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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologische Bedeutung

Mit tber 57.000 Neuerkrankungen jahrlich ist das Mammakarzinom die haufigs-
te Krebserkrankung der Frau in Deutschland. Im Jahr 2004 entsprachen die
Brustkrebsneuerkrankungen mehr als einem Viertel aller bésartigen Neuerkran-
kungen. 40% der neu aufgetretenen Mammakarzinome, somit knapp 23.900
Falle, wurden schon vor dem 60. Lebensjahr der Patientinnen diagnostiziert
(Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland, 2008; Robert Koch-Institut online: www.rki.de). Das mittlere Er-
krankungsalter von 63 Jahren beim Mammakarzinom liegt um sechs Jahre
niedriger als fur Krebs insgesamt.

In Deutschland ist Brustkrebs die haufigste Krebstodesursache bei Frauen, wo-
bei diese Erkrankung im Jahr 2004 mit rund 17.600 Sterbeféllen fir 17,9 % aller
Krebssterbefélle in der weiblichen Bevolkerung verantwortlich war (Robert
Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutsch-
land, 2008). Zwischen 35 und 45 Jahren stellt es bei Frauen die haufigste To-
desursache Uberhaupt dar (Schmidt-Matthiesen, Wallwiener, 2005).

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate betragt in Deutschland stadienunabhangig
derzeit etwa 81 % (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland, 2008). Nach Daten der American Cancer Society
liegt die Uberlebensrate in den USA nach fiinf Jahren bei 89 % und nach 10
Jahren bei 81 % (American Cancer Society, 2007).

1.1.2 Prognostische Faktoren

Prognostische Faktoren erteilen bei Tumorpatienten Auskunft Uber die Wahr-
scheinlichkeit des Wiederauftretens einer Erkrankung sowie des Todes durch
die Erkrankung und geben somit Hinweise auf den individuellen Krankheitsver-
lauf und das Risiko des einzelnen Patienten in der Zukunft. Patienten mit ho-
hem Risiko sollen dadurch frihzeitig identifiziert und einer aggressiveren The-

rapie zugefihrt werden kénnen.


http://www.rki.de/
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1.1.2.1 Prognostische Faktoren der St. Gallen Konsensuskonferenz
Beim nicht-metastasierten Mammakarzinom empfiehlt die St. Gallen Konsen-
suskonferenz, folgende prognostische Faktoren fir die individuelle Risikoeinstu-
fung bezuglich der adjuvanten Therapieempfehlung heranzuziehen (St. Gallen
Konsensuskonferenz, 2007):

e Befall regionaler Lymphknoten

o Alter

e Tumorgroli3e

e Differenzierungsgrad des Tumors

e Hormonrezeptorstatus

e HER2/neu-Status

e Peritumorale GefaRRinvasion

Der axillare Lymphknotenstatus gilt beim Mammakarzinom als aussagekraftigs-
ter prognostischer Einzelparameter (Donegan, 1997). Der Anzahl befallener
Lymphknoten kommt ebenfalls eine prognostische Bedeutung zu (Nemoto et
al., 1980; Carter et al., 1989; Fisher et al., 1993). Der Lymphknotenstatus ist
jedoch kein perfekter Marker der systemischen Erkrankung: Etwa ein Viertel der
lymphknotennegativen Patientinnen erleidet innerhalb von 10 Jahren ein Rezi-
div, hingegen leben ca. 30 % der Patientinnen mit initial positivem Lymphkno-
tenstatus nach 10 Jahren noch immer krankheitsfrei, sofern die befallenen
Lymphknoten entfernt wurden (Gardner et Feldman, 1993). Des Weiteren weist
ein Teil der bereits primar metastasierten Karzinome keinen Lymphknotenbefall
auf (Leone et al., 1988).

Das Patientenalter gilt ebenfalls als prognostischer Faktor beim Mammakarzi-
nom. Mehrere Studien wiesen fur Patientinnen unter 35 Jahren schlechtere Hei-
lungs- bzw Uberlebensraten nach als fur Patientinnen tiber 35 Jahren (Nemoto
et al., 1980; Hgst et Lund, 1986; Winchester et al., 1996).

Die GroRe des Primartumors geht wie der axillare Lymphknotenstatus in die
Stadieneinteilung der TNM-Klassifikation ein. Mit zunehmender Grof3e des Pri-
martumors sinken Heilungs- bzw. Uberlebensraten (Nemoto et al., 1980; Carter

et al., 1989). Mit Einfihrung des flachendeckenden Mammographie-Screenings
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in Deutschland ist auf eine Zunahme der prognostisch gunstigen T1-Tumoren
zu hoffen, welche insgesamt eine 5-Jahres-Uberlebensrate von ~90% aufwei-

sen, bzw. ~95%, sofern keine Lymphknoten befallen sind (Carter et al., 1989).

Ebenfalls zu den etablierten Prognosefaktoren des Mammakarzinoms zahlt der
histologische Differenzierungsgrad des Tumors, das sogenannte Grading, wel-
ches die drei morphologischen Merkmale Tubulusbildung, nukledre Pleomor-
phie und Mitoserate berlicksichtigt. Je schlechter die Differenzierung desto ho-
her ist der Malignitatsgrad des Tumors (Bloom et Richardson, 1957; Elston et
Ellis, 1991). Eine zunehmende Entdifferenzierung fiihrt zu einer Abnahme der
relativen Uberlebensrate bei Patientinnen mit Mammakarzinom (Bloom et Ri-
chardson 1957; Davis et al., 1986; Henson et al., 1991; Elston et Ellis, 1991;
Fisher et al., 1993; Pereira et al., 1995)

Der immunhistochemische Nachweis der nuklear exprimierten Hormonrezepto-
ren fir Progesteron und Ostrogen stellt ein Standardverfahren in der histologi-
schen Aufarbeitung des Mammakarzinoms dar. Man fasst ihre Expression zum
Hormonrezeptorstatus zusammen, wobei dieser auch als positiv gilt, wenn nur
einer der beiden Rezeptoren nachweisbar ist. Der prognostisch gunstige Ein-
fluss eines positiven Hormonrezeptorstatus ist seit vielen Jahren anerkannt
(Croton et al., 1981; Mason et al., 1983; Thorpe et al., 1987). Fir eine trotz ma-
ligner Transformation weiterhin vorhandene Expression dieser Rezeptoren zeig-
te sich eine Assoziation mit geringerem Malignitatsgrad und langsamerem Tu-

morwachstum (Keen et Davidson, 2003).

Im Jahr 2005 wurde der HER2/neu-Status in die Liste der Prognosefaktoren der
St. Gallen Konsensuskonferenz aufgenommen. Das Protoonkogen c-erbB-2
kodiert den transmembranéren Glykoproteinrezeptor ,human epidermal growth
factor receptor-2“ (HER-2). Durch die Fahigkeit, Wachstumsfaktoren zu binden,
ist dieser Rezeptor an der Regulation von Proliferation, Differenzierung und des
Uberlebens von Zellen beteiligt (Olayioye, 2001). Bei ca. 15-30% der Mamma-
karzinome ist eine Uberexpression dieses Proteins bzw. Amplifikation dieses

Protoonkogens nachweisbar. Dieser Nachweis geht mit einem aggressiveren
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Phanotyp, einem hoheren Rezidivrisiko und einer schlechteren Prognose einher
(Slamon et al., 1987; Paterson et al., 1991; Joensuu et al., 2003).

Die Tumorzellinvasion in Blut- oder LymphgefaRe gilt als wichtiger Schritt im
Metastasierungsprozess. Ebenfalls seit 2005 zahlt dieses histopathologisch
erfassbare Tumorcharakteristikum zu den Prognosefaktoren der Konferenz von
St. Gallen. Es zeigte sich eine Assoziation mit schlechteren Uberlebenskurven
und einem hodheren Risiko fur die Entwicklung von Lymphknotenmetastasen
(Bettelheim et al., 1984; Lauria et al., 1995; Schoppmann et al., 2004).

1.1.2.2 Weitere prognostische Faktoren
Der histologische Typ des Karzinoms zeigt ebenfalls prognostische Relevanz.
Beispielsweise gelten invasiv tubulare, invasiv papillare und invasiv muzinése
Karzinome als prognostisch glinstiger gegentber dem invasiv duktalen Karzi-
nom (Fisher et al., 1993; Donegan, 1997).

Der Nachweis disseminierter epithelialer Zellen im Knochenmark wird fir Pa-
tientinnen mit Mammakarzinom als prognostisch unginstig angesehen (Diel et
al., 1996; Gebauer et al., 2001; Braun et al., 2001) und ist als fakultativer Faktor
mit der Bezeichnung M1(i) mittlerweile im TNM-System reprasentiert. Momen-
tan ist noch nicht geklart, inwiefern hierdurch andere Prognosefaktoren wie Tu-
morgroRe, Grading und Lymphknotenstatus widergespiegelt werden oder ob ein

unabhangiger prognostischer Faktor identifiziert wurde (Harris et al., 2007).

Die Faktoren uPA und PAI-1 gehtéren zum Plasminogen-Aktivierungs-System,
welchem bei malignen Tumoren eine Bedeutung im Rahmen von Invasion, An-
giogenese und Metastasierung zugeschrieben wird. Somit kénnten sie erhebli-
chen Einfluss auf die Prognose dieser Erkrankungen ausiben (Stephens et al.,
1998). Unterschiedliche Nachweismethoden dieser Faktoren sowie deren prog-
nostischer Wert fir die Anwendung in der klinischen Praxis des Mammakarzi-
nom werden derzeit in Studien Uberprift (Harris et al., 2007). Dem Nachweis
mittels ELISA scheint eine prognostische Relevanz zuzukommen, und Patien-
tinnen mit starker Expression dieser Faktoren sollen von einer Chemotherapie
profitieren (Janicke et al., 1993; Look et al., 2002; Janicke et al., 2001).
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Das bcl-2-Protoonkogen wurde zunéchst im Kontext maligner Lymphome er-
forscht. Das auf der inneren Mitochondrienmembran lokalisierte Protein be-
gunstigt als Apoptoseinhibitor das Uberleben von Zellen (Hockenberry et al.,
1990). Mittels bcl-2-Gentransfer konnte in T-Zelllinien eine bcl-2-induzierte Re-
sistenz gegen verschiedene Chemotherapeutika gezeigt werden (Miyashita et
Reed, 1992). Je nach Zell- oder Gewebeart scheint dieses Onkogen jedoch
unterschiedliche biologische Funktionen zu haben: In verschiedenen Tumorzell-
linien zeigte sich im Gegensatz zum erwarteten Wachstums- und Uberlebens-
vorteil eine Wachstumshemmung unter bcl-2-Expression (Pietenpol et al.,
1994). Beim Mammakarzinom konnte die Expression von bcl-2 ebenfalls mit
einer besseren Prognose und mit prognostisch glnstigen Faktoren assoziiert
werden (van Slooten et al., 1996; Berardo et al., 1998; Callagy et al., 2006).

Das Tumorsuppressorgen p53 kodiert einen Transkriptionsfaktor, welcher im
Falle einer Schadigung des Genoms die Zellteilung hemmen kann (Lane, 1992;
Levine, 1997). Unter dessen Inaktivierung kommt es zu einer unkontrollierten
Proliferation mit Anhaufung von DNA-Schaden. Die Folge ist eine zunehmende
Entartung. Durch Mutation entsteht ein Protein mit langerer Halbwertszeit, wel-
ches akkumuliert und dadurch immunhistochemisch nachweisbar ist. Das
,2uberexprimierte“ Genprodukt ist somit ein Surrogatparameter fir die Mutation.
Ca. 20% der p53-Deletionen kdénnen durch immunhistochemische Methoden
nicht nachgewiesen werden, daher dirfte die Zukunft eher in Methoden mit di-
rektem Nachweis der genetischen Veranderungen liegen (Pharoah et al., 1999).
Die prognostische Bedeutung der p53-Mutation beim Mammakarzinom wird
kontrovers diskutiert. Pharoah et al. wiesen in oben genannter Meta-Analyse

jedoch ein verschlechtertes Gesamt- und krankheitsfreies Uberleben nach.

Um die proliferative Aktivitat eines Gewebes an Gefrier-/Paraffinschnitten zu
untersuchen, werden die monoklonalen Antikorper Ki-67 bzw. MIB-1 eingesetzt
(Cattoretti et al., 1992). Diese sind gegen ein nukleares Antigen gerichtet, wel-
ches in den proliferativen Zellzyklusphasen, nicht jedoch in der Go-Phase ex-
primiert wird. Die immunhistochemische Anfarbung dieses Antigens identifiziert
also die Wachstumsfraktion eines Gewebes (Scholzen et Gerdes, 2000). Beim

Mammakarzinom wurde eine Assoziation hoher Wachstumsfraktionen mit hohe-
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rem Rezidivrisiko und kirzerem Gesamtuberleben, sowie mit prognostisch un-
gunstigen Faktoren (histologische Entdifferenzierung, Lymphknotenmetastasie-
rung) beobachtet (Gasparini et al.,, 1991; Veronese et al., 1993; Thor et al.,
1999; Trihia et al., 2003). Aufgrund der retrospektiven Datenerhebung dieser
Studien und der mangelnden Standardisierung der Methode zahlt der MIB-1-
Status bisher nicht zu den etablierten Prognosefaktoren des Mammakarzinoms.

1.1.3 Préadiktive Faktoren
Pradiktive Faktoren dienen bei malignen Erkrankungen dazu, die Wahrschein-
lichkeit des Ansprechens eines Tumors auf eine bestimmte Therapie vorher-
zusagen. Sie sollen dadurch eine individualisierte und zielgerichtete Therapie
ermdglichen, um die Effektivitdt der Behandlung zu steigern sowie Kosten und
Nebenwirkungen zu senken. In der klinischen Praxis gelten beim Mammakarzi-
nom derzeit zwei pradiktive Faktoren als relevant:

e Hormonrezeptorstatus

e HER2/neu-Status

Ein positiver Hormonrezeptorstatus korreliert mit dem Ansprechen auf eine anti-
hormonelle Therapie und gilt als Voraussetzung fur deren Anwendung (Pert-
schuk et al., 1990; Pertschuk et al., 1996; Harvey et al., 1999). Bei negativem
Hormonrezeptorstatus hingegen wiesen mehrere neoadjuvante Therapiestudien
ein verbessertes Ansprechen auf eine Chemotherapie nach (Colleoni et al.,
2000; Faneyte et al., 2003; Bear et al., 2006).

Ein positiver HER2/neu-Status gilt als pradiktiv fur das Ansprechen auf eine
Therapie mit dem anti-HER2/neu-Antikdrper Trastuzumab (Herceptin®). Die
standardgemalfe Erhebung des HER2/neu-Status ist hierbei die Grundlage der
korrekten ldentifikation HERZ2-positiver Patientinnen und somit des erfolgrei-
chen therapeutischen Einsatzes des Antikdrpers (Dinh et al., 2007; Wolff et al.,
2007). Die pradiktive Wertigkeit des HER2/neu-Status hinsichtlich des An-
sprechens auf verschiedene Chemotherapeutika wurde ebenfalls mehrfach un-
tersucht. Verschiedene retrospektive Arbeiten zeigten bei HER2-positiven Tu-

moren ein besseres Ansprechen auf Anthrazyklin-haltige Kombinationen gegen-

11
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Uber Anthrazyklin-freien Schemata wie etwa CMF, wahrend dieser Unterschied
bei HER2-negativen Tumoren nicht vorhanden war (Paik et al., 1998; Paik et
al., 2000; Pritchard et al., 2006). Bei Taxanen wird eine pradiktive Aussagekraft
des HER2-Status bisher kontrovers diskutiert (Harris et al., 2007).

Zahlreiche weitere Faktoren (Proliferationsmarker, Tumorsuppressor- bzw. On-
kogene, Gen- und Proteinexpressionsmuster) sind derzeit Gegenstand der For-
schung hinsichtlich ihres préadiktiven Werts in der Mammakarzinomtherapie.
Bisher kann keiner dieser Faktoren fur die Vorhersage des Therapieanspre-
chens in der klinischen Routine zugelassen werden (Duffy, 2005; Colozza et al.,
2005; Harris et al., 2007).

1.1.4 Medikamentdse Systemtherapie
1.1.4.1 Allgemeines zur medikamentésen Systemtherapie
Neben operativem Vorgehen und Bestrahlung stellen medikamentose Thera-
pieansatze die dritte Saule in der Behandlung des Mammakarzinoms dar. Die
Heterogenitat dieser Erkrankung sowie des Patientenspektrums erlaubt keine
starren Therapieschemata. Die drei Therapiesaulen finden daher je nach Stadi-
um und biologischen Eigenschaften des Tumors sowie je nach Menopausen-
status, Allgemeinzustand und Wunsch der Patientin in unterschiedlicher Kombi-
nation ihre Anwendung. Fir die systemische Therapie stehen derzeit drei ver-
schiedene medikamenttse Therapieformen zur Verfiigung:

e Chemotherapie (Anthrazykline, Taxane, Alkylanzien, Antimetabolite)

e Hormontherapie (Tamoxifen, Aromatasehemmer, GhnRH-Analoga)

e Antikorpertherapie (Trastuzumab, Bevacizumab)

1.1.4.2 Adjuvante Therapie

Die adjuvante Therapie, welche mdglichst in klinischen Therapiestudien erfol-
gen sollte, zielt auf die Zerstérung eventueller Mikrometastasen. Hierdurch kann
unabhangig vom Nodalstatus das Rezidivrisiko gesenkt und das Uberleben ver-
langert werden (Early Breast Cancer Trialists” Collaborative Group, 2005). Je

nach Tumorbiologie und Risikoeinstufung der Patientin kbnnen alle der drei
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oben genannten medikamentdsen Therapieformen in unterschiedlicher Kombi-
nation eingesetzt werden (St. Gallen Konsensuskonferenz, 2007).

Unter den Chemotherapeutika gelten Anthrazyklin-haltige Dreierkombinations-
Schemata in der adjuvanten Therapie derzeit als Gberlegen (Early Breast Can-
cer Trialists” Collaborative Group, 2005). Bei Lymphknotenbefall profitieren die

Patientinnen vom zusatzlichen Einsatz von Taxanen (Roché et al., 2006).

Die Hormontherapie kommt bei hormonrezeptorpositiven Karzinomen zum Ein-
satz. Bei der postmenopausalen Patientin zeigten sich Aromatasehemmer oder
Aromatasehemmer im Wechsel mit bzw. im Anschluss an Tamoxifen zuneh-
mend Uberlegen gegenulber der alleinigen Therapie mit Tamoxifen (Ellis et al.,
2001; Goss et al., 2003; Breast International Group (BIG) 1-98 Collaborative
Group, 2005). Pramenopausal ist der Einsatz von Tamoxifen oder die medika-

mentdse Ausschaltung der Ovarialfunktion mdglich.

Durch die zusatzliche Behandlung mit dem Antikdrper Trastuzumab (Hercep-
tin®) bei Patientinnen mit c-erbB2-positiven Karzinomen in der adjuvanten The-
rapie konnte in mehreren voneinander unabhangigen Studien eine deutliche

Reduktion von Rezidivrisiko und Mortalitat gezeigt werden (Dinh et al., 2007).

1.1.4.3 Priméar systemische Therapie

Die primar systemische Therapie wird vor allem bei Patientinnen mit groRem
Primartumor oder lokal fortgeschrittenem Karzinom eingesetzt, um eine Opera-
bilitat bzw. eine hOohere Rate brusterhaltender Operationen zu erreichen. Im
Rahmen dieses Therapieansatzes kann aul3erdem das Ansprechen auf die je-
weilige Medikation geprift werden. Dies ist zum einen flr die einzelne Patientin
von Bedeutung, da durch eine ,in-vivo-Testung® der Chemosensitivitat ihres
Tumors die Anpassung der weiteren medikamentdsen Therapie ermoglicht
wird, sei es post- oder bereits praoperativ (Fisher et al., 1998; Kaufmann et al.,
2003; von Minckwitz et al., 2005). Zum anderen bietet das klinisch oder histopa-
thologisch erfassbare Ansprechen auf eine neoadjuvant verabreichte Therapie
als ein innerhalb von Monaten messbarer morphologischer Parameter einen

interessanten Ansatz in der klinischen Forschung, wahrend adjuvante Thera-
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piestudien erst nach Jahren mittels Analyse nicht-morphologischer Parameter
(z.B. Uberlebensraten) die Uberlegenheit des einen oder anderen Schemas
belegen kdnnen. Die Gleichwertigkeit einer praoperativ verabreichten Chemo-
therapie im Vergleich zur adjuvanten Therapieform hinsichtlich der Prognose
beim primér operablen Mammakarzinom wurde durch eine der grof3ten Studien
zur neoadjuvanten Therapie bescheinigt, das National Surgical Adjuvant Breast
and Bowel Project (NSABP) Protocol B-18. In dieser randomisierten Studie er-
gaben sich unter Doxorubicin plus Cyclophosphamid (AC) zwischen adjuvan-
tem und neoadjuvantem Therapiearm keine signifikanten Unterschiede hinsicht-
lich krankheitsfreiem Uberleben, DDFS und Gesamtiiberleben (Fisher et al.,
1998). Eine Meta-Analyse von Mauri et al., welche neben dieser noch 8 weitere
Studien einschloss, bestétigte diese Gleichwertigkeit (Mauri et al., 2005). Ein
Uberlebensvorteil gegeniber der adjuvanten Therapieform durch Bekampfung
eventuell vorhandener Mikrometastasen zu einem moglichst frihen Zeitpunkt

konnte allerdings nicht nachgewiesen werden (Mano et Awada, 2004).

Standard ist derzeit eine Chemotherapie mit einem Anthrazyklin-Taxan-haltigen
Schema, wobei hormonrezeptornegative Tumoren im Vergleich zu hormonre-
zeptorpositiven ein signifikant besseres Ansprechen zeigten (Colleoni et al.,
2000; Faneyte et al. 2003).

Eine primar systemische Hormontherapie wird derzeit nicht als Standardthera-
pie empfohlen und nur in besonderen Fallen durchgefiihrt, zum Beispiel wenn
bei einer postmenopausalen Patientin weder Operation noch Chemotherapie
moglich sind (Kaufmann et al., 2003).

Fur die Antikérpertherapie mit Trastuzumab (Herceptin®) zeichnete sich in Stu-
dien in der praoperativen Therapiesituation eine erhthte Rate pathologischer
Komplettremissionen ab (Buzdar et al., 2005; Dawood et al., 2007; Gianni et al.,
2007). Der VEGF-Antikdrper Bevacizumab (Avastin®) ist in Europa fiir die Erst-
linienbehandlung des metastasierten Mammakarzinoms in Kombination mit
Paclitaxel sowie mit Docetaxel zugelassen. Die Kombinationstherapie fuhrte zu
erhéhten Ansprechraten sowie zu einer Verlangerung des progressionsfreien,
nicht jedoch des Gesamtiiberlebens (Miller et al., 2007; Miles et al., 2008).
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1.2 Angiogenese

1.2.1 Begriffsdefinitionen

Beim Wachstum von Gefal3strukturen werden zwei Formen unterschieden:
Vaskulogenese und Angiogenese. Bei ersterer entstehen Geféaf3e de novo
durch Differenzierung endothelialer Vorlauferzellen mesodermalen Ursprungs
(Angioblasten), welche in der Embryonalzeit das primare Gefal3system ausbil-
den (Risau et Flamme, 1995). Unter Angiogenese hingegen versteht man die
Neubildung von GefalRen aus einem praexistenten Gefal3bett heraus. Prolifera-
tion und Migration bereits vorhandener Endothelzellen unter der Wirkung pro-
angiogener Faktoren stellen die Hauptcharakteristika dieses Vorgangs dar
(Carmeliet, 2000). An der weiteren Reifung und Stabilisierung des entstehen-
den Gefal3netzes sind extrazellulare Matrix, Perizyten sowie glatte Muskelzellen
beteiligt. Neben ihrer Bedeutung bei der Umgestaltung und Ausreifung des pri-
maren Gefalisystems in der Embryonalperiode, spielt die Angiogenese bei phy-
siologischen Prozessen wie Wundheilung oder Menstruationszyklus auch im

ausgereiften Organismus eine Rolle (Folkman, 1995).

1.2.2 Ablauf der Angiogenese
Der Angiogeneseprozess lasst sich in folgende Teilschritte untergliedern (Bus-
solino et al., 1997; Moses, 1997; Papetti et Herman, 2002):

o GefalRdestabilisierung

e Aktivierung des Endothels mit Endothelzellproliferation und -migration

e Bildung eines Lumens

o funktionelle Reifung der neu entstandenen Gefale.

Unter dem Einfluss angiogener Stimulatoren wird ein bestehendes Gefald lokal
destabilisiert: Die ummantelnden Perizyten I6sen sich ab, und Proteasen wer-
den freigesetzt, welche die Basalmembran und die extrazellulare Matrix zerset-
zen. Die Endothelzellen wechseln von ihrem ruhenden zu einem aktiven Phéano-
typ. Unter Bildung einer ,GefalRknospe” wandern sie von einem bereits beste-
henden Gefal3 aus in die umgebende Matrix. Anschliel3end proliferieren sie am
distalen Ende und formen so einen neuen Endothelzellstrang, welcher letztlich

ein Lumen ausbildet mit Anschluss an den bestehenden Blutfluss. Bei diesen
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Vorgéangen spielen wiederum proteolytische Vorgénge sowie Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Kontakte eine wichtige Rolle. Schlie3lich wandern Mesenchymzellen
entlang der neu gebildeten GefalRstruktur und differenzieren zu reifen Perizyten,
welche das Gefald von aufRen umfassen. Der Aufbau neuer Zell-Zell-Kontakte
und extrazellularer Matrix stabilisiert das entstandene Gefal3 zusatzlich. Gefa-
Be, die nicht von Perizyten ummantelt werden bzw. durch welche kein Blut
flie3t, bilden sich zurlick. Nach diesem Reifungsprozess befinden sich die En-

dothelzellen wieder in einem ruhenden Zustand.

1.2.3 Pathologische Angiogenese

1.2.3.1 Angiogenese im Rahmen benigner Erkrankungen

Eine anhaltende und UberschieRende Angiogenese wurde als wichtiges Cha-
rakteristikum einer Reihe von gutartigen Erkrankungen wie der Psoriasis, diabe-
tischen Retinopathie, altersbedingten Makuladegeneration oder rheumatoiden
Arthritis identifiziert (Folkman, 1995; Ferrara et Alitalo, 1999). Umgekehrt kann
eine reduzierte Produktion pro-angiogener Faktoren mit verminderter Angioge-

nese zu Wundheilungsstérungen fithren (Nissen et al., 1998).

1.2.3.2 Angiogenese im Rahmen maligner Erkrankungen

Bereits 1971 formulierte Judah Folkman die Hypothese, dass das Wachstum
eines Tumors abhangig ist von der Fahigkeit, die Bildung neuer Blutgefal3e zu
induzieren (Folkman, 1971). Er beschreibt ein langsames, lineares Wachstum
von Tumoren in der ,pravaskularen® Phase bis zu einer GroRe von maximal 1-2
mm3. Um diese Ausdehnung zu Uberschreiten, reicht die Diffusion fur die meta-
bolische Versorgung des Tumors nicht mehr aus. Proliferations- und Absterbe-
rate befinden sich in diesem Stadium im Gleichgewicht. Erst wenn eine Vasku-
larisierung des neu entstandenen Gewebes stattgefunden hat, geht dieses in
ein schnelles, exponentielles Wachstum tber (Folkman, 1990). Weitere Studien
untermauerten die Hypothese des Angiogenese-abhangigen Tumorwachstums:
Durch Angiogenesehemmung erhohte sich die Nekrose- bzw. Apoptoserate in
Tumoren, das Tumorwachstum zeigte sich begrenzt (Brem et al., 1976; Kim et
al., 1993; Millauer et al., 1996; Parangi et al., 1996).
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Vermutlich spielen genetische Veranderungen, lokale Stressfaktoren (bei-
spielsweise Hypoxie) sowie veranderte hamodynamische Bedingungen eine
entscheidende Rolle in der tumorinduzierten Angiogenese (Papetti et Herman,
2002). Verschiebt sich unter diesen Gegebenheiten das Gleichgewicht zwi-
schen pro- und anti-angiogenen Faktoren zugunsten der die Angiogenese for-
dernden, so nimmt der Tumor mit dem Einsprossen neuer Blutkapillaren einen
angiogenen Phanotyp an. Diesen Punkt bezeichnet man als ,angiogenic switch®
(Hanahan et Folkman, 1996). Ursache des Ungleichgewichts ist sowohl die ge-
steigerte Freisetzung pro-angiogener Faktoren, als auch die verminderte Ex-
pression anti-angiogen wirkender Substanzen (Rastinejad et al., 1989; Bouck et
al., 1996; Hanahan et Weinberg, 2000). Die Einflisse von Tumorentitat, lokalen
Gegebenheiten sowie des Entwicklungsstadiums des Tumors auf das Zusam-
menspiel der beteiligten Zellen und Faktoren scheinen enorm (Carmeliet et
Jain, 2000), sodass die zur Tumorangiogenese fuhrenden Prozesse sehr hete-
rogen ablaufen. Das Uberwiegen pro-angiogener Faktoren wird jedoch generell
als Ursache fur die anormalen Charakteristika eines Tumorgefal3betts angese-
hen, da die Tumorangiogenese unkontrolliert und ohne den stabilisierenden
Reifungsprozess der neuen Gefalie ablauft (Jain, 2003).

1.2.4 Regulation der Angiogenese

1.2.4.1 Stimulatoren und Inhibitoren

Eine zentrale Rolle in der Regulation der Angiogenese wird dem pro-angio-
genen Faktor VEGF (vascular endothelial growth factor) sowie den beiden An-
giopoietinen Ang-1 und Ang-2 zugeschrieben (Marmé, 2001). Letztere konkur-
rieren um den Endothelzell-spezifischen Rezeptor TIE-2. Das konstitutiv expri-
mierte Ang-1 bewirkt via TIE-2-Bindung eine verstarkte Interaktion von Endothel
und extrazellularer Matrix sowie umgebenden Zellen. Daraus resultiert unter
physiologischen Bedingungen ein ruhender Zustand des Endothels mit geringer
GefalRpermeabilitat (Suri et al., 1996; Thurston et al., 1999). Das von den Endo-
thelzellen selbst sezernierte Ang-2 hingegen fuhrt via autokriner Stimulation des
TIE-2-Rezeptors zu einer Destabilisierung der Gefal3e (Holash et al., 1999). Die

tatséchlichen Ausloser dieser Ang-2-Produktion sind unbekannt, eine mdgliche
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Rolle kommt von Tumorzellen sezerniertem VEGF zu (Marmé, 2001). Durch
weitere pro-angiogene Faktoren kdnnen die destabilisierten GefalRe dann in ein
proliferatives Stadium Ubergehen, wodurch ein Remodellieren des bestehenden
Gefallbetts in Gang gesetzt wird (Yankopoulos et al., 2000).

VEGEF ist der bekannteste und am besten erforschte pro-angiogene Faktor, der
aufgrund seiner permeabilitatssteigernden Wirkung auch als ,vascular permea-
bility factor* (VPF) bezeichnet wird (Dvorak, 2002). Die in der Literatur allge-
mein verwendete Bezeichnung VEGF bezieht sich auf den Wachstumsfaktor
VEGF-A. Heute sind sechs Isoformen dieses Wachstumsfaktors (VEGF;2;,
VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGF159, VEGF206) bekannt, welche durch alter-
natives Splicing der mRNA des Genlocus 6p21 entstehen (Vincenti et al., 1996;
Robinson et Stringer, 2001). Diese Isoformen unterscheiden sich hinsichtlich
unterschiedlicher Expression je nach Gewebe sowie ihrer biologischen und bio-
chemischen Eigenschaften, z.B. Bindung an verschiedene Rezeptoren. Zu die-
sen Rezeptoren gehoren die Rezeptortyrosinkinasen der VEGFR-Familie
(VEGFR-1, -2 und -3) sowie die nicht-Kinase-Rezeptoren Neuropilin-1 und -2
(Papetti et Hermann, 2002).

Die weiteren funf Mitglieder der VEGF-Familie VEGF-B, -C, -D und -E sowie
PIGF (Maglione et al., 1991, Li et Eriksson, 2001; Shibuya, 2003) haben unter-
schiedliche Prozentzahlen von Aminosauren mit VEGF-A gemein und vermitteln
ihre Funktion ebenfalls Uber die Rezeptortyrosinkinasen der VEGFR-Familie
sowie zumindest PIGF und VEGF-B auch Uber Neuropilin-1 (Papetti et Her-
mann, 2002). Deren physiologische Bedeutung ist bisher weitgehend ungeklart
und konnte teils auch in einer anti-angiogenen Wirkung liegen (z.B. VEGFR-1),
teils in einer Beteiligung an der Regulation der Lymphangiogenese (z.B. VEGF-
C, VEGFR-3) (Yankopoulos et al., 2000).

Neben VEGF, Ang-1 und Ang-2 sowie deren Rezeptoren ist an der Regulation
der Angiogenese eine Vielzahl weiterer Faktoren beteiligt. Nachfolgende Tabel-
le 1.1 stellt eine Auflistung von flr die Angiogenese als relevant identifizierten
Molektlen dar, wobei sie keinen Anspruch auf Vollstandigkeit erhebt, sondern
vielmehr die Komplexitat dieses Vorgangs verdeutlichen soll. Diese Erkenntnis-

se stammen groRtenteils aus in vitro-Experimenten oder Tiermodellen. Eine
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Ubertragbarkeit auf orthotop wachsende, humane Tumoren bzw. auf samtliche

Tumorentitaten ist somit nicht sicher gewahrleistet.

Pro-angiogene Faktoren Anti-angiogene Faktoren
VEGF TSP-1/-2
PIGF Angiostatin
aFGF/bFGF Endostatin
PDGF IL-4/-12
SF/ HGF IFN-a/-y
TGF-a/-B TGF-B (?)
EGF Ang-2
IGF-1 TIMP-1/-2
TNF-a

IL-3/-8

Ostrogen

G-/IGM-CSF

Ang-1

NO

MMP

Tabelle 1.1: Beispiele fur Stimulatoren und Inhibitoren der Angiogenese (modifiziert
nach Liekens et al., 2001 sowie Papetti et Hermann, 2002)

Nach derzeitigem Wissensstand ist des Weiteren von einer hormonellen Beein-
flussung der Angiogenese auszugehen. Die Hinweise auf einen via VEGF-
Induktion vermittelten pro-angiogenen Effekt von Ostrogen decken sich mit Be-
obachtungen praklinischer und klinischer Studien, welche fiir das Anti-Ostrogen
Tamoxifen eine anti-angiogene Wirkung zeigten (Morales et al., 1995; Nakamu-
ra et al., 1996; Spyridopoulos et al., 1997; Lindner et Borden, 1997; Makris et
al., 1999; Marson et al., 2001). Wahrend fir Ostrogen also generell von einem
Angiogenese-fordernden Einfluss ausgegangen wird, ist die Datenlage fur Pro-

gesteron nicht so eindeutig (Hyder, 2006). Im Rahmen der benignen zyklischen
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Angiogenese des Endometriums scheint Progesteron in Kombination mit TGF-f3
den pro-angiogenen Faktor PD-ECGF (=TP) zu induzieren (Zhang et al., 1997).
Andererseits wurde im Endometrium unter Progesteron aber auch eine gestei-
gerte Produktion des anti-angiogenen Faktors TSP-1 nachgewiesen (Iruela-
Arispe et al., 1996). Hyder et al. konnten in der humanen Brustkrebszelllinie
T47-D eine VEGF-Induktion durch Progesteron sowie verschiedene syntheti-
sche Progesteronanaloga demonstrieren, andere Zelllinien (z. B. MCF-7) zeig-

ten jedoch keine derartige Reaktion (Hyder et al., 1998).

1.2.4.2 Einflussfaktoren

1.2.4.2.1 Hypoxie und Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIF)

Die rasche Tumorzellproliferation fuhrt in soliden Tumoren haufig zur Entste-
hung hypoxischer Bezirke. Reaktiv steigern die Zellen betroffener Bereiche die
Transkription Hypoxie-abhéngiger Gene. Diese sind an der Regulation von Glu-
kosemetabolismus, Proliferation und Zelliberleben sowie Angiogenese beteiligt
(Guillemin et Krasnow, 1997; Dang et Semenza, 1999; Semenza, 2002). Ver-
antwortlich fur die gesteigerte Expression Hypoxie-abhéngiger Gene sind Hy-
poxie-induzierbare Faktoren (HIF), von denen die Isoform HIF-1 am besten un-
tersucht ist. Dessen Untereinheiten HIF-1a und HIF-13 kdnnen nur unter hypo-
xischen Bedingungen dimerisieren (Sutter et al., 2000). Der so entstandene
Transkriptionsfaktor bindet dann an das ,hypoxia response element” (HRE) in
der Promotorregion Hypoxie-abhéangiger Gene (Semenza et Wang, 1992; Kimu-
ra et al., 2001), zu welchen auch das Gen des pro-angiogenen Faktors VEGF-A
zahlt (Ryan et al., 1998). Wahrend Hypoxie einen physiologischen Stimulus fur
eine gesteigerte Expression der HIF-1a-Untereinheit darstellt, kbnnen auch Mu-
tationen im HIF-1a-Gen und aktivierte Onkogene wie Src oder inaktivierte Tu-
morsuppressorgene wie VHL und p53 zu einer gesteigerten Wirkung des HIF-1-
Transkriptionsfaktors fuhren (Jiang et al., 1997; Maxwell et al., 1999; Ravi et al.,
2000), was fur die Angiogeneseinduktion via HIF-1 in Tumoren von zusatzlicher
Bedeutung sein konnte. Beim Mammakarzinom (sowie bei anderen Tumoren)
konnte eine erhdhte HIF-1a-Expression nachgewiesen werden (Zhong et al.,

1999). Mit zunehmend schlechterer histologischer Differenzierung steigen die
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HIF-1a-Level an, erhohte HIF-1a-Level sind mit einer erhdhten Proliferationsra-
te und VEGF-Expression vergesellschaftet (Bos et al., 2001). Eine prognosti-
sche und pradiktive Relevanz der HIF-1a-Uberexpression ist beim Mammakar-

zinom ebenfalls in Betracht zu ziehen (Bos et al., 2003; Trastour et al., 2007).

1.2.4.2.2 Biomechanische Kréafte

Biomechanische Krafte sind am Remodellierungsprozess von Gefal3en im Rah-
men der Angiogenese ebenfalls beteiligt. Endothelzellen sind in der Lage, ver-
anderte hamodynamische Bedingungen wahrzunehmen und darauf zu reagie-
ren. Verschiedene in vitro-Modelle konnten zeigen, wie hamodynamische Krafte
die Struktur, Funktion und Proliferation von Endothelzellen beeinflussen. So
bewirkt eine laminare Stréomung lediglich eine Langsausrichtung der Endothel-
zellen in Richtung des Blutflusses, wéhrend eine turbulente Strdmung einen
Proliferationsreiz fur Endothelzellen darstellt (Davies et al., 1986). Weitere Stu-
dien wiesen je nach Blutfluss eine veréanderte Sekretion verschiedener Faktoren
wie tPA, bFGF, PDGF-B und TGF- nach (Diamond et al., 1990; Malek et al.,
1993; Resnick et Gimbrone, 1995). Resnick et Gimbrone konnten in der Promo-
torregion des PDGF-B-Gens ein ,shear stress response element” (SSRE) iden-
tifizieren, welches unter der Einwirkung von Scherkraften nach Binden von
Transkriptionsfaktoren die Transkriptionsrate dieses Gens in Endothelzellen
erhoht. Diese DNA-Sequenz bzw. deren komplementare Basenfolge wurde
auch in anderen Genen von Proteinen mit Scherkréafte-abhangiger Induktion
nachgewiesen, welche wie PDGF-B eine Rolle in der Angiogeneseregulation
spielen (Resnick et Gimbrone, 1995). So kann gerade der unregelmafiige Blut-

fluss im TumorgefalRbett die Angiogenese beeinflussen und erneut antreiben.

1.2.4.2.3 Onkogene und Tumorsuppressorgene

Das Protein des p53-Tumorsuppressorgens ist an der Inaktivierung der a-
Untereinheit des HIF-1-Transkriptionsfaktors beteiligt. Eine Inaktivierung von
p53 fuhrt Uber erhohte HIF-1a-Spiegel zu einer gesteigerten VEGF-
Transkription (Ravi et al., 2000). Auch fur die Wirkung des pro-angiogenen Fak-

tors bFGF konnte eine Relevanz von p53 via Modulation der bFGF-Expression
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selbst bzw. der Expression des bFGF-BP nachgewiesen werden (Galy et al.,
2001; Sherif et al., 2001). Andererseits werden anti-angiogene Faktoren wie
Tsp-1 und GD-AIF unter p53-Wirkung vermehrt transkribiert (Velculescu et El-
Deiry, 1996). Des Weiteren verstarkt die p53-vermittelte Transkriptionssteige-
rung von Kollagenhydroxylasen die Freisetzung anti-angiogen wirkender Frag-
mente aus verschiedenen Kollagentypen (Teodoro et al., 2007).

Das Genprodukt des VHL-Tumorsuppressorgens ist wiederum am O,-
abhangigen Abbau von HIF-1a und somit an der Transkriptionsregulation ver-

schiedener pro-angiogener Faktoren beteiligt (Maxwell et al., 1999).

Das Protoonkogen c-etsl konnte in Endothelzellen bei verschiedenen Formen
humaner Angiogenese einschliel3lich Tumor-induzierter Angiogenese nachge-
wiesen werden. Es ist an der Transkriptionsaktivierung von uPA sowie ver-
schiedener MMPs beteiligt (Wernert et al., 1992; Takai et al., 2000).

Das Protoonkogen c-met, welches die Rezeptortyrosinkinase des SF/HGF ko-
diert, ist an mehreren Schritten der Angiogeneseregulation beteiligt (Ding et al.,
2003; Kuhnen et al., 2003). Dessen pro-angiogene Wirkung erwies sich als ab-

hangig von der Aktivierung des ets-1-Protoonkogens (Tomita et al., 2003).

Als weiteres Protoonkogen mit pro-angiogener Wirkung gilt c-erbB-2 durch Stei-
gerung der VEGF-Produktion. Beispielsweise fuhrte die ansteigende Dosierung
eines neutralisierenden anti-HER-2/neu-Antikdrpers zu einer dosisabhangigen
Senkung der VEGF-Produktion in einer humanen ErbB-2/neu-transformierten
Brustkrebs-Zelllinie (SKBR-3) (Viloria-Petit et al., 1997). Yen et al. konnten in
Tumormodellen zeigen, dass unter den verschiedenen ErbB-Heterodimeren die
Rezeptorkombinationen aus EGFR/ErbB-2 und aus ErbB-2/ErbB-3 die starks-
ten Induktoren der VEGF-mRNA-Expression darstellen (Yen et al., 2002). In
einem dieser Tumormodelle (MCF7-ErbB-2) konnte nicht nur eine VEGF-
Erh6hung unter ErbB-2-Uberexpression, sondern auch eine signifikant hohere

GefalRdichte gegentber den Kontrollen (MCF7-AP2) nachgewiesen werden.

Zahlreiche Onkogene und Tumorsuppressorgene vermitteln ihre Wirkung tber
die ras-raf-MAP-Kinase-Signalkaskade. Veranderungen der ras- bzw. raf-
Expression selbst zeigten ebenfalls Einflisse auf die Angiogeneseregulation.

22



Einleitung

Fur mehrere pro-angiogene Faktoren wie zum Beispiel VEGF, TGF-a und TGF-
B wurde eine gesteigerte Expression in Zellen mit einer aktivierenden ras-
Mutation festgestellt (Rak et al., 1995). Eine Hypoxie-bedingte VEGF-Induktion
wird durch eine Uberexpression dieses Onkogens ebenfalls verstarkt (Mazure
et al., 1996). Des Weiteren wurde in Endothelzellen eine unterschiedliche Akti-
vierung des raf-Protoonkogens durch bFGF bzw. VEGF gezeigt mit in der Folge
vermindertem Ansprechen auf intrinsische bzw. extrinsische apoptotische Sti-

muli und daher gesteigertem Uberleben der Endothelzellen (Alavi et al., 2003).

1.2.4.2.4 Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM)

Eine Tumorinfiltration durch Makrophagen ist ein gangiges Phanomen, woflr
eine Reihe von Chemokinen verantwortlich ist (Murdoch et al., 2004). Aufgrund
verschiedener, vom Tumor freigesetzter Faktoren kommen diese Makrophagen
nicht ihrer eigentlichen immunologischen Abwehrfunktion nach, sondern wirken
vielmehr immunsuppressiv und unterstiitzen das Wachstum des Tumors sowie
die Tumor-induzierte Angiogenese, indem sie Proteasen, Wachstumsfaktoren
und Zytokine freisetzen (Sunderkotter et al., 1994, Elgert et al., 1998; Mantova-
ni et al., 2002). Leek et al. wiesen beim Mammakarzinom eine Korrelation von
ansteigender Infiltration durch Makrophagen und erhohter Mikrogefal3dichte
sowie kurzerem krankheitsfreien und Gesamtiberleben nach (Leek et al.,
1996). In einer weiteren Studie zeigte sich beim nodalnegativen Mammakarzi-
nom eine Assoziation zwischen erhéhter Makrophageninfiltration und prognos-
tisch ungunstigen Faktoren wie schlechter histologischer Differenzierung, Hor-

monrezeptornegativitat und hoher Mitoserate (Volodko et al., 1998).

1.2.5 Tumorgefalbett und Folgen der Tumor-induzierten Angiogenese

Charakteristischerweise sind die durch Tumorangiogenese entstandenen Gefa-
Be strukturell und funktionell verandert: Erhéhte Permeabilitat aufgrund von Fe-
nestrationen im Endothel und Unterbrechungen in der Basalmembran, sowie
teils blind endende, stark gewundene und dilatierte Gefalde resultieren in chao-
tischem, heterogenen Blutfluss und Gewebeddem (Hobbs et al., 1998; Hashi-

zume et al., 2000; Papetti et Hermann, 2002). Aus diesem Grund kénnen
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Durchblutung und Stoffaustausch in stark vaskularisierten Tumoren schlechter
sein als in normalem Gewebe. Die Vorstellung, der Tumor profitiere durch die
Induktion der Angiogenese allein von der neu entstandenen Blutversorgung,
wurde daher langst verlassen. Eine Vielzahl anderer Aspekte der Angiogenese
verschafft dem Tumor weitere Vorteile: Die Zellen der neu entstandenen Blutge-
falRe sezernieren Wachstumsfaktoren wie bFGF, IGF-1 und PDGF, welche die
Tumorzellen in parakriner Weise stimulieren. Des Weiteren bietet die Freiset-
zung von Proteasen im Rahmen der Angiogenese den Tumorzellen die Mog-
lichkeit, in das umliegende Gewebe sowie in Lymph- und Blutgefal3e einzuwan-
dern (Weidner, 1995a; Fox et al., 2001). Auch aus den strukturellen und funkti-
onellen Veranderungen des Tumorgefal3betts lassen sich Vorteile fur den Tu-
mor ableiten: Die Undichtigkeit der Gefal3e und ein teils mosaikartiger Aufbau
aus Endothel- und Tumorzellen erleichtern die Gefaldinvasion und somit die
metastatische Streuung des Tumors (Hashizume et al., 2000; Chang et al.,
2000). Erhohter interstitieller Druck und heterogener Blutfluss fuhren zu einer
verminderten Wirksamkeit verschiedener Behandlungsansatze (Fox et al.,
2001; Sauer et Deissler, 2003). Chemotherapeutika verteilen sich inhomogen
innerhalb des Tumors, weshalb der optimale Wirkspiegel teilweise nicht erreicht
wird und es zum Uberleben einer kleinen Fraktion von Zellen kommen kann,
welche letztlich zum Rezidiv fuhrt (Jain, 1999). Eine Radiotherapie sowie die
meisten zytotoxischen Medikamente zeigen in hypoxischem Gewebe eine ge-
ringere Effizienz (Vaupel, 2004; Brown et Giaccia, 1998; Jain, 2005). AulRerdem
fordern die entstehenden hypoxischen Bezirke im Tumorgewebe die Selektion
eines hypoxieresistenten Phéanotyps mit aggressiverem Verhalten und erhoh-
tem metastatischem Potential (Graeber et al., 1996; Giaccia, 1996; Bottaro et
Liotta, 2003).

1.2.6 Angiogenese als Ansatzpunkt in der Malignomtherapie

Basierend auf Folkman’s These des Angiogenese-abhangigen Tumorwachs-
tums wurden Eingriffe in die Angiogeneseregulation als theoretische Mdéglichkeit
einer Malignomtherapie identifiziert. Das Konzept hat sich in den vergangenen

Jahren jedoch gewandelt. Wahrend man durch den Einsatz von anti-angiogen
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wirkenden Substanzen urspringlich auf eine Zerstérung der Gefaldversorgung
des Tumors und ein ,Verhungern® desselben hoffte, sprechen heutige Konzepte
von einer Normalisierung des Tumorgefaf3netzes. Dadurch sollen dem Tumor
oben beschriebene Vorteile dieser pathologischen Vaskularisierung genommen
werden sowie konventionelle Therapien besser wirken kdnnen (Jain, 2005).

Mittlerweile ist fur zahlreiche Chemotherapeutika eine anti-angiogene Wirkkom-
ponente bekannt. Inwiefern diese unter den gangigen Therapieschemata tat-
sachlich an der tumorzerstérenden Wirkung dieser Medikamente beteiligt ist,
wird jedoch kontrovers diskutiert (Miller et al., 2001; Kerbel et Kamen, 2004).

Der VEGF-Antikérper Bevacizumab (Avastin®) hingegen stellt eine spezifische
anti-angiogene Therapie dar. Dieser wird in Kombination mit einer Chemothe-
rapie beispielsweise beim metastasierten Mammakarzinom, kolorektalen Karzi-
nom und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom bereits mit Erfolg eingesetzt
(Miller et al., 2005; Hurwitz et al., 2004; Sandler et al., 2006; Miller et al., 2007).
Weitere anti-angiogene Medikamente mit unterschiedlichen Ansatzpunkten in

der Angiogeneseregulation stehen ebenfalls in der Erprobung (Fox et al., 2007).

1.2.7 Quantitative Erfassung der Angiogenese

Es gibt drei Hauptansatze, die Angiogenese in Tumoren zu quantifizieren:
e Erfassung der Vaskularisierung am histologischen Praparat
e Erfassung der Expression pro-angiogener Faktoren

e Erfassung der Vaskularisierung mittels nicht-invasiver Bildgebung

Wahrend die ersten beiden Ansatze auf der Anwendung immunchemischer Me-
thoden an Blutproben oder histologischen Schnitten und deren quantitativer
Auswertung beruhen, kommen bei den bildgebenden Verfahren beispielsweise
MRT und PET zum Einsatz, um die Vaskularisierung eines Tumors in vivo zu
erfassen (Pollitt et al., 2003).

Im Weiteren soll nur auf die Erfassung der Vaskularisierung am histologischen
Préparat, wie in der vorliegenden Arbeit vorgenommen, eingegangen werden.
Hierbei werden zunachst die Endothelzellen immunhistochemisch angefarbt.
Als gangige Panendothelmarker gelten Antikérper gegen CD31, CD34 oder ge-
gen das von-Willebrand-Faktor assoziierte Antigen (fVIIIRA/VWF), welche sich
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in ihrer Spezifitdt und Sensitivitat hinsichtlich der Detektion von Gefaflien sowie
in der Reproduzierbarkeit der Farbeergebnisse unterscheiden (Weidner 1995b;
Uzzan et al., 2004; Martin et al., 1997b). Ein ,perfekter Marker konnte bisher
nicht gefunden werden. Neuere Marker wie CD105 (Endoglin) werden spezi-
fisch auf Endothelzellen neu gebildeter Blutgefaf3e exprimiert und sind den
Panendothelmarkern daher in der Erforschung der Angiogenese mdoglicherwei-
se Uberlegen (Kumar et al., 1999; Beresford et al., 2006).

Im Anschluss an die immunhistochemische Farbung erfolgt deren quantitative
Auswertung am Mikroskop, wobei ebenfalls verschiedene Methoden zur Verfu-
gung stehen. Nach den Kriterien von Weidner erfolgt diese Auswertung im Be-
reich der hochsten Gefalldichte, dem sogenannten ,hot spot‘, wodurch eine
Vergleichbarkeit trotz der heterogenen GefalRverteilung innerhalb eines Tumors
sowie die Auswertung gerade der neovaskularen Areale erreicht werden soll
(Weidner, 1995b). Dabei erhalt man durch Auszéhlen der angefarbten Struktu-
ren in einem definierten Bereich die Anzahl der GefalRe pro Flache.

Eine weitere Methode zur quantitativen Abschéatzung der MikrogefaRdichte bie-
tet der ,Chalkley count®. Hierbei werden ebenfalls im ,hot spot” die Schnittpunk-
te der angefarbten Endothelstrukturen mit einem Messraster ausgezahlt.
Neuere Methoden nutzen eine computergestutzte Auswertung der Farbung mit-
tels Bildanalysesystemen (Uzzan et al., 2004; Pollitt et al., 2005). Hierdurch
konnen Subjektivitdt und zeitlicher Aufwand reduziert werden und dartber hin-
aus auch Flachen- bzw. Flachenanteilsberechnung der Gefal3e im entspre-
chenden Bildausschnitt durchgefiihrt werden.

1.3 Bedeutung der Angiogenese beim Mammakarzinom

Ein detaillierteres Verstandnis der Entstehung maligner Tumoren kann eine
bessere Einschatzung des Krankheitsverlaufs erméglichen und neue Therapie-
optionen eroffnen. Die Tumorigenese wird heute als schrittweise Aneignung
neoplastischer Eigenschaften durch eine Zellpopulation verstanden, welche
dadurch schlie3lich einen malignen Phé&notyp annimmt (Hanahan et Weinberg,
2000). Hanahan und Weinberg charakterisierten die Fahigkeit, Angiogenese zu

induzieren, als eine der sechs fundamentalen Eigenschaften eines bdsartigen

26



Einleitung

Tumors, welche dieser im Laufe des Malignisierungsprozesses erworben hat.
Diese Fahigkeiten kdnnen zu ganz unterschiedlichen Zeitpunkten in der Tumor-
entstehung auftreten. Zahlreiche Studien beschéftigten sich daher mit der Rele-
vanz der Angiogenese im Rahmen der Entstehung des Mammakarzinoms und
dessen weiterem Verlauf.

Bereits bei gutartigen und prainvasiven L&asionen der Brustdrise scheint die
Angiogenese eine Rolle zu spielen. In den 70er-Jahren konnten experimentelle
Studien Hinweise erarbeiten, dass praneoplastische Lasionen mit hoher angio-
gener Aktivitat eher zum Karzinom fortschreiten als Lasionen ohne Angiogene-
seinduktion (Gimbrone et Gullino, 1976; Brem et al., 1978). Eine spéatere klini-
sche Studie wies fur fibrozystische Erkrankungen mit hoher GefaRRdichte ein
hoheres Risiko fur ein spateres Mammakarzinom auf (Guinebretiére et al.,
1994). Beim duktalen Carcinoma in situ zeigte sich in Karzinomzellen eine ho-
here VEGF-Expression als in angrenzendem benignem Epithel, wobei eine ho-
he VEGF-Expression mit einer hohen Gefalldichte vergesellschaftet war (Guidi
et al., 1997). Engels et al. konnten fur high-grade DCIS-L&sionen ein spezielles
GefalBmuster identifizieren, welches auf ein erhodhtes Rezidivrisiko hinweist
(Engels et al., 1997). Die Aktivierung der Angiogenese kdnnte der Entstehung
eines Karzinoms also bereits vorausgehen oder diesen Prozess sogar unter-
stitzen. Durch die Erhebung der angiogenen Aktivitat pramaligner/-invasiver
Lasionen konnte daher eine Risikogruppe unter Patientinnen mit bislang gutar-
tiger oder noch prainvasiver Erkrankung identifiziert werden.

Beim invasiven Mammakarzinom wird die quantitative Erfassung der Angioge-
nese derzeit vor allem als prognostischer Faktor diskutiert. Bereits 1991 wiesen
Weidner et al. beim Mammakarzinom mit ihrer Methode der GefaRRdichtebe-
stimmung eine Korrelation zwischen erhohter Gefalidichte und Metastasierung
nach (Weidner et al., 1991) und schlugen daher die Gefalidichte als prognosti-
schen Faktor des Mammakarzinoms vor. Weitere Studien befassten sich eben-
falls mit der prognostischen Bedeutung dieses Faktors beim Mammakarzinom.
Es wurden allerdings unterschiedliche Methoden zur Quantifizierung der Angio-
genese angewendet, und nur zum Teil konnte ein prognostischer Wert bestatigt
werden (Weidner et al., 1992; Bosari et al., 1992; Horak et al., 1992; Lipponen
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et al., 1994; Martin et al., 1997b; de Jong et al., 2000). Andere lief3en diesen
vermissen (Axelsson et al., 1995; van Hoef et al., 1993; Guidi et al., 2002).

Die Quantifizierung der Tumorangiogenese fur den Einsatz als pradiktiver Fak-
tor beim Mammakarzinom wird ebenfalls diskutiert. Trotz plausibler Theorien flr
eine Resistenz stark vaskularisierter Tumoren gegenuber den gangigen medi-
kamentdsen Therapieansatzen beispielsweise auf der Grundlage des chaoti-
schen Gefal3netzes oder genetischen Veranderungen der hoch angiogenen
Karzinome (s. Kapitel 1.2.5) konnten bisher keine einheitlichen Aussagen Uber
einen pradiktiven Einsatz der Bestimmung der Gefalidichte getroffen werden
(Marson et al., 2001; Guidi et al., 2002; Tynninen et al., 2002; Beresford et al.,
2006). Ob Angiogenesemarker das Ansprechen auf anti-angiogene Therapie-

ansatze vorhersagen kénnen, ist derzeit ebenfalls offen.

1.4 Ziel der Arbeit

Aufgrund der epidemiologischen Bedeutung des Mammakarzinoms und gleich-
zeitigen Heterogenitat dieser Erkrankung ist die Identifikation prognostischer
und pradiktiver Faktoren unerldsslich, um fur unterschiedlichste Patientinnen
die jeweils richtige Therapieentscheidung treffen zu kdnnen. Wie bei anderen
Krebserkrankungen wird auch beim Mammakarzinom eine Relevanz der Angio-
genese bezlglich Pathogenese und Verlauf der Erkrankung als wahrscheinlich
angesehen. Ebenso wird Uber eine Resistenz stark vaskularisierter Tumoren
gegenuber konventionellen Therapien spekuliert. Das Verstandnis Angiogene-
se-beeinflussender Vorgéange in vivo bleibt bis dato jedoch liickenhaft.

An einem Kollektiv von 94 primar systemisch behandelten Patientinnen mit
Mammakarzinom stellte die vorliegende Arbeit daher zum einen die Frage nach
einer mdglichen préadiktiven Aussagekraft der Angiogenesemarker ,Gefalidich-
te” sowie ,Gefal¥flachenanteil” hinsichtlich des Ansprechens auf eine Chemo-
bzw. Hormontherapie. Zum anderen erfolgte eine Verlaufsbeobachtung dieser
GefalRparameter unter den beiden Therapieansatzen. Als dritter Punkt wurde
ein Zusammenhang des Parameters ,GefalRdichte” mit den immunhistochemi-

schen Faktoren MIB-1, p53 sowie c-erbB-2 beim Mammakarzinom untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv und Therapie

Die vorliegende Arbeit untersuchte Gewebeproben und Daten eines retrospek-
tiv zusammengestellten Kollektivs von 94 Patientinnen des Brustzentrums der
Universitatsfrauenklinik in Tubingen, bei denen zwischen Juli 1998 und Mai
2002 ein lokal fortgeschrittenes Mammakarzinom (T2-T4) diagnostiziert und
nach histologischer Diagnosesicherung eine primar systemische Therapie
durchgefiihrt wurde. Bei 62 Patientinnen des Kollektivs war diese in Form einer
neoadjuvanten Chemotherapie (AT, ET oder EC; s. Tabelle 2.1) mit jeweils
sechs Zyklen im Abstand von drei Wochen erfolgt, sofern ein Zyklus nicht we-

gen einer Leukopenie (<1000 Leukozyten/ul) verschoben werden musste.

Abkilrzung Medikamente Dosierung

AT Adriamycin (Doxorubicin) 50 mg / m2 Kérperoberflache
Taxotere® (Docetaxel) 75 mg / m2 Korperoberflache

ET Epirubicin 60 mg / m2 Kérperoberflache
Taxol® (Paclitaxel) 175 mg / m? Korperoberflache

EC Epirubicin 60 mg / m2 Kérperoberflache
Cyclophosphamid 600 mg / m2 Kérperoberflache

Tabelle 2.1: Therapieschemata der primar systemischen Chemotherapie

Bei den ubrigen 32 Patientinnen des Kollektivs waren Letrozol oder Exemestan
(s. Tabelle 2.2) im Sinne einer neoadjuvanten Hormontherapie eingesetzt wor-
den. Die Gabe dieser Aromataseinhibitoren erfolgte taglich fir vier bzw. in Ein-
zelfallen fur bis zu sechs Monate. Voraussetzungen fir die Hormontherapie wa-

ren Postmenopausen- und positiver Hormonrezeptorstatus.

Medikamente Dosierung
Femara® (Letrozol) 2,5 mg taglich
Aromasin® (Exemestan) 25 mg taglich

Tabelle 2.2: Therapieschemata der primar systemischen Hormontherapie
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Nach Abschluss der priméar systemischen Therapie unterzogen sich die Patien-
tinnen einer operativen Behandlung in Form einer brusterhaltenden Therapie
mit anschlielender Bestrahlung oder einer Mastektomie. Fur die vorliegende
Arbeit standen daher sowohl pratherapeutische Stanz- als auch posttherapeuti-
sche Operationspréparate zur Verfiigung.

Anhand der Therapiemodalitdt konnten die Patientinnen in eine Chemo- und
eine Hormontherapiegruppe eingeteilt werden.

Aus den zugehdrigen Patientenakten und histopathologischen Befunden wur-
den das Patientenalter bei Diagnose, die Modalitat der neoadjuvanten Therapie,
die sonographisch bzw. histopathologisch bestimmte Tumorgréf3e, die histolo-
gische Tumorklassifikation, das Tumorstadium und -grading sowie die routine-
mafig bestimmten immunhistochemischen Parameter entnommen. Diese Da-
ten standen bereits aus der Dissertation von Anja Schoénfelder zur Verfligung,
welche am selben Kollektiv, mit Ausnahme einer zusatzlichen Patientin in der
vorliegenden Arbeit, eine Untersuchung zur Expression der Carboanhydrase IX
sowie der Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIF) 1a und 2a durchgefuhrt hatte
(Schonfelder, 2007).

2.2 Histologie der Tumoren

2.2.1 Histopathologische Befunde

Fur die Einteilung des histologischen Tumortyps nach der WHO-Nomenklatur
wurde die Diagnose des OP-Préparats ubernommen, da hier eine grof3ere Tu-
morflache fur die Beurteilung zur Verfligung steht. Mit ,invasiv duktulo-lobular®
bezeichnete Karzinome im histopathologischen Befund wurden in die Kategorie

der invasiv duktalen Karzinome eingeordnet.

Die Stadieneinteilung der Tumoren erfolgte nach der TNM-Klassifikation der
UICC (Union internationale contre le cancer), wobei die mit M bezeichneten
Fernmetastasen in der vorliegenden Arbeit nicht beriicksichtigt wurden. In die
pTN-Klassifikation gingen die maximale Ausdehnung der invasiven Komponen-

te im histologischen Operationspraparat sowie die histologische Untersuchung

30



Material und Methoden

von mindestens 10 axillaren Lymphknoten ein. Die Bezeichnung ypTN steht fur
die histopathologische Einschatzung nach priméar systemischer Therapie.

Um den histologischen Differenzierungsgrad der untersuchten Tumoren zu er-
fassen, wurde die von Elston und Ellis erarbeitete Modifikation des Gradings
nach Bloom und Richardson angewendet (Bloom et Richardson, 1957; Elston
et Ellis, 1991). Je nach Auspragung werden hierbei den morphologischen
Merkmalen Tubulusbildung, nukledre Pleomorphie und Mitoserate Punktwerte
von 1 bis 3 zugewiesen und diese anschlieBend addiert, sodass ein Gesamt-
score mit Werten von 3 bis 9 méglich ist. Anhand dieses Scores wird das Gra-
ding folgendermal3en festgelegt (s. Tabelle 2.3):

Summe Grading Differenzierung

3 bis 5 G1 gut differenziert

6 oder 7 G2 maRig differenziert
8 oder 9 G3 schlecht differenziert

Tabelle 2.3: Grading (Elston et Ellis, 1991)

G1-Karzinomen wird ein niedriger Malignitatsgrad zugeordnet, G3-Karzinome

gelten als hoch maligne, dazwischen liegen die Karzinome der Kategorie G2.

Des Weiteren wurden den histopathologischen Befunden sowohl fir das Stanz-
als auch das OP-Praparat folgende routinemaRig bestimmten immunhistoche-

mischen Parameter entnommen: ER, PgR, p53, bcl-2, MIB-1 und c-erbB2.

2.2.2 Immunhistochemie

2.2.2.1 Allgemeines zur Immunhistochemie

Die Farbemethoden der Immunhistochemie basieren auf der spezifischen Bin-
dung von Antikdrpern an ein nachzuweisendes Antigen im untersuchten Gewe-
be und anschlie3ender Visualisierung dieser Bindung durch Farbreaktion eines
Substrats mit einem an den Antikérper gebundenen Enzym. Prinzipiell ist eine
direkte und eine indirekte Methode zu unterscheiden (Boenisch, 2003):

Bei der alteren direkten Methode ist bereits an den gegen das Gewebeantigen

gerichteten Antikorper selbst ein Enzym gekoppelt (enzymmarkierter Primar-
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antikorper). Nach dessen Bindung an das nachzuweisende Antigen erfolgt die
Zugabe eines spezifischen Substrats mit anschlieBender Enzym-Substrat-
Reaktion, wodurch das zunéachst farblose Chromogen in ein gefarbtes Endpro-
dukt Gberfahrt wird. Abgesehen von der raschen Durchfihrung (nur eine Anti-
korper-Inkubation) liegt der Vorteil dieser Methode darin, dass selten unspezifi-
sche Reaktionen auftreten. Allerdings bindet pro darzustellendes Antigen nur
ein Antikdrper, sodass keine Amplifikation des Signals méglich ist.

Bei der indirekten Methode hingegen ist der Primarantikbrper nicht mit einem
Enzym markiert. Erst ein gegen den Priméarantikorper gerichteter Sekundaranti-
korper tragt das entsprechende Enzym. Nach dessen Bindung an den Primar-
antikorper erfolgt wiederum durch Substratzugabe die erwiinschte Farbreaktion.
Diese kann im Vergleich zur direkten Methode verstéarkt ausfallen, da mehrere
enzymmarkierte Sekundarantikorper an verschiedene Epitope des Primaranti-
korpers binden und somit eine gré3ere Anzahl von Enzymmolekilen pro Anti-
gen gebunden werden kann. Hierdurch wird eine héhere Sensitivitat erreicht,
weshalb die indirekte Methode die direkte weitestgehend abgeldst hat.

In der vorliegenden Arbeit wurden die immunhistochemischen Farbungen nach
der Avidin-Biotin-Enzymkomplex-Methode (ABC-Methode) durchgefiihrt, welche
zu den indirekten Methoden zahlt (Hsu et al., 1981). Grundlage dieser Farbe-
methode ist die hohe Affinitdat von Avidin (HihnereiweilR) fur Biotin. An einen
gegen das darzustellende Antigen gerichteten unkonjugierten Primarantikdrper
bindet ein biotinylierter Sekundéarantikdrper. Anschlie3end bindet ein Avidin-
Biotin-Enzym-Komplex an das Biotin des Sekundarantikdrpers. Durch Zugabe
des Substrats entsteht an der Stelle des Enzym-Komplexes der farbliche Nie-
derschlag. Als Enzym und Substrat dienten in der vorliegenden Arbeit Peroxi-
dase und Diaminobenzidin (DAB). Dieses wird durch die Peroxidase gespalten,
sodass sich ein braunlicher Niederschlag ergibt, welcher anschlieRend lichtmik-

roskopisch ausgewertet werden kann.

2.2.2.2 Gewebe
Die Gewebeproben fir die vorliegende Untersuchung entstammten dem Archiv

des Instituts fur Pathologie der Universitat Tubingen. Ausgewahlt wurden dieje-
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nigen Paraffinblécke, von denen bereits die Schnitte fir die routinemaRige Be-
stimmung oben genannter immunhistochemischer Parameter angefertigt wor-
den waren, um eine Vergleichbarkeit der erhobenen Daten zu erzielen. Von den
ausgewahlten Paraffinblécken wurden circa 4 um dicke Schnitte (Schlittenmik-
rotom Leica SM 2000R) angefertigt, auf Spezialobjekttrager der Firma Sigma,
USA (Silane Prep TM Slides, Best.-Nr. S4651) aufgebracht und bei 37°C uber

Nacht im Brutschrank getrocknet.

2.2.2.3 Immunhistochemische Darstellung der Gefalde

Fur die immunhistochemische Darstellung der Blutgefal3e wurde ein gegen das
Oberflachenantigen CD34 gerichteter monoklonaler Mausantikorper der Firma
Dako Deutschland GmbH (Isotyp: 1gG1; Klon: QBENnd-10; Prod.-Code: M 7165)
eingesetzt, welcher fur die Markierung von Kapillarendothel als geeignet qgilt.

Die Farbungen wurden im immunhistochemischen Labor des Instituts fir Patho-
logie der Universitat Tubingen vorgenommen, wobei der erste Durchgang von
Farbungen mit Hilfe der halbautomatischen Immunfarbestation Genesis RSP
100 (Tecan Trading AG, Schweiz) erfolgte. Entparaffinierung (Xylol 2 x 10 min),
Hydrierung in absteigender Alkoholreihe (je 2 x 5 min Ethanol 100%, 96%, 70%,
dann Spilen in Agua dest.), sowie die Antigendemaskierung in Citratpuffer
(0,01-molar; pH=6,0; 4 min im Dampftopf) wurden au3erhalb des Geréts vorge-
nommen. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur noch im Citratpuffer folgten
Spulschritte mit Aqua dest. (5 min) und TRIS-Puffer (0,05-molar; pH=7,6; 2 x 5
min). Im Gerat selbst erfolgte dann die auf der ABC-Methode beruhende Far-
bung mittels der Reagenzien des ZytoChemPlus (HRP) Broad Spectrum Bulk
Kit (Zytomed, Berlin), wobei als CD34-Primarantikérper (verdinnt 1:100 in Anti-
korper-Diluent der Firma Zytomed, Berlin; 1h bei Raumtemperatur) oben ge-
nanntes Produkt der Firma Dako eingesetzt wurde. Fur die jeweils zwischenge-
schalteten Waschschritte wurde TRIS-Puffer mit 0,05% Tween® 20 (Sigma,
USA) verwendet. Die anschlieende Gegenfarbung (Hamatoxylin nach Harris;
25 sec) geschah wiederum auf3erhalb des Gerats. Danach wurden die Schnitte
in Ammoniak-Alkohol geblaut (6 ml Ammoniak auf 200 ml Ethanol 70%), in auf-
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steigender Alkoholreihe dehydriert, in Xylol gelagert und dann in Pertex® (Medi-
te, Deutschland) eingedeckt.

Spater durchgefiuhrte Farbungen beispielsweise aufgrund abgeschwommener
Schnitte im ersten Farbedurchgang der Praparate erfolgten voll automatisiert im
Farbeautomaten BenchMark®XT (Ventana Medical Systems, USA) im Institut
fur Pathologie der Universitat Tubingen. Das Farbeprotokoll ist maschinell vor-
gegeben und beruht ebenfalls auf der ABC-Methode. Fir die Antigendemaskie-
rung kam hierbei TBE-Puffer (pH=8,4; CC1 von Ventana Medical Systems,
USA) zum Einsatz. Als Primarantikorper wurde wiederum oben beschriebenes
Produkt von Dako verwendet, dessen Verdinnung (1:100 in Antikdrper-Diluent
der Fa. Zytomed, Berlin) im Institut fir Pathologie selbst angesetzt und dann in
geratetypische Spender (prep-Kit) der Firma Ventana abgefullt wurde. Im Rah-
men des automatischen Farbelaufs dauerte die Inkubation mit dem Primaranti-
korper 32 min bei 37°C. Die Gegenfarbung (Hamatoxylin nach Gills) geschah
noch im Gerat. Anschlielend wurden die Objekttrager herausgenommen und in
warmem Wasser mit Pril vom Olfilm befreit. Darauf folgten Dehydrierung in auf-
steigender Alkoholreihe, Lagerung in Xylol und Eindecken in Pertex® (Medite,
Deutschland).

Nach den Erfahrungen des immunhistochemischen Labors des Instituts fur Pa-
thologie fihren die beiden Farbeverfahren zu identischen Ergebnissen.

2.2.2.4 Immunhistochemie der Gbrigen Parameter

Die immunhistochemischen Farbungen der tbrigen Parameter (ER, PgR, p53,
bcl-2, Ki-67 und c-erbB2), deren Ergebnisse aus den histopathologischen Be-
funden entnommen wurden, waren ebenfalls nach oben beschriebener ABC-
Methode auf der Immunfarbestation Genesis RSP 100 (Tecan Trading AG,
Schweiz), aber unter Verwendung des VECTASTAIN® Universal Elite® ABC-
Peroxidase Kit (Vector Laboratories, USA) durchgefuhrt worden. Die jeweiligen

Antikorper sowie deren Verdinnungen sind aus Tabelle 2.4 ersichtlich:
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Marker Bezugsquelle Produkt- Verdinnung
Code (in TRIS)

ER Novocastra NCL-ER-6F11 | 1:100

PgR Novocastra NCL-PgR-312 || 1:300

p53 Novocastra NCL-p53-DO7 || 1:75

bcl-2 Dako M 0887 1:200

Ki-67 Dako M 7240 1:200
c-erbB-2 Dako M 0485 1:1000

Tabelle 2.4: Verwendete Priméarantikorper

2.3 Quantitative Auswertung der Anti-CD34-Farbung

2.3.1 Aufsuchen der ,,hot spots*

Die mit CD34-Antikoérper angefarbten Schnitte wurden am Mikroskop zunachst
bei 50-facher (5x Objektiv/ 10x Okular) und anschlieBend bei 100-facher (10x
Objektiv/ 10x Okular) VergroRerung durchgescannt, um innerhalb des invasiven
Tumors den Bereich mit der hochsten Dichte von deutlich dargestellten Gefa-
Ren (,hot spot) aufzufinden, welcher anschlieRend ausgewertet werden sollte.
Wenn mehrere stark vaskularisierte Bereiche zur Verfligung standen, wurden
diese wiederholt bei wechselnder VergroRerung und eventuell unter Zuhilfe-
nahme des Bildes am Monitor des Bildanalysesystems miteinander verglichen,
bevor der auszuwertende ,hot spot” festgelegt wurde. Diese Festlegung fand
ohne Wissen um die Zugehorigkeit zur Therapiegruppe sowie um die weiteren

klinischen und immunhistochemischen Parameter der jeweiligen Patientin statt.

2.3.2 Computerassistierte Bildanalyse

2.3.2.1 Bildeinzug

Die Auswertung der angefarbten Schnitte erfolgte semiautomatisch mit Hilfe
eines morphometrischen Bildanalysesystems (Firma Leica Microsystems: Leica
Q550 IW), welches im Zentrum fur medizinische Forschung (ZMF) der Universi-
tat Tubingen zur Verfiugung gestellt wurde. Aus dem wie oben beschrieben

ausgewahlten ,hot spot® wurden unter 200-facher (20x Objektiv/ 10x Okular)
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VergroRerung am Mikroskop mittels einer in das Mikroskop integrierten digitalen
Kamera (Leica DC 300F) 3 aneinandergrenzende Ausschnitte mit einer Flache
von je ~0,24 mm? aufgenommen und an die Analyse-Software (Leica QWin)
gesendet, sodass insgesamt ein ~0,71 mm2 messender Tumorausschnitt flr die

Auswertung zur Verfugung stand (Weidner, 1995b).

2.3.2.2 Automatische Vormarkierung der Endothelzellen

Im Rahmen des Analyseprogramms war eine Farbschwelle (red/green/blue) so
festzulegen, dass alle braun erscheinenden Strukturen des ausgewahlten Tu-
morausschnitts im Programmablauf automatisch vormarkiert wurden. So stand

fur die weitere Auswertung eine nutzliche Orientierungshilfe zur Verfigung.

2.3.2.3 Manuelle Nachbearbeitung der vormarkierten Gefalle

Im Anschluss an die automatische Vormarkierung aller braunlichen Strukturen
erfolgte deren manuelle Nachbearbeitung. Unter nochmaliger Betrachtung des
Schnittes am Mikroskop wurden falschlicherweise vormarkierte, nicht vaskulare
Strukturen demarkiert und dadurch von der Zahlung und der Flachenberech-
nung ausgeschlossen. Dann folgte die manuelle Nachbearbeitung der vormar-
kierten Gefal3strukturen. Nach den von Weidner et al. inaugurierten Kriterien fur
eine standardisierte quantitative Auswertung wurden Gefal3e in sklerotischen,
hypozellularen Bereichen innerhalb des Tumors sowie in unmittelbar benach-
bartem gesundem Brustgewebe nicht bericksichtigt (Weidner et al., 1991;
Weidner, 1995b). Wiederum nach den Kriterien dieser Arbeitsgruppe galt jede
braun erscheinende Endothelzelle beziehungsweise jeder Endothelzellhaufen,
der sich eindeutig getrennt von benachbarten GefalRen, Tumorzellen oder Bin-
degewebsstrukturen darstellte, als einzelnes zéhlbares Gefal3. Ebenso wurden
einzeln gelegene Endothelzellhaufen, die mutmaRlich zum selben, sich mehr-
fach durch den Schnitt schlangelnden Gefald gehorten, als einzelne und zahlba-
re Gefal3e markiert und als solche in die Berechnungen hinein genommen. Ein
sichtbares GefaR3lumen oder das Vorhandensein von Erythrozyten waren fur die

Definition als Gefal3 nicht notwendig.
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Die mangels Farbung nicht vormarkierten Lumina der Gefal3e wurden als zur
Gefaldflache gehorend nachmarkiert, um in die Flachenberechnung einzuge-
hen, wahrend die Erfassung der Anzahl der GefalRe hiervon unbeeinflusst blieb.
Anhand der am Ende dieses Schrittes markierten einzelnen vaskuléaren Areale
berechnete die Analyse-Software die Anzahl der Gefal3e und erfasste deren
Flachenverteilung. Dies geschah zunéchst separat fur jeden der drei Ausschnit-

te a ~0,24 mmz2 und wurde anschlie3end fir das gesamte Areal addiert.

2.3.2.4 Markierung des Messareals

Um die Anzahl der Gefale sowie deren Gesamtflache mit der tatsachlichen
Tumorflache des jeweiligen Bildausschnitts in Bezug setzen zu kénnen, wurde
in einem weiteren Schritt das Messareal (Areafield) markiert, da nicht immer der
gesamte Bildausschnitt von Tumorgewebe ausgefllt war. Hierbei wurden nur
zellulare Anteile des Bildausschnitts bertcksichtigt. Durch manuelle Demarkie-
rung wurden Areale von Fettzellen sowie Bereiche, die durch das Schneiden
Risse aufwiesen oder Ubereinanderlappten, vom Messareal ausgeschlossen.
Ebenso gingen die Lumina groRer Ductus, sowie bereits oben genannte sklero-
tische, hypozellulare Bereiche innerhalb des Tumors bzw. Areale von angren-
zendem, gutartigen Mammagewebe nicht in die Flachenberechnung des Mess-
areals ein. Dies geschah wiederum zunéchst fur jeden der drei Ausschnitte se-

parat, um anschlielBend addiert zu werden.

2.3.2.5 Automatische Auswertung der Gefal3parameter

Anhand der bereits berechneten Anzahl der GefalR3e und deren Flachen sowie
der nachfolgend definierten Flache des Messareals lieferte das Analysepro-
gramm die Verteilung der Gefal3flachen sowie folgende Parameter als Summe

der jeweiligen Werte aus den drei Bildausschnitten (s. Tabelle 2.5):
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Parameter Definition Maleinheit
Count Gesamtanzahl der Gefalie
Area Gesamtflache der Gefalie Hm?
Areafield Gesamtflache der 3 Messareale Hm?
MeanArea Durchschnittliche Gefal3flache (Area/Count) pm?2
Area% Prozentualer Anteil der Gesamtflache der Gefa- || %

3e (Area) am gesamten Messareal (Areafield)

xGefalR/mmz2 || Anzahl der Geféal3e pro mm?2 1/mm2

Tabelle 2.5: Output des Analyseprogramms

Der Parameter xGefaR/mmz stellt eine fiktive GroRe dar. Hierbei werden die
gezahlten Gefalle (Count) mit der Flache des Messareals (Areafield), welche
die tatsachliche Flache des Tumors und nicht die Flache des Bildausschnitts
widerspiegelt, in Bezug gesetzt und die theoretische Anzahl von Gefalien pro

Quadratmillimeter der Tumorflache nach folgender Formel berechnet:

6
xGefalR/mm?2 = —Count <10
Areafield

In die Auswertung der vorliegenden Arbeit gingen die GefaRRdichte (xGefald/
mm2) sowie der prozentuale Anteil der Gesamtflache aller Gefalle am Mess-
areal (Area%) ein. Dieser Flachenparameter wurde fur die Auswertung dem
Mittelwert der Gefal3flachen (MeanArea) vorgezogen, da der Mittelwert sehr
empfindlich ist gegen Ausreil3er, welche durch die Flachenmessung langs an-
geschnittener GefalRe zustande kommen kénnen, ohne das tatsachliche Kaliber

des entsprechenden Gefal3es fur die Mittelwertsberechnung zu bertcksichtigen.

2.4 Quantitative Auswertung der Ubrigen Farbungen
Die Ubrigen immunhistochemischen Farbungen wurden dichotom als entweder

positiv oder negativ bewertet.

Bei den Hormonrezeptoren ER und PgR wurde der Immunreaktive Score (IRS)
nach Remmele und Stegner eingesetzt (Remmele et Stegner, 1987). Fur die

Berechnung dieses Scores werden die Merkmale Prozentsatz der positiven Zel-
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len sowie Farbeintensitat mit Punkten bewertet. Der IRS ergibt sich als Produkt
dieser Punktwerte. Ist mindestens einer der beiden Hormonrezeptoren positiv,

so gilt auch der Hormonrezeptorstatus als positiv.

Bei den immunhistochemischen Parametern p53, bcl-2 und MIB-1 war allein der

Prozentsatz positiver Zellen ausschlaggebend (s. Tabelle 2.6).

Um die Expression des Onkoproteins c-erbB-2 quantitativ zu erfassen, wurde
wiederum ein Score, der HercepTest™-Score (Firma Dako Danemark), heran-
gezogen. In diesen Score geht neben dem Prozentsatz positiver Tumorzellen
das Farbemuster der Membranfarbung hinsichtlich Intensitat und Vollstandigkeit

ein.

Tabelle 2.6 zeigt die Schwellenwerte des jeweiligen Prozentsatzes/Scores zur
Einteilung in die Kategorien ,positiv‘ bzw. ,negativ* (Colleoni et al., 1999; Briffod
et al., 2000).

Faktor ER PgR P53 bcl-2 MIB-1 || c-erbB-2
positiv >3 >3 > 10% > 10% > 20% 3+
negativ <3 <3 <10% <10% <20% <3+

Tabelle 2.6: Dichotome Bewertung der immunhistochemischen Routineparameter

2.5 Pathologische Response

Um das Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie quantitativ zu erfassen,
wurde durch Vergleich von pra- und posttherapeutischer Tumorgréf3e die pro-
zentuale GroRRenanderung des Primartumors berechnet. Um die beiden Thera-
pieformen hinsichtlich des Ansprechens besser vergleichen zu kdnnen, erfolgte
je nach prozentualer Grol3enanderung eine Klassifizierung des Ansprechens in
Gruppen, wie aus nachfolgender Tabelle 2.7 hervorgeht (modifiziert nach Kue-
rer et al., 2000).
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Therapieansprechen || Abkirzung Definition

Complete Remission [|pCR Kein Nachweis eines invasiven oder in
situ-Karzinoms im OP-Préaparat

Carcinoma in situ Tis Kein invasives, aber ein in situ-
Karzinom im OP-Préaparat nachweisbar

Partial response PR Verringerung der Tumorgrof3e um >
50%

Minor response MR Verringerung der Tumorgrof3e um >
10%, aber nicht um > 50%

No change/ stable||NC/SD Anderung der TumorgréRe um max.

disease +10%

Progressive disease ||PD Zunahme der Tumorgroéf3e um > 10%

Tabelle 2.7: Therapieansprechen in modifizierter Form nach Kuerer et al., 2000

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm JMP® Version 7.0 der

Firma SAS durchgefihrt.

Der Vergleich des Verlaufs der Gefal3parameter in den beiden Therapiegruppen

erfolgte anhand eines 2-Stichproben-T-Tests, welcher erlaubt, dass die Varian-

zen in den beiden Gruppen unterschiedlich sind.

Um eine mdogliche pradiktive Wertigkeit der Gefal3parameter zu Uberprifen,

kam die Regressionsanalyse zum Einsatz, wobei die 95%-Konfidenzintervalle

fur die individuelle Vorhersage angegeben sind.

Die Auspragung der GefaRparameter in Abhangigkeit der immunhistochemi-

schen Faktoren MIB-1, p53 und c-erbB-2 wurde mittels Rangsummentest nach

Wilcoxon untersucht.

Als Signifikanzniveau galt bei allen Untersuchungen ein p-Wert <0,05.
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3 Ergebnisse

Die unter 3.1 und 3.2 dargestellten Daten standen - mit Ausnahme einer zusatz-
lichen Patientin in der vorliegenden Arbeit - aus der Dissertation von Anja

Schonfelder zur Verfigung (Schonfelder, 2007).

3.1 Patienten- und Tumorcharakteristika

3.1.1 Altersverteilung im Patientenkollektiv

Insgesamt umfasste das Kollektiv der vorliegenden Arbeit 94 Patientinnen mit
der Priméardiagnose eines lokal fortgeschrittenen Mammakarzinoms. Zum Zeit-
punkt der Diagnose lag das Patientenalter durchschnittlich bei 56,5 Jahren
(Median: 57,5 Jahre). Die jlingste Patientin erkrankte mit 27 Jahren, die alteste
Patientin war 84 Jahre alt. Das Erkrankungsmaximum lag in der 7. Lebensde-
kade. 3 Patientinnen der Hormontherapiegruppe liel3en keine Operation durch-

fuhren, daher bestand das posttherapeutische Kollektiv aus 91 Patientinnen.

3.1.2 Pr&- und posttherapeutische Tumorgrof3e und T-Stadium
Die pratherapeutische Tumorgrof3e wurde sonographisch als grof3ter Tumor-
durchmesser erfasst. Dabei ergaben sich Werte von 1,0 bis 11,0 cm mit dem

Median bei 3,1 cm.

Das Stadium T2 konnte pratherapeutisch in 55 Fallen (58%) diagnostiziert wer-
den, das Stadium T3 in 10 Fallen (11%) und das Stadium T4 in 29 Féllen
(31%).

Fur die posttherapeutische Tumorgrof3e war der gré3te Durchmesser des inva-
siven Tumors im histologischen OP-Préparat ausschlaggebend. 10 Patientin-
nen wiesen nach der primér systemischen Therapie keinen invasiven Tumor
mehr auf (pCR, ypTis). Ansonsten zeigten sich Werte zwischen 0,2 und 9,0 cm

mit dem Median bei 2,2 cm.

Im Gegensatz zur pratherapeutischen Verteilung der T-Stadien wiesen nach der
primar systemischen Therapie 28 Patientinnen (31%) einen T1-Tumor auf (s.
Abbildung 3.1).
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unbekannt
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Abbildung 3.1: Verteilung des ypT-Stadiums (n=91)

3.1.3 Histologie und Grading
Die pratherapeutische Verteilung des histologischen Differenzierungsgrads der
Karzinome geht aus Tabelle 3.1 hervor.

Grading Haufigkeit
Absolut Relativ
Gl 1 1,1%
G2 65 69,1%
G3 20 21,3%
unbekannt 8 8,5%

Tabelle 3.1: Pratherapeutische Verteilung des histologischen Gradings (n=94)

Fur die Erfassung des histologischen Tumortyps wurde die posttherapeutische
Diagnose aus dem histopathologischen Befund des Operationspréaparats tber-
nommen, wobei sich die invasiv duktalen Karzinome als h&aufigster histologi-
scher Tumortyp erwiesen. Bei 10 Patientinnen (11%) konnte im OP-Praparat

kein invasiver Tumor mehr nachgewiesen werden (pCR, ypTis).

Das posttherapeutische Grading konnte bei 74 Tumoren bestimmt werden. Da-
von lagen in 64,9% (n=48) malig differenzierte, in 32,4% (n=24) der Falle
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schlecht differenzierte Karzinome vor. Lediglich 2 Karzinome wiesen eine gute
Differenzierung auf (2,7%). In den 10 Fé&llen ohne invasives Karzinom im OP-
Praparat (pCR, ypTis) konnte kein histologischer Differenzierungsgrad bestimmt
werden. In nachfolgender Tabelle 3.2 ist die Verteilung des posttherapeutischen
Differenzierungsgrads auf die verschiedenen histologischen Tumortypen aufge-
fuhrt.

Histologie Grading Haufigkeit

Absolut Relativ

invasiv duktales Karzinom (n=57) Gl 1 2%

G2 36 63%

G3 16 28%

unbekannt 4 7%

invasiv lobulares Karzinom (n=16) G1 0 0%
G2 10 62,5%

G3 4 25%
unbekannt 2 12,5%
invasiv tubulares Karzinom (n=3) G1 1 33,3%
G2 1 33,3%

G3 0 0%
unbekannt 1 33,3%

invasiv medullares Karzinom (n=2) G3 2 100%
invasiv papillares Karzinom (n=1) G2 1 100%
unbekannt (n=2) G3 2 100%

Tabelle 3.2: Verteilung des posttherapeutischen Differenzierungsgrads auf die histolo-
gischen Tumortypen (n=81)
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3.1.4 Pr&- und posttherapeutischer Lymphknotenstatus

Die Erfassung des pratherapeutischen axillaren Lymphknotenstatus fand
sonographisch statt mit anschlielender Einteilung gemall der cTNM-
Klassifikation. Die Uberwiegende Anzahl der Patientinnen (n=57; 61%) wies vor
Therapie das Stadium cN1 auf. Das Stadium cNO wurde in 31 Fallen (33%) und
das Stadium cN2 in 5 Fallen (5%) diagnostiziert. Bei einer Patientin (1%) ergab

sich das Stadium cNx.

Der posttherapeutische Lymphknotenstatus wurde anhand der histopathologi-
schen Untersuchung von mindestens 10 operativ entfernten Lymphknoten er-
hoben (s. Abbildung 3.2). Am haufigsten zeigte sich das Stadium ypN1 (n=49),
wobei bei 5 Patientinnen nur Mikrometastasen (ypNla) vorlagen. Bei 3 von 5
Patientinnen mit posttherapeutischer Diagnose eines Carcinoma in situ war ein

positiver Lymphknotenstatus nach Therapie nachweisbar.

ypN2 YPNX
2% 1%

ypN1
549%

Abbildung 3.2: Verteilung des ypN-Stadiums (n=91)

3.1.5 Pra- und posttherapeutischer Hormonrezeptorstatus

Die pra- und posttherapeutische Verteilung der immunhistochemisch bestimm-
ten Rezeptoren fir Ostrogen und Progesteron geht aus Tabelle 3.3 sowie Ta-
belle 3.4 hervor. Bei den pCR-/ypTis-Féllen konnten keine Hormonrezeptoren

nach Therapie bestimmt werden.
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ER PgR HR-Status
Positiv 70 42 71
Negativ 24 52 23
unbekannt 0 0 0

Tabelle 3.3: Pratherapeutische Verteilung der Hormonrezeptoren einzeln sowie zu-
sammengefasst zum Hormonrezeptorstatus (n=94)

ER PgR HR-Status
Positiv 56 25 57
Negativ 18 48 17
unbekannt 7 8 7

Tabelle 3.4: Posttherapeutische Verteilung der Hormonrezeptoren einzeln sowie zu-
sammengefasst zum Hormonrezeptorstatus (n=81)

3.1.6 Ubrige immunhistochemische Parameter

Die Verteilung der Ubrigen immunhistochemischen Faktoren in Stanz- und OP-

Praparaten ist in Tabelle 3.5 und Tabelle 3.6 dargestellt. Bei den pCR-/ypTis-

Fallen konnten diese Faktoren wiederum nicht bestimmt werden.

Parameter MIB-1 p53 bcl-2 c-erbB-2
positiv 58 35 68 23
negativ 36 59 26 70
unbekannt 0 0 0 1
Tabelle 3.5: Pratherapeutische Verteilung der immunhistochemischen Routineparame-
ter (n=94)
Parameter MIB-1 p53 bcl-2 c-erbB-2
positiv 17 17 53 14
negativ 56 55 19 59
unbekannt 8 9 9 8

Tabelle 3.6: Posttherapeutische Verteilung der immunhistochemischen Routinepara-

meter (n=81)
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3.2 Priméar systemische Therapie

3.2.1 Schemata der primar systemischen Therapie

Ergebnisse

Im Rahmen der primar systemischen Therapie kamen im vorliegenden Kollektiv

folgende chemotherapeutische bzw. antihormonelle Schemata zum Einsatz:

ET
32%

Naheres
unbekannt
5%

\

EC
26%

Abbildung 3.3: Verteilung der Schemata in der Chemotherapiegruppe (n=62)

Exemestan
41%

N&aheres
unbekannt
3%

>

Letrozol
56%

Abbildung 3.4: Verteilung der Schemata in der Hormontherapiegruppe (n=32)

3.2.2 Ansprechen auf die primar systemische Therapie

Die quantitative Erfassung des Ansprechens auf die neoadjuvante Therapie

erfolgte durch Berechnung der prozentualen GréRRenanderung des Primartu-

mors. Bei den 3 nicht operierten Patientinnen der Hormontherapiegruppe sowie

8 weiteren Patientinnen der Chemotherapiegruppe mit fehlender pra- und/oder
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posttherapeutischer Gréf3enangabe in der Patientenakte konnte die Berech-
nung dieses Parameters nicht vorgenommen werden.

Anhand der prozentualen Gréf3enénderung des Primartumors erfolgte die Ein-
teilung in mehrere Response-Klassen, wie unter 2.5 beschrieben. Im Gesamt-
kollektiv (n=94) war in 60,6% der Falle irgendein Ansprechen zu verzeichnen,
was einer GrofRenabnahme um mindestens 10% entspricht (Minor Response
oder besser), wahrend eine Zunahme um mehr als 10% (Progressive Disease)
bei 16% der Tumoren zu beobachten war. In die Gruppe ,Stable Disease” fielen
11,7% der Karzinomerkrankungen. In weiteren 11,7% der Falle war aufgrund
fehlender Daten (s. oben) keine Erfassung des Ansprechens moglich.

Alle Patientinnen, bei denen nach Therapie kein invasiver Tumor mehr nach-
gewiesen werden konnte (pCR, ypTis), stammten aus der Chemotherapiegrup-
pe. Der Anteil der Tumoren mit noch vorhandener, aber um mindestens 50%
zuriickgegangener invasiver Komponente (Partial Response) lag in dieser The-
rapiegruppe ebenfalls hoher als in der Gruppe der antihormonell behandelten
Patientinnen (29,0% vs. 12,5%), wahrend eine GrbéRRenzunahme des Tumors
um mehr als 10% (Progressive Disease) in der Hormontherapiegruppe haufiger
nachzuweisen war als unter der Chemotherapie (28,1% vs. 9,7%).

keine OP
fehlende Angabe
PD

NC/SD

Hormon
® Chemo

MR
PR
PCR, ypTis

0 20 40
relative Haufigkeit (%)

Abbildung 3.5: Ansprechen auf die primar systemische Therapie unter Chemotherapie
(n=62) und Hormontherapie (n=32) unter Angabe der relativen Haufigkeit in der jeweili-
gen Therapiegruppe
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3.3 GefalRparameter

3.3.1 Erhebung der Gefaliparameter

Im Gesamtkollektiv war die Bestimmung der Gefal3parameter in 92 Stanz- und
74 OP-Praparaten maglich. Da diese Bestimmung nur in Bereichen des invasi-
ven Karzinoms durchgefihrt wird, erfolgte sie nicht bei den 10 Patientinnen mit
pathologischer Komplettremission (n=5) bzw. ypTis (n=5) im Operationsprapa-

rat. Weitere Grunde fur fehlende Werte gehen aus Tabelle 3.7 hervor.

Stanzpraparate Operationspraparate
Erhebung der Chemo Hormon Chemo Hormon
GefaRparameter (n=62) (n=32) (n=62) (n=32)
moglich n=61 n=31 n=47 n=27
nicht moglich n=1 n=1 n=15 n=5
» technisch n=0 n=0 n=2 n=1
nicht mgl.
» fehlende n=1 n=1 n=3 n=1
Blocke
> keine OP - - n=0 n=3
> ypTis - - n=5 n=0
» pCR - - n=5 n=0

Tabelle 3.7: Durchfiihrbarkeit der GefaRparameterbestimmung in Stanz- und Operati-
onspraparaten

3.3.2 Auspragung der GefaRparameter

Die nachfolgenden Tabellen (Tabelle 3.8 und Tabelle 3.9) zeigen die Auspra-
gung der im vorliegenden Patientengut erhobenen Gefal3parameter getrennt
nach Stanz- und Operationspréparat.
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Stanzpraparate || OP-Praparate
Minimum 63 98
Maximum 2006 1110
Mittelwert 332 341

Tabelle 3.8: Auspragung der Gefal3dichte (Gefalie pro mm?)

Stanzpraparate || OP-Praparate
Minimum 0,56% 0,52%
Maximum 16,55% 8,54%
Mittelwert 2,83% 3,51%

Ergebnisse

Tabelle 3.9: Auspragung des Gefal3flachenanteils

3.3.3 Verlauf der Gefal3parameter unter primar systemischer Therapie

Um einen mdglicherweise unterschiedlichen Einfluss der beiden Therapiefor-
men auf die Vaskularisierung zu untersuchen, wurde die Differenz aus pra- und
posttherapeutischem Wert der erhobenen Gefal3parameter gebildet und an-
schlielBend die Verteilung dieser Differenzen in den beiden Behandlungsgrup-
pen verglichen. Fur die 10 Patientinnen ohne invasives Karzinom im OP-
Praparat (pCR, ypTis) sowie die 3 nicht operierten Patientinnen konnten keine
posttherapeutischen Werte erhoben werden. Weitere Grinde fur fehlende pra-
oder posttherapeutische Werte gehen aus Tabelle 3.7 hervor. In der Chemothe-
rapiegruppe waren somit 46 Wertepaare, in der Hormontherapiegruppe 26 Wer-

tepaare fur die Differenzbildung verfligbar.

3.3.3.1 Verlauf der GefaRRdichte

In der Chemotherapiegruppe zeigte sich bei 26 Tumoren (56,5%) eine Abnah-
me der Gefal3dichte, 20 Tumoren (43,5%) wiesen nach der Therapie eine héhe-
re Gefalddichte auf. Im Mittel sank in dieser Behandlungsgruppe die Gefalidich-
te um 42 GefalRe pro mm2. Bei den antihormonell behandelten Patientinnen
nahm in 7 Fallen (26,9%) die Gefal3dichte ab, 19 Tumoren (73,1%) zeigten

posttherapeutisch eine gréf3ere Anzahl von Gefal3en pro Flache. Durchschnitt-
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lich lag in dieser Gruppe eine Erhdhung der Gefal3dichte um 71 GefalRe pro

mm?2 vor.

Uber +500
+401 bis +500
+301 bis +400
+201 bis +300
+101 bis +200

+1 bis +100

0
Hormon

-1 bis -100 2 Chemo
-101 bis -200

-201 bis -300
-301 bis -400
-401 bis -500

unter -500

Anderung der GefaRdichte (GefaRe pro mmz2)

0 10 20 30 40

relative Haufigkeit (%)

Abbildung 3.6: Anderung der GefaRdichte unter der Therapie unter Angabe der relati-
ven Haufigkeit der Anderungskategorie in der jeweiligen Behandlungsgruppe

Quantil 10% 25% 50% 75% 90%
Chemo -353 -174 -27 141 407
Hormon -315 -22 76 198 448

Tabelle 3.10: Quantile der Anderung der GefaRdichte (GefaRe pro mm?2) unter der The-
rapie getrennt nach Therapiegruppen

Die Differenz der Mittelwerte der GefalRdichte&dnderung in den beiden Therapie-
gruppen wurde mittels 2-Stichproben-T-Tests untersucht, hierbei ergab sich ein
p-Wert von 0,15. Somit ist der Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen

statistisch nicht signifikant.
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3.3.3.2 Verlauf des Gefaldflachenanteils

Fir den prozentualen Anteil der Gefal3- an der Tumorflache zeigte sich in bei-
den Therapiegruppen eine Zunahme dieses Gefal3parameters. Im Mittel lag
diese Differenz in der Chemotherapiegruppe bei einem Wert von +0,46, in der
Hormontherapiegruppe bei +1,16. Eine Abnahme dieses Gefaliparameters un-
ter der Therapie konnte bei den Patientinnen der Chemotherapiegruppe in 20
Fallen (43,5%) und eine Zunahme in 26 Fallen (56,5%) nachgewiesen werden.
Unter der Hormontherapie zeigt sich der prozentuale Anteil der Gefal3- an der
Tumorflache lediglich bei 8 Tumoren (30,8%) ricklaufig, wahrend er bei 18 Tu-

moren (69,2%) posttherapeutisch einen h6heren Wert annahm.

uber +5,00
+4,01 bis +5,00
+3,01 bis +4,00
+2,01 bis +3,00
+1,01 bis +2,00
+0,01 bis +1,00
0

-0,01 bis -1,00
-1,01 bis -2,00
-2,01 bis -3,00
-3,01 bis -4,00
-4,01 bis -5,00

unter -5

Hormon
B Chemo

Anderung des GefaRflachenanteils (%)

0 10 20 30

relative Haufigkeit (%)

Abbildung 3.7: Anderung des prozentualen Anteils der Gefa3- an der Tumorflache un-
ter Angabe der relativen Haufigkeit der Anderungskategorie in der jeweiligen Behand-
lungsgruppe
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Quantil 10% 25% 50% 75% 90%
Chemo -1,98 -0,85 0,57 2,37 4,29
Hormon -1,08 -0,50 0,62 2,25 4,88

Tabelle 3.11: Quantile der Anderung des prozentualen Anteils der GefaR3- an der Tu-
morflache (%) unter der Therapie getrennt nach Therapiegruppen

Testet man die Differenz der Mittelwerte der Anderung des prozentualen Anteils
der Gefal3- an der Tumorflache in den beiden Behandlungsgruppen mittels 2-
Stichproben-T-Test, wie unter 2.6 beschrieben, erhdlt man einen p-Wert von
0,28 (statistisch nicht signifikant).

3.3.3.3 Vergleich des Verlaufs der beiden Gefallparameter

Beim Vergleich der Entwicklung der beiden Gefal3parameter unter der Chemo-
therapie zeigt sich in 35 Fallen (76,1%) ein gleichsinniger Verlauf, in 9 Fallen
(19,6%) eine abnehmende Gefalldichte bei zunehmendem Gefaldflachenanteil
und in 2 Fallen (4,3%) eine zunehmende GefalRdichte bei abnehmendem Ge-
faikflachenanteil. In der Hormontherapiegruppe lag eine gleichsinnige Entwick-
lung in 19 Fallen (73,1%) vor, eine niedrigere Gefal3dichte bei gestiegenem Ge-
fanflachenanteil wurde in 3 Fallen (11,5%) und der umgekehrte Fall in 4 Fallen
(15,4%) beobachtet.

3.3.4 Gefal3parameter und Therapieansprechen

In diesen Teil der Arbeit gingen alle Patientinnen ein, fir welche sowohl die préa-
als auch die posttherapeutische TumorgrofRe bekannt war, sowie die Erhebung
der Gefal3parameter im Stanzpréparat erfolgen konnte. Daher standen fiir diese
Untersuchung in der Chemotherapiegruppe 53 Patientinnen zur Verfigung, in
der Hormontherapiegruppe 28 Patientinnen.

3.3.4.1 Vorhersagewert der Gefal3parameter
Mittels Regressionsanalyse wurde ein mdglicher Vorhersagewert der Gefal3pa-
rameter fur das Therapieansprechen untersucht. In den Abbildungen 3.8 bis

3.11 ist getrennt fur die beiden Behandlungsgruppen die prozentuale Abnahme
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der GroRRe des Primartumors unter der Therapie (y-Wert) gegen den prathera-
peutischen Wert des jeweiligen GefaR3parameters (x-Wert) aufgezeichnet mit
den gestrichelten Linien als 95%-Konfidenzintervall fur die individuelle Vorher-
sage.

Positive y-Werte bedeuten eine prozentuale Grof3enabnahme, negative y-Werte
stehen fir eine GroRenzunahme. In den beiden Abbildungen der Chemothera-
piegruppe bilden die 10 Punkte mit 100%-iger Abnahme der Tumorgrof3e (pCR,
ypTis) daher den oberen Rand der Punktwolke.

Aufgrund der starken Streuung der y-Werte im unteren Bereich der x-Werte
scheint fur beide Behandlungsgruppen eine Vorhersage des Therapieanspre-
chens aus dem pratherapeutischen Wert der Gefal3parameter praktisch unmag-
lich.
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Abbildung 3.8: Prozentuale GréRenabnahme des Priméartumors abhangig vom prathe-
rapeutischen Gefal3dichtewert in der Chemotherapiegruppe (n=53)
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Abbildung 3.9: Prozentuale Gré3enabnahme des Priméartumors abhangig vom prathe-
rapeutischen Gefal3flachenanteil in der Chemotherapiegruppe (n=53)

In den Grafiken der Chemotherapiegruppe liegt nahezu keine Geradensteigung
vor (Abbildung 3.8: 3=0,004, p=0,87; Abbildung 3.9: =-0,182, p=0,96), sodass
nicht von einem Effekt der préatherapeutischen Gefal3parameter auf das Thera-

pieansprechen auszugehen ist.

Die negative Steigung der Ausgleichsgeraden in den nachfolgenden beiden
Grafiken fir die Hormontherapiegruppe (Abbildung 3.10: p=-0,087, p=0,003;
Abbildung 3.11: =-12,947, p=0,011) ist jeweils durch die beiden Tumoren im
oberen Bereich der x-Werte (GefalR3dichte >750 Gefal3e pro mm?2 bzw. Gefal3fla-
chenanteil >5%) bedingt, was durch Ausschluss dieser Tumoren nachweisbar
war, sodass trotz signifikanter p-Werte auch in dieser Gruppe nicht ohne Weite-

res auf eine Abhangigkeit geschlossen werden kann.
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Abbildung 3.10: Prozentuale GréRenabnahme des Primartumors abhangig vom préathe-
rapeutischen Gefal3dichtewert in der Hormontherapiegruppe (n=28)
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Abbildung 3.11: Prozentuale GréRenabnahme des Primartumors abh&ngig vom prathe-
rapeutischen Gefal¥flachenanteil in der Hormontherapiegruppe (n=28)
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3.3.4.2 GefalRparameter in verschiedenen Response-Gruppen

3.3.4.2.1 Response-Gruppen der Chemotherapie

Stellt man in der Chemotherapiegruppe die pratherapeutische Auspragung der
Gefal3parameter in der prognostisch gunstigen Gruppe der 5 Patientinnen mit
pathologischer Komplettremission allen Ubrigen Response-Gruppen (non-pCR;
n=48) unter der Chemotherapie gegeniber, so ergeben sich folgende Tabellen:

Quantil 25% 50% 75%
pCR 145 197 294
non-pCR 178 296 405

Tabelle 3.12: Quantile der GefaRRdichtewerte in der Chemotherapiegruppe in den Res-

ponse-Klassen pCR und non-pCR

Quantil 25% 50% 75%
pCR 1,28 2,66 4,02
non-pCR 1,65 2,03 3,88

Tabelle 3.13: Quantile des prozentualen Anteils der Gefal3- an der Tumorflache in der
Chemotherapiegruppe in den Response-Klassen pCR und non-pCR

Vor allem bei der Gefal3dichte scheinen in der pCR-Gruppe niedrigere Werte
vorzuliegen als in der Gruppe non-pCR.

3.3.4.2.2 Response-Gruppen der Hormontherapie

Da unter der antihormonellen Therapie keine pathologischen Komplettremissio-
nen zu beobachten waren, konnte in dieser Gruppe keine entsprechende Un-
tersuchung wie unter der Chemotherapie durchgefiihrt werden. Betrachtet man
in dieser Gruppe die pratherapeutischen GefaRdichtewerte der 4 Patientinnen
mit einer GrolRenreduktion des Tumors um mehr als 50% (Partial Response), so
liegen diese mit 90, 106, 123 und 250 Gefalen pro mm2 abgesehen von einem
Wert unterhalb des Medians der ,less than PR"-Tumore innerhalb dieser The-
rapiegruppe (25%-Quantil: 141 Gefalle/mm?, Median: 214 Gefale/mm?2, 75%-
Quantil: 297 Gefalle/mm?). Das gleiche Bild ergibt sich bei diesen 4 Tumoren
bezuglich des Anteils der Gefal3- an der Tumorflache mit den Werten 0,96%,
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1,52%, 1,67% und 2,25% verglichen mit den Quantilen der tbrigen Tumoren
dieser Therapiegruppe (25%-Quantil: 1,23%, Median: 1,97%, 75%-Quantil:
2,81%).

3.3.5 Gefaldichte und immunhistochemische Parameter

In diesem Teil der Arbeit wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen ver-
schiedenen immunhistochemischen Faktoren (MIB-1, p53, c-erbB-2) und der
GefalRdichte beim Mammakarzinom untersucht.

Hierfur erfolgte ein Vergleich zwischen der Gefal3dichte in der fir den jeweiligen
Faktor positiven Gruppe mit der GefalRdichte der Tumoren mit negativem
Nachweis dieses Faktors. Ein etwaiger Gruppenunterschied wurde mittels Will-
coxon-Rangsummentest Uberprift. Um einen moéglicherweise vorhandenen Ein-
fluss der Therapie auf die Gefalldichte bzw. auf die immunhistochemischen
Faktoren auf3en vor zu lassen, gingen in diese Analyse die pratherapeutischen
Werte ein. Die Gefaldichtebestimmung konnte bei 92 Stanzpraparaten erfol-
gen. Griunde fur die fehlenden Werte gehen aus Tabelle 3.7 hervor. Die Aus-
pragung der immunhistochemischen Faktoren war bei allen Stanzpraparaten
bekannt mit Ausnahme eines Tumors fir c-erbB-2.

In den aufgefuhrten Boxplots sind nur die Tumoren mit bekannter pratherapeu-
tischer Gefal3dichte sowie bekannter Auspragung des jeweiligen Faktors darge-
stellt. Die horizontal durchgezogene Linie reprasentiert den Mittelwert aller Ge-
faldichtewerte. Der relative Anteil der fur den jeweiligen Faktor positiven bzw.
negativen Tumore wird durch die vertikale Markierung zwischen den Gruppen
signalisiert. In der jeweils darunter folgenden Tabelle werden die im Boxplot

dargestellten Quantile genau beziffert.

3.3.5.1 Gefaldichte und MIB-1-Status

Unter den Tumoren mit vorhandener Gefal3dichtebestimmung war der Nach-
weis des Proliferationsmarkers MIB-1 in 57 Fallen (62%) positiv, wahrend 35
Tumoren (38%) einen negativen Nachweis dieses Faktors zeigten. Von den
beiden Praparaten mit unbekannter Gefal3dichte stammte eines aus der Gruppe

MIB-1-positiv und eines aus der Gruppe MIB-1-negativ.
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Abbildung 3.12: Verteilung der Gefal3dichte in den Gruppen MIB-1-positiv (n=58) und
MIB-1-negativ (n=36) unter Angabe der relativen Haufigkeit in der jeweiligen Gruppe
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Quantil 10% 25% 50% 75% 90%
MIB-1-positiv 108,8 191 269 403 702,4
MIB-1-negativ 108,4 129 173 299 597,6

Abbildung 3.13: Vergleich der GefalRdichtewerte zwischen den Gruppen MIB-1-positiv
und MIB-1-negativ
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Die Werte des Medians sowie des 1. und 3. Quartils lassen bei MIB-1-positiven
Tumoren eine hohere Gefalidichte vermuten als bei MIB-1-negativen. Im Rang-
summentest nach Wilcoxon erweist sich dieser Gruppenunterschied als statis-
tisch signifikant (p=0,02).

3.3.5.2 Gefaldichte und p53-Status

Ein positiver p53-Status im Stanzpréaparat konnte bei 35 Tumoren (38%) der 92
Stanzpraparate mit bekannter Gefal3dichte festgestellt werden, wahrend bei 57
Tumoren (62%) der immunhistochemische Nachweis negativ ausfiel. Die bei-
den Stanzpraparate mit unbekannter Gefal3dichte wiesen ebenfalls einen nega-
tiven p53-Status auf.

m p53-positiv. ® p53-negativ

relative Haufigkeit (%)

0 I I | B B ==

<101 101 bis 201 bis 301 bis 401 bis >500 unbekannt
200 300 400 500

Gefalidichte (Gefal3e pro mm?2)

Abbildung 3.14: Verteilung der Gefal3dichte in den Gruppen p53-positiv (n=35) und
p53-negativ (n=59) unter Angabe der relativen Haufigkeit in der jeweiligen Gruppe
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Abbildung 3.15: Vergleich der Gefal3dichtewerte zwischen den Gruppen p53-positiv
und p53-negativ

Ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist daraus nicht ersichtlich. Der

Rangsummentest nach Wilcoxon bestatigt dies (p=0,85).

3.3.5.3 GefalRdichte und c-erbB-2-Status

Bei den 92 Stanzpréaparaten mit bekannter Gefalidichte konnte in 23 Fallen
(25%) eine Uberexpression des Protoonkogens c-erbB-2 nachgewiesen wer-
den, wohingegen 68 Tumoren (74%) c-erbB-2-negativ waren. Fir eines dieser
Praparate (1%) ist der c-erbB-2-Status unbekannt - dieses wies eine Gefal-
dichte von 122 GefalRen pro mm2 auf. Die beiden Praparate mit unbekannter

Gefalidichte stammten aus der Gruppe c-erbB-2-negativ.
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Abbildung 3.16: Verteilung der GefalRdichte in den Gruppen c-erbB-2-positiv (n=23)
und -negativ (n=70) unter Angabe der relativen Haufigkeit in der jeweiligen Gruppe
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Abbildung 3.17: Vergleich der GefaRRdichtewerte zwischen den Gruppen c-erbB-2-
positiv und c-erbB-2-negativ

Hinsichtlich der Gefalidichtewerte ergibt sich im Wilcoxon-Rangsummentest

kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p=0,61).
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4 Diskussion
4.1 Methodendiskussion

4.1.1 Allgemeines zur Quantifizierung der Angiogenese

In der Literatur werden verschiedenste Verfahren aufgefiihrt, die durch Tumor-
zellen induzierte Angiogenese zu untersuchen und quantitativ zu erfassen. Ein
Vergleich der zahlreichen Studien auf dem Gebiet der Angiogenese-Forschung
wird somit durch diese unterschiedlichen methodischen Ansatze und mangeln-
de Standardisierung erschwert oder gar unmaglich.

Die intratumorale Gefal3dichte (Anzahl der Geféalze pro mm?) gilt mittlerweile als
etablierter Parameter zur Quantifizierung der Angiogenese. Allerdings erfolgte
die Etablierung dieses Parameters hauptséchlich im Rahmen von Untersu-
chungen zur prognostischen Relevanz einer erhohten Gefalidichte bei Krebser-
krankungen. In der vorliegenden Arbeit hingegen wurde eine Verlaufsbeobach-
tung dieses Angiogenesemarkers unter verschiedenen Therapieformen des
Mammakarzinoms durchgefuihrt, eine moégliche pradiktive Aussagekraft bei die-
sen Therapien sowie der Zusammenhang mit anderen immunhistochemischen
Parametern untersucht. Des Weiteren wurde der Verlauf des Gefal3parameters
LJAnteil der Gefal3- an der Tumorflache®, welcher so bisher nicht in anderen Stu-
dien eingesetzt wurde, sowie eine etwaige pradiktive Wertigkeit dieses Faktors

analysiert.

4.1.2 Immunhistochemie der GefalRe

Fur eine immunhistochemische Markierung des Gefaliendothels mit hoher Spe-
zifitdt nutzten frihere Studien vor allem Antikérper gegen das von-Willebrand-
Faktor assoziierte Antigen (fVIIIRA/VWEF), welches zu den Panendothelmarkern
zahlt. Als neuere Panendothelmarker gelten CD31 oder CD34 (Vermeulen et
al., 1996). Der Vorteil dieser neueren Marker liegt in der héheren Sensitivitat
hinsichtlich der Detektion von Geféal3en in Tumoren, da sie bereits auf unreifen
Blutgefal3en exprimiert werden, wie sie im Tumorgewebe h&ufig vorkommen
(Horak et al., 1992; Martin et al., 1997a; Uzzan et al., 2004). Allerdings sind die-

se Antigene nicht spezifisch flr Endothelzellen.
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Das Oberflachenprotein CD31 gehort zu den ,cell adhesion molecules® (CAM)
mit der Hauptaufgabe, Zell-Zell-Kontakte zu vermitteln (Sun et al., 1996). Neben
Endothelzellen exprimieren vor allem Leukozyten und Plattchen dieses Oberfla-
chenantigen. Es spielt eine wichtige Rolle in der BlutgefalRentwicklung und der
Leukozytenextravasation (DeLisser et al., 1994). Aufgrund der zum Teil erhebli-
chen Lymphozyteninfiltration in den Préparaten der vorliegenden Arbeit wéare
der CD31-Antikorper fur die immunhistochemische Farbung hier ungeeignet
gewesen, da die Auswahl des ,hot spots” bei geringer VergroRerung durch das
Anfarben von Infiltratzellen deutlich erschwert worden wéare. Des Weiteren wur-
de die Zuverlassigkeit dieses Antikorpers aufgrund zu schwacher Expression
des Antigens auf Endothelzellen und Farbeversageraten von bis zu 20% in Fra-
ge gestellt (Martin et al., 1997a; Uzzan et al., 2004).

CD34 ist ein Glykoprotein der Zelloberflache, welches hauptsachlich von hadma-
topoetischen Stammzellen exprimiert wird. Aul3erhalb des hamatopoetischen
Systems ist es auf Endothelzellen kleinerer Gefal3e und auf Fibroblasten zu
finden (Fina et al., 1990). Fur Anti-CD34 kann aul3erdem eine Mitanfarbung von
Lymphgefalien in Tumoren als problematisch fiir die Erfassung der Gefal3dichte
angesehen werden (Fiedler et al., 2006).

Ein ,perfekter® Antikdrper flr die Markierung von Gefalden wurde also bisher
nicht gefunden. In einer vergleichenden Studie konnten Martin et al. fir Anti-
CD34 die hochste Sensitivitat unter den drei Panendothelmarkern hinsichtlich
der Gefalidarstellung in Mammakarzinompraparaten zeigen bei zuverlassiger
Farbung und guter Reproduzierbarkeit (Martin et al., 1997a). Dieser Antikorper
wurde in unserer Arbeit eingesetzt.

Im Gegensatz zu den Panendothelmarkern werden neue Marker wie CD105
(Endoglin) nur auf aktivierten Endothelzellen exprimiert. Die Erhebung der Ge-
faldichte nach Farbung mit entsprechenden Antikérpern gegen diese neuen
Marker konnte daher besser geeignet sein zur Erfassung des angiogenen Po-
tentials eines Tumors, da spezifisch die durch Neoangiogenese entstandenen
neuen und unreifen GefalRe gezahlt werden kénnen (Kumar et al., 1999; Beres-
ford et al., 2006). Beispielsweise lasst sich die Frage stellen, ob die mit Panen-

dothelmarkern dargestellten GefalRe eines ,hot spots” tatsachlich vom Tumor
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induziert wurden oder ob der Tumor Geféal3e in sich aufgenommen hat, die ur-
sprunglich aus dem Gewebe stammen, welches durch den Tumor verdrangt
bzw. durch dessen Expansion zerstort worden ist. Eine mogliche Uberlegenheit
dieser neuen Marker gegentber den konventionellen hinsichtlich pradiktiver
bzw. prognostischer Aussagekraft bei verschiedenen Krebserkrankungen ist

derzeit Gegenstand der Forschung.

4.1.3 Quantitative Auswertung der Farbung

Hinsichtlich der Zahlung der angefarbten Strukturen variieren die in der Literatur
aufgefuihrten Methoden ebenfalls betréachtlich. Die Unterschiede zwischen den
Untersuchungen liegen beispielsweise in der Grof3e des ausgewerteten Areals,
in der Anzahl der untersuchten ,hot spots® pro Tumor und in der Anwendung
oder Nichtanwendung der ,hot spot‘“-Methode. Teils wird fir die statistische
Auswertung der hdchste GefaRdichtewert aus mehreren herangezogen, teils
der Mittelwert verschiedener Bereiche (Uzzan et al., 2004). Die Auswertungsart
variiert zwischen den Studien auch hinsichtlich manueller, semi-automatischer

oder vollstandig automatisierter Zahlung der Gefal3strukturen.

Weidner et al. legten in ihrer Arbeit von 1995 die Auswertung der Gefal3dichte
in einem einzigen sogenannten neovaskularen ,hot spot‘ mit einer GroRe des
Messareals von 0,74 mm? als Standard fest (Weidner, 1995b). Die Wahl dieser
am starksten vaskularisierten Areale des invasiven Tumors begriindet sich in
der Annahme, dass in diesen Bezirken eine intensive reziproke Stimulation zwi-
schen angiogenen Tumorzellklonen und der Endothelzellpopulation stattfindet,
was zu einer erhohten MikrogefalRdichte fuhrt und gleichzeitig aufgrund der Un-
reife dieser neuen Gefal3e diesen Tumorzellklonen eine besonders gunstige
Eintrittspforte in die Blutbahn und somit die Mdglichkeit zur Metastasierung bie-
tet (Weidner et al., 1991; Weidner et al., 1992). Daher sollen diese Areale so-
wohl das angiogene als auch metastatische Potential des Tumors am besten
widerspiegeln. Aul3erdem erhoht diese Methode die Reproduzierbarkeit und
Vergleichbarkeit von Gefalidichtewerten, welche durch die heterogene Vertei-
lung der GefalRe innerhalb von Tumoren erschwert werden. Tatséchlich konnten

Weidner und Mitarbeiter bereits 1991 mit dieser Methode eine Korrelation von
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erhohter Mikrogefalldichte und Metastasierung beim Mammakarzinom nach-
weisen und schlugen die mit dieser Methode erhobene Gefal3dichte als prog-
nostischen Faktor des Mammakarzinoms vor (Weidner et al., 1991). Eine Viel-
zahl weiterer Studien befasste sich in der Folgezeit mit der prognostischen Re-
levanz der Mikrogefal3dichte beim Mammakarzinom und anderen Krebsarten.
Es wurden allerdings verschiedenste Methoden zur Bestimmung der Mikroge-
falkdichte angewendet (Uzzan et al., 2004). Inwiefern diese Unterschiede in der
Methodik zu den abweichenden Ergebnissen der Arbeiten gefihrt haben, bleibt

offen. Wir orientierten uns an der von Weidner et al. vorgeschlagenen Methode.

Als generell problematisch wird des Weiteren die Auswahl des fur die Bestim-
mung der GefalRdichte am besten geeigneten Gewebeblocks und -schnitts an-
gesehen, da sich die Frage stellt, ob ein einzelner Schnitt reprasentativ ist far
die Vaskularisierung des gesamten Tumors. Beispielsweise wiesen de Jong et
al. eine deutliche Heterogenitat der Gefal3dichtewerte unter verschiedenen Ge-
webeblocken desselben Tumors, aber auch unter Schnitten desselben Blocks
nach (de Jong et al., 1995). Die ,hot spot“-Methode lieferte in deren Arbeit zwar
innerhalb eines Blocks weniger abweichende Ergebnisse als die Z&hlung in
systematisch ausgewahlten Arealen. Von Block zu Block zeigten sich jedoch
auch bei der ,hot spot‘-Methode deutliche Unterschiede mit einem Variations-
koeffizienten von durchschnittlich 24,2%. Eine weitere Studie hatte mit dieser
Methode bereits ebenfalls betréchtliche Abweichungen der GefaRdichtewerte
aus Schnitten von verschiedenen Gewebeblocken desselben Tumors gefunden,
wahrend die Werte aus Schnitten desselben Blocks eine gute Ubereinstimmung
zeigten (van Hoef et al., 1993). In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Erhe-
bung der Gefal3parameter dieselben Blocke ausgewahlt, von denen bereits die
Schnitte fur die routinemallige Bestimmung der immunhistochemischen Para-
meter stammten, um auch einen Vergleich mit diesen Faktoren durchfiihren zu
kénnen. Auch wenn diese Blocke selbstverstandlich einen reprasentativen An-
teil des invasiven Karzinoms enthielten, stellt die fehlende Auswahl der Gewe-
beblocke speziell fir die Erhebung der Gefa3parameter eine maogliche
Schwachstelle der vorliegenden Untersuchung dar.
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Die GroRe des Messareals wurde von Weidner et al. mit einer optimalen Grol3e
von 0,74 mm?2 ebenfalls als kritisch beschrieben, zumindest hinsichtlich der Er-
fassung einer prognostischen Relevanz der Gefal3dichte (Weidner, 1995b). Die
oben erwahnte niederlandische Arbeitsgruppe kam zu einem ahnlichen Ergeb-
nis. Die Messung in einem zu kleinen Feld ergibt eher hdhere Werte, da auf
diese Weise der am starksten vaskularisierte Bereich eines ,hot spots® ausge-
wertet wird, wodurch eventuell vorhandene Unterschiede zwischen verschiede-
nen Tumoren verwischt werden kénnen. Entsprechend liefert ein grof3eres Are-
al eher niedrige Werte, da die Grolke des ,hot spots” Uberschritten werden kann
und umliegende weniger stark vaskularisierte Bereiche miteinbezogen werden,
was zu einer Art ,Verdinnung“ des Gefaldichtewerts flhrt (de Jong et al.,
2000). In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswertung aus technischen Griun-

den auf einer nur minimal kleineren Flache von ~0,71 mm? durchgefihrt.

Die Anzahl der fur die Auszahlung herangezogenen Areale variiert in der Litera-
tur zwischen eins und zehn. Wahrend die Arbeitsgruppen von Weidner und de
Jong mit der Auswertung in einem einzigen ,hot spot“ signifikante Ergebnisse
hinsichtlich der prognostischen Bedeutung erzielten (Weidner et al., 1992; de
Jong et al., 2000), empfehlen Martin und Mitarbeiter trotz des hohen Arbeits-
aufwands die Auszahlung in 10 verschiedenen ,hot spots® mit anschlielender
Auswahl des hochsten Wertes flr die statistische Auswertung, da das tatsach-
lich am starksten vaskularisierte Areal bei der Wahl des ,hot spots® bei niedriger
VergroRerung eventuell tbersehen wird (Martin et al., 1997b). In der vorliegen-
den Untersuchung wurde nach der Weidner-Methode mit nur einem ,hot spot*
vorgegangen, wobei die Wahl des auszuwertenden Bereichs sorgfaltigst unter
mehrmaligem Wechsel der VergréRerung getroffen wurde. Da sich der Bildaus-
schnitt am Monitor des Bildanalysesystems noch groRer darstellte als am Mik-
roskop, konnten die fur die Analyse in Frage kommenden ,hot spots® gut vergli-
chen und gegeneinander abgewogen werden. Dennoch ist die Auswertung in

nur einem ,hot spot* als mogliche Fehlerquelle nicht ganz auszuschlief3en.

Die quantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung im Rahmen
der Gefalidichtebestimmung erfolgt in den meisten Studien durch manuelles

Auszadhlen der angefarbten Strukturen. Wahrend bei dieser Vorgehensweise
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vor allem in Gefal3konvoluten, welche in den ,hot spots® von Tumoren haufig
vorkommen, die Abgrenzung und Z&hlung von einzelnen Gefalien abhangig ist
von der subjektiven Auffassung des Untersuchers, kann dieser Einfluss durch
die semi-automatische Auswertung mittels Bildanalysesystem reduziert werden.
So beschreiben Barbareschi et al. fur die Auswertung gerade durch unerfahre-
ne Untersucher eine Uberlegenheit der Computer-gestiitzten Bildanalyse (Bar-
bareschi et al., 1995). Des Weiteren kann durch diese Art der Auswertung Uber
die Bestimmung der bloRen Anzahl von Gefal3en in einem definierten Bildaus-
schnitt hinaus auch eine Erfassung der Grol3e der Gefal3e sowie der Flache des
Tumors erfolgen. Die Bestimmung des Anteils der Gefal3- an der Tumorflache
konnte daher gegenlber der Gefal3dichteerhebung einen alternativen Ansatz
darstellen, um den Vaskularisierungsgrad eines Karzinoms zu beschreiben.
Durch das Miteinbeziehen der Flache des Tumorgewebes, von welchem im
Rahmen des Analyseprogramms azellulare Areale wie beispielsweise grofie
Ductuslumina ausgeschlossen wurden, wird das Gefal3bett im Verhaltnis zum
zu versorgenden, aber auch Gefal3-induzierenden Tumorgewebe erfasst. Durch
derartige Methoden sollen vor allem in heterogenem Gewebe unsystematische
Fehler reduziert werden (Barth et al., 1996). In unserer Arbeit wurde fir die Er-
hebung sowohl der Gefalidichte als auch des Gefaliflachenanteils die Tumor-
flache und nicht die Flache des Bildausschnitts herangezogen.

Die Zukunft kdnnte in voll-automatisierten Verfahren liegen, da hier bei gerin-
gem Zeitaufwand die Auswertung in einem kompletten Préparat erfolgen und
der Bereich der hochsten Gefal3dichte automatisch identifiziert werden kann,
was den subjektiven Untersuchereinfluss bei der Auswahl des auszuwertenden
,hot spots* als mogliche Fehlerquelle eliminiert (Barbareschi et al., 1995). Laut
Vermeulen et al. ist dieser Schritt der Auswertung bei unerfahrenen Untersu-
chern problematischer als die Identifikation und Zahlung von Geféaf3en in einem
pradefinierten ,hot spot“ (Vermeulen et al., 1997). Eine Kontrolle durch den An-
wender bleibt bei den vollstandig automatisierten Verfahren allerdings dennoch
erforderlich, um falschlicherweise markierte Strukturen (beispielsweise aufgrund
von Kreuzreaktionen des verwendeten Antikorpers) von der Auswertung auszu-
schlief3en (Barbareschi et al., 1995).
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4.1.4 Reprasentativitat der Stanzpréparate

Ein weiteres methodisches Problem der vorliegenden Arbeit liegt in der Repré-
sentativitdt von Stanzpraparaten eines Mammakarzinoms hinsichtlich der Erhe-
bung von Gefal3parametern. Beispielsweise fanden Jacobs et al. fir die dicho-
tom klassifizierten Marker bcl-2, Ostrogenrezeptor, c-erbB-2 und p53 eine
100%-ige Ubereinstimmung zwischen Stanz- und OP-Praparaten, wobei zwi-
schen der Entnahme dieser beiden Gewebeproben weder eine chemo- noch
eine radiotherapeutische Behandlung stattgefunden hatte (Jacobs et al., 1998).
Die als kontinuierliche Variable erfasste Gefal3dichte wies in dieser Arbeit je-
doch deutliche Unterschiede mit relativen Werten zwischen 4,3% und 233,3%
auf, wenn die Gefalldichtewerte aus Stanz- und Operationspraparat desselben
Tumors miteinander verglichen wurden. In einer weiteren Studie zur Reprasen-
tativitat von Stanzpraparaten erreichte die Korrelation der Gefal3dichtewerte in
Stanz- und Operationspréparat keine statistische Signifikanz (Marson et al.,
1999). Diese Studien stellen die vorliegende Arbeit erheblich in Frage. Eine
neuere Untersuchung von 2004 konnte jedoch zeigen, dass die Reprasentativi-
tat des Stanzpraparates hinsichtlich der Bestimmung der Gefal3dichte mit zu-
nehmender TumorgréRe ansteigt. In Tumoren mit einer Grol3e von Uber 2 cm
korrelierten die Werte signifikant, wobei die Korrelation fur Tumoren tber 3 cm
noch starker ausgepragt war (Ryden et al., 2004). Das Kollektiv der vorliegen-
den Arbeit mit Mammakarzinomen im Stadium T2 bis T4 wies groR3tenteils Tu-
moren mit einer GroRe von uber 2 cm auf. Etwa die Halfte der Tumoren maf3
sogar mehr als 3 cm, nur etwa ein Zehntel lag unter 2 cm. Somit kann fur diese
Untersuchung im Allgemeinen von einer hohen Reprasentativitat der Gefal-
dichtewerte aus den Stanzpraparaten ausgegangen werden. Ein Ausschluss

der Tumoren mit einer Gro3e unter 2 cm ware allerdings erwagbar gewesen.

4.2 Patientenkollektiv und Tumorcharakteristika

4.2.1 Altersverteilung der Patientinnen

In der vorliegenden Untersuchung lag das mittlere Alter bei Diagnosestellung
bei 56,5 Jahren und das Erkrankungsmaximum im 7. Lebensjahrzehnt. Somit

ist das Kollektiv in etwa vergleichbar mit den Daten der Gesellschaft epidemio-
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logischer Krebsregister in Deutschland, wo das mittlere Erkrankungsalter mit 63
Jahren angegeben wird und die Inzidenz ebenfalls zwischen 60 und 69 Jahren
am hochsten liegt (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland, 2008). Das etwas geringere Durchschnittsalter im
Kollektiv konnte durch den erhdhten Anteil inflammatorischer Mammakarzinome
bedingt sein, deren mittleres Erkrankungsalter niedriger liegt als fur Brustkrebs

insgesamt (Hance et al., 2005).

4.2.2 Histologische Tumorcharakteristika

Da fur die am Universitatsklinikum Tudbingen angewendeten Protokolle einer
primar systemischen Therapie des Mammakarzinoms eine Tumorgréf3e von
mindestens 2 cm bzw. die Diagnose eines inflammatorischen Mammakarzi-
noms (T4d) als Voraussetzung galten, liegen im Kollektiv pratherapeutisch kei-
ne Tumoren im Stadium T1 vor. Fur die in Tabelle 4.1 aufgefihrten Studien
wurde zum Vergleich ebenfalls die Verteilung auf diese Stadien unter Aus-

schluss der T1-Tumoren berechnet.

T-Stadium Eigene Ergeb- Makris et al., von Minckwitz
nisse 1997 et al., 2005
(n=94) (n=67) (n=280)
T2 58% 86,5% 74,3%
T3 11% 7,5% 14,6%
T4 31% 6,0% 11,1%

Tabelle 4.1: Ubersicht tiber die Verteilung der T-Stadien in verschiedenen Studien

T2-Tumoren zeigten sich in unserem Kollektiv eher unterreprasentiert, wahrend
der Anteil der T4-Tumore hoher liegt als in anderen Studien. Letzteres lasst sich
durch die spezielle Indikation zur primar systemischen Therapie beim inflamma-
torischen Mammakarzinom (T4d) erklaren. Da das vorliegende Kollektiv eine
retrospektive Zusammenstellung von neoadjuvant behandelten Patientinnen
darstellt, ist diese Sonderform des Mammakarzinoms gehéauft zu finden, wah-

rend in den aufgefiihrten prospektiven Vergleichsstudien keine derartige Selek-
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tion von Patientinnen stattgefunden hat. T2-Tumoren hingegen zeigten sich in
unserer Untersuchung seltener, da diese haufiger primar operiert und die Pati-
entinnen somit nicht neoadjuvant behandelt wurden, wahrend beispielsweise
bei Makris et al. sogar T1-Tumoren in die Studie zur primar systemischen The-

rapie mit eingeschlossen wurden.

Bezuglich der Haufigkeit der histologischen Tumortypen zeigt das vorliegende

Kollektiv die erwartete Verteilung, wie aus Tabelle 4.2 ersichtlich ist.

Histologischer || Eigene Er- || Carter et al., v. Minckwitz || Janni et
Typ gebnisse 1989 et al., 2005 al.,
(n=81) (n=24.740) (n=285) 2005
invasiv duktal 70% 83,4% 77,5% 65-80%
invasiv lobular 20% 7,4% 15,1% 6-15%
andere 7,5% 9,3% 7,0% 5-15%
» invasiv 3,75% keine keine 1-15%
tubular Angabe Angabe
» invasiv 2,5% keine keine 3%
medullar Angabe Angabe
» invasiv 1,25% keine keine 1-7%
papillar Angabe Angabe
unbekannt 2,5% 0% 0,4% 0%

Tabelle 4.2: Ubersicht Giber die Haufigkeit der histologischen Tumortypen in verschie-
denen Studien

Tabelle 4.3 vergleicht die Verteilung der pratherapeutisch erhobenen histologi-

schen Differenzierungsgrade G1 bis G3 mit den Ergebnissen anderer Studien.
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Grading Eigene Er- || Jacquillat et || Elston et EI- || v. Minckwitz
gebnisse al., 1990 lis, 1991 et al., 2005
(n=94) (n=250) (n=1830) (n=285)
Gl 1,1% 16% 19% 4,6%
G2 69,1% 43,6% 34% 50,5%
G3 21,3% 16% 47% 30,9%
unbekannt 8,5% 24,4% 0% 14%

Tabelle 4.3: Ubersicht tiber die Verteilung der Differenzierungsgrade G1 bis G3 in ver-
schiedenen Studien

Nur eine Patientin des vorliegenden Kollektivs wies pratherapeutisch ein gut
differenziertes Karzinom auf, was in der Zusammensetzung des Kollektivs aus
Patientinnen mit lokal fortgeschrittenem Tumorstadium begrindet sein kann,
sodass im Vergleich zu frihen Tumorstadien von aggressiveren Tumoren mit

schlechterem Differenzierungsgrad auszugehen ist (Henson et al., 1991).

Hinsichtlich der Verteilung der histologischen Differenzierungsgrade G1 bis G3
auf die verschiedenen histologischen Tumortypen stimmte das vorliegende Kol-
lektiv grof3tenteils mit den Angaben aus der Literatur tberein (Elston et Ellis,
1991; Pereira et al., 1995). Wahrend unter den speziellen Tumortypen die inva-
siv medullaren Karzinome ausschlie3lich eine schlechte Differenzierung auf-
weisen, zahlen die invasiv tubuldren Karzinome generell zu den gut differenzier-
ten Tumortypen, wobei im vorliegenden Kollektiv eines vom invasiv tubuléren

Typ als malRig differenziert klassifiziert wurde.

Im Hinblick auf den positiven Nachweis der Hormonrezeptoren fir Ostrogen
und Progesteron erwiesen sich die Tumoren des vorliegenden Kollektivs als

vergleichbar mit Angaben aus der Literatur (Keen et Davidson, 2003).

Mit knapp zwei Drittel der Tumoren liegt in der vorliegenden Untersuchung im
Vergleich zu anderen Studien (Jacquillat et al., 1990; Makris et al., 1997) pra-
therapeutisch recht haufig das Stadium N1 vor, nur ein Drittel wies vor der The-
rapie einen negativen Lymphknotenstatus auf. Der hohe Prozentsatz lymphkno-

tenpositiver Karzinome kann wiederum mit der Zusammensetzung des Kollek-
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tivs aus Patientinnen mit fortgeschrittenem Tumorstadium in Zusammenhang
gebracht werden. Mehrere Studien zeigten bei steigender Tumorgrol3e eine
Zunahme des Lymphknotenbefalls (Nemoto et al., 1980; Carter et al., 1989;
Janjan et al., 1992). Es gibt auRerdem Hinweise fir einen Zusammenhang zwi-
schen histologischem Differenzierungsgrad und axillarem Lymphknotenbefall.
So konnten beispielsweise Davis et al. an einem Kollektiv lymphknotenpositiver
Patientinnen mit zunehmender Entdifferenzierung eine héhere Anzahl befalle-
ner Lymphknoten nachweisen (Davis et al., 1986). Daher passt auch die gerin-
ge Anzahl von G1-Tumoren im vorliegenden Kollektiv zur relativ hohen Rate

von Patientinnen mit positivem Lymphknotenstatus.

Um die Auspragung der immunhistochemischen Faktoren Mib-1, p53, bcl-2 und
c-erbB-2 im vorliegenden Kollektiv mit den Daten aus der Literatur zu verglei-
chen, wurden die von der Therapie noch unbeeinflussten Parameter der Stanz-
praparate herangezogen.

In den Studien von Colleoni et al. sowie Briffod et al., welche ebenfalls den Wert
von 20% MIB-1-positiven Zellen als Schwelle zwischen den Kategorien MIB-1-
negativ und -positiv wahlten, wird die Haufigkeit einer MIB-1-Positivitat mit 51%
bzw. 71% angegeben (Colleoni et al., 1999; Briffod et al., 2000). Bei Veronese
et al. lag der Ki-67-Proliferationsindex lediglich bei einem Viertel der Karzinome
Uber 20% (Veronese et al., 1993). In der unserer Untersuchung galten 61,7%
der Mammakarzinome als MIB-1-positiv.

Je nach Krankheitsstadium und Nachweismethode wird das Auftreten einer
p53-Mutation beim Mammakarzinom allgemein sehr unterschiedlich mit 15-50%
der Karzinome beschrieben (Elledge et Allred, 1994). Keen und Davidson ge-
ben in ihrem Review eine Spanne von 20-30% fir die p53-Positivitat an (Keen
et Davidson, 2003). Im vorliegenden Kollektiv wurde der immunhistochemische
Nachweis einer nukledren p53-Akkumulation in 37,2% der Féalle erbracht.
Wahrend Krajewski et al. einen immunhistochemischen bcl-2-Nachweis bei et-
wa 80% der Mammakarzinome berichten, liegt dieser Wert bei Colleoni et al.
bei 63% (Krajewski et al., 1999; Colleoni et al., 1999), sodass das vorliegende

Kollektiv mit 72,3% ebenfalls als reprasentativ betrachtet werden kann.
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Die Angaben zur immunhistochemisch nachgewiesenen Uberexpression von c-
erbB-2 beim Mammakarzinom schwanken in der Literatur zwischen 9 und 38%
(Press et al., 1994). In unserem Kollektiv fiel dieser Nachweis in 24,5% der Fal-
le positiv aus. Allerdings wurden hier lediglich die Karzinome mit einem Hercep-
Test™-Score 3+ als c-erbB-2-positiv gewertet, wahrend andere Studien zum
Teil bereits Karzinome mit einem Score von 2+ als positiv einstufen.

Mit Ausnahme von bcl-2, dessen positiver Nachweis beim Mammakarzinom mit
prognostisch gunstigen Faktoren assoziiert werden konnte, spricht eine positive
Auspragung dieser immunhistochemischen Faktoren fur eine schlechtere Prog-
nose (s. Einleitung). lhre Auspragung bewegte sich im vorliegenden Kollektiv
zwar im Rahmen der Werte aus der Literatur, siedelte sich jedoch eher im obe-
ren Bereich der allgemeinen Datenlage an. Dies kénnte wiederum als Hinweis
darauf verstanden werden, dass bei lokal fortgeschrittenen Tumorstadien wie in
unserem Kollektiv von einem aggressiveren Verhalten der Karzinome im Ver-

gleich zu frithen Tumorstadien auszugehen ist.

4.3 Ansprechen auf die primér systemische Therapie

4.3.1 Therapiegruppen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Patientinnen in eine Chemo- und eine
Hormontherapiegruppe eingeteilt. Die Gruppenzusammensetzung ist jedoch
sehr unterschiedlich, da die antihormonelle Therapie mit Aromatasehemmern
nur bei positivem Hormonrezeptorstatus des Karzinoms und bei Postmenopau-
salitdt der Patientin durchgefuhrt wurde. In der Chemotherapiegruppe waren
hingegen sowohl pré- als auch postmenopausale Patientinnen sowie hormon-
rezeptorpositive und -negative Karzinome vertreten. Ein direkter Vergleich der
beiden Gruppen hinsichtlich der Effektivitat der beiden Therapieformen ist daher

nur eingeschrankt maglich.

4.3.1.1 Chemotherapie
Unter den 62 Patientinnen der Chemotherapiegruppe erreichten 5 Patientinnen
(8%) eine pathologische Komplettremission, weitere 5 Patientinnen (8%) wie-

sen nach primér systemischer Chemotherapie lediglich ein in situ-Karzinom auf.
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Die Rate an partiellen Remissionen lag in dieser Gruppe bei 29%, nur 9,7% der
Tumoren wiesen posttherapeutisch eine Grofienzunahme um mehr als 10% auf
(Progressive Disease). Zum Einsatz gekommen waren drei verschiedene The-
rapieschemata, wobei jeweils ein Anthrazyklin (Doxorubicin oder Epirubicin) in
Kombination mit einem Taxan (Docetaxel oder Paclitaxel) bzw. das Anthrazyklin
Epirubicin kombiniert mit dem Alkylanz Cyclophosphamid verabreicht wurden.

Die Bedeutung des Ansprechens auf die primar systemische Therapie wurde in
der Literatur in vielerlei Hinsicht untersucht. Die NSABP B-18-Studie (s. Kapitel
1.1.4.3) wies dem Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie einen prognosti-
schen Wert zu. Unter den 743 préoperativ behandelten Patientinnen dieser Un-
tersuchung erreichten 36% eine klinische und 13% eine pathologische Kom-
plettremission, wobei hier die in situ-Karzinome in die Gruppe der pCR mit ein-
geschlossen wurden. Damit sind die Ergebnisse unserer Untersuchung in etwa
vergleichbar (pCR + pTis: 16%). Beim Vergleich der verschiedenen Response-
Gruppen des NSABP B-18 untereinander konnten fiir Patientinnen mit Klini-
scher und/oder pathologischer Komplettremission hohere Raten des DFS, RFS
und DDFS gezeigt werden als fur Patientinnen ohne Komplettremission und in
der jeweils besseren Response-Gruppe ergaben sich hthere Raten der ge-
nannten prognostischen Endpunkte. Hinsichtlich des Gesamtuberlebens deute-
te jedoch lediglich die pathologische Komplettremission auf einen Vorteil hin,
nicht jedoch die klinische Komplettremission (p=0,06 vs. p=0,19). Weitere Stu-
dien kamen zu ahnlichen Ergebnissen (Mano et Awada, 2004; Bear et al.,
2006). Daher liegt die Vermutung nahe, dass das Ansprechen des Priméartu-
mors auch die Wirksamkeit der jeweiligen Therapie auf etwaige Mikrometasta-
sen widerspiegelt (Fisher et al., 1998; Bear et al., 2006).

Andererseits darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass auch Patientinnen
ohne pCR vom Einsatz der primar systemischen Chemotherapie profitieren, da
hierdurch oft das Ausmald der anschlieBend durchgeflihrten Operation verrin-
gert werden kann (Mano et Awada, 2004). Im vorliegenden Kollektiv konnte in
der Chemotherapiegruppe in knapp der Haélfte der Falle eine Reduktion der
TumorgréfRe um mehr als 50% erreicht werden, wodurch bei einer Vielzahl von

Patientinnen auf eine Mastektomie verzichtet werden konnte. Inwiefern solch
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ein weniger radikales operatives Vorgehen zu einem héheren Lokalrezidivrisiko
fuhrt, kann derzeit nicht abschlieBend beurteilt werden, wobei Mauri et al. das
hohere Risiko eines lokoregionaren Rezidivs in neoadjuvanten Therapiearmen
auf den blof3en Einsatz einer Strahlentherapie unter Verzicht auf einen chirurgi-
schen Eingriff bei den Fallen mit klinischer Komplettremission zurickfuhrten
(Mauri et al., 2005). Daher wird nach primar systemischer Therapie unabhangig
vom klinischen Therapieansprechen stets ein operatives Vorgehen empfohlen.

Ein weiterer interessanter Gesichtspunkt der primar systemischen Therapie
liegt in der raschen Messbarkeit eines Therapieerfolges bzw. -misserfolges.
Dies ist im Sinne einer ,in-vivo-Testung” der Chemosensitivitat des Tumors zum
einen flr die einzelne Patientin von Bedeutung, zum anderen kann die primar
systemische Therapie hilfreich sein in der klinischen Forschung (Fisher et al.,
1998; Kaufmann et al., 2003; von Minckwitz et al., 2005). Neben der Erprobung
von Medikamenten kann die primér systemische Therapie auch bei der Unter-
suchung pradiktiver Faktoren schneller Ergebnisse liefern (Bear et al., 2006),
was wir uns in der vorliegenden Arbeit bei der Frage nach einer pradiktiven

Wertigkeit zweier Angiogenesemarker ebenfalls zunutze machten.

4.3.1.2 Hormontherapie

Generell war unter praoperativer antihormoneller Therapie ein schwacheres
Ansprechen zu verzeichnen als unter der Chemotherapie. Allerdings gilt es die
ungleiche Zusammensetzung der beiden Gruppen zu beachten. Lediglich vier
Karzinome (12,5%) zeigten eine Verkleinerung um mehr als 50% (Partial Re-
sponse). Pathologische Komplettremissionen bzw. residuale in situ-Karzinome
waren in dieser Gruppe nicht zu beobachten. Andererseits war bei 9 Tumoren
(28,1%) eine GrolRenzunahme um mehr als 10% (Progressive Disease) zu ver-
zeichnen. In dieser Therapiegruppe waren Letrozol bzw. Exemestan, welche
neben Anastrozol zu den Aromatasehemmern der 3. Generation zahlen, fur 4

bis 6 Monate verabreicht worden.

Da pathologische Komplettremissionen unter primar systemischer Hormonthe-
rapie selten zu erreichen und die Ansprechraten generell niedriger sind als un-

ter neoadjuvanter Chemotherapie, werden antihormonelle Behandlungsansétze
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in der primar systemischen Therapiesituation nicht als Standard empfohlen
(Kaufmann et al., 2003). Allerdings forderten Ellis et al. bereits vor einigen Jah-
ren, den Wert der primar systemischen Hormontherapie bei korrekter Selektion
der Patientinnen nicht zu unterschatzen, vor allem unter Verwendung effektive-
rer Medikamente als Tamoxifen (Ellis et al., 2001).

Bereits mehrere Studien konnten bei postmenopausalen Patientinnen eine bes-
sere Wirkung von Aromatasehemmern in der neoadjuvanten Therapie vergli-
chen mit Tamoxifen nachweisen (Macaskill et al., 2006). Dieser Nachweis deckt
sich auch mit Erfahrungen aus der adjuvanten Therapie (Breast International
Group (BIG) 1-98 Collaborative Group, 2005). Fur eine antihormonelle Behand-
lung vor der Menopause gibt es im Rahmen der neoadjuvanten Therapiesituati-
on allerdings keine vergleichbaren Studien (Kaufmann et al., 2003).

Eiermann et al. beobachteten unter praoperativ verabreichter Letrozoltherapie
signifikant hohere klinische und radiologische Ansprechraten sowie eine hdhere
Rate nachfolgend durchgefiihrter brusterhaltender Operationen gegenuber der
Gruppe mit Tamoxifen behandelter Patientinnen (Eiermann et al., 2001). Abge-
sehen von der Rate an pathologischen Komplettremissionen erfolgten in dieser
Untersuchung keine Angaben zum histopathologisch erfassten Ansprechen,
sodass ein Vergleich mit den Daten der vorliegenden Arbeit schwierig ist: Be-
reits die durch Palpation, Ultraschall oder Mammographie erhobenen Ansprech-
raten zeigen betrachtliche Abweichungen untereinander. Inwiefern diese Unter-
suchungsmethoden die tatsachliche histopathologische Grof3e des Tumors wi-
derspiegeln, ist zudem umstritten (Chagpar et al., 2006). Je nach Untersu-
chungsmethode werden in der Studie von Eiermann et al. partielle Remissionen
bei 30 bis 45% der mit Aromataseinhibitoren behandelten Patientinnen angege-
ben. Ahnlich hohe Klinisch erfasste PR-Raten (37-55%) unter neoadjuvanter
Therapie mit Aromatasehemmern finden sich in Semiglazov's Untersuchung
(Semiglazov et al., 2007). Diese im Vergleich zu unseren Ergebnissen (PR in
12,5% der Falle) recht hohen Raten an partiellen Remissionen sind eventuell
durch eine mittels klinischer Untersuchungsmethoden tendenziell eher unter-
schatzte Tumorgrof3e bedingt. In der vorliegenden Arbeit hingegen war fir die

TumorgrofRe nach Therapie der Durchmesser im histologischen Praparat aus-
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schlaggebend, welcher zu einer vergleichsweise geringeren PR-Rate gefuhrt
haben konnte. Posttherapeutisch ist zudem von einer noch groReren Ungenau-
igkeit der Klinischen Untersuchungsmethoden im Vergleich zur histologischen
Erfassung auszugehen (Chagpar et al., 2006). Dies weist auch auf die Proble-
matik der korrekten Uberwachung des Tumoransprechens unter priméar syste-
mischer Hormontherapie hin, zumal die optimale Dauer dieser Therapieform
bisher nicht festzulegen war. Daher wird momentan ein multimodales
Monitoring empfohlen (Macaskill et al., 2006).

Die Studie von Semiglazov et al. verglich den préoperativen Einsatz von Aro-
mataseinhibitoren (Anastrozol bzw. Exemestan) mit dem Schema Doxorubicin
plus Paclitaxel bei postmenopausalen Patientinnen mit positivem Hormonrezep-
torstatus (Semiglazov et al., 2007). In dieser Patientengruppe konnte eine
Gleichwertigkeit dieser beiden Ansatze hinsichtlich der klinischen Ansprechra-
ten nachgewiesen werden sowie ein nicht-signifikanter Vorteil bezuglich der
Rate an brusterhaltenden Operationen unter der Hormontherapie, und dies bei
einem weit harmloseren Nebenwirkungsprofil der Hormon- verglichen mit der
Chemotherapie. Die gute Wirksamkeit von Aromatasehemmern im Vergleich
zur Chemotherapie in dieser speziellen Patientengruppe kénnte in der in meh-
reren Studien aufgezeigten schlechteren Wirksamkeit einer Anthrazyklin- bzw.
Taxan-haltigen primér systemischen Chemotherapie bei Karzinomen mit positi-
vem Hormonrezeptorstatus verglichen mit hormonrezeptornegativen begriindet
sein (Colleoni et al., 2000; Faneyte et al., 2003). Daher kann gerade bei &alteren
Patientinnen, welche fur eine Chemotherapie aufgrund weiterer medizinischer
Probleme haufig ohnehin nicht in Frage kommen, eine neoadjuvante Hormon-
therapie eine Alternative darstellen, sofern ein hormonrezeptorpositives Karzi-
nom vorliegt. Angesichts dieser Erkenntnisse ware in unserer Untersuchung in
der Chemotherapiegruppe mit einem schlechteren Ansprechen zu rechnen ge-
wesen, wenn wie in der Hormontherapiegruppe nur Patientinnen mit positivem
Hormonrezeptorstatus zugeteilt worden waren. Dies verweist auf die Problema-

tik eines direkten Vergleichs der beiden Gruppen im vorliegenden Kollektiv.
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4.4 Auspragung der Gefal3parameter

4.4.1 Gefall3dichte

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Gefal3dichtewerte liegen vergleichs-
weise hoch (Fox et al., 1995; Martin et al., 1997), was sehr unterschiedliche
Grunde haben kann. Beim Vergleich von Studien ist zun&achst darauf zu achten,
ob die Gefalidichte als absoluter Wert fur den jeweiligen Bildausschnitt (zumeist
<1 mm?) angegeben ist oder sie auf 1 mm2 umgerechnet wurde. Dies allein er-
klart allerdings die erheblich groRReren Werte der vorliegenden Arbeit nicht. Der
Grund durfte vielmehr darin liegen, dass hier nicht die Grél3e des Bildaus-
schnitts sondern die GroRe der Tumorflache fir die Berechnung des relativen
Werts ,GefalRdichte* herangezogen wurde. Da die Tumorflache zum Teil deut-
lich kleiner ist als die Flache des Bildausschnitts, ergeben sich fur die Anzahl

von Gefalden bezogen auf 1 mm?2 der Tumorflache sehr viel grof3ere Werte.

4.4.2 Gefaldflachenanteil

In der Literatur ist die Berechnung der Gefal3flache bzw. deren Anteil an der
Bild- oder Tumorflache nur vereinzelt zu finden, da sich die Mehrzahl der Arbei-
ten auf die Bestimmung der Gefal3dichte beschrankt. Die in unserer Arbeit be-
stimmte Gefal¥flache ist in etwa vergleichbar mit dem Parameter ,luminal area“
in der Arbeit von Fox et al. (Fox et al., 1995) bzw. ,total endothelial area“ in der
Arbeit von Simpson et al. (Simpson et al., 1996). Der Hauptgrund fur die ver-
gleichsweise hohen Werte in der vorliegenden Untersuchung durfte wiederum
darin liegen, dass die Tumorflache und nicht die Flache des Bildausschnitts als
BezugsgrolRe fur die Berechnung des Flachenanteils herangezogen wurde, wo-
durch sich, wie bereits unter 4.4.1 fur die Gefal3dichte beschrieben, hthere
Werte als in den Vergleichsstudien ergeben. Die noch geringeren Werte bei
Simpson et al. resultieren daraus, dass bei deren Methode nur die Endothelfla-
chen im Bildausschnitt, nicht aber die Lumina der Gefal3e erfasst wurden.

Eine einheitliche Methode zur Bestimmung der GefalRdichte bzw. von Gefal3fla-
chenparametern wurde bis dato nicht eingefihrt, wodurch ein Vergleich der Stu-

dien untereinander erheblich erschwert wird.
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4.5 Anderung der Vaskularisierung unter der Therapie

4.5.1 Verlauf der GefaRdichte

Um einen moglichen Einfluss der beiden Therapieformen auf die GefaRdichte
zu untersuchen, wurde fur jede Patientin die Differenz aus pra- und postthera-
peutischer GefalRdichte gebildet. Im vorliegenden Kollektiv lag diese Differenz
unter der Chemotherapie im Durchschnitt bei -42 Gefaf3en pro mm?2, wahrend in
der Hormontherapiegruppe im Mittel eine GefalR3dichteanderung um +71 GefalRe
pro mmz2 beobachtet wurde. Bei Durchfliihrung des 2-Stichproben-T-Tests er-
reichte der Unterschied zwischen den beiden Therapiegruppen keine statisti-
sche Signifikanz (p=0,15). Es gilt allerdings zu beachten, dass in der Chemo-
therapiegruppe die 10 Tumoren mit dem besten Ansprechen (pCR, ypTis) von
diesem Vergleich ausgeschlossen wurden, da hier die posttherapeutische Er-
hebung der Gefal3parameter nicht erfolgen konnte. Mdglicherweise wurde da-
durch die durchschnittliche Gefal3dichte nach Chemotherapie zu hoch einge-
schatzt und eine Verringerung der Differenz mit Verlust einer mdglichen statisti-

schen Signifikanz herbeigefuhrt.

4.5.1.1 Gefalidichte und Chemotherapie

Zahlreiche Studien haben den Einfluss verschiedener Chemotherapeutika auf
die Angiogenese und die GefalRdichte in Tumoren untersucht. In einer randomi-
sierten Studie zur chemoendokrinen Therapie zeigte sich bei Mammakarzinom-
patientinnen aus dem neoadjuvanten Therapiearm im Operationspraparat eine
signifikant niedrigere Gefalidichte als bei Patientinnen aus dem adjuvanten
Therapiearm, welche sich erst postoperativ der chemoendokrinen Therapie un-
terzogen (Makris et al., 1999). Bottini et al. beobachteten ebenfalls eine Ab-
nahme der Gefalidichte bei Patientinnen mit Mammakarzinom unter verschie-
denen neoadjuvanten Therapieschemata, wobei diese Abnahme nicht mit einer
besseren Response assoziiert war (Bottini et al., 2002). Auch zahlreiche in vit-
ro- und in vivo-Untersuchungen konnten einen anti-angiogenen Effekt nahezu
aller Klassen von Chemotherapeutika demonstrieren, sodass moglicherweise
ein Teil ihrer Wirksamkeit in der Krebstherapie auf eine anti-angiogene Wirk-

komponente zurlckzufuhren ist (Miller et al., 2001). Beispielsweise wurde fur
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Paclitaxel, welches einem Teil der Patientinnen aus unserem Kollektiv verab-
reicht wurde, eine Hemmung der Maotilitdt und Chemotaxis von Endothelzellen
beschrieben (Belotti et al., 1996). In einer anderen Studie zeigten sich die En-
dothelzellen neu gebildeter Tumorgefal3e apoptotisch unter dem Alkylanz Cyc-
lophosphamid (Browder et al., 2000), welches ebenfalls ein Teil unserer Patien-
tinnen erhielt. Die im Durchschnitt von uns beobachtete Abnahme der Gefal3-
dichte in der Chemotherapiegruppe scheint daher den bisherigen Ergebnissen
in der Literatur zu entsprechen.

Andererseits wurde in der vorliegenden Untersuchung aber trotz der im Mittel
beobachteten Reduktion der Gefal3dichte bei 20 von 46 Karzinomen (43,5%)
nach der Chemotherapie eine hohere GefaRdichte festgestellt als im prathera-
peutischen Stanzpraparat. Diese Beobachtung kdnnte die Hypothese bestéti-
gen, dass sich der anti-angiogene Effekt der eingesetzten Substanzen unter
den gangigen Schemata mit einer bis zu 3-wdchigen Pause zwischen den Zyk-
len nicht unbedingt in einer Reduktion der Vaskularisierung und anti-angiogen
bedingten Reduktion des Tumorwachstums auswirkt, da sich das Tumorgefai3-
bett in dieser Zeit wieder erholen kann (Kerbel et Kamen, 2004). Die initiale
Zerstorung des Tumorgefal3betts unter der Therapie kénnte sogar eine Uber-
schiel3ende Ausschittung pro-angiogener Faktoren auslosen, sodass deshalb
bei einem Teil der Tumoren posttherapeutisch eine hthere GefalRdichte ge-
messen wird als vor der Therapie. Auf der Grundlage oben genannter Hypothe-
se entstand die Theorie eines ,metronomischen® Verabreichungsschemas mit
taglicher oder wéchentlicher Gabe entsprechend kleinerer Dosen derselben
Chemotherapeutika. Tatsachlich konnten damit in praklinischen Studien beacht-
liche Erfolge erzielt werden bis hin zum kompletten Verschwinden eines zuvor
gegen dasselbe Medikament resistenten Tumors (Kerbel et Kamen 2004,
Browder et al., 2000). Zugrunde liegt die Annahme, dass die eingesetzten
Chemotherapeutika auf die aktivierten Endothelzellen neu gebildeter Blutgefale
bereits in weit geringeren Dosen wirken, als sie fir die Tumorzellen notwendig
waren (Belotti et al., 1996; Bocci et al., 2002). Aufgrund der geringeren Dosie-
rungen sind keine langen Pausen zwischen den einzelnen Gaben notig, sodass

das Tumorgefal3bett dauerhaft geschadigt werden kann und sich sekundar ein
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Schrumpfen des Tumors einstellt, ohne fir die Tumorzellen zytotoxische Dosen
einzusetzen. Ob derartige Schemata fir den klinischen Alltag relevant werden
koénnten, bleibt abzuwarten (Kerbel et Kamen 2004; Schneider et Miller, 2005).

Der Einfluss der Chemotherapie auf die GefalRdichte wird derzeit also sehr
kontrovers diskutiert. Je nach Therapieschema und Reaktion der Tumorzellen
auf die Therapie scheint die Angiogenese durch unterschiedliche Mechanismen
in die eine oder andere Richtung beeinflusst zu werden. Dies spiegelt sich in
der starken Streuung der Anderung der GefaRdichte in der Chemotherapie-

gruppe des vorliegenden Kollektivs wieder.

4.5.1.2 Gefalldichte und Hormontherapie

In der Gruppe der antihormonell behandelten Patientinnen zeigten lediglich 7
Tumoren (26,9%) eine Abnahme der GefalRdichte unter der Therapie, wéhrend
fast drei Viertel der Tumoren posttherapeutisch eine héhere Anzahl von Geféa-
Ben pro mm2 aufwiesen. Im Durchschnitt lag die GefalR3dichte posttherapeutisch
um 71 Gefalde pro mm2 hdher als vor der Therapie.

Zahlreiche in vitro- und in vivo-Modelle konnten eine Angiogenese stimulieren-
de Wirkung von Ostrogen nachweisen, sei es durch eine direkte Wirkung auf
die Endothelzellen oder durch Induktion des pro-angiogenen Faktors VEGF
(Morales et al., 1995; Hyder, 2006). Daher ist auf molekularer Grundlage von
einem pro-angiogenen Effekt dieses Steroidhormons auszugehen. Unter Ostro-
gen-entziehender Therapie wie der Behandlung mit Aromataseinhibitoren in
unserer Arbeit wirde man also eine Abnahme der GefalR3dichte erwarten.
Dennoch ist die hohe Anzahl von Tumoren mit posttherapeutisch erhéhter Ge-
falkdichte in der vorliegenden Arbeit nicht als Widerspruch zu den Erfahrungen
aus der Literatur zu sehen. Aufgrund der &ufRerst komplexen Regulation der
Angiogenese ist bei Entzug einer einzelnen pro-angiogenen Komponente nicht
unausweichlich mit einer Reduktion der GefaRdichte zu rechnen. Die Rolle der
Hypoxie in der Angiogeneseregulation kann gerade in grof3en Tumoren wie in
unserem Kollektiv von enormer Bedeutung sein, sodass beispielsweise via HIF-
1a eine Imbalance zugunsten pro-angiogener Faktoren aufrecht erhalten wird

und der Ostrogenentzug nicht ins Gewicht fallt (Semenza, 2002). Marson et al.
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wiesen unter primar systemischer Therapie mit dem Anti-Ostrogen Tamoxifen
eine Assoziation zwischen abnehmender Gefalidichte und Groflenreduktion
des Tumors nach. Umgekehrt wurde in deren Studie bei einer Vielzahl der Tu-
moren aber auch eine Zunahme der Gefalidichte beobachtet, wobei diese Ent-
wicklung vor allem in nicht-ansprechenden Tumoren zu verzeichnen war (Mar-
son et al., 2001). Dies konnte bedeuten, dass sich unter der Therapie in einem
Teil der Tumoren Tamoxifen-resistente Zellklone mit starkem angiogenem Po-
tential bildeten. Analog kénnte sich aufgrund des Selektionsdrucks unter der
Therapie auch im vorliegenden Kollektiv teilweise eine Hormon-unabhangige
Form der Angiogenese herausgebildet haben. Eine ahnliche Schlussfolgerung
zogen Jain et al. in ihrem Androgen-abhéangigen Tumormodell (Jain et al.,
1998). Dort zeigten sich nach Hormonentzug durch Kastration zunachst eine
Regression des Tumors sowie ein Ruckgang der Vaskularisierung und der
VEGF-Expression. Nach zwei Wochen konnte jedoch eine ,zweite Welle* der
Gefallneubildung und ein erneutes Tumorwachstum unter ansteigender VEGF-
Produktion beobachtet werden, was fiir eine Hormon-unabhéngige Stimulation
der Angiogenese in dieser Phase spricht. Diese Erkenntnisse bilden im Ubrigen
die Grundlage neuer Therapiestudien wie etwa CALGB (Cancer and Leukemia
Group B) 40503, welche einen eventuellen Vorteil des kombinierten Einsatzes
von antihormoneller und anti-angiogener Behandlung im Vergleich zur rein anti-
hormonellen Therapie untersuchen (Carlson, 2007).

Die Entwicklung der Gefal3dichte unter primar systemischer Hormontherapie
wird also ebenfalls kontrovers diskutiert. Die prinzipiell anti-angiogene Wirkung
eines Ostrogenentzugs wird moglicherweise in einem Teil der Tumoren durch
Entwicklung einer Hormon-unabhangigen Form der Angiogenese maskiert, was

die so unterschiedlichen Ergebnissen unter Hormontherapie erklaren konnte.

4.5.2 Verlauf des Gefal3flachenanteils

Als zweiter Gefal3parameter wurde pré- und posttherapeutisch der prozentuale
Anteil der Gefal3- an der Tumorflache erfasst. Im Vergleich zur Methode der
GefalRdichtemessung stellt dies durch zuséatzliches Einbeziehen der Grol3e der

GefalRe einen anderen Ansatz dar, den Vaskularisierungsgrad eines Tumors zu
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beschreiben. Unter primér systemischer Therapie zeigte sich in beiden Behand-
lungsgruppen durchschnittlich eine Zunahme dieses Parameters, welche in der
Chemotherapiegruppe im Mittel bei einem Wert von +0,46 und in der antihor-
monellen Therapiegruppe bei einem Wert von +1,16 lag. Der 2-Stichproben-T-
Tests stellte keinen signifikanten Gruppenunterschied fest (p=0,28).

Nach Literaturdurchsicht hat bisher keine andere Studie die Entwicklung dieses
Gefal3parameters unter primar systemischer Chemo- oder Hormontherapie un-
tersucht. Dieser Parameter wird sowohl durch die Anzahl als auch durch die
Grolle der erfassten Gefal3e beeinflusst. Eine Zunahme unter der Therapie
kann daher zum einen durch eine grof3ere Anzahl von Gefafl3en bedingt sein,
zum anderen durch an sich groRere GefalRe. Interessanterweise entwickelte
sich der Anteil der Gefal3flache an der Flache des Tumors in der Gruppe der
antihormonell behandelten Patientinnen im Mittel in die gleiche Richtung wie die
Gefalidichte, wahrend in der Chemotherapiegruppe eine entgegengesetzte
Entwicklung dieser beiden GefalRparameter zu beobachten war. Betrachtet man
die zusammengehdrigen Werte der einzelnen Patientinnen, so zeigt sich in der
Chemotherapiegruppe bei mehreren Patientinnen trotz abnehmender Gefali-
dichte ein héherer Anteil der Gefal3- an der Tumorflache, sodass in diesen Fal-
len posttherapeutisch von weniger, aber dafir gréReren Gefal3en auszugehen
ist. Unter den 72 Patientinnen des Gesamtkollektivs, fur welche sowohl pra- als
auch posttherapeutisch die GefaRparameter ermittelt werden konnten, wurde in
18 Fallen (25%) eine gegensétzliche Entwicklung der beiden Gefal3parameter
beobachtet. Dies verdeutlicht, dass diese Marker der Angiogenese unterschied-
liche Aspekte der Vaskularisierung wiedergeben.

Wie oben bereits beschrieben, spricht eine Zunahme des Gefal¥flachenanteils
bei abnehmender GefalRdichte fiir eine grof3ere Querschnittsflache der Gefalle.
Diese konnte zum Beispiel durch Dilatation bedingt sein. Im Rahmen der Tu-
morangiogenese werden dilatierte GefalRe bzw. Gefale wechselnden Durch-
messers haufig beschrieben, sei es aufgrund des Uberwiegens von pro-
angiogenen Faktoren wie VEGF oder aufgrund der fehlenden Stabilisierung der
unreifen Gefalle durch Perizyten (Papetti et Hermann, 2002; Jain, 2005). Ein

derartiger ,Gefallphanotyp” von dilatierten und mangelhaft ausgereiften Gefa-
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Ren kdnnte also Folge einer tberstirzten und unkoordiniert ablaufenden Angio-
genese sein, welche wie oben beschrieben wahrend der Pause zwischen Che-
motherapiezyklen durchaus denkbar ist, auch wenn nicht unbedingt eine gréfe-
re Anzahl von Gefal3en aus diesem Vorgang resultieren muss.

Eine Abnahme des Gefal3flachenanteils trotz steigender Gefal3dichte bedeutet
umgekehrt eine kleinere Querschnittsflache der Gefal3e. Eine derartige Entwick-
lung konnte in der Chemotherapiegruppe in 2 Féllen und in der Hormonthera-
piegruppe in 4 Fallen beobachtet werden. Dieser Gefal3phanotyp wirde den
Gefallen nach physiologisch abgelaufener Angiogenese entsprechen (Jain,
2005) und konnte fur eine bessere Differenzierung der Karzinome oder eine
geringere Aggressivitat sprechen, da diese noch den physiologischen Stimuli zu
gehorchen scheinen. Diese Zusammenhange mussten jedoch an einem groR3e-
ren Kollektiv untersucht werden. Die These der Entwicklung eines therapieresis-
tenten Zellklons mit hohem angiogenem Potential unter antihormoneller Be-
handlung wie unter 4.5.1.2 beschrieben wirde allerdings nur bedingt zu dieser
Uberlegung passen.

Aus diesen Erkenntnissen geht hervor, dass das Zusammenfliel3en der Grof3e
der GefalRe sowie deren Anzahl in einem Parameter die Interpretation der Vor-
gange bei der Tumorangiogenese unter den beiden Therapieformen erschwert.
Der relative Anteil der Gefal3- an der Tumorflache vermischt zwei Merkmale des
angiogenen Phanotyps eines Tumors derart, dass ein Ruckschluss auf die eine
oder andere Komponente nicht mehr mdglich ist. Andererseits unterstreichen
die angestellten Uberlegungen zur GroRe der GefaRe deren Bedeutung fiir die
Interpretation des scheinbar unterschiedlich koordiniert ablaufenden Prozesses
der Tumorangiogenese, sodass sie angesichts der Komplexitat dieses Vor-
gangs nicht aul3er Acht gelassen werden kann. Moglicherweise wird diese
Komplexitat durch die GefalRdichte als alleiniges MalR3 der Vaskularisierung zu
sehr vereinfacht. Somit ist fraglich, inwiefern die Entwicklung dieser Parameter
in die eine oder andere Richtung tatséchlich eine Zu- bzw. Abnahme der angio-

genen Aktivitat eines Tumors beschreibt.
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4.6 Gefallparameter und Therapieansprechen

Eine These, welche auf verschiedenen Uberlegungen basiert, postuliert eine
Resistenz von Tumoren mit hohem Vaskularisierungsgrad gegentber konventi-
onellen Therapien bzw. umgekehrt ein besseres Ansprechen von gering vasku-
larisierten Tumoren.

Aufgrund der chaotischen Struktur des durch Tumorangiogenese induzierten
Gefallbetts mit ungleichmafiigem Blutfluss und aufgrund des erhéhten intersti-
tiellen Drucks infolge der GefalRhyperpermeabilitat wird in stark vaskularisierten
Tumoren von einer inhomogenen Versorgung mit Sauerstoff und Medikamenten
ausgegangen, wodurch eine erhdhte Therapieresistenz bedingt wird (Brown et
Giaccia, 1998; Fox et al., 2001). Die in adjuvanten Therapiestudien beobachtete
Assoziation zwischen hoher Gefal3dichte und schlechter Prognose spricht da-
her mdglicherweise fur eine Resistenz dieser hoch angiogenen Tumoren gegen
die entsprechenden Medikamente bedingt durch das pathologische Tumorge-
fakbett (Gasparini et al., 1996; Jacquemier et al., 1998; Nieto et al., 2007). An-
dererseits kbnnte aber sowohl das hohe angiogene Potential als auch die Re-
sistenz gegen bestimmte Chemotherapeutika durch die Aktivierung von Onko-
genen und/oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen bedingt sein, sodass
aus diesen genetischen Veranderungen ein in mehreren Aspekten aggressive-
rer Tumor resultiert (Hanahan et Weinberg, 2000).

Als Ursache einer trotz Ostrogenrezeptorpositivitat vorliegenden Resistenz ge-
gen Tamoxifen bei Tumoren mit hoher Gefaldichte ist eine parakrine Stimula-
tion der Tumorzellen durch die Vielzahl von Endothelzellen vorstellbar, sodass
der fehlende mitogene Stimulus durch Ostrogen infolge der Tamoxifen-Therapie
umgangen wird (Gasparini et al., 1996). Dieser Resistenzmechanismus wére
bei Tumoren mit hoher Gefal3dichte auch auf die Therapie mit Aromataseinhibi-
toren Ubertragbar. Ebenso besteht die Méglichkeit einer Wachstumsstimulation
beider Zellpopulationen durch dieselben Wachstumsfaktoren, welche zum Bei-
spiel von Tumor-assoziierten Makrophagen stammen (Mantovani 2002).

Falls Gberhaupt ein Zusammenhang zwischen der Tumorangiogenese und der
Resistenz gegen verschiedene Therapieformen besteht, ist es folglich nicht klar,

ob die gesteigerte Angiogenese tatsachlich die Ursache der Resistenz darstellt
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oder ob diese beiden Ph&dnomene nur gleichzeitige Folgen derselben pathobio-
logischen Vorgange im Tumorgewebe sind.

Es gibt zwei verschiedene Ansatze, einen mdglichen Zusammenhang zwischen
den pratherapeutischen GeféaRparametern und dem Therapieansprechen der
Mammakarzinome zu untersuchen, welche sich grundsatzlich unterscheiden:
Zum einen kann gepruft werden, ob durch die im Stanzpréaparat erhobenen Ge-
falRparameter das Therapieansprechen vorhersagbar ist. Dies wiirde bedeuten,
dass Uber die pratherapeutische Bestimmung dieser Parameter Patientinnen
herausgefiltert werden konnen, deren Tumoren gut oder schlecht ansprechen
werden (pradiktiver Faktor). Dies wurde in der vorliegenden Arbeit im Rahmen
einer Regressionsanalyse mit den pratherapeutischen Gefal3parametern als
Pradiktor (unabhangige Variable) und der prozentualen GréRenédnderung des
Tumors als abhéngige Variable untersucht.

Untersucht man hingegen, ob sich in einer Response-Gruppe eine bestimmte
pratherapeutische Auspragung der Gefal3parameter abzeichnet, ndhert man
sich einem eventuell vorhandenen Zusammenhang von der anderen Seite. Da-
durch kann das Vorhandensein eines Vaskularisierungstyps als eine maogliche
Voraussetzung (von vermutlich mehreren) fir das Ansprechen erkannt und dies
als Hinweis auf biologische Zusammenhénge gewertet werden. Das Vorhan-
densein dieses Vaskularisierungstyps erlaubt dann jedoch nicht die Selektion
von Patientinnen fir eine bestimmte Therapie, solange die Auspragung der Ge-
faBparameter eine groRe Uberschneidung zwischen den verschiedenen Re-
sponse-Gruppen dieser Therapie aufweist. Da die Untersuchung einer pradikti-
ven Wertigkeit der GefaBparameter in der primar systemischen Therapie des
Mammakarzinoms ein Hauptaugenmerk dieser Arbeit darstellte, wurden die
erhobenen Daten nur in dieser Fragestellung einem statistischen Test unterzo-
gen, wahrend die weiteren Beobachtungen lediglich deskriptiv aufgefuhrt sind.
Die Relevanz der Unterscheidung oben aufgeflhrter Denkansétze lasst sich
anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit veranschaulichen:

In der Chemotherapiegruppe deutete sich unter den Patientinnen mit pathologi-
scher Komplettremission eine niedrigere GefalRdichte an verglichen mit allen

Ubrigen Patientinnen dieser Behandlungsgruppe. Betrachtet man jedoch insge-
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samt das Ansprechen der Tumoren unter dieser Therapieform, welche prathe-
rapeutisch eine Gefalidichte unterhalb des Medians des Gesamtkollektivs auf-
wiesen, zeigt sich eine weit gestreute Veranderung der Tumorgrof3e von totaler
Eradikation bis hin zu fast 50%-iger GroRenzunahme. Ein Gefal3dichtewert im
unteren Bereich liel3 daher nicht unmittelbar auf einen gut auf die Chemothera-
pie ansprechenden Tumor schlieen und konnte nicht als pradiktiver Faktor
identifiziert werden, auch wenn gut ansprechende Tumoren eher eine niedrige
Gefaldichte aufzuweisen schienen.

Analog wiesen in der Gruppe der antihormonell behandelten Patientinnen 3 von
4 Tumoren der Partial Response-Gruppe fur beide GefaRparameter Werte un-
terhalb des Medians der ubrigen Tumoren dieser Therapiegruppe auf. Umge-
kehrt zeigten die Tumoren mit einer Gefal3parameterauspragung in diesem un-
teren Bereich jedoch eine ahnlich weit verteilte Streuung des Therapieanspre-
chens wie unter der Chemotherapie (abgesehen von der totalen Tumoreradika-
tion, welche in dieser Gruppe nicht beobachtet werden konnte). Die beiden Ge-
falRparameter erwiesen sich also auch fiur die Therapie mit Aromataseinhibito-
ren nicht als geeignete pradiktive Faktoren. Andererseits schienen extrem hohe
Werte der Gefal3parameter (GefaRdichte >750 GefalRe pro mm2 bzw. Gefal3fla-
chenanteil >5%) Tumoren mit starker Gréienzunahme (>50%) unter antihor-
moneller Therapie zu identifizieren, wodurch die negative Geradensteigung bei
der Regressionsanalyse in dieser Therapiegruppe vermeintlicherweise statisti-
sche Signifikanz erlangte. Ob es sich hier um zuféllige Ausrei3er oder tatsach-
lich relevante Ergebnisse handelt, ist wegen der geringen Anzahl jedoch nicht
beurteilbar, sodass eine Untersuchung an einem groReren Kollektiv nétig ware.
Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist also auf individueller Basis
anhand der pratherapeutischen Gefaliparameter weder fur die Chemo- noch fur
die Hormontherapie eine Unterscheidung zwischen Tumoren, die ansprechen,

und Tumoren, die nicht ansprechen, méglich.

In den nachfolgend dargelegten klinischen Studien wurde zumeist nach dem
zweiten oben aufgeflhrter Ansatze vorgegangen, um nach Hinweisen auf einen
Zusammenhang von Angiogenesemarkern und dem Ansprechen auf verschie-

dene Therapieformen beim Mammakarzinom zu suchen. Sofern sich unter die-
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sem Ansatz ein Zusammenhang ergab, ist es als kritisch anzusehen, daraus
einen tatsachlichen Vorhersagewert des Markers bezlglich des Therapiean-
sprechens abzuleiten.

Paulsen et al. konnten beim lokal fortgeschrittenen Mammakarzinom keine Un-
terschiede der Gefal3dichtewerte fir die verschiedenen Response-Gruppen bei
primar systemischer Doxorubicin-Therapie feststellen (Paulsen et al., 1997).
Eine andere Studie mit den neoadjuvanten Schemata Epirubicin-Monotherapie
bzw. CMF + Tamoxifen kam zu einem ahnlichen Ergebnis (Bottini et al., 2002).
Fur die neoadjuvante Monotherapie mit Tamoxifen waren ebenfalls keine Un-
terschiede zwischen der pratherapeutischen Gefal3dichte in Tumoren, die an-
sprachen, verglichen mit Tumoren, die nicht ansprachen, nachweisbar (Marson
et al., 2001).

Eine multizentrische Studie verglich beim rezidivierten Mammakarzinom (Fern-
metastasen) eine Docetaxel-Monotherapie mit dem Schema Methotrexat + 5-
Fluorouracil und konnte keinen signifikanten Zusammenhang der Gefal3dichte
mit dem klinischen Therapieansprechen nachweisen (Tynninen et al., 2002).
Nur im Docetaxel-Arm zeichnete sich fur Tumoren mit niedriger Gefal3dichte ein
Trend zu besserer Response ab verglichen mit Tumoren mit hoher Gefalddich-
te. Allerdings erfasste diese Untersuchung die Gefalidichte im Primartumor,
wahrend fur die Erfassung der Response die Metastasen ausschlaggebend wa-
ren, welche sich in ihren biologischen Eigenschaften vom Primé&rtumor unter-
scheiden kénnen.

In einer Untersuchung mit dem Marker CD105 (Endoglin), welcher eine Anfar-
bung aktivierter Endothelzellen ermdglicht, wiesen Tumoren, welche unter
neoadjuvanter Chemotherapie (FEC) klinisch einen Rickgang um mehr als
50% aufwiesen, pratherapeutisch eine signifikant niedrigere Dichte dieser An-
giogenese-spezifischen Gefalie auf als Tumoren, die nicht auf die Therapie an-
sprachen (Beresford et al., 2006). Aus diesen Ergebnissen fiur die mittels
CD105 bestimmte Geféal3dichte einen Vorhersagewert beztglich der klinischen
Response unter FEC-Therapie abzuleiten, bleibt fraglich, da die Datenaufberei-

tung dem zweiten der oben erlduterten Ansatze entspricht.
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Foekens et al. bestimmten nicht die Gefal3dichte im Tumor, sondern zytosoli-
sche Level des pro-angiogenen Faktors VEGF. Sie konnten in der multivariaten
Analyse fUr steigende Levels dieses Faktors im priméaren Operationspraparat
signifikant schlechtere Ansprechraten sowohl fir eine Therapie mit Tamoxifen
als auch fur verschiedene Chemotherapieschemata (CMF bzw. FAC) in der
systemischen Therapie des rezidivierten Mammakarzinoms (Fernmetastasen)
nachweisen. Der zytosolische VEGF-Level im Primartumor kommt daher als
pradiktiver Faktor in Frage (Foekens et al., 2001). Dartiber hinaus konnte auch
eine prognostische Relevanz dieses Parameters in einem solch fortgeschritte-
nen Krankheitsstadium gezeigt werden. Obwohl wie in oben genannter Studie
von Tynninen et al. der Angiogenesemarker im Primartumor bestimmt und das
Therapieansprechen anhand der Metastasen erfasst wurde, deutete sich hier
ein Vorhersagewert des Markers an. Inwiefern eine Anwendung auf friihere
Stadien mdoglich ist, kann nur in Studien mit entsprechendem Patientengut ge-
klart werden.

Insgesamt wird derzeit flr die verschiedenen Marker der Angiogenese nicht von
einem flr den Klinischen Einsatz nitzlichen Vorhersagewert bezlglich des The-
rapieansprechens ausgegangen. Auch in unserer Untersuchung konnte unter
dem Einsatz eines Panendothelmarkers (CD34) kein pradiktiver Wert nachge-
wiesen werden. Es deutete sich jedoch in beiden Therapiegruppen fir die am
besten ansprechenden Tumoren eine niedrigere Auspragung der GefalRpara-
meter an im Vergleich zu den tbrigen Tumoren der jeweiligen Therapiegruppe,
sodass ein Zusammenhang zwischen angiogener Aktivitdt und Therapieresis-
tenz weiterhin denkbar bleibt. Neuere Methoden wie die Darstellung neu gebil-
deter GefalRe durch den Marker CD105 oder die Messung der Expression pro-
angiogener Faktoren wie VEGF konnten als Pradiktivmarker besser geeignet
sein, bedurfen aber erst der Validierung.

In Anlehnung an die prognostische Relevanz konventioneller Angiogenesemar-
ker schlagen allerdings mehrere Studien vor, bei hoher Auspragung dieser Pa-
rameter den entsprechenden Patientinnen zusétzlich eine anti-angiogene The-
rapie zukommen zu lassen (Gasparini et al., 1996; Jacquemier et al., 1998; Nie-

to et al., 2007). Deren Kombination mit konventionellen Therapieformen in der
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adjuvanten Situation ist dem Einsatz in Studien vorbehalten, wobei sich bislang
vielversprechende Erfolge zeigten (Fox et al., 2007).

4.7 Gefalldichte und immunhistochemische Parameter

4.7.1 GefalRdichte und MIB-1

Durch den Antikorper MIB-1 (Ki-67) kann die Wachstumsfraktion eines Gewe-
bes identifiziert werden, da das Ki-67-Protein in allen aktiven Phasen des Zell-
zyklus, nicht jedoch in der Go-Phase exprimiert wird (Scholzen et Gerdes,
2000). Bei MIB-1-positiven Mammakarzinomen (>20% MIB-1-positive Zellen)
zeigte sich im vorliegenden Kollektiv eine signifikant hohere Gefal3dichte als bei
MIB-1-negativen Tumoren (p=0,02).

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit zahlreichen Studien. Bereits 1991 wiesen
Monschke et al. beim Mammakarzinom auf eine enge Beziehung zwischen dem
Vaskularisierungsgrad und dem Prozentsatz Ki-67-positiver Zellen hin, wobei
unter 3-dimensionaler Beurteilung die proliferierenden Zellen héchstens 130 um
vom nachsten Blutgefald entfernt lagen (Monschke et al., 1991). Belién et al.
zeigten ebenfalls eine enge topographische Beziehung zwischen Gefal3-,hot
spots“ und Mitose-,hot spots“ der Tumorzellen (Belién et al., 1999). Mitosen
fanden sich hier vorwiegend zwischen 50 und 150 um entfernt von Blutgefal3en,
wahrend Nekroseareale zumeist jenseits 150 um vom nachsten Gefald lokali-
siert waren. In einigen weiteren Studien erwies sich der Zusammenhang zwi-
schen hoher Gefalidichte und hoher Proliferationsrate der Tumorzellen beim
Mammakarzinom als statistisch signifikant (Lipponen et al., 1994; Koukourakis
et al., 2003; Erdem et al., 2005).

Von pathophysiologischer Seite gesehen lasst sich dieser Zusammenhang da-
durch erklaren, dass eine neu entstehende Blutversorgung in einem proliferie-
renden Tumorgewebe durch die Versorgung mit N&hrstoffen und Sauerstoff
sowie durch den Abtransport von Stoffwechselprodukten die weitere Tumorzell-
proliferation Gberhaupt erst ermdglicht, da die Diffusion fur eine grol3ere Zellpo-
pulation nicht ausreichen wirde (Weidner, 1995a). Zum anderen konnte in vie-
len Tumormodellen der Nachweis einer reziproken Stimulation zwischen Tu-

mor- und Endothelzellen durch parakrine Sekretion von Wachstumsfaktoren
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erbracht werden. Hierbei kdnnen nicht nur Tumorzellen selbst das Wachstum
von Endothelzellen stimulieren, indem sie Faktoren wie beispielsweise VEGF
sezernieren (Mazure et al., 1996; Okada et al., 1998). Es wurde dartber hinaus
auch eine tumorinduzierte Rekrutierung von Immunzellen beschrieben, welche
ihrerseits ebenfalls pro-angiogene Faktoren freisetzen (Lewis et Pollard, 2006).
Umgekehrt ist ebenso von einer Wachstumsstimulation der Tumorzellen durch
die Endothelzellen Uber Faktoren wie bFGF, IGF oder PDGF auszugehen
(Bouck et al., 1996).

Angesichts dieser Ergebnisse erscheinen die hdheren Gefal3dichtewerte in
MIB-1-positiven Mammakarzinomen des vorliegenden Kollektivs plausibel.

Der ,Zusammenarbeit® zwischen Tumor- und Endothelzellen wird Uber diese
Zusammenhange hinaus aber auch eine Bedeutung hinsichtlich der Invasion
und Metastasierung von Tumoren beigemessen, was sich letztlich auf die Prog-
nose maligner Erkrankungen auswirkt. Die neu entstandenen Gefal3e bieten
den Tumorzellen eine Eintrittspforte in die Blutbahn, zumal diese Gefal3e haufig
undicht und zum Teil nur unvollstdndig von Endothelzellen ausgekleidet sind,
sodass Tumorzellen in direktem Kontakt zur Blutbahn stehen kénnen (Liotta et
al., 1974; Hashizume et al., 2000; Chang et al., 2000). Zum anderen ermdgli-
chen die von Endothelzellen im Rahmen der Angiogenese freigesetzten Pro-
teasen den Tumorzellen eine Invasion ins umliegende Gewebe und letztlich
auch in Blutgefal3e (Gross et al., 1982; Weidner, 1995a). Einen dritten Ansatz
zur Kooperation von Tumor- und Endothelzellen bei der Metastasierung stellt
die von Sugino et al. aufgestellte These einer Invasions-unabhangigen Tumor-
aussaat dar. Hierbei gelangen vor allem in Tumoren mit sinusoidal umgewan-
delter GefaRarchitektur von Endothelzellen ummantelte Tumorzellnester in die
Blutbahn, was beim Mammakarzinom sowie bei weiteren Tumorentitaten nach-
gewiesen werden konnte (Sugino et al., 2002; Sugino et al., 2004).

Dem Zusammenhang zwischen Gefal3- und Tumorzellproliferation beim Mam-
makarzinom durfte somit eine Bedeutung hinsichtlich der Aggressivitat des Tu-
mors zukommen. Mehrere Studien zeigten fur den Nachweis einer hohen Ge-
falkdichte bzw. einer grofen Wachstumsfraktion beim Mammakarzinom eine

prognostische Relevanz auf (Weidner et al., 1992; de Jong et al., 2000; Vero-
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nese et al., 1993; Trihia et al., 2003). Dennoch gilt es fur beide Faktoren, eine
standardisierte Methode einzufiihren und die prognostische Relevanz beim
Mammakarzinom auch in prospektiven Studien nachzuweisen, bevor diese zu
den etablierten Prognosefaktoren gezahlt werden kdnnen.

Aus therapeutischer Sicht ist der Zusammenhang zwischen Vaskularisierung
und Proliferation ebenfalls interessant, da durch die Entwicklung anti-
angiogener Medikamente eine neue Form der Bekdmpfung des Tumorwachs-
tums mit eventuell synergistischen Effekten im kombinierten Einsatz mit kon-

ventionellen Krebstherapeutika moglich erscheint.

4.7.2 GefaRdichte und p53- bzw. c-erbB-2-Status

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen der Gefal3-
dichte in Mammakarzinompréparaten und dem p53- bzw. dem c-erbB-2-Status
gefunden werden.

Aufgrund der Ergebnisse verschiedener in vitro-Studien wird derzeit von min-
destens 3 Mechanismen ausgegangen, Uber welche das Tumorsuppressorgen
p53 anti-angiogene Effekte vermittelt (Teodoro et al., 2007). Aus diesen Studien
ging hervor, dass das p53-Protein neben seiner HIF-1a-inhibierenden Wirkung
sowohl die Bildung pro-angiogener Faktoren hemmen als auch die Bildung anti-
angiogener Faktoren fordern kann. Des Weiteren stiitzen zum Teil auch Kklini-
sche Studien die These einer inhibierenden Funktion von p53 bei der Angioge-
neseregulation. So konnten diese Untersuchungen bei verschiedenen Krebsar-
ten wie dem Prostata- und dem Kolonkarzinom eine signifikant hohere Gefal3-
dichte bei p53-positiven verglichen mit p53-negativen Tumoren demonstrieren,
wodurch eine Angiogenese-hemmende Funktion dieses Tumorsuppressorgens
nahegelegt wird (Yu et al., 1997; Takahashi et al., 1998).

Die Beteiligung von c-erbB-2 an der Angiogeneseregulation wird bis dato in
dessen Einfluss auf die Expression des pro-angiogenen Faktors VEGF gese-
hen, wobei in Tumormodellen unter Einfluss dieses Onkogens neben einer Er-
hoéhung der VEGF-Level auch eine erhéhte GefalRdichte vorlag (Viloria-Petit et
al.,, 1997; Yen et al., 2002). In einer klinischen Studie zeigten sich bei der Un-

tersuchung von Tumorgewebelysat signifikant héhere VEGF-Level in HER-
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2/neu-uberexprimierenden Mammakarzinomen gegeniber Tumoren ohne HER-
2/neu-Uberexpression (Konecny et al., 2004). Linderholm et al. konnten trotz
einer groRen Streuung ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang zwischen
der Expression von c-erbB-2 und VEGF nachweisen (Linderholm et al., 2004).
In einer weiteren klinischen Studie an 77 lymphknotennegativen Patientinnen
konnte sogar direkt eine Beziehung zwischen hoher Gefal3dichte und HER-
2/neu-Uberexpression aufgezeigt werden (Koukourakis et al., 2003).

Aufgrund dieser Ergebnisse wirde man auch in der vorliegenden Arbeit einen
Zusammenhang zwischen der Gefal3dichte und dem p53- bzw. c-erbB-2-Status
erwarten. Tatsachlich lassen jedoch viele Studien diese Zusammenhange beim
Mammakarzinom vermissen. So wiesen Kato et al. an einem Kollektiv von 109
Patientinnen mit primarem Mammakarzinom lediglich eine Beziehung der Ge-
falkdichte mit der peritumoralen Blutgefaf3invasion nach, nicht jedoch mit den
immunhistochemischen Faktoren p53 und c-erbB-2 (Kato et al., 1999). Eine
weitere Studie an 120 Mammakarzinompraparaten konnte ebenfalls keinen Zu-
sammenhang zwischen der GefalRdichte und dem p53-Status belegen (Tas et
al., 2000). Bei 215 Brustkrebspatientinnen mit ausgedehntem Lymphknotenbe-
fall stellten Nieto et al. fir c-erbB-2-positive Tumoren zwar signifikant h&ufiger
eine VEGF-Uberexpression fest als fiir c-erbB-2-negative; jedoch wies in die-
sem Kollektiv weder die HER2/neu- noch die VEGF-Uberexpression eine Asso-
ziation mit der Gefalddichte auf (Nieto et al., 2007). Diese Ergebnisse legen na-
he, dass sich der angiogene Phanotyp eines Tumors nicht aus dem blof3en
,Ein- oder Ausschalten® eines einzelnen Regulators ergibt und singulére Regu-
lationsmechanismen somit nicht 1:1 auf die Vorgange in vivo tbertragbar sind.
Das Mammakarzinom stellt eine Uberaus heterogene Erkrankung dar. Abhangig
vom Stadium oder vom histologischen Tumortyp kdnnen ganz unterschiedliche
Mechanismen fur die Tumor-induzierte Angiogenese verantwortlich sein. In ei-
ner Arbeit von Yoshiji et al. konnte in einem in vivo-Tumormodell mit humanen
Mammakarzinomzellen (T-47D) fur VEGF lediglich eine Bedeutung in anfangli-
chen Tumorstadien nachgewiesen werden, wahrend in groéReren Tumoren die
pro-angiogenen Faktoren bFGF und TGF-a den Verlust der VEGF-Expression

zu kompensieren schienen (Yoshiji et al., 1997). Daher kdnnte das Ergebnis
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oben genannter Studie von Nieto und Mitarbeitern so interpretiert werden, dass
die c-erbB-2-Amplifikation zwar zur ErhOhung des pro-angiogenen Faktors
VEGF gefuhrt hat, dieser Faktor aber in einem solch fortgeschrittenen Krank-
heitsstadium nicht mehr oder zumindest nicht alleine fir den Vaskularisie-
rungsgrad des Tumors verantwortlich ist, und dass daneben andere Faktoren
eine Rolle spielen, welche wiederum durch andere Mechanismen aktiviert bzw.
deaktiviert werden (Nieto et al., 2007). Des Weiteren gibt es Hinweise, dass
abhangig vom histologischen Tumortyp unterschiedliche Faktoren fur die Induk-
tion der Angiogenese herangezogen werden. Bereits 1995 beschrieben Goul-
ding et al. Zusammenhéange zwischen intratumoraler Gefal3dichte bzw. Endo-
thelflache und dem histologischen Tumortyp (Goulding et al., 1995). Eine weite-
re Untersuchung wies in invasiv duktalen Mammakarzinomen signifikant héhere
Levels an VEGF-mRNA und -Protein nach als in invasiv lobuldren Karzinomen
(Lee et al., 1998). Coradini et al. bestatigten einen solchen Unterschied (Cora-
dini et al., 2002). Dartber hinaus konnte in oben genannter Studie von Lee et
al. bei Karzinomen vom invasiv duktalen Typ ein positiver Zusammenhang zwi-
schen VEGF-Expression und Gefal3dichte aufgezeigt werden, wahrend dieser
Zusammenhang bei den invasiv lobuldren Karzinomen fehlte. So ist zu vermu-
ten, dass der pro-angiogene Faktor VEGF beim invasiv duktalen Mammakarzi-
nom eine wichtige Rolle fur die Tumorangiogenese spielt, wohingegen beim
invasiv lobularen Mammakarzinom andere Faktoren entscheidend sind.

Angesichts der Heterogenitat des vorliegenden Kollektivs hinsichtlich Krank-
heitsstadien und Tumorcharakteristika ist es daher tatsachlich nachvollziehbar,
dass ein Zusammenhang zwischen Gefaldichtewerten und p53- bzw. HER-

2/neu-Status nicht nachzuweisen war.
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5 Zusammenfassung

Beim Mammakarzinom wird wie bei anderen Tumorentitéaten eine Relevanz der
Tumorangiogenese bezuglich Pathogenese, Erkrankungsverlauf und Therapie-
resistenz diskutiert. Aufgrund komplexer Regulationsmechanismen erweist sich

das Verstandnis beeinflussender Faktoren in vivo bislang jedoch als lickenhatft.

An einem Kollektiv von 94 primar systemisch behandelten Mammakarzinompa-
tientinnen untersuchte die vorliegende Arbeit, ob die Angiogenesemarker ,Ge-
fakdichte” und ,Anteil der Gefall- an der Tumorflache® einen préadiktiven Wert
bezlglich des Ansprechens auf eine Chemo- oder Hormontherapie aufweisen
und wie sich die Vaskularisierung unter der Therapie verandert. Des Weiteren
wurde ein moglicher Zusammenhang der Gefalldichte mit den immunhistoche-

mischen Faktoren MIB-1, p53 sowie c-erbB-2 tberpruft.

Der Verlauf der GefalRdichte zeigte unter Chemotherapie im Mittel eine Abnah-
me, unter Hormontherapie hingegen eine Zunahme, wahrend sich der Anteil der
Gefal3- an der Tumorflache in beiden Gruppen erhdhte. Ein Viertel der Patien-
tinnen zeigte einen gegensatzlichen Verlauf der beiden Gefal3parameter. Diese
erfassen die Tumorvaskularisierung somit unterschiedlich und geben eine Zu-

bzw- Abnahme der angiogenen Aktivitat nicht einheitlich wieder.

Eine pradiktive Aussagekraft der GefalRparameter war in der Regressionsanaly-
se nicht nachweisbar. Unter beiden Therapieformen deuteten sich bei den am
besten ansprechenden Tumoren jedoch niedrigere Werte der Gefal3parameter
an als bei den Ubrigen Tumoren der jeweiligen Gruppe. Eine hohe Auspragung
der Gefal3parameter schien, in der Hormontherapiegruppe Tumoren mit starker
Grollenzunahme unter der Therapie zu identifizieren. Diese Zusammenhange

missten jedoch an einem gro3eren Kollektiv untersucht werden.

Eine Beziehung zwischen den immunhistochemischen Faktoren und der Ge-
falkdichte zeigte sich nur fur den Proliferationsmarker MIB-1, sodass eine p53-
Mutation bzw. c-erbB-2-Amplifikation in vivo keinen eindeutigen Einfluss auf die
GefalRdichte nimmt. Die Assoziation von MIB-1-Postitivitat und hoher Gefal3-
dichte hingegen bekréftigt die These eines Zusammenhangs zwischen angio-

gener und proliferativer Aktivitat beim Mammakarzinom.
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7.3 Abkilrzungen

a/bFGF
Ang

AT

Bcl
bFGF-BP
CD
(c-)erbB
(c-)ets
(c-)met
CMF

DAB
DDFS
DFS

EC

EGF
ELISA

ER

ET
fVIIRANNWF
G-/GM-CSF
GD-AIF
HER2/neu
HGF/SF
HIF

IFN

IGF

Acidic/basic fibroblast growth factor
Angiopoietin

Adriamycin, Taxotere® (Docetaxel)

B-cell lymphoma

Basic fibroblast growth factor binding protein
Cluster of differentiation

Erythroblastosis oncogene B

E26 transformation-specific transcription factors
Mesenchymal-epithelial transition factor
Cyclophosphamid, Methotrexat, 5-Fluorouracil
Diaminobenzidin

Distant disease free survival

Disease free survival

Epirubicin, Cyclophosphamid

Epidermal growth factor

Enzyme-linked immunosorbent assay
Ostrogenrezeptor

Epirubicin, Taxol® (Paclitaxel)

Factor-VIlI related antigen/von-Willebrand-factor
Granulocyte/Granulocyte-macrophage colony stimulating factor
Glioblastoma derived angiogenesis inhibitory factor
Human epidermal growth factor receptor-2/neu
Hepatocyte growth factor/ Scatter factor
Hypoxie-induzierbarer Faktor

Interferon

Insulin-like growth factor

Interleukin

Mitogen activated protein

maoglich

Molecular immunology Borstel

Matrixmetalloproteinase
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MR
MRNA
MRT

n
NC/SD
NO
PAI
pCR
PCR
PD
PD-ECGF
PDGF
PET
PgR
PIGF
PR

raf /ras
RFS
TGF
TIMP
Tis
TNF
TNM
TP
tPA
TRIS
TSP
uPA
VEGF
VEGFR
VHL

Anhang

Minor response

Messenger ribonucleic acid
Magnetresonanztomographie

Anzahl

No change/ stable disease

Nitric oxide

Plasminogenaktivator-Inhibitor
pathologische Komplettremission
Polymerase chain reaction

Progressive disease

Platelet derived endothelial cell growth factor
Platelet derived growth factor
Positronen-Emissions-Tomographie
Progesteronrezeptor

Placental growth factor

Partial response

Rat fibrosarcoma/sarcoma protooncogene
Relapse free survival

Transforming growth factor

Tissue inhibitor of metalloproteinase
Carcinoma in situ

Tumornekrosefaktor
Tumor-nodes-metastasis

Thymidine phosphorylase

Tissue-type plasminogen activator
Trishydroxymethylaminomethan
Thrombospondin

Urokinase-type plasminogen activator
Vascular endothelial growth factor
Vascular endothelial growth factor receptor

Von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressorgen
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