansprechens auf neoadjuvante Chemotherapie
hoffen lässt.
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