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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist weltweit der hiufigste bosartige Tumor der Frau. Uber eine Million
Frauen weltweit erkranken pro Jahr an einem Mammakarzinom, fast eine halbe Million sterben
daran [1].

In Deutschland ist das Mammakarzinom mit einem Anteil von ca. 30% aller
Krebsneuerkrankungen fur die meisten bosartigen Neuerkrankungen der Frau verantwortlich.
Etwa eine von acht Frauen erkrankt im Laufe ihres Lebens daran. Fir das Jahr 2010 wurden vom
Robert Koch Institut rund 70.340 Neuerkrankungen und 17.466 Sterbefalle beschrieben [1, 2].

Die Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken steigt mit zunehmendem Lebensalter
kontinuierlich an. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren, allerdings ist etwa jede
vierte betroffene Frau bei Diagnosestellung jlinger als 55 Jahre, jede zehnte ist unter 45 Jahre alt
[2]. Durch das steigende Gesundheitsbewusstsein und den zunehmenden Einsatz von
Mammographie und Mammasonographie wurde die Diagnosestellung des Mammakarzinoms in

den vergangenen Jahren in ein jingeres Alter vorverlagert [3-6].

Die Brustkrebsinzidenz ist in Deutschland seit 1990 stetig angestiegen [7], dies liegt jedoch
vermutlich weniger an der tatsdchlichen Anzahl der Neuerkrankungen, sondern vor allem an den
verbesserten Diagnose- und Fritherkennungsmaoglichkeiten sowie der vollstandigeren Erfassung.
Die Mortalitat nimmt hingegen kontinuierlich ab, was durch die Fortschritte und Verbesserung
der Therapie zu erklaren ist [1, 2, 7]. Sie liegt bei 41,9 Frauen pro 100.000 Frauen und Jahr fir
2010. Die absolute 5-Jahres-Uberlebensrate betragt 79% [2].

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die genaue Atiologie des Mammakarzinoms ist unbekannt. Es scheinen jedoch etliche endogene
wie auch exogene Faktoren eine Rolle in der Pathogenese zu spielen. Zu den endogenen
Risikofaktoren zd&hlen zunehmendes Lebensalter, ein vorangegangenes Mammakarzinom,
familiare Belastung und genetische Pradisposition sowie endokrine und reproduktive
Faktoren [1, 8].
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Exogene Faktoren, die das Brustkrebsrisiko erhéhen koénnen, sind vor allem Umwelt- und

Lebensbedingungen. lonisierende Strahlung und Erndhrungsfaktoren stellen die wichtigsten

exogenen Faktoren dar.

Die wichtigsten Risikofaktoren werden im Folgenden genauer erldutert.

1.1.2.1 Endogene Faktoren

Zunehmendes Lebensalter: Die Altersverteilung der Brustkrebserkrankungen zeigt, dass
das Brustkrebsrisiko mit zunehmendem Lebensalter kontinuierlich steigt. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren. Die meisten Frauen sind bei Diagnosestellung 65 bis 69
Jahre alt [1].

Genetische Pradisposition: In etwa 15-20% der Brustkrebsfélle handelt es sich um erblich
familidre Erkrankungen [1]. Frauen, deren weibliche Verwandte ersten Grades an einem
Mammakarzinom erkrankt sind, haben ein 2- bis 3-fach erhtdhtes Brustkrebsrisiko. Bei
pramenopausalem und besonders friihzeitigem Auftreten, unter 45 Jahren Lebensalter, sowie
bilateralem Befall oder Erkrankung mehrerer Verwandter steigt das familiare Risiko auf bis
zu 50% Lebenszeitrisiko stark an [9-11]. Die grofite Wahrscheinlichkeit an einer erblichen
Form von Brustkrebs zu erkranken, bestent bei Frauen mit einer Mutation der
Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCAZ2 [12, 13]. Diese spielen eine wichtige Rolle in der
DNA-Reparatur [1]. Bei Tragerinnen der BRCA1-Mutation liegt das Lebenszeitrisiko an
Brustkrebs zu erkranken bei bis zu 80%. Das mittlere Erkrankungsalter liegt hier bei Mitte
bis Ende Vierzig [14-16]. Eine BRCAZ2-Mutation fihrt zu einer ca. 60-70%-igen
Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken, dabei liegt das Erkrankungsalter hoher als
bei der BRCA1-Mutation [1, 15, 17]. Es gibt noch weitere Gene, deren Veranderung zu einer
genetischen Brustkrebserkrankung fiihren kann, wie das TP53-Gen beim Li-Fraumeni-
Syndrom oder das PTEN-Gen im Rahmen des Cowden-Syndroms. Diese machen jedoch nur

einen sehr geringen Anteil der Mammkarzinome aus [1, 18].

Endokrine Faktoren: Eine frihe Menarche vor dem 12. Lebensjahr sowie eine spate
Menopause nach dem 55. Lebensjahr erhdhen das Brustkrebsrisiko um den Faktor 1 bis 2
[19-22]. Somit scheint die Gesamtdauer der Ostrogenexposition von besonderer Relevanz zu

sein.
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Eine peri- und postmenopausale Hormonsubstitution (HRT) erhoht das Risiko fur ein
Mammakarzinom um bis zu 35% ab einer Einnahmedauer von mindestens funf Jahren [8, 20,
23-25].

Auch orale, hormonelle Kontrazeptiva scheinen die Wahrscheinlichkeit, an Brustkrebs zu
erkranken, leicht anzuheben. Insbesondere bei einer Einnahme vor dem 20. Lebensjahr.
Dieses Risiko ist funf bis zehn Jahre nach Therapieende nicht mehr nachweisbar [26, 27].

Reproduktive Faktoren: Eine Erstschwangerschaft nach dem 30. Lebensjahr sowie
Nulliparitat heben die Brustkrebswahrscheinlichkeit ebenfalls an [19, 28].

Im Gegensatz dazu senken eine ausgetragene Erstschwangerschaft vor dem 30. Lebensjahr
und langes Stillen das Brustkrebsrisiko und werden demzufolge als protektive Faktoren
angesehen [29-31].

1.1.2.2 Exogene Faktoren

lonisierende Strahlung: Zu den Umweltfaktoren, die das Brustkrebsrisiko potentiell
erhéhen, gehort die ionisierende Strahlung, wie sie zum Beispiel bei der Mammographie
angewendet wird [32]. Allerdings Uberwiegen die Vorteile des Mammographiescreenings ab

50 Jahren eindeutig gegeniiber der geringen Risikoerh6hung dadurch [33].

Erndhrungsgewohnheiten: Die Inzidenz- und Mortalitatsraten des Mammakarzinoms sind
in Nordamerika und Nordeuropa am hdchsten, in asiatischen und afrikanischen Lé&ndern
hingegen am niedrigsten. Hierbei kommt vermutlich den Erndhrungsgewohnheiten eine
relevante Bedeutung zu. Die ,,westlichen” Essgewohnheiten (high carbohydrate diet) und
deren Folgen wie Hyperalimentation, Adipositas und Hyperinsulindmie scheinen ein
gewisses Risiko darzustellen [34].

Auch fett- und fleischreiche Erndhrung scheinen die Entwicklung eines Mammakarzinoms
eher zu fordern als fettarme, pflanzliche Kost [8, 35, 36]. Alkoholkonsum und Rauchen
erhéhen ebenfalls das Risiko fir ein Mammakarzinom [37, 38], wéhrend kdrperliche
Aktivitét das Risiko senkt [39].

1.1.3 Pathogenese, histologische Klassifikation und Metastasierung

Die Pathogenese des Mammakarzinoms verlduft meist Uber intraepitheliale Vorstadien. Diese

konnen sich nach vermutlich mehrjahriger Latenz zu einem infiltrierenden Karzinom entwickeln.
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Die Friihform beziehungsweise nicht-invasive Form des Mammakarzinoms stellt das Carcinoma

in situ dar. Es durchbricht die Basallamina nicht [19].

Beim Mammakarzinom handelt es sich in den meisten Fallen (40 bis 75%) um ein
Adenokarzinom, das vom Epithel der Ductus oder der terminalen Ductuli ausgeht. Solange sich
der Tumor innerhalb der anatomischen Grenzen der Milchgange befindet und die Basalmembran
nicht durchbricht, wird er als duktales Carcinoma in situ (DCIS) oder auch intraduktales
Karzinom beziehungsweise duktale intraepitheliale Neoplasie bezeichnet. Es ist als fakultative
Prékanzerose anzusehen [40]. Bei Infiltration des umliegenden Gewebes handelt es sich um ein
invasives Karzinom ,,no specific type (NST)* (frither: invasiv duktales Karzinom (IDC)) [1]. In
ca. 5 bis 15% der Falle entsteht der Tumor aus dem Epithel der Brustdrusenlobuli und wird beim
Befall eines einzelnen L&ppchens als lobuldres Carcinoma in situ (LCIS) bezeichnet. Die
infiltrierende Form ist entsprechend das invasiv lobuldre Karzinom [1]. Die invasiven
Karzinome wurden von der World Health Organization (WHO) in viele, weitere Unterformen
Klassifiziert (Tabelle 1, Seite 82) [41].

85 bis 95% der Mammakarzinome sind invasiv, ca. 5 bis 15% sind nicht-invasive Karzinome
wie DCIS und CLIS. Der Morbus Paget der Brustwarze nimmt eine Sonderstellung ein. Es
handelt sich hierbei um eine in der Regel nichtinvasive Tumorzellausbreitung eines intraduktalen
Karzinoms bis in die Epidermis der Mamille [1, 19].

Das Mammakarzinom metastasiert lymphogen in die axillaren Lymphknoten. Die hdmatogene
Metastasierung erfolgt bevorzugt ins Skelettsystem, Lunge und Pleura, Leber und Gehirn und
selten ins Ovar [19, 42].

1.1.4 Differenzierungsgrad

Die Tumorzellen der invasiven Karzinome konnen anhand unterschiedlicher mikroskopischer
und pathologischer Kriterien wie struktureller und zellularer Eigenschaften in drei
Differenzierungsgrade beziehungsweise Malignitatsgrade eingeteilt werden (histologisches
Grading). Zu beurteilen sind dabei die tubuldre Differenzierung, die Zellkernpolymorphie

(Gestalt und GroélRe der Zellkerne) sowie die Mitoserate.

Je hoher das Grading, desto aggressiver und ungunstiger wird das Tumorverhalten eingeschétzt.
Man unterscheidet Differenzierungsgrad 1: G1 (gut differenziert), Differenzierungsgrad 2: G2
(mé&Rig differenziert) und Differenzierungsgrad 3: G3 (gering differenziert) [19, 43, 44].



Einleitung 5

1.1.5 TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung

Die TNM-Klassifikation beschreibt die Ausdehnung des Primértumors (T), die Anzahl der
befallenen Lymphknoten (N) und eine eventuelle Fernmetastasierung (M). Die pTNM-
Klassifikation erfolgt am Operationspréparat anhand von pathologisch-anatomischen und
histopathologischen  Befunden. Die TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung des
Mammakarzinoms findet sich im Anhang (Tabelle 2 und 3, Seite 83-84). Der Resektionsstatus
R ist ebenfalls von entscheidender Bedeutung und beschreibt ob der Tumor im Gesunden (RO)
reseziert wurde oder ob ein mikroskopischer (R1) oder makroskopischer (R2) Residualtumor
besteht [1, 45].

1.1.6 Prognose und Prognosekriterien

Die absolute 5-Jahres-Uberlebensrate des Mammakarzinoms liegt bei 79% [2]. Die Prognose
hangt von mehreren Faktoren wie Patientinnenalter, Menopausenstatus und vor allem den
Eigenschaften des Tumors ab [46]. Noch vor wenigen Jahren wurde hauptséchlich die TNM-
Klassifikation zur Einschatzung herangezogen, wobei insbesondere der axillare
Lymphknotenstatus als einer der wichtigsten Prognosemarker betrachtet wurde [47].
Mittlerweile ist jedoch die Bedeutung der Tumorbiologie fir den weiteren Verlauf der
Erkrankung sowie die Indikation und das Ansprechen der verschiedenen Systemtherapien in den
Vordergrund geriuickt. Hierflr werden insbesondere molekularbiologische Faktoren wie der
Hormonrezeptorstatus, der Her2/neu-Status (Human epidermal growth factor receptor 2) sowie
das Grading berlicksichtigt [1, 48]. Die Hormonrezeptoren Ostrogenrezeptor (ER) und
Progesteronrezeptor (PgR) sind am Zellkern lokalisierte Proteine, die Ostrogen beziehungsweise
Progesteron binden und das Wachstum von Brustepithelzellen wie auch von
Mammakarzinomzellen regulieren kénnen. Um den Hormonrezeptorstatus zu bestimmen, wird
das Tumorgewebe immunhistochemisch untersucht und ein Score, der sogenannte
immunreaktive Score (IRS), als Produkt aus Farbeintensitdt und Prozentsatz positiver Zellen
berechnet. Hormonrezeptorpositiv sind Mammakarzinome mit mindestens 1% ER- oder PgR-
positiver Tumorzellkerne [1, 49-53]. Patientinnen mit hormonrezeptorpositiven Tumoren haben
eine hohere Uberlebensrate und ein langeres krankheitsfreies Intervall und somit insgesamt eine
bessere Prognose [8]. Hormonrezeptorpositive Tumore sprechen auferdem besser auf die
endokrine Brustkrebstherapie an [54-57]. Die Bestimmung des humanen epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors-2 ~ (Her2/neu) ist  mittlerweile  Routinestandard beim

Mammakarzinom.
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Patientinnen mit Her2/neu-positiven Tumoren scheinen eine schlechtere Prognose zu haben [58].
Zudem ist der Her2/neu-Status ein pradiktiver Parameter fur das Ansprechen auf die
Antikdrpertherapie mit Trastuzumab (Herceptin®) [1, 59, 60].

Zu den neueren Prognosefaktoren gehdren Proliferationsrate und Ploidiegrad der
Karzinomzellen, Genexpressionsanalysen, Tumorzellnachweis im Knochenmark, verschiedene
Onkogene, serologische Tumormarker wie auch Tumorsuppressorgene, zu denen unter anderem
die Wachstumshormone der TGF-beta-Familie gezahlt werden [61]. Diese sind Gegenstand der

aktuellen Forschung und noch nicht in der klinischen Routine etabliert [1].

1.1.7 Therapie

Die Therapie des Mammakarzinoms ist gemaR der internationalen Konsensuskonferenz
(St. Gallen 2013) eine Kombinationstherapie aus Operation und adjuvanter Therapie [62, 63].
Die adjuvante Therapie besteht aus der postoperativen, lokalen Bestrahlung (Radiatio) und der
adjuvanten Systemtherapie mit Hormonen (endokriner Therapie), Zytostatika (Chemotherapie)
sowie monoklonalen Antikdrpern. Sie schlief3t sich an die operative Tumorresektion an mit dem
Ziel, eventuelle Mikrometastasen und im Korper verbliebene Tumorzellen zu eliminieren.
Abhéangig vom Klinischen Untersuchungsbefund, der bildgebenden Diagnostik, vom
histopathologischen Befund, von der Brust-Tumor-Relation und dem Patientinnenwunsch wird

die Therapie des Mammakarzinoms individualisiert und angepasst [1].

- Operative Therapie: Zunéchst erfolgt bei geeignetem Brust-Tumor-Verhaltnis die
chirurgische Exzision des Primartumors als Therapie der Wahl. Lange Zeit wurde die
klassische radikale Mastektomie nach Halstedt und Rotter als Standardtherapie der operablen
Mammakarzinome betrachtet, bei der der Musculus pectoralis und das axillare
Lymphabflussgebiet mitentfernt wurden. Mittlerweile hat sich die brusterhaltende Therapie
(BET) als Standardmethode etabliert.

Da der Lymphknotenstatus nach wie vor ein wichtiger Prognoseparameter ist, gehorte
zundchst die axillare Lymphonodektomie obligat zum therapeutischen Konzept. Durch die
Detektion, Entfernung und Schnellschnittuntersuchung des sogenannten Sentinel-
Lymphknotens (Wachterlymphknoten), dem ersten den Tumor drainierenden Lymphknoten,
der die axillare Metastasierung représentieren soll, kann bei gegebenenfalls negativem
Befund die radikale Axillaresektion vermieden werden. Ziel der chirurgischen Therapie ist

die komplette Entfernung des Primartumors und der regiondren Lymphknoten [1, 19, 64, 65].
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Radiatio: Nach der operativen Tumorresektion erfolgt die postoperative Bestrahlung mit
dem Ziel der lokalen Tumorkontrolle. Sie vermag das Lokalrezidivrisiko von 30% auf unter
5% deutlich zu senken und erhoht die Uberlebensrate durch Vermeidung von sekundéren

Fernmetastasen hervorgehend aus lokoregionaren Rezidiven [66, 67].

Adjuvante Systemtherapie: Die adjuvante Systemtherapie, also Hormon-, Chemo- und
Antikorpertherapie, hat sich mittlerweile zu einem unverzichtbaren Bestandteil in der
Therapie des Mammakarzinoms entwickelt. Ihre Wirksamkeit, in Hinsicht auf die
Reduzierung des Rezidivrisikos und die Verringerung der Sterblichkeit, wurde in vielen
randomisierten Studien untersucht und immer wieder bestatigt [68]. Es besteht praktisch fir
jede Frau mit einem primdren, nicht metastasierten, invasiven Mammakarzinom die
Indikation fur eine adjuvante, systemische Therapie in kurativer Absicht [1]. Prinzip der
endokrinen Therapie ist der Ostrogenentzug. Eine adjuvante, endokrine Therapie ist
grundsatzlich bei hormonrezeptorpositiven Tumoren indiziert. Tamoxifen gehort zu den
selektiven Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERM) und ist nach wie vor die Standardsubstanz
der endokrinen Therapie. Alternativ oder erganzend werden bei postmenopausalen Frauen
Aromatasehemmer wie beispielsweise Anastrozol (Arimidex®) eingesetzt, die die Synthese
der Ostrogene im peripheren Gewebe hemmen [62, 69]. Die Einfilhrung synthetischer
GnRH-Analoga (humanes Gonadotropin Releasing Hormon) zur Suppression der ovariellen
Ostrogensynthese bei pramenopausalen Frauen hat die operative Ovarablation in den
Hintergrund gedrangt. Ein Beispiel hierfiir ist Goserelin (Zoladex®) [1].

Die adjuvante Chemotherapie wird abhangig von Zustand und Alter der Patientin, der
Tumorklassifikation (Lymphknoten- und Rezeptorstatus sowie Grading) und vor allem der
Risikoeinteilung nach St. Gallen (Internationale Konsensuskonferenz, St. Gallen 2013) nach
verschiedenen Chemotherapieprotokollen verabreicht. Zu den Schemata der ersten Wahl
zahlen beispielsweise die Anthrazyklin (Epirubicin)- und Taxan (Docetaxel)- haltigen
Kombinationen FEC-DOC (5-Fluorouracil + Epirubicin + Cyclophosphamid danach
Docetaxel) und TAC (Docetaxel + Doxorubicin + Cyclophosphamid) [1, 64, 68, 70]. Eine
von vielen moglichen Nebenwirkungen der Chemotherapie ist die Amenorrho
beziehungsweise Sterilitdt bedingt durch die Gonadotoxizitat der Chemotherapeutika [64,
71]. Bei jungen Frauen, insbesondere mit nicht abgeschlossener Familienplanung, missen
die chemotherapiebedingten Auswirkungen auf die Ovarialfunktion, sprich passagere oder

permanente Ovarialinsuffizienz, beriicksichtigt und besprochen werden [72].
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GnRH-Analoga scheinen auer ihrer oben beschriebenen 0Ostrogensuppressiven Wirkung
einen protektiven Effekt auf die Ovarialfunktion im Rahmen der Chemotherapie auszuiiben
[73-76]. Aufgrund der uneinheitlichen Studienlage werden sie jedoch nicht standardméafig
empfohlen [77].

Patientinnen, die eine Uberexpression des humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors-
2 (Her2/neu) aufweisen, erhalten zusétzlich Trastuzumab (Herceptin®), einen monoklonalen
Antikorper gegen die extrazellulare Doméne des Her2/neu-Proteins [1, 19, 64].

Der adjuvante Einsatz von Bisphosphonaten zur Prévention von ossaren Metastasen ist
momentan noch Diskussionsstoff in vielen Studien und wird noch nicht standardméfig
eingesetzt [1, 78-80].

1.2  Inhibin und Activin

1.2.1 Struktur

Inhibine sind heterodimere Glykoproteine, die aus einer alpha-Untereinheit (INH-a) und einer
von zwei moglichen beta-Untereinheiten (INH-BA oder -BB) bestehen. Sie wurden ursprunglich
aus den Gonaden isoliert und als Modulatoren der FSH-Sekretion (Follikel stimulierendes
Hormon) aus der Hypophyse identifiziert [81, 82]. Es existieren zwei verschiedene
Inhibinformen und zwar Inhibin A und Inhibin B. Sie haben eine identische a-Untereinheit, die
B-Untereinheit charakterisiert Inhibin A (a0 + BA) und dementsprechend Inhibin B (a0 + BB)
(Abbildung 1, Seite 9). Sowohl Inhibin A als auch Inhibin B supprimieren gezielt die FSH-
Sekretion aus der Hypophyse [83].

Activine setzen sich lediglich aus beta-Untereinheiten zusammen. Die Untereinheiten sind uber
Disulfidbriicken verbunden [84]. Sie sind entweder Homodimere aus zwei gleichen INH-p-
Untereinheiten wie Activin A (BA + BA) und Activin B (BB + BB) oder Heterodimere aus zwei
unterschiedlichen INH-B-Untereinheiten wie Activin AB (BA + BB) (Abbildung 1, Seite 9).
Activine stimulieren die FSH-Sekretion aus der Hypophyse [85].

Es ist nicht genau bekannt, warum es in Zellen, die beide Untereinheiten produzieren, eher zur
ap-Formation (Inhibin) oder zur Bp-Formation (Activin) kommt. Die entsprechende Expression
der Untereinheiten dient wahrscheinlich als regulierender Mechanismus, indem ein UbermaR an
INH-a-Untereinheiten die Produktion zum Inhibin hin verschiebt. Die biochemische Ahnlichkeit
von Inhibin und Activin setzt ein System voraus, in welchem die Zelle die Produktion von zwei

gegensatzlich wirkenden Faktoren schnell alternieren kann und kénnen muss [20, 86].
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Inhibin- und Activin-Dimere.

Inhibine bestehen aus einer alpha (o)- und einer beta (B)-Untereinheit. Die INH-p-Untereinheit charakterisiert die
Inhibinform. Inhibin A besteht aus einer a- und einer PA-Untereinheit, Inhibin B aus einer o- und einer BB-
Untereinheit. Activine bestehen entweder aus zwei gleichen beta (B)-Untereinheiten wie Activin A aus zwei PA-
Untereinheiten oder Activin B aus zwei BB-Untereinheiten oder aber aus zwei unterschiedlichen INH-B-

Untereinheiten wie es bei Activin AB der Fall ist (BA + BB). Die Untereinheiten sind tiber Disulfidbriicken
miteinander verbunden.

Modifikationen der INH-a-Untereinheit

Pra aN aC Pra-Pro-aN-aC
Pro oN aC Pro-oN-aC
Pro aC Pro-aC
a o -Monomer

Modifikationen der INH-R-Untereinheit

Pra Pro BA/B Precursor

Pro BA/B Pro-p

BA/B B -Monomer

Abbildung 2. Schematische Darstellung der VVorlauferproteine der Inhibinuntereinheiten.

Die INH-a- und —B-Untereinheiten werden als Vorlduferproteine produziert und durch proteolytische Spaltung in
reife Proteine umgewandelt.
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Sowohl die INH-o- als auch die INH-B-Untereinheiten werden als Vorlduferproteine
synthetisiert. Das INH-a-Vorlauferprotein besteht aus drei verschiedenen Regionen, ndmlich
Pro, aN und aC. Die B-Untereinheit besteht aus zwei Regionen Pro-f und f, entsprechend die
BA-Untereinheit aus Pro-BA und BA und die fB-Untereinheit aus Pro-pB und BB. Sie werden
durch proteolytische Spaltung, die sowohl intrazelluldr als auch im Serum stattfindet, in reife
Proteine umgewandelt (Abbildung 2, Seite 9) [87].

Es konnten einige weitere INH-B-Untereinheiten identifiziert werden, wie INH-BC, INH-BD und
INH-BE. Sie konnen sich liber Disulfidbriicken zu Activin C, Activin D beziehungsweise Activin
E dimerisieren, haben jedoch keine Wirkung auf die FSH-Sekretion [88, 89]. lhre genaue
Funktion ist unklar. INH-BC kann mit INH-BA (Activin AC) und INH-BB (Activin BC)
Heterodimere bilden, nicht aber mit der INH-a-Untereinheit [90].

Ein weiteres Protein konnte identifiziert werden, welches strukturell zwar nicht mit Inhibin und
Activin verwandt ist, aber eine funktionelle Rolle bei deren Regulation spielt: Follistatin (FS) ist
ein monomeres Glykoprotein, das sowohl im ovariellen Follikel als auch in anderen Geweben
gebildet wird und das Inhibin-Activin-System reguliert, indem es die Activinwirkung hemmt
[83, 91].

1.2.2 Funktion

Die Inhibin- und Activinuntereinheiten gehdren zur Transforming-growth-factor-beta (TGF-p)-
Proteinfamilie und haben verschiedene Funktionen als Modulatoren der FSH-Synthese und
Sekretion sowie der Zellproliferation und -differenzierung [92]. Inhibin, Activin und Follistatin
werden von den Granulosazellen des Ovars in Abhéngigkeit von FSH produziert und in die
follikulare Flussigkeit sowie in den ovariellen, vendsen Abfluss sezerniert [20, 93-95]. Die
Expression dieser Proteine ist jedoch nicht auf das Ovar begrenzt. Sie sind in vielen,
verschiedenen Geweben des Korpers vorhanden, wo sie neben endokrinen auch auto- und
parakrine Funktionen ausiiben. Inhibin wurde erstmals aus der von Granulosazellen
produzierten, gonadalen Flussigkeit im Primérfollikel des Ovars isoliert und als Inhibitor der
FSH-Synthese und -Sekretion aus dem Hypophysenvorderlappen identifiziert [83, 96-98]. Es
hemmt die FSH-Freisetzung ohne Einfluss auf LH (Luteinisierendes Hormon) [83, 99]. Dabei
stimuliert FSH die Sekretion von Inhibin aus den Granulosazellen der ovariellen Follikel und
Inhibin supprimiert im Rahmen eines negativen Feedbackmechanismus daraufhin die FSH-
Ausschittung [100].



Einleitung 11

Die Inhibinsekretion wird weiterhin von verschiedenen autokrinen und parakrinen
Kontrollmechanismen reguliert. GnRH (Gonadotropin-Releasing-Hormon) und EGF (Epidermal
growth factor) reduzieren die FSH-stimulierte Inhibinsekretion, wohingegen IGF-1 (Insuline like

growth factor 1) die Inhibinproduktion verstarkt [8].

Activin stimuliert die FSH-Freisetzung in der Hypophyse und ist somit Antagonist des Inhibins
[85]. Es verstarkt auBerdem die FSH-Wirkungen im ovariellen Follikel, indem es die FSH-
Bindung an die Granulosazellen durch Expression weiterer FSH-Rezeptoren erhéht und somit
die Aromataseaktivitat durch FSH positiv beeinflusst [36, 95]. Letztendlich wird dadurch auch
die Inhibinproduktion erhoht [36, 95]. Activin hat weiterhin auch noch viele weitere
reproduktive und nicht-reproduktive Effekte. Es spielt in zahlreichen Geweben eine Rolle, zum
Beispiel bei der Regulierung der Zellproliferation und der Zelldifferenzierung, bei der Apoptose,
bei der Immunantwort, bei der Wundheilung, bei der Erythropoese im Knochenmark, bei der
Mesoderminduktion in der Embryogenese und wie bereits beschrieben bei der Follikulogenese
und Granulosazelldifferenzierung im Ovar [36, 101, 102].

Follistatin hemmt die Activin-Wirkung und vermindert dadurch die FSH-Aktivitat. Es entwickelt
seine parakrine Funktion durch reversible Bindung an Activin und trdgt somit zur FSH-
Suppression bei [91, 103].

Die TGF-B-Proteinfamilie scheint auch bei der Karzinogenese verschiedener Gewebe eine Rolle
zu spielen. Zum einen wurden ihre Proteine als Tumorsuppressoren in pramalignen Stadien der
Tumorgenese identifiziert, zum anderen spielen sie eine Rolle als Proto-Onkogen bei der

Metastasierung in spateren Stadien einer malignen Erkrankung [104].

1.2.3 Signaltransduktion und Rezeptoren

Die TGF-B-Familie beinhaltet neben den Inhibinuntereinheiten INH-a, INH-BA und INH-B
weitere Proteine wie Bone morphogenic proteins (BMPs), Anti-millerian hormone (AMH),
Myostatin und sogenannte ,,growth und differentiation factors (GDFs) [92]. Es handelt sich
hierbei um Zytokine, die Ahnlichkeiten in ihrer Primarsequenz aufweisen. Sie (bertragen ihre
Signale Uber dimere Rezeptorkomplexe. Jeder Ligand bindet dabei an den fur ihn spezifischen
Zelloberflachenrezeptor. Fur Activin ist der Mechanismus der Signaltransduktion relativ genau
bekannt (Abbildung 3, Seite 13).
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Zunéchst bindet Activin mit hoher Affinitdt an den TGF-B-Typ IlI-Rezeptor (ActRII/I1) der
Zielzelle, was zur Phosphorylierung und Aktivierung des Typ I-Rezeptors, auch Activin like
kinase 4 (ALK4) genannt, fihrt. Dadurch entsteht ein Komplex zwischen den Rezeptoren
(Activin-Typ 1- Typ II-Rezeptorkomplex) [105]. Dieser Komplex fiihrt ebenfalls Uber
Phosphorylierung zur Aktivierung eines Secondmessengersystems. Bei den intrazelluldren
Mediatoren dieses Systems handelt es sich um sogenannte Smads (sons of mothers against
decapentaplegia) [106]. Die Interaktion zwischen den Smad-Proteinen und dem
Rezeptorkomplex erfordert ein membrangebundenes Protein, welches SARA (Smad anchor for
receptor activation) genannt wird [107]. Der aktivierte Rezeptorkomplex interagiert durch
Phosphorylierung mit Smad 2 und Smad 3, zwei der zytoplasmatischen Smad-Proteine, welche
daraufhin einen Komplex mit Co-Smad (Smad 4) bilden. Dieser Komplex wird vom Zytoplasma
in den Nukleus der Zelle transferiert, wo er mit Hilfe von DNA-bindenden aktivierenden
Faktoren, genannt FAST (forkhead activin signal transducer) oder FoxH (forkhead box H), an
die Promotorregion der Zielgene bindet und die Genexpression moduliert [106, 108-110]. Smad
2 und 3 gehdren dabei zu den aktivierenden second messengern. Es gibt aber auch inhibitorische

Smads wie beispielsweise Smad 6 und 7, die die Wirkung des ALK4 blockieren kénnen [111].

Im Gegensatz zu Activin ist der Signalweg fir Inhibin weitaus weniger bekannt. Es wurde
bereits vorgeschlagen, dass Inhibin Uber einen spezifischen Rezeptor wirkt, ein entsprechender
Rezeptor konnte jedoch bisher nicht identifiziert werden [91, 112]. Alternativ kdnnte Inhibin als
Antagonist am Activinrezeptor (ActRII/Il) agieren, beispielsweise durch Verdrangung des
Activins vom Rezeptor [113]. Die Bindung von Inhibin an den Activin-Typ II-Rezeptor erfolgt
uber einen Corezeptor, der auch Betaglycan oder TGF-B-Typ IlI-Rezeptor genannt wird.
Betaglycan bindet Inhibin mit hoher Affinitat, fordert somit die Bindung an den ActRII/Il und
ermdglicht so die antagonistische Wirkung des Inhibins am Activinrezeptor [114]. Des Weiteren
wurde ein membrangebundenes, inhibinbindendes Protein in den Zielgeweben des Inhibins
identifiziert, welches als p120 oder Inhibin binding proteine (InhBP) bezeichnet wird [115].
InhBP fordert die Wirkung von Inhibin ohne direkt an Inhibin zu binden [116].

Die genaue Signaltransduktion des Inhibins, beziehungsweise ob es seine Wirkung durch einen
eigenen Rezeptor, als Antagonist am Activinrezeptor oder durch andere Hilfsmolekule Gbertragt,
wird jedoch noch immer diskutiert. Matzuk et al. vermuten, dass Inhibin auf zwei verschiedene
Wege die Activinwirkung blockiert. Zum einen bindet Inhibin den TGF-B-Typ II-Rezeptor
zusammen mit Betaglycan (Typ Ill-Rezeptor), dadurch ist der Komplex inaktiv und der

Activinweg geblockt.
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Zum anderen interagiert Inhibin mit p120 und ALK4 beziehungsweise dem Typ I-Rezeptor und
bildet einen terndren Komplex, der eine eigene spezifische Signalkaskade auslost
(Abbildung 3, Seite 13). Dieser zweite Signalweg konnte die Activinwirkung durch
inhibierende Smads 6 und 7 via Antagonisierung der Transkription von activinregulierten Genen
hemmen und/oder zur Induktion eigener inhibinregulierter Genexpression fuhren. Auf diese
Weise kann Inhibin schnell und prézise die Activinwirkung antagonisieren und seine eigenen
Effekte austiben [111].

. Activin z' Inhibin

CSARA )

[ 1| — [smad2/3

smad6/7 ] — l l J_
Smad 2/3 ﬁ
?

Smad 4 l

Nucleus

Abbildung 3. Rezeptoren und Signalweg von Activin und Inhibin.

Activin bindet an den TGF-beta-Typ Il-Rezeptor (I1), welcher Uber ein zytoplasmatisches Serin-/Threoninkinase-
Transduktionssystem zur Phosphorylierung und Aktivierung des Typ I-Rezeptors (1) fuhrt. Dadurch entsteht ein
Activin-Typ I-Typ-l1-Rezeptorkomplex. Dieser Komplex flhrt ebenfalls Gber Phosphorylierung zur Aktivierung
eines Secondmessengersystems, bei dessen intrazelluldren Mediatoren es sich um sogenannte Smads handelt. Die
Interaktion zwischen den Smad-Proteinen und dem Rezeptorkomplex erfordert ein membrangebundenes Protein,
welches SARA (Smad anchor for receptor activation) genannt wird. Der aktivierte Rezeptorkomplex interagiert
durch Phosphorylierung mit Smad 2 und Smad 3, welche daraufhin einen Komplex mit Co-Smad (Smad 4) bilden.
Dieser Komplex wird vom Zytoplasma in den Nucleus der Zelle transferiert, wo er mit Hilfe von DNA-bindenden
aktivierenden Faktoren, genannt FoxH (forkhead box H), an die Promotorregion der Zielgene bindet und die Genex-
pression Uber Tranksriptionsfaktoren (TF) moduliert. Smad 6 und 7 wirken inhibierend und k&nnen die
Activinwirkung blockieren. Der Signalweg von Inhibin ist nicht vollstdndig bekannt. Inhibin kdnnte mit Hilfe seines
Corezeptors Betaglycan (BG) als Antagonist am Activinrezeptor (1) wirken oder seine Wirkung Uber Inhibin bin-
ding proteine (InhBP) vermitteln.

Grafik in Anlehnung an Risbridger et al [102].
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1.2.4 [Expression

Die Hauptquelle der Inhibin-Untereinheiten sind die Gonaden, insbesondere die Granulosazellen
des Ovars bei der Frau und die Sertolizellen des Hodens beim Mann [20, 117, 118]. Inhibine und
Activine werden jedoch in einer groBen Anzahl weiterer Organe und Gewebe exprimiert, wie
zum Beispiel in der Hypophyse, der Plazenta, der Nebenniere, der Niere, der Leber, dem
Knochenmark, dem Gehirn und der Mamma, wo sie verschiedene, gewebsspezifische
Funktionen ausuiben [91, 119].

Im Ovar werden die Inhibin-Untereinheiten nicht nur in den Granulosazellen des Priméarfollikels
gebildet, die INH-a-Untereinheit konnte auch in den Theka-Interna-Zellen nachgewiesen werden
[96, 120, 121]. Da somit sowohl Granulosa- als auch Theka-Interna-Zellen INH-a produzieren
konnen, ist die Anzahl der a-Untereinheiten folglich hoher als die der B-Untereinheiten, da diese
lediglich von den Granulosazellen produziert werden [122]. Die ovarielle Flissigkeit enthalt
somit relativ mehr af3-Dimere (Inhibin) als Bf-Dimere (Activin), was den inhibierenden Effekt
der follikularen Flissigkeit auf die FSH-Sekretion erklart [20].

Im Ovar und im  Endometrium  zeigen die Inhibinkonzentrationen  eine
menstruationszyklusabhéangige Expression [123, 124]. In der spaten lutealen und frihen
follikuléren Phase steigen durch GnRH-Wirkung die FSH-Spiegel. Die Serumkonzentration von
Inhibin B steigt unter FSH-Stimulation so lange an, bis der negative Feedbackmechanismus
greift und die FSH-Spiegel vor der Ovulation wieder fallen. Inhibin B erreicht somit einen Peak
in der frihen bis mittleren follikuldren Phase [125, 126]. Die Granulosazellen des dominanten
Follikels reagieren durch vermehrte Rezeptorexpression verstarkt auf LH, wodurch die
Expression von Inhibin B zu Inhibin A wechselt. Das Corpus luteum produziert nach dem LH-
Peak vermehrt INH-a- und -BA-Untereinheiten. Somit ist die Inhibin A-Konzentration in der
lutealen Phase am hdchsten [127]. Activin hingegen bleibt im Laufe des Menstruationszyklus
relativ konstant [128].

Die Sekretionsmuster der Inhibine zeigen Variationen im Laufe der Entwicklung und der
Pubertét, der Schwangerschaft und der Menopause. In der Pubertét steigen die Inhibinspiegel
kontinuierlich mit dem Lebensalter an und erreichen in der Mitte der Pubertat ihr Maximum.
Postpubertér sinken die Konzentrationen auf einen konstanten Wert, der hoher liegt als
prapubertdr [129]. Bereits prdmenopausal beginnen Inhibin A und B sowie AMH zu sinken [130,
131]. In der Menopause sinken die Inhibinspiegel weiter, wobei in der frihen Perimenopause

zunachst eine Abnahme der Inhibin B-Konzentration zu beobachten ist.
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In der spaten Perimenopause fallt dann Inhibin A und Ostradiol im Serum, wéhrend FSH
signifikant ansteigt [132]. Activin hingegen, insbesondere Activin A, steigt mit zunehmenden
Lebensalter signifikant an [133, 134].

Die Serumkonzentrationen von Inhibin A sowie von Inhibin B und Pro-aC fallen nach einer
bilateralen Oophorektomie und somit dem Ausschalten der ovariellen Funktion signifikant ab
[135].

Auch im Brustdriisengewebe konnte die Expression der drei Inhibin- und Activinuntereinheiten
INH-0, INH-BA wund INH-BB detektiert werden. Sie werden unabhdngig vom
Menstruationszyklus sowohl in den duktalen, als auch in den lobuléren Zellen exprimiert, mit
einer leichten Abnahme der INH-a-Untereinheit nach der Menopause [136]. Activin A und
Follistatin sind in den ersten Wochen der Laktation in hohen Konzentrationen in der Muttermilch
vorhanden. Luisi et al. interpretieren dies als Hinweis auf eine mdgliche Rolle von Activin und

Follistatin als Wachstumsfaktoren in der Muttermilch [137].

1.2.5 Inhibin, Activin und weibliche endokrine Tumore

Die Glykoproteine Inhibin und Activin kommen nicht nur in zahlreichen gesunden Geweben vor,
sondern auch in vielen malignen Tumoren wie beispielsweise von Ovar, Endometrium, Plazenta,
Brust, Hoden, Prostata, Nebennieren, Hypophyse, Pankreas, Niere und Leber [102]. Die
Expression der Inhibin- und Activinuntereinheiten in diesen zahlreichen, verschiedenen
Tumorgeweben weist darauf hin, dass diese Proteine neben ihren reproduktiven Funktionen auch
eine Rolle bei der Tumorgenese spielen [83, 138]. Die Funktion der INH-a-Untereinheit als
Tumorsuppressor in endokrinen Tumoren wurde anhand von funktionellen Untersuchungen in
transgenen Mausmodellen demonstriert [102]. Transgene Mé&use mit einer Deletion der INH-a-
Untereinheit entwickelten gonadale Stromatumoren [139]. Dies konnte einerseits dadurch
begrundet sein, dass durch die fehlende INH-a-Untereinheit die Inhibinproduktion aufgehoben
ist und es somit zur unkontrollierten FSH-Sekretion kommt. FSH wirkt mitogen auf die
Granulosazellen, was ein Tumorwachstum begiinstigen kann. Zum anderen konnte eine
Uberexpression von B-Dimeren (Activin) stattfinden. Activin wirkt auf einige Gewebe wie Ovar,
Hoden und Nebenniere wachstumsfordernd, was die Bildung eines Malignoms erkléren kénnte
[20].
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Da Inhibin und Activin hauptsachlich in den Granulosazellen des Ovars gebildet werden, ist es
kaum verwunderlich, dass ihre Serumwerte bei malignen Erkrankungen des Ovars ansteigen und
besonders bei postmenopausalen Frauen, bei denen insbesondere Inhibin normalerweise kaum
bis gar nicht nachweisbar ist, als mogliche Diagnosemarker fir Ovarialkarzinome in Frage
kommen [140, 141]. Bei Granulosazelltumoren sind Inhibin A und Inhibin B signifikant erhoht
[102, 142]. Aber auch bei epithelialen Ovarialtumoren konnten die Inhibinuntereinheiten
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Allerdings sind sie im klinischen Alltag bisher noch
nicht gentigend etabliert, daher ist ihre Messung nur in Kombination mit anderen Markern (wie

beispielsweise CA 125) sinnvoll.

Die Inhibin- und Activinuntereinheiten konnten des Weiteren sowohl im benignen als auch im
maligne veranderten Endometriumgewebe immunhistochemisch nachgewiesen werden [143].
Die immunhistochemische Farbereaktion von INH-o wurde im Vergleich zum normalen
Endometriumgewebe schwécher, je invasiver der Tumor und je schlechter die Differenzierung
war. Somit stellt seine Abnahme einen Parameter der malignen Zelltransformation dar. INH-a
konnte folglich als Tumorsuppressor des Endometriumkarzinoms und als unabhangiger

Prognosemarker fungieren [144].

Auch in der Plazenta scheinen die Inhibin- und Activinuntereinheiten eine Rolle zu spielen [102,
145, 146]. Die INH-a-Untereinheit ist in fast allen schwangerschaftsbedingten
Trophoblastenlasionen, wie beispielsweise der Blasenmole, der invasiven Blasenmole, dem
Chorionkarzinom und den trophoblastischen Plazentatumoren mittels immunhistochemischer
Farbereaktion detektierbar [145, 147, 148].

1.2.6 Inhibin, Activin und Mammakarzinom

Die Inhibin-Untereinheiten konnten immunhistochemisch sowohl im normalen Mammaepithel,
als auch bei benignen wund malignen Brusterkrankungen nachgewiesen werden
(Abbildung 4 und 5, Seite 17) [136]. Sie werden im normalen Brustgewebe unabh&ngig vom
Menstruationszyklus exprimiert, jedoch mit einer leichten Abnahme der INH-a-Untereinheit
nach der Menopause. Die Studie von Di Loreto et al. konnte zeigen, dass die Inhibin-p-
Untereinheiten INH-BA und INH-BB im Gegensatz zum gesunden Gewebe in benignen
Neoplasien vermindert waren und nahezu negativ bei den malignen Brusterkrankungen. Auch

INH-a war speziell im Karzinomgewebe schwicher vorhanden.
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Abbildung 4 und 5. Immunhistochemische Féarbung der INH-a- und -BA-Untereinheit im
Mammakarzinomgewebe.

INH-oo wurde minimal im invasiven Mammakarzinom exprimiert (Abb. 4, x100), INH-BA zeigte eine starke
immunhistochemische Farbereaktion (Abb. 5, x400).

Die immunhistochemischen Bilder wurden freundlicherweise von Professor Mylonas aus der Klinik und Poliklinik
fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen zur Verfigung gestellt (Aus
Mylonas et al.[149]).

Die verminderte Expression dieser Proteine konnte eine abnorme Zellproliferation beim
Mammakarzinom beglnstigen und somit auch Hinweise auf eine maligne Entartung geben
[136]. Der Vergleich verschiedener maligner Brusterkrankungen wie dem duktalen Carcinoma in
situ (DCIS), dem invasiven duktalen Karzinom ohne (IDC) und mit Lymphknotenmetastasen
(IDC/LN) sowie dem duktalen Primartumor mit darauffolgendem Rezidiv in Bezug auf die
Inhibinuntereinheiten zeigte, dass die INH-a-Untereinheit im DCIS starker exprimiert wurde als
in den invasiven Formen, genauso wie INH-BA. INH-a und INH-BA waren bei den invasiveren
Erkrankungen vermindert. Die INH-BA-Expression war jedoch beim duktalen Priméartumor mit
darauffolgendem Rezidiv hoher als beim IDC/LN. Lymphknotenmetastasen exprimierten am
wenigsten INH-BA. INH-BB konnte zwar in allen Mammakarzinomgeweben nachgewiesen
werden, jedoch ohne statistisch signifikante Unterschiede in Hinsicht auf die Art des Gewebes.
Diese unterschiedlich starke Expression von INH-a und INH-BA weist ebenfalls auf eine Rolle
der Inhibinuntereinheiten bei der Karzinogenese des Mammakarzinoms hin. INH-o konnte als
Tumorsuppressor fungieren und ein Marker fur das Risiko, ein invasives Karzinom zu
entwickeln, sein. Je niedriger die Expression von INH-o und INH-BA, desto maligner und

invasiver der Tumor [149].

Activin und der Activin-Typ-11-Rezeptor konnten in verschiedenen Brustzelllinien nachgewiesen

werden und scheinen in einigen dieser Zelllinien das Zellwachstum in vitro zu regulieren [150].
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Auch in menschlichen Brustkrebszellen ist Activin in der Lage das Zellwachstum zu hemmen
[151]. Des Weiteren wird die mRNA der INH-BA-Untereinheit im Mammakarzinom stérker
exprimiert als im normalen Gewebe. Dimeres Activin A war im Karzinomgewebe ebenfalls
signifikant hoher als im nicht-neoplastischen Gewebe und auch die Activin A-
Serumkonzentration war bei Mammakarzinompatientinnen im Vergleich zu gesunden
Kontrollpatientinnen signifikant erhoht und zwar unabhdngig von Lymphknotenmetastasen,
Tumorgrading und TumorgrélRe. Nach chirurgischer Exzision des Tumors sanken die Activin-A-
Serumkonzentration, so dass die Mdglichkeit besteht, dass der Tumor selbst fahig ist Activin A
zu produzieren und somit die Quelle des zirkulierenden Activins darstellt [152, 153]. Da Activin
A die Proliferation von Brustkrebszelllinien in vitro hemmen kann [150, 154], wird dieses
Glykoprotein als antiproliferativer Faktor beim Mammakarzinom diskutiert [152]. Activin A
scheint die Proliferation von Mammakarzinomzellen zu hemmen, indem es Smad-Proteine

aktiviert, die zum Zellzyklusarrest fihren [155].

Des Weiteren wurde beschrieben, dass Patientinnen mit Knochenmetastasen beim
Mammakarzinom signifikant hohere Activin A-Serumwerte zeigten als die Gruppe ohne
Knochenmetastasen [156]. Dies deutet darauf hin, dass Activin A bei der Pathogenese von

ossdren Metastasen eine Rolle spielt.

1.2.7 Inhibin, Activin und Chemotherapie

Eine von vielen moglichen Nebenwirkungen der Chemotherapie ist die Gonadotoxizitat durch
Schédigung der ovariellen Zellen. Dieser zytotoxische Effekt betrifft nicht nur die Keimzellen,
sondern auch die hormonaktiven Theka- und Granulosazellen, so dass es zu einem Abfall der
Ostrogenspiegel kommt und dementsprechend zu einer Erhéhung von FSH und LH [157, 158].
Die Folge sind entweder eine vorzeitige Menopause mit bleibender Infertilitat oder eine ovarielle
Dysfunktion mit Amenorrhd und mdglichem Erholungspotential [158]. In diesem
Zusammenhang ist auch der Begriff des POF-Syndroms (premature ovarian failure) zu nennen.
Es beschreibt eine verfrihte Menopause vor dem 40. Lebensjahr. Diese kann aufgrund
genetischer Ursachen, Autoimmunerkrankungen, endokriner Erkrankungen wie Galaktosamie,
Tumoren, viralen Infektionen, Myasthenia gravis oder sekundéar durch Chemo- oder
Strahlentherapie sowie Drogenkonsum auftreten [159, 160]. Die chemotherapiebedingte
Amenorrhd (CRA = chemotherapy related amenorrhea) als sekundare Form des POF-Syndroms

ist durch die Gonadotoxizitat der zytostatischen Therapie bedingt [64].
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Die Auspragung der gonadalen Schadigung hangt von der Art und Dosierung der verwendeten
Zytostatika ab, aber auch vom Alter der Patientin zum Zeitpunkt der Therapie [161-163]. Da
bereits junge, pramenopausale Frauen an einem Mammakarzinom erkranken, spielt das Thema
der chemotherapiebedingten Amenorrhd durch permanente oder passagere Ovarialinsuffizienz
eine wichtige Rolle [1]. Insbesondere fur Frauen mit nicht abgeschlossener Familienplanung ist
dieses Thema fur die Lebensqualitit von entscheidender Bedeutung, nicht nur in Bezug auf die
Konzeptionsfahigkeit, sondern auch im Hinblick auf perimenopausale Beschwerden und
Osteoporose. Die Ovarialreserve kann neben der Anzahl der antralen Follikel anhand von
verschiedenen Serummarkern wie FSH, Inhibin B, Ostradiol und AMH gemessen werden [163,
164]. Inhibin B und AMH, ein verwandtes Protein aus der TGF-B-Familie, sind insbesondere mit
der chemotherapiebedingten Amenorrhd assoziiert. Diese Hormone sind bei Frauen mit CRA
signifikant niedriger als bei der altersentsprechenden Kontrollgruppe und scheinen somit bei
Mammakarzinompatientinnen eine Rolle als Biomarker fir die post-chemotherapeutische
ovarielle Funktion zu spielen [165]. AMH ist dabei der sensitivere Marker und seine Sekretion
scheint von der hypothalamisch-ovariellen Achse nicht beeinflusst zu werden [166]. Besonders
pra-chemotherapeutisch niedrige Werte von Inhibin B und AMH scheinen das CRA-Risiko zu
erhdhen und konnten pradiktive Marker fiir die chemotherapiebedingte Amenorrhé darstellen
[167].
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1.3  Ziele und Fragestellungen

Das Mammakarzinom ist der hdaufigste bdsartige Tumor der Frau. Zwar steigt die
Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken mit zunehmendem Lebensalter kontinuierlich an,
dennoch werden Mammakarzinome auch bereits bei jungen, prdmenopausalen Frauen
diagnostiziert. Aus diesem Grund besteht grofRes Interesse, geeignete Messmethoden zur
Auswirkung der Chemotherapie auf die ovarielle Reserve sowie die Fertilitdt der erkrankten

Frauen zu finden.

Ziel dieser Arbeit ist deshalb zunéchst die qualitative und quantitative Messung der
verschiedenen Inhibine (Inhibin A und Inhibin B) und Activine (Activin A, Activin B und
Activin AB) im Serum von Mammakarzinompatientinnen, welche eine adjuvante Chemotherapie
erhielten, um anschlieRend deren mégliche Rolle als Prognosemarker beim Mammakarzinom, im
Rahmen der adjuvanten Chemotherapie sowie bei der chemotherapiebedingten Amenorrhd zu

eruieren.

Der Arbeit liegen folgende Fragestellungen zugrunde:

1. Wie verhalten sich die Glykoproteine Inhibin und Activin im Serum von
Mammakarzinompatientinnen im zeitlichen Verlauf der adjuvanten Chemotherapie sowie in
Bezug auf Alter, GroRe, Gewicht, Tumorgrofle, Amenorrhd, Menopausenstatus,
Chemotherapieschema, Her2/neu-Status, Rezeptorstatus und Therapie mit Trastuzumab

(Herceptin®), Tamoxifen, Anastrozol (Arimidex®) und Goserelin (Zoladex®)?
2. Konnen Inhibin und Activin mégliche Serummarker fir die ovarielle Reserve darstellen?

3. Welche Rolle spielen Inhibin und Activin als prognostische Marker beim Mammakarzinom?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv und Untersuchungsmaterial

Grundlage der vorliegenden Arbeit waren Serumproben, die 30 Patientinnen im Rahmen der
SUCCESS A-Studie entnommen worden waren. Bei den zwischen 1936 und 1970 geborenen
Patientinnen war im Zeitraum von September 2005 bis Januar 2006 ein invasives
Mammakarzinom diagnostiziert worden. Es handelte sich dabei in 80% um invasiv duktale
Karzinome. Ungefahr die Hélfte der Patientinnen (53,3%) befand sich vor der Menopause, die
andere Halfte war postmenopausal. Bei allen Frauen erfolgte eine RO-Resektion des
Primartumors und eine adjuvante Chemotherapie nach SUCCESS A-Schema, welches im
Folgenden naher erldutert wird.

Von jeder der 30 Patientinnen lagen drei Serumproben von drei verschiedenen Zeitpunkten vor:
- Zeitpunkt 1 = vor Beginn der Chemotherapie,

- Zeitpunkt 2 = vier Wochen nach Abschluss des letzten Chemotherapiezykluses,

- Zeitpunkt 3 = zwei Jahre nach Abschluss der Chemotherapie.

Folglich wurden insgesamt 90 Serumproben auf die Inhibin- und Activinkonzentration

untersucht.

2.2 Die SUCCESS A-Studie

Die SUCCESS A-Studie ist eine multizentrische, prospektiv randomisierte Studie zum Vergleich
von  Wirksamkeit ~ und  Vertraglichkeit ~ zweier  unterschiedlicher  adjuvanter
Chemotherapieschemata beim Mammakarzinom gefolgt von einer zwei- oder fiinfjahrigen
Bisphosphonattherapie. Die primére Zielsetzung der SUCCESS A-Studie ist der Vergleich der
rezidivfreien Uberlebenszeit nach Randomisierung von Patientinnen, die adjuvant FEC-DOC-
Chemotherapie (drei Zyklen 5-Fluorouracil + Epirubicin + Cyclophosphamid gefolgt von drei
Zyklen Docetaxel) erhielten versus Patientinnen, die FEC-DG-Chemotherapie (drei Zyklen 5-
Fluorouracil + Epirubicin + Cyclophosphamid gefolgt von drei Zyklen Docetaxel + Gemcitabin)
erhielten. Des Weiteren hat die Studie den Vergleich der rezidivfreien Uberlebenszeit nach
Randomisierung von Patientinnen, die zwei Jahre versus finf Jahre mit dem Bisphosphonat

Zoledronat (Zometa®) behandelt wurden, zum Ziel.
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Die sekundéaren Studienziele sind der Vergleich der folgenden Punkte in den vier

Behandlungsarmen:

- Gesamtiiberleben nach Randomisation
- Fernmetastasenfreies Uberleben

- Toxizitét

- Anderung der Lebensqualitat definiert nach EORTC (European Organisation for Research
and Treatment of Cancer) QLQ-C30 und QLQ-BR23

Die Ein- und Ausschlusskriterien sowie das Studiendesign der SUCCESS A-Studie finden sich
im Anhang (siehe Seite 84-86 sowie Abbildung 28, Seite 86) [168].

2.3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Serumproben der Patientinnen wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels ELISA untersucht.
Der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ist ein empfindliches, immunologisches Verfahren
um bestimmte Molekule, vor allem Proteine, qualitativ und quantitativ nachzuweisen. Dabei
wird ein Mechanismus des Immunsystems genutzt: die Fahigkeit von Antikdrpern bestimmte
Molekiile spezifisch zu binden und zu markieren, die sogenannte Antigen-Antikorper-Reaktion,
die in diesem Untersuchungsverfahren in vitro durchgefuhrt wird. Die Antikdrper und zum Teil
auch die Antigene werden zuvor mit einem bestimmten Enzym gekoppelt, das eine Reaktion
auslost, die zusammen mit einer Farbsubstratldsung zu einer messbaren Farbénderung der

Probenldsung fuhrt.

2.3.1 Inhibin-ELISA

Im Fall der Glykoproteine Inhibin A und Inhibin B handelte es sich um einen ELISA nach der
sogenannten Sandwich-Methode, bei dem insgesamt zwei Antikorper an unterschiedlichen
Stellen des Inhibins binden. Fur Inhibin A wurde zusétzlich ein ultrasensitiver Test durchgefihrt
mit dem Hintergrund bereits geringste Inhibin A-Konzentrationen nachweisen und die
Konzentrationsunterschiede akkurater darstellen zu koénnen [169, 170]. Hierflr wurden, im
Unterschied zum ,normalen” Inhibin A-ELISA, spezifischere monoklonale Antikorper
verwendet und der ELISA wurde enzymatisch verstarkt durchgefihrt (,, Two-Step“-ELISA).
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Der primdre Antikorper war fest auf eine spezielle Oberflache der Mikrotiterplatte gebunden
(gecoatet). Zundchst wurden je 50 pl der Standardproben, der Kontrollen und der zu
untersuchenden Serumproben in die jeweiligen Mikrotiterkammern (im Folgenden Kammern)
pipettiert. Die sieben Standardproben enthielten bekannte Konzentrationen an Inhibin und
bildeten die zur Auswertung bendtigte Standardkurve. Die zwei Kontrollproben enthielten je
eine hohe und eine niedrige Konzentration an Inhibin und waren notwendig, um die Validitat des
Tests zu belegen. Des Weiteren wurden in jede Kammer je 50 ul Proteinpuffer A und B gegeben.
Die Mikrotiterplatte wurde abgedeckt und fiir mehrere Stunden bei Zimmertemperatur auf einem
Horizontalschuttler (Varishaker) bei 300 UpM (Umdrehungen pro Minute) geschittelt und
inkubiert. In dieser Zeit konnten die priméren Antikorper das Antigen Inhibin binden, sofern es
in den Proben vorhanden war. Nach der Inkubation und mehrmaligem Waschen mit
Waschpuffer, um die nichtgebundenen Teile der Proben zu entfernen, wurden je 100 pl Inhibin-
Antikorper-Enzymkonjugatlosung in die Kammern pipettiert. Diese enthielt den sekundéren
Detektions-Antikorper. Der sekunddre Antikorper war, im Fall von Inhibin A, direkt mit dem
Enzym Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase HRP) markiert. Beim ultrasensitiven
Inhibin A- und beim Inhibin B-ELISA waren die Antikdrper zundchst biotinyliert und wurden
erst in einem spateren Schritt Gber ein an Meerrettichperoxidase gebundenes Streptavidin an das
Enzym gebunden (,,Two-Step*). Die bedeckte Platte wurde ein weiteres Mal auf dem Varishaker
bei 300 UpM fir eine Stunde inkubiert. Nun lagerten sich die zweiten Antikorper an den bereits
bestehenden Antigen-Antikorper-Komplex an und es entstand der sogenannte ,,.Sandwich* - ein
Antikorper-Antigen-Antikdrper-Komplex. Nach erneutem mehrmaligem Waschen erfolgte die
25-minutige Inkubation mit je 100 pl TMB-Chromogen-Losung, einer Lodsung von
Tetramethylbenzidin  (TMB) in Citratpuffer mit Wasserstoffperoxid. Dieses Farbsubstrat
erzeugte einen Farbumschlag, der durch die bereits vorhandene HRP katalysiert wurde. Bei
diesem letzten Inkubationsvorgang wurde die Platte erneut auf dem Varishaker geschuttelt und
durch eine lichtundurchléssige Abdeckung vor Sonnen- und Lichteinwirkung geschutzt.
AnschlieBend wurden pro Kammer 100 pl saure Schwefelsaurelosung (Stopp-Solution)
zugegeben, woraufhin der Grad des enzymatischen Farbumschlags des Substrats durch
Zweiwellenldngen-Absorptionsmessung im ELISA-Reader bei 450 nm und 620 nm gemessen
wurde. Die gemessene Absorption war direkt proportional zur Konzentration des vorhandenen
Antigens. Mit Hilfe der Standardkurve aus den bekannten Standardproben konnte die genaue

Inhibinkonzentration berechnet werden.
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2.3.2 Activin-ELISA

Der Activin-ELISA verlief nach ahnlichem Prinzip wie der Inhibin-ELISA. Beim Activin-
Nachweis handelte es sich um einen ,,One-Step“-Assay, bei dem das Enzym schon zusammen
mit dem sekundaren Antikorper in der Enzymkonjugat-Losung enthalten war (&hnlich wie beim
,hormalen® Inhibin A-ELISA). Zundchst wurden pro Kammer je 100 ul Standardproben,
Kontrollen und diesmal verdiinnte Serumproben in die Kammern pipettiert. Die Verdinnung
betrug 1 zu 1000 mit Standard A (=Blank). Ohne weitere Zwischenschritte wurden je 25 ul (bei
Activin A) bezichungsweise 50 ul (bei Activin B und Activin AB) Activin-Antikérper-Enzym-
Konjugat zugegeben. Wahrend der zwei- bis dreistiindigen Inkubationszeit auf dem Varishaker
bei Raumtemperatur, wurden sowohl die primaren als auch die sekundaren Antikorper in einem
Schritt (,,One-Step”) an das gegebenenfalls vorhandene Activin gebunden. Nach vollendeter
Inkubationszeit und mehrmaligem Waschen der Kammern, erfolgte nun direkt die Zugabe von
100 ul TMB-Chromogen-Substrat. Noch einmal wurde die gesamte Platte lichtgeschutzt fir 15
Minuten auf dem Horizontalschuttler inkubiert. Daraufhin folgte die Absorptionsmessung des
enzymatischen Substratumsatzes beziehungsweise Farbumschlags ebenfalls bei 450 nm und 620

nm innerhalb von 30 Minuten nach Auftragen der Stopp-Solution.

2.3.3 Verwendete Materialien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien finden sich in tabellarischer Form im
Anhang (Tabelle 4, Seite 87).
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2.4  Statistische Auswertung

Die gesammelten Daten wurden mit dem Microsoft Tabellenkalkulationsprogramm Excel
dokumentiert und verwaltet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels des
Datenanalyseprogramms SPSS fir Windows (urspriinglich als Abkiirzung fur die Bezeichnung
Statistical Package for the Social Sciences; Social Sciences computer software version 15.0;
SPSS Inc.,, Chicago). Die graphische Darstellung wurde mit Hilfe des Microsoft

Tabellenkalkulationsprogrammes Excel durchgefihrt.

Betrachtet wurden die Konzentrationen von Inhibin und Activin in den Serumproben von
Mammakarzinompatientinnen zu verschiedenen Zeitpunkten in Bezug auf die adjuvante

Chemotherapie:

- Zeitpunkt 1 = vor Beginn der Chemotherapie,

- Zeitpunkt 2 = vier Wochen nach Abschluss des letzten Chemotherapiezykluses,
- Zeitpunkt 3 = zwei Jahre nach Abschluss der Chemotherapie.

Zunachst wurden die Daten anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung
getestet. Da es sich um nichtparametrische beziehungsweise nichtnormalverteilte Daten handelte,
wurde zur Auswertung des zeitlichen Verlaufs der Friedman-Test fiir mehrere abh&ngige
Stichproben angewandt. Die einzelnen Zeitpunkte wurden mittels des Wilcoxon-Tests, einem
nichtparametrischen Test fur zwei abhangige Stichproben, verglichen. Die Aspekte Alter,
Amenorrhd, Menopausenstatus, Chemotherapieschema, Her2/neu-Status und Rezeptorstatus
sowie Therapie mit Trastuzumab (Herceptin®), Tamoxifen, Anastrozol (Arimidex®) und
Goserelin (Zoladex®) wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests, einem nichtparametrischen
Test flir zwei unabhangige Stichproben, verglichen. Fur die statistische Auswertung in Bezug auf
GroRe und Gewicht der Patientinnen sowie TumorgrofRe wurde der Kruskal-Wallis-Test als

nichtparametrischer Test flr mehrere unabhangige Stichproben angewandt.
Bei allen statistischen Verfahren wurde die Option ,,Listenweiser Fallausschluss® verwendet.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als signifikant, p<0,01 als hoch signifikant

und p<0,001 als hochst signifikant definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinisch-pathologische Aspekte des Patientinnenkollektivs

3.1.1 Alter bei Erstdiagnose

Das mediane Alter der Patientinnen bei Erstdiagnose des Mammakarzinoms betrug 52 Jahre. Der
Mittelwert lag bei 52,5 Jahren. Die Altersverteilung reichte von 35 bis 69 Jahren und ergab somit
eine Spannweite von 34 Jahren. 13 (43,3%) der Patientinnen waren bei Erstdiagnose jinger als
52 Jahre, 17 (56,7%) waren 52 Jahre oder élter.

3.1.2 Menopausenstatus

Der Menopausenstatus war in etwa gleich verteilt. 16 der 30 Patientinnen und somit 53,3%
wurden als pramenopausal diagnostiziert, 14 (46,7%) als postmenopausal. Diese Verteilung ist
eher ungewohnlich, da invasive Mammakarzinome meist erst in hoherem Alter und somit nach
der Menopause auftreten beziehungsweise diagnostiziert werden. Im Rahmen dieser Studie war
es jedoch sehr hilfreich einen relativ groBen Anteil an prdmenopausalen Brustkrebspatientinnen
einschlieBen zu konnen, um die Chemotherapie-induzierte Amenorrhé adéquat zu beurteilen.
Das Durchschnittsalter der pramenopausalen Frauen lag bei 45,3 Jahren (Varianz 35 bis 54

Jahre), das der postmenopausalen bei 60,8 Jahren (Varianz 52 bis 69 Jahre).

3.1.3 Amenorrho

Bei 13 von 16 pramenopausalen Patientinnen und somit 81,25% stellte sich im Verlauf der
Chemotherapie eine Amenorrhd als Nebenwirkung ein. Insgesamt bestand nach der
Chemotherapie bei 90% aller Patientinnen (prd- und postmenopausal zusammen) eine

Amenorrhd.

3.1.4 Histologie

Die Mehrzahl der Patientinnen, 24 von 30 und somit 80%, wurde aufgrund eines invasiv
duktalen Mammakarzinoms behandelt. Bei einem geringen Teil (6,7%) wurde ein invasiv
lobuléres Karzinom diagnostiziert. Vier Patientinnen (13,3%) waren aufgrund von sonstigen

invasiven Brustkrebsarten in Therapie.
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3.1.5 Chemotherapie

Von dem untersuchten Patientinnenkollektiv waren 40%, also 12 von 30 Patientinnen, in der
Randomisationsgruppe AA und erhielten somit das Chemotherapieschema mit Gemcitabin FEC-
DG (5-Fluorouracil 500mg/m2 und Epirubicin 100mg/m2 und Cyclophosphamid 500mg/m?2 i.v.
KOF g3w x 3 gefolgt von Docetaxel 75mg/m? und Gemcitabin 1000mg/m? i.v. KOF d1,8 q3w x
3). 60% (18 von 30 Patientinnen) waren in der Randomisationsgruppe AB und erhielten
ausschlieBlich die FEC-DOC-Chemotherapie ohne Gemcitabin (5-Fluorouracil 500mg/m2 und
Epirubicin 100mg/m?2 und Cyclophosphamid 500mg/m? i.v. KOF g3w x 3 gefolgt von Docetaxel
100mg/m? i.v. KOF g3w x 3) (siehe Studiendesign der SUCCESS A-Studie im Anhang,
Abbildung 28, Seite 86).

3.1.6 Hormonrezeptorstatus und endokrine Therapie

Der Hormonrezeptorstatus war bei 60%, das heiflt bei 18 von 30 Patientinnen, negativ. Somit
war der groBere Anteil der Tumore hormonunempfindlich. Bei 40%, also bei 12 von 30
Patientinnen, war der Hormonrezeptorstatus positiv, das heilst mindestens einer der beiden
Rezeptoren (Ostrogenrezeptor und Progesteronrezeptor) war positiv. Der Rezeptorstatus wurde
im Rahmen der SUCCESS A-Studie immunhistologisch bestimmt und die Daten
freundlicherweise zur Verfigung gestellt.

23,3% der Patientinnen (7 von 30 Frauen) erhielten eine endokrine Therapie mit dem selektiven
Ostrogenrezeptor-Modulator Tamoxifen. Eine Patientin (3,3%) erhielt den Aromatase-Inhibitor

Anastrozol und drei (10%) das GnRH-Analogon Goserelin.

3.1.7 Her2/neu-Status und Trastuzumabtherapie

Bei zwei Drittel der Patientinnen (66,7% beziehungsweise 20 von 30) war der Her2/neu-Status
negativ und somit bei 33,3% (10 von 30 Patientinnen) positiv. 23,3% der Patientinnen (7 von

30 Frauen) wurden mit dem Antikorper Trastuzumab behandelt.
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3.2 Serumanalyse der Inhibin- und Activinkonzentrationen

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Serumproben stammen von Patientinnen, die
aufgrund eines Mammakarzinoms eine adjuvante Chemotherapie nach dem SUCCESS A-

Studienschema erhielten und wurden an drei verschiedenen Zeitpunkten gewonnen:
- Zeitpunkt 1 = vor Beginn der Chemotherapie,

- Zeitpunkt 2 = vier Wochen nach Abschluss des letzten Chemotherapiezykluses,
- Zeitpunkt 3 = zwei Jahre nach Abschluss der Chemotherapie.

Zu diesen unterschiedlichen Zeitpunkten wurden jeweils die Konzentrationen der verschiedenen
Inhibine (Inhibin A im normalen und ultrasensitiven Nachweis sowie Inhibin B) und Activine
(Activin A, Activin B, Activin AB) gemessen und deren Mittelwerte im Hinblick auf
unterschiedliche Parameter wie zeitlichen Verlauf, Alter, GroRe, Gewicht, TumorgroRe,
Menopausenstatus der Patientinnen, Amenorrhd, Chemotherapieschema, Her2/neu-Status,
Rezeptorstatus sowie Therapie mit Trastuzumab (Herceptin®), Tamoxifen, Anastrozol

(Arimidex®) und Goserelin (Zoladex®) verglichen und statistisch ausgewertet.

Bei den Parametern GroRe und Gewicht der Patientinnen, Tumorgréfe und
Hormonrezeptorstatus des Tumors sowie den verschiedenen, endokrinen Therapien mit
Tamoxifen, Goserelin (Zoladex®) und Anastrozol (Arimidex®) ergaben sich keine signifikanten
Ergebnisse. Daher wurde auf eine graphische Darstellung wurde verzichtet. Die nicht-
signifikanten  Ergebnisse  finden  sich  in  tabellarischer ~Form im  Anhang
(Tabelle 5-16, Seite 88-99).

Im Folgenden werden die signifikanten Ergebnisse genauer dargestellt.
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3.2.1 Inhibin A (im normalen und ultrasensitiven Nachweis)
3.2.1.1 Zeitlicher Verlauf von Inhibin A

Die mittlere Inhibin A-Serumkonzentration (Mittelwert £ Standardabweichung) betrug vor
Chemotherapie 131,57 (+35,61) ng/ml und sank vier Wochen nach Chemotherapie auf 116,41
(£14,8) ng/ml. Zwei Jahre nach Chemotherapie stieg der Wert wieder minimal an auf 118,27
(£20,13) ng/ml. Weder der Abfall noch der Anstieg der Inhibin A-Konzentration waren jedoch
signifikant (p=0,485) (Abbildung 6).

Inhibin A (ng/ml)
180 -~

160 -
140 -

o T |

100 -

80 -

60 -

40 -

20 -

O T T 1
vor Chemotherapie nach Chemotherapie zwei Jahre nach Chemotherapie

Abbildung 6. Zeitlicher Verlauf der serologischen Inhibin A-Konzentrationen in ng/ml im Verlauf der
adjuvanten Chemotherapie.

Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.1.2 Zeitlicher Verlauf von Inhibin A im ultrasensitiven Nachweis (US Inhibin A)

Wahrend die mittlere Konzentration von Inhibin A im ultrasensitiven Nachweis (US Inhibin A)
vor der Chemotherapie noch 14,81 (+20,58) pg/ml betrug, war sie vier Wochen nach
Chemotherapie auf 4,19 (£11,09) pg/ml gefallen und zwei Jahre nach Chemotherapie weiter auf
3,51 (£6,95) pg/ml. Im Friedman-Test ergab sich ein hoch signifikanter Unterschied fir die drei
Zeitpunkte in Bezug auf die serologische Inhibin A-Konzentration im ultrasensitiven Nachweis
(p=0,007) (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Zeitlicher Verlauf der serologischen Inhibin A-Konzentrationen in pg/ml im ultrasensitiven
Nachweis im Verlauf der adjuvanten Chemotherapie.

Im Friedman-Test zeigten sich fur die Inhibin A-Serumkonzentrationen im ultrasensitiven Nachweis (US Inhibin A)
hoch signifikante Unterschiede zwischen den drei Zeitpunkten (* p=0,007). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.1.3 Vergleich der einzelnen Zeitpunkte untereinander in Bezug auf Inhibin A im
ultrasensitiven Nachweis (US Inhibin A) (Wilcoxon-Test)

Mit Hilfe des Friedman-Tests konnte bereits festgestellt werden, dass sich die Inhibin A-
Konzentrationen im ultrasensitiven Nachweis (US Inhibin A) zu den verschiedenen
Messzeitpunkten signifikant unterscheiden (Abbildung 7, Seite 30). Beim Vergleich der
einzelnen Zeitpunkte untereinander mittels Wilcoxon-Test zeigte die US Inhibin  A-
Konzentration eine signifikante Abnahme zwischen den Zeitpunkten 1, vor Chemotherapie, und
2, vier Wochen nach Chemotherapie, mit einer Signifikanz von p=0,01. Zwischen den
Zeitpunkten 1, vor Chemotherapie, und 3, zwei Jahre nach Chemotherapie, zeigte sich sogar ein
hochst signifikanter Abfall (p=0,001) (Abbildung 8). Interessanterweise gab es zwischen
Zeitpunkt 2 und Zeitpunkt 3, also vier Wochen und zwei Jahre nach Chemotherapie, keine
signifikanten Unterschiede (p=0,968).
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Abbildung 8. Serologische Inhibin A-Konzentration im ultrasensitiven Nachweis (US Inhibin A) bei
Patientinnen mit Zustand nach Mammakarzinom im Verlauf der adjuvanten Chemotherapie.

Die US Inhibin A-Konzentration zeigte eine signifikante Abnahme zwischen den Zeitpunkten 1 und 2, vor und vier
Wochen nach Chemotherapie (* p=0,01) sowie zwischen den Zeitpunkten 1 und 3, vor und zwei Jahre nach
Chemotherapie (** p=0,001). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.1.4 Inhibin A im ultrasensitiven Nachweis (US Inhibin A) in Bezug auf das
Patientinnenalter (Mann-Whitney-Test)

Beim Vergleich der zwei Altersgruppen bezogen auf den Median von 52 Jahren mit Hilfe des
Mann-Whitney-Tests fiir zwei unabhangige Stichproben ergab sich fir Inhibin A im
ultrasensitiven Nachweis (US Inhibin A) zum Zeitpunkt vor Chemotherapie ein hochst
signifikantes Ergebnis mit p<0,001. Die US Inhibin A-Konzentration lag bei der Altersgruppe
unter 52 Jahren bei 25,91 pg/ml und somit signifikant héher als bei den Patientinnen, die &lter
waren als 52 Jahre (5,79 pg/ml) (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Inhibin A-konzentrationen im ultrasensitiven
Nachweis in Bezug auf das Patientinnenalter bezogen auf den Median von 52 Jahren.

US Inhibin A war zum Zeitpunkt 1, vor Chemotherapie, bei den Patientinnen unter 52 Jahren signifikant héher als
bei den Patientinnen, die &lter waren als 52 Jahre (* p<0,001). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der
Mittelwerte.
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3.2.1.5 Inhibin A in Bezug auf den Menopausenstatus (Mann-Whitney-Test)

Mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests konnte gezeigt werden, dass die Inhibin A-Konzentration bei
den pramenopausalen Chemotherapiepatientinnen zum Zeitpunkt vor Chemotherapie mit einer
Signifikanz von p=0,01 hoher war als bei den postmenopausalen Patientinnen. Der Serumwert
lag bei 144,95 ng/ml bei den pramenopausalen und bei 115,11 ng/ml bei den postmenopausalen
Patientinnen. Interessanterweise unterschieden sich die Inhibin A-Konzentrationen nur vor
Beginn der Chemotherapie, nach der Chemotherapie zeigten sich diesbeziliglich keine

signifikanten Unterschiede in der Inhibin A-Konzentration mehr (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Inhibin A-Konzentrationen in Bezug auf den
Menopausenstatus.

Die Inhibin A-Konzentration zum Zeitpunkt 1, vor Chemotherapie, war bei den prdmenopausalen Patientinnen sig-
nifikant hoher als bei den postmenopausalen (* p=0,01). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der
Mittelwerte.
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3.2.1.6 Inhibin A im ultrasensitiven Nachweis (US Inhibin A) in Bezug auf den

Menopausenstatus (Mann-Whitney-Test)

Im ultrasensitiven Inhibin A-Nachweis (US Inhibin A) zeigte sich beim Vergleich des

Menopausenstatus zum Zeitpunkt vor Chemotherapie ein hdchst signifikantes Ergebnis mit

einem p-Wert von < 0,001. Die Konzentration lag bei den pramenopausalen Patientinnen mit

25,89 pg/ml signifikant hoher als bei den postmenopausalen (1,17 pg/ml). Auch hier

unterscheidet sich die US Inhibin A-Serumkonzentration erwartungsgemal nur vor der
Chemotherapie (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Inhibin A-Konzentrationen (ultrasensitiver
Nachweis) in Bezug auf den Menopausenstatus.

Im ultrasensitiven Nachweis zeigte die Inhibin A-Konzentration (US Inhibin A) zum Zeitpunkt vor Chemotherapie
einen hochst signifikant hoheren Wert bei den prédmenopausalen Patientinnen im Vergleich zu den
postmenopausalen (* p<0,001). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.1.7 Inhibin A in Bezug auf die Amenorrh6 (Mann-Whitney-Test)

Zum Zeitpunkt 2, vier Wochen nach Chemotherapie, zeigten sich fur die Inhibin A-
Serumkonzentration signifikante Unterschiede zwischen den Patientinnen, die eine Amenorrho
hatten und denen, die keine Amenorrhd entwickelten mit einem p-Wert von 0,045. Die Inhibin
A-Serumkonzentration lag vier Wochen nach Chemotherapie bei den Patientinnen mit
Amenorrhd niedriger (114,99 ng/ml) als bei den Frauen, die weiterhin menstruierten (127,94
ng/ml) (Abbildung 12).
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Abbildung 12. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Inhibin A-konzentrationen in Bezug auf die
Amenorrho.

Die Inhibin A-Serumkonzentration zum Zeitpunkt 2, vier Wochen nach Chemotherapie, war bei den Patientinnen
mit Amenorrhd signifikant niedriger (* p=0,045) als bei den Patientinnen ohne Amenorrhd. Die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.1.8 Inhibin A in Bezug auf das Chemotherapieschema (Mann-Whitney-Test)

Beim Vergleich der Inhibin-Serumkonzentrationen konnte fur Inhibin A zum Zeitpunkt vor
Chemotherapie ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Chemotherapiearmen erhoben
werden (p=0,044). Die Werte lagen in der Randomisierungsgruppe FEC-DG, also dem
Chemotherapieschema mit Gemcitabin mit einem Wert von 152,30 ng/ml héher als in der
Randomisierungsgruppe FEC-DOC ohne Gemcitabin mit einem Wert von 118,90 ng/ml
(Abbildung 13).
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Abbildung 13. Vergleich der Mittelwerte der Inhibin A-Serumkonzentrationen in Bezug auf die beiden
Chemotherapieschemata.

Signifikante Unterschiede zeigten sich bei Inhibin A zum Zeitpunkt vor Chemotherapie (*p= 0,044). In der
Randomisierungsgruppe FEC-DG mit Gemcitabin lagen die Werte héher als in der Randomisierungsgruppe FEC-
DOC ohne Gemcitabin. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.

FEC-DG: 5-Fluorouracil 500mg/m? und Epirubicin 100mg/m? und Cyclophosphamid 500mg/m? i.v. KOF q3w x 3
gefolgt von Docetaxel 75mg/m2 und Gemcitabin 1000mg/m? i.v. KOF d1,8 q3w x 3

FEC-DOC: 5-Fluorouracil 500mg/mz2 und Epirubicin 100mg/m? und Cyclophosphamid 500mg/m? i.v. KOF g3w x 3
gefolgt von Docetaxel 100mg/m? i.v. KOF 3w x 3
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3.2.1.9 Inhibin A in Bezug auf die Trastuzumabtherapie (Herceptin®) (Mann-Whitney-Test)

Beim Vergleich der Inhibin-Serumkonzentrationen in Bezug auf die Therapie mit dem
Antikorper Trastuzumab (Herceptin®) ergab sich fir Inhibin A zum Zeitpunkt vor
Chemotherapie ein signifikantes Ergebnis (p=0,041). Die Inhibin A-Serumkonzentration lag bei
den Patientinnen, die Trastuzumab erhielten, signifikant hoher (151,48 ng/ml) als bei den
Patientinnen ohne Trastuzumabtherapie (126,38 ng/ml) (Abbildung 14).

In Bezug auf Her2/neu-Status, Hormonrezeptorstatus, Therapie mit Tamoxifen, Goserelin und
Anastrozol, Kérpergrofie und -gewicht sowie TumorgréRRe ergaben sich fur Inhibin A sowohl im
normalen als auch im ultrasensitiven Nachweis keine signifikanten Ergebnisse. Auf eine
graphische Darstellung wurde daher verzichtet. Die nicht-signifikanten Ergebnisse von Inhibin A
und US Inhibin A finden sich in tabellarischer Form im Anhang (Tabelle 5-8, Seite 88-91).
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Abbildung 14. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Inhibin A-konzentrationen in Bezug auf die
Antikorpertherapie mit Trastuzumab.

Inhibin A war zum Zeitpunkt 1, vor Chemotherapie, bei den Patientinnen, die Trastuzumab erhielten, signifikant
hoher als bei den Patientinnen ohne Trastuzumabtherapie (* p=0,041). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.2 Inhibin B
3.2.2.1 Zeitlicher Verlauf von Inhibin B

Die mittlere Konzentration von Inhibin B fiel vier Wochen nach Chemotherapie nur leicht ab
von einer prachemotherapeutischen Konzentration von 38,61 (x57,52) pg/ml auf 36,38 (+59,17)
pa/ml. Zwei Jahre nach Chemotherapie zeigte sich ein starkerer Abfall der Inhibin B-
Konzentration auf 13,90 (x21,09) pg/ml. Diese Abnahme der Inhibin B-Serumkonzentration im
zeitlichen Verlauf war jedoch ohne Signifikanz (p=0,518) (Abbildung 15).
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Abbildung 15. Zeitlicher Verlauf der serologischen Inhibin B-Konzentrationen in pg/ml im Verlauf der
adjuvanten Chemotherapie.

Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.2.2 Inhibin B in Bezug auf das Patientinnenalter (Mann-Whitney-Test)

Beim Vergleich des Patientinnenalters bezogen auf den Median von 52 Jahren lag die Inhibin B-
Serumkonzentration bei den jlngeren Patientinnen unter 52 Jahren vor Chemotherapie
signifikant hoher (48,47 pg/ml) als bei den &lteren Patientinnen (30,60 pg/ml). Der p-Wert lag
bei 0,05 (Abbildung 16).
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Abbildung 16. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Inhibin B-konzentrationen in Bezug auf das
Patientinnenalter bezogen auf den Median von 52 Jahren.

Inhibin B war zum Zeitpunkt 1, vor Chemotherapie, bei den Patientinnen unter 52 Jahren signifikant héher als bei
den Patientinnen, die alter waren als 52 Jahre (* p=0,05). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der
Mittelwerte.
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3.2.2.3 Inhibin B in Bezug auf den Menopausenstatus (Mann-Whitney-Test)

Fur die Inhibin B-Serumkonzentration konnte in Bezug auf den Menopausenstatus zum
Zeitpunkt 3, zwei Jahre nach Chemotherapie, ein signifikantes Ergebnis mit einem p-Wert von
0,028 erhoben werden. Bei den pramenopausalen Patientinnen lag die serologische Inhibin B-
Konzentration im zweijahrigen Follow-up nach Chemotherapie mit 21,05 pg/ml hoher als bei
den postmenopausalen (4,78 pg/ml) (Abbildung 17).

Beim Vergleich der Inhibin B-Konzentration in Bezug auf die Parameter Amenorrhd,
Chemotherapieschema, Her2/neu-Status, Trastuzumabtherapie, Hormonrezeptorstatus, Therapie
mit Tamoxifen, Goserelin und Anastrozol, KorpergroBe und -gewicht sowie Tumorgrolie
ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse. Die Werte sind tabellarisch im Anhang dargestellt
(Tabelle 9-10, Seite 92-93). Auf eine graphische Darstellung wurde verzichtet.
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Abbildung 17. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Inhibin B-Konzentrationen in Bezug auf den
Menopausenstatus.

Die Inhibin B-Konzentration zum Zeitpunkt 3, zwei Jahre nach Chemotherapie, war bei den pradmenopausalen
Patientinnen signifikant hoher als bei den postmenopausalen (* p=0,028). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.3 Activin A
3.2.3.1 Zeitlicher Verlauf von Activin A

Die Activin A-Serumkonzentration stieg vier Wochen nach Chemotherapie leicht an und betrug
40,91 (£21,28) ng/ml vor Chemotherapie und 42,98 (x23,06) ng/ml vier Wochen danach. Zwei
Jahre nach Chemotherapie zeigt diese dann einen leichten Abfall auf 37,11 (x20,74) ng/ml
jedoch ohne Signifikanz (p=0,279) (Abbildung 18).
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Abbildung 18. Zeitlicher Verlauf der serologischen Activin A-Konzentrationen in ng/ml im Verlauf der
adjuvanten Chemotherapie.

Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.3.2 Activin A in Bezug auf das Chemotherapieschema (Mann-Whitney-Test)

Beim Vergleich der beiden Chemotherapierandomisierungsgruppen ergab sich fir die Activin A-
Serumkonzentration mit p=0,024 ein signifikantes Ergebnis. Activin A lag beim
Chemotherapieschema FEC-DG mit Gemcitabin vier Wochen nach Chemotherapie hoher
(53,37 ng/ml) als beim Schema ohne Gemcitabin FEC-DOC (39,57 ng/ml) (Abbildung 19).
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Abbildung 19. Vergleich der Mittelwerte der Activin A-Serumkonzentrationen in Bezug auf die
Chemotherapie.

Die Activin A-Konzentration zum Zeitpunkt vier Wochen nach Chemotherapie lag in der Randomisierungsgruppe
FEC-DG mit Gemcitabin signifikant héher als in der Randomisierungsgruppe FEC-DOC ohne Gemcitabin (*
p=0,024). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.

FEC-DG: 5-Fluorouracil 500mg/m?2 und Epirubicin 100mg/m?2 und Cyclophosphamid 500mg/m2 i.v. KOF g3w x 3
gefolgt von Docetaxel 75mg/m2 und Gemcitabin 1000mg/m2 i.v. KOF d1,8 q3w x 3

FEC-DOC: 5-Fluorouracil 500mg/m?2 und Epirubicin 100mg/m? und Cyclophosphamid 500mg/m? i.v. KOF q3w x 3
gefolgt von Docetaxel 100mg/m? i.v. KOF g3w x 3.
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3.2.3.3 Activin A in Bezug auf den Her2/neu-Status (Mann-Whitney-Test)

Der Her2/neu-Status ist ein wichtiger Prognoseparameter fiir das Mammakarzinom. Die Activin
A-Serumkonzentration zeigte vier Wochen nach Chemotherapie ein signifikantes Ergebnis mit
p=0,045 beim Vergleich zwischen Patientinnen mit Her2/neu-positiv und Her2/neu-negativ
diagnostizierten Tumoren. Die Activin A-Konzentration war bei positivem Her2/neu-Status
hoher (54,79 ng/ml) als bei negativem Her2/neu-Status (40,24 ng7ml) (Abbildung 20).
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Abbildung 20. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Activin A-Konzentrationen in Bezug auf den
Her2/neu-Status.

Die Activin A-Konzentration zeigte beim Vergleich der Mittelwerte in Bezug auf den Wachstumsfaktorrezeptor
Her2/neu mit *p=0,045 zum Zeitpunkt vier Wochen nach Chemotherapie signifikant héhere Werte bei den
Her2/neu-positiven Patientinnen als bei den Her2/neu-negativen Patientinnen. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.3.4 Activin A in Bezug auf die Trastuzumabtherapie (Herceptin®) (Mann-Whitney-Test)

Vier Wochen nach Chemotherapie lagen die Activin A-Konzentrationen bei den Patientinnen,
die eine Antikorpertherapie mit Trastuzumab erhielten, signifikant hoher (64,57 ng/ml) als bei
den Patientinnen, bei denen keine Antikorpertherapie erfolgte (39,16 ng/ml). Der p-Wert betrug
0,004 (Abbildung 21).

Beim Vergleich der Parameter Patientinnenalter, Menopausenstatus, Amenorrhg,
Hormonrezeptorstatus, Therapie mit Tamoxifen, Goserelin und Anastrozol, KorpergrofRe und
Gewicht sowie TumorgrélRe ergaben sich fir Activin A keine signifikanten Ergebnisse, daher
wurde auf eine graphische Darstellung verzichtet. Die nicht-signifikanten Ergebnisse finden sich
in tabellarischer Form im Anhang (Tabelle 11-12, Seite 94-95).
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Abbildung 21. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Activin A Konzentrationen in Bezug auf die
Antikorpertherapie mit Trastuzumab.

Activin A war zum Zeitpunkt 2, vier Wochen nach Chemotherapie, bei den Patientinnen, die Trastuzumab erhielten,
signifikant hoher als bei den Patientinnen ohne Trastuzumabtherapie (* p=0,004). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.24 ActivinB
3.2.4.1 Zeitlicher Verlauf von Activin B

Die mittlere Activin B-Konzentration im Serum zeigte eine stetige, jedoch nicht signifikante
Abnahme im Verlauf der drei Zeitpunkte (p=0,648). Vor der Chemotherapie lag sie bei 30,61
(x44,49) ng/ml, vier Wochen nach Chemotherapie bei 26,86 (£34,07) ng/ml und zwei Jahre
danach bei 23,49 (£26,44) ng/ml (Abbildung 22).

Fur Activin B konnten im Rahmen dieser Arbeit keine signifikanten Ergebnisse in Bezug auf
Patientinnenalter, Menopausenstatus, Amenorrhd, Chemotherapieschema, Her2/neu-Status,
Trastuzumabtherapie, Hormonrezeptorstatus, Therapie mit Tamoxifen, Goserelin und
Anastrozol, KorpergroBe und -gewicht sowie Tumorgrofie erhoben werden. Daher wurde auf
eine graphische Darstellung verzichtet und die Ergebnisse in tabellarischer Form im Anhang
dargestellt (Tabelle 13-14, Seite 96-97).

Activin B (ng/ml)
80 -

70 -
60 -

50 -

30 -

20 -

0 T T 1
vor Chemotherapie nach Chemotherapie zwei Jahre nach Chemotherapie

Abbildung 22. Zeitlicher Verlauf der serologischen Activin B-Konzentrationen in ng/ml im Verlauf der
adjuvanten Chemotherapie.

Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.25 Activin AB
3.2.5.1 Zeitlicher Verlauf von Activin AB

Auch die Activin AB-Serumkonzentration zeigte einen minimalen, jedoch stetigen, nicht
signifikanten Abfall im zeitlichen Verlauf (p=0,965). Wahrend sie vor Chemotherapie bei 83,80
(£98,22) ng/ml lag, sank sie vier Wochen nach Abschluss der Chemotherapie auf 81,15
(x£102,77) ng/ml und zwei Jahre nach Chemotherapie auf 78,95 (£89,21) ng/ml (Abbildung 23).

Activin AB (ng/ml)
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vor Chemotherapie nach Chemotherapie zwei Jahre nach Cehmotherapie

Abbildung 23. Zeitlicher Verlauf der serologischen Activin AB-Konzentrationen in ng/ml im Verlauf der
adjuvanten Chemotherapie.

Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.5.2 Activin AB in Bezug auf den Menopausenstatus (Mann-Whitney-Test)

Fur die Activin AB-Serumkonzentration ergab sich beim Vergleich des Menopausenstatus mit
p=0,037 ein signifikantes Ergebnis zum Zeitpunkt 2, zwei Jahre nach Chemotherapie. Die
Activin AB-Serumkonzentration war zwei Jahre nach Abschluss der Chemotherapie bei den
postmenopausalen Frauen signifikant hoéher (115,21 ng/ml) als bei den pramenopausalen
(51,75 ng/ml) (Abbildung 24).

Activin AB (ng/ml)

250 -
*

200 -
150 -

W pramenopausal
100 A O postmenopausal
50 -

0 i T T 1
vor Chemotherapie nach Chemotherapie zwei Jahre nach

Chemotherapie

Abbildung 24. Vergleich der Mittelwerte der Activin AB-Serumkonzentrationen in Bezug auf den
Menopausenstatus.

Bei der Activin AB-Konzentration zum Zeitpunkt zwei Jahre nach Chemotherapie zeigten sich bei den postmeno-
pausalen Patientinnen signifikant hhere Werte als bei den prdmenopausalen (* p=0,037). Die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.5.3 Activin AB in Bezug auf die Amenorrhd (Mann-Whitney-Test)

Der Vergleich der Amenorrhd zeigte fur Activin AB zum Zeitpunkt 3, zwei Jahre nach
Chemotherapie, ein signifikantes Ergebnis (p=0,019). Die Activin AB-Serumkonzentration lag
bei den Patientinnen, die eine Amenorrhé entwickelten, signifikant héher (86,82 ng/ml) als bei
den Patientinnen ohne Amenorrh6 (13,35 ng/ml) (Abbildung 25).

Activin AB (ng/ml)
250 -~

200 - - _ | |

150 -

B Amenorrho

100 - O keine Amenorrho

50 -

vor Chemotherapie nach Chemotherapie zwei Jahre nach
Chemotherapie

Abbildung 25. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Activin AB-Konzentrationen in Bezug auf die
Amenorrho.

Die Activin AB-Serumkonzentration zum Zeitpunkt 3, zwei Jahre nach Chemotherapie, war bei den Patientinnen
mit Amenorrhd signifikant héher (* p=0,019) als bei den Patientinnen ohne Amenorrhd. Die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung der Mittelwerte.
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3.2.5.4 Activin AB in Bezug auf das Chemotherapieschema (Mann-Whitney-Test)

Zwischen den beiden Chemotherapie-Randomisierungsgruppen FEC-DG mit Gemcitabin und
FEC-DOC ohne Gemcitabin gab es vier Wochen nach Chemotherapie nicht nur signifikante
Unterschiede fur die Activin A-Konzentration (Abbildung 19, Seite 42), sondern auch fur die
Activin AB-Konzentration. Activin AB war zum Zeitpunkt vier Wochen nach Chemotherapie
beim FEC-DG Schema ebenfalls signifikant hoher (125,13 ng/ml) als beim FEC-DOC Schema
(53,42 ng/ml). Der p-Wert lag bei 0,025 (Abbildung 26).

Activin AB (ng/ml)
300 -~

250 -

200 ~

150 - B FEC-DG

O FEC-DOC

100 -

vor Chemotherapie nach Chemotherapie zwei Jahre nach
Chemotherapie

Abbildung 26. Vergleich der Mittelwerte der Activin AB-Serumkonzentrationen in Bezug auf die
Chemotherapie.

Die Activin AB-Konzentration zum Zeitpunkt vier Wochen nach Chemotherapie lag in der Randomisierungsgruppe
FEC-DG mit Gemcitabin signifikant hoher als in der Randomisierungsgruppe FEC-DOC ohne Gemcitabin
(*p=0,025).Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte.

FEC-DG: 5-Fluorouracil 500mg/m?2 und Epirubicin 100mg/m2 und Cyclophosphamid 500mg/m2 i.v. KOF g3w X 3
gefolgt von Docetaxel 75mg/m2 und Gemcitabin 2000mg/m2 i.v. KOF d1,8 q3w x 3

FEC-DOC: 5-Fluorouracil 500mg/m?2 und Epirubicin 100mg/m? und Cyclophosphamid 500mg/m? i.v. KOF q3w x 3
gefolgt von Docetaxel 100mg/m? i.v. KOF g3w x 3.



Ergebnisse 50

3.2.5.5 Activin AB in Bezug auf den Her2/neu-Status (Mann-Whitney-Test)

Es konnte gezeigt werden, dass die Activin AB-Serumkonzentration vier Wochen nach
Chemotherapie bei den Her2/neu-positiv diagnostizierten Patientinnen signifikant niedriger lag
als bei den Her2/neu-negativ diagnostizierten Patientinnen (p=0,01). Bei den Her2/neu-positiven
Frauen lag der Wert bei 32,43 ng/ml, bei den Her2/neu-negativen bei 102,30 ng/ml
(Abbildung 27).

Fur die Parameter Patientinnenalter, Trastuzumabtherapie, Hormonrezeptorstatus, Therapie mit
Tamoxifen, Goserelin und Anastrozol, KorpergroRe und -gewicht sowie Tumorgrofie ergab sich
fir Activin AB kein signifikantes Ergebnis, so dass auf eine graphische Darstellung verzichtet
wurde. Die nicht-signifikanten Ergebnisse finden sich in tabellarischer Form im Anhang
(Tabelle 15-16, Seite 98-99).

Activin AB (ng/ml)
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100 - O HER2/neu negativ
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vor Chemotherapie  nach Chemotherapie zwei Jahre nach
Chemotherapie

Abbildung 27. Vergleich der Mittelwerte der serologischen Activin AB-Konzentrationen in Bezug auf den
Her2/neu-Status.

Die Activin AB-Konzentration zeigte beim Vergleich der Mittelwerte in Bezug auf den Wachstumsfaktorrezeptor
Her2/neu mit *p=0,01 zum Zeitpunkt vier Wochen nach Chemotherapie signifikant hohere Werte bei den Her2/neu-
negativen Patientinnen als bei den Her2/neu-positiven Patientinnen. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der Mittelwerte.
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4 Diskussion

4.1 Allgemein

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Erkrankung der Frau und eine der
Hauptursachen fir die weibliche Mortalitat in der westlichen Bevolkerung [1]. Die wichtigsten
prognostischen  Faktoren sind die TNM-Klassifikation sowie molekularbiologische
Tumoreigenschaften [1, 47, 48]. Die Therapie des Mammakarzinoms ist eine
Kombinationstherapie aus Operation, Radiatio, Chemo-, Hormon- und Antikorpertherapie
[62, 64]. Die Indikation zur adjuvanten Chemotherapie wird abhangig von verschiedenen
Kriterien wie Zustand und Alter der Patientin, der Tumorklassifikation (TumorgréRRe, Histologie,
Grading, Hormonrezeptorstatus) und vor allem der Risikoeinteilung nach St. Gallen gestellt [62,
64]. Eine von vielen mdglichen Nebenwirkungen der Chemotherapie ist die Gonadotoxizitat mit
ovarieller Dysfunktion, Amenorrhd und Sterilitdt [158]. Da bereits junge, prdmenopausale
Frauen vor Abschluss der Familienplanung an einem Mammakarzinom erkranken, eine
adjuvante Chemotherapie erhalten und geheilt werden [2], spielt das Thema der
chemotherapiebedingten Amenorrhd und Sterilitdt eine bedeutende Rolle und die Nachfrage
nach geeigneten Untersuchungsmethoden flr die ovarielle Reserve steigt. Trotz vielfacher
Forschung gibt es bisher kaum nichtinvasive Methoden um den endokrinen Verlauf von
Brustkrebspatientinnen mit adjuvanter Chemotherapie zu beurteilen. Neben den bereits
etablierten Parametern wie FSH, Ostradiol, AMH und Anzahl der antralen Follikel stellen
Inhibin und Activin diesbeziglich sehr interessante Parameter dar, da diese bei etlichen
endokrinen und nicht-endokrinen Tumoren fungieren [163, 164, 171]. Des Weiteren wurden die
Inhibin-Untereinheiten als Tumormarker und Tumorsuppressoren beschrieben [102, 139]. Die
Inhibin- und Activinuntereinheiten wurden bereits im Serum von Brustkrebspatientinnen
detektiert, wie auch immunhistochemisch sowohl im normalen Brustepithel, als auch bei
benignen und malignen Brusterkrankungen nachgewiesen [136, 149, 152, 153]. Es konnte
gezeigt werden, dass eine verminderte Expression der Inhibin-a- und -BA-Untereinheit mit einer
erhohten Invasivitat der Brusterkrankungen einhergeht und die Glykoproteinuntereinheiten somit

auch eine Rolle bei der Pathogenese des Mammakarzinoms spielen [149].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei 30 Mammakarzinompatientinnen die serologischen
Konzentrationen der Glykoproteine Inhibin und Activin im Verlauf der adjuvanten
Chemotherapie gemessen und deren Rolle in Bezug auf verschiedene Klinisch-pathologische

Parameter analysiert.
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Zusammenfassend zeigte sich, dass die Inhibin- und Activinkonzentrationen im Serum von
Brustkrebspatientinnen unter adjuvanter Chemotherapie von verschiedenen Parametern wie dem
Patientinnenalter, dem Menopausenstatus, der Entwicklung einer Amenorrhd, dem
Chemotherapieschema, dem Her2/neu Status und der Therapie mit dem Antikdrper Trastuzumab

beeinflusst werden.

Im Folgenden werden die verschiedenen Inhibin- und Activinformen einzeln dargestellt, deren
signifikanten Ergebnisse erldautert sowie deren Funktion und klinische Relevanz im Hinblick auf

die aktuelle Studienlage diskutiert.

4.2 Inhibin A

4.2.1 Allgemein

Inhibin A besteht aus einer INH-a- und einer INH-BA-Untereinheit. Es wird hauptséchlich in den
Gonaden produziert und seine primare Funktion ist die Hemmung der FSH-Sekretion in der
Hypophyse [82, 85]. Die Untereinheiten von Inhibin A konnten in gesundem sowie maligne

verandertem Mammagewebe nachgewiesen werden [149, 153].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Inhibin A mittels ELISA im Serum von
Mammakarzinompatientinnen im Rahmen der adjuvanten Chemotherapie nachgewiesen und
gemessen. Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Inhibin A-Serumkonzentration féllt auf,
dass die Inhibin A-Konzentration im Rahmen der Chemotherapie abnimmt, allerdings ohne
signifikante Unterschiede. Zusétzlich wurde ein ultrasensitiver ELISA fur Inhibin A genutzt,
welcher zwei verschiedene Antikdrper zur Detektion dieses Molekils im Serum nutzt und
dadurch einen sensitiveren Nachweis ermdéglicht sowie Konzentrationsschwankungen akkurater
abbilden kann [169]. Es ist davon auszugehen, dass der ultrasensitive Nachweis zur Bestimmung
der serologischen Inhibin A-Konzentrationen bei Mammakarzinompatientinnen geeigneter ist
und die tatséchliche Situation in vivo besser darstellt. Der Beweis dieser Annahme steht
allerdings noch aus. Im Rahmen des ultrasensitiven Nachweises konnte fir Inhibin A (US
Inhibin A) eine signifikante Abnahme im zeitlichen Verlauf der adjuvanten Chemotherapie
erhoben werden. Beim Vergleich der Zeitpunkte untereinander konnte gezeigt werden, dass die
Inhibin A-Serumkonzentration im ultrasensitiven Nachweis sowohl vier Wochen als auch zwei
Jahre nach Chemotherapie signifikant niedrigere Werte demonstrierte als vor der Chemotherapie.

US Inhibin A fiel also im Rahmen der Chemotherapie signifikant ab.
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4.2.2 Inhibin A, Chemotherapie und Trastuzumab

Es wurde gezeigt, dass die Inhibin A-Serumkonzentration im Rahmen der adjuvanten
Chemotherapie signifikant féallt. Dies lasst darauf schlieBen, dass die Chemotherapie Einfluss
auf die Produktion und Sekretion dieser Hormone haben muss und sie vermindert. Inhibin wird,
wie bereits erwahnt, hauptsachlich in den Gonaden produziert [20]. Eine wichtige Nebenwirkung
der Chemotherapie ist die Gonadotoxizitat durch Schadigung des Ovars, was zu einer ovariellen
Dysfunktion mit CRA (chemotherapy related amenorrhea) fiihren kann [157]. Besonders
Chemotherapieschemata, die Taxane und zusétzlich Cyclophosphamid enthalten, wie es auch in
dieser Arbeit der Fall war, scheinen mit einer erhohten Gonadotoxizitat einherzugehen [172].
Der zytotoxische Effekt betrifft jedoch nicht nur die Keimzellen, sondern auch die
hormonaktiven Theka- und Granulosazellen [157, 158]. Da die Granulosazellen des Ovars die
Hauptquelle des zirkulierenden Inhibins darstellen [124], konnte die Abnahme der Inhibin A-
Konzentration im Rahmen der Chemotherapie die Suppression der Ovarfunktion darstellen.
Inhibin A scheint also neben den bereits etablierten Parametern wie FSH-, Ostradiol-, Inhibin B-
und AMH-Konzentration [163-165] als mdglicher Marker fir die ovarielle Reserve und

chemotherapiebedingte Amenorrho zu fungieren.

Beim Vergleich der Inhibin-Serumkonzentrationen in  Bezug auf die beiden
Chemotherapieschemata konnte fur Inhibin A zum Zeitpunkt vor Chemotherapie ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Chemotherapieschemata erhoben werden. Die
Werte lagen in der Randomisierungsgruppe FEC-DG, also Chemotherapie mit Gemcitabin,
hoher als in der Randomisierungsgruppe FEC-DOC ohne Gemcitabin. Diese Beobachtung l&sst
sich dadurch erklaren, dass in der Randomisierungsgruppe FEC-DG mehr prdmenopausale
Patientinnen eingeschlossen waren als postmenopausale. Von insgesamt zwolf Patientinnen der
Randomisierungsgruppe FEC-DG waren acht Patientinnen (66,7%) und somit zwei Drittel
pramenopausal und nur vier (33,3%) postmenopausal. Das Patientinnenkollektiv war somit in
Bezug auf die Chemotherapie nicht gleich verteilt, was jedoch keine wesentlichen Auswirkungen

auf die anderen Ergebnisse hat, weil stets das gesamte Patientinnenkollektiv untersucht wurde.

Der Vergleich der Antikérpertherapie mit Trastuzumab lieferte flr Inhibin A zum Zeitpunkt
vor Chemotherapie ebenfalls ein signifikantes Ergebnis: Inhibin A war bei Patientinnen, die
Trastuzumab (Herceptin®) erhalten sollten, hoher als bei denen ohne die Antikorpertherapie.
Auch dieses Ergebnis ist schwer zu deuten, da auch hier der Wirkstoff zum Zeitpunkt vor der

eigentlichen Gabe noch keine Auswirkungen auf das Molekl haben kann.
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4.2.3 Inhibin A, Patientinnenalter, Menopausenstatus und Amenorrho

Der Vergleich des Patientinnenalters zeigte, dass die Inhibin A-Serumkonzentration im
ultrasensitiven Nachweis bei den jlngeren Patientinnen (unter 52 Jahren) signifikant héher lag
als bei den alteren (>52Jahre). Dieser Ergebnis Uberrascht nicht, denn wie bereits beschrieben,

fallen Inhibin A und B perimenopausal und somit mit zunehmenden Lebensalter ab [130, 132].

Der Vergleich des Menopausenstatus lieferte ein ahnliches Ergebnis. Hier konnte gezeigt
werden, dass die Inhibin A-Serumkonzentration im normalen wie auch im ultrasensitiven
Nachweis zum Zeitpunkt vor Chemotherapie bei den pramenopausalen Patientinnen signifikant
hoher war als bei den postmenopausalen. Dieser Sachverhalt bestérkt die Studienlage, die besagt,
dass das hauptsachlich von den Gonaden produzierte Inhibin nach der Menopause stark absinkt
[130, 132, 173]. Im zweijahrigen Follow-up nach Chemotherapie (vier Wochen und zwei Jahre
nach Chemotherapie) unterschieden sich die Inhibin A-Konzentrationen bei den pra- und
postmenopausalen Frauen nicht mehr signifikant. So konnte die Langzeitwirkung einer
durchgefuhrten Chemotherapie eine entscheidende Rolle in der Sekretion von Inhibin A
darstellen, indem die ovarielle Funktion durch die Chemotherapie langfristig beeinflusst wird
[157, 161, 163]. Obwohl sich die Inhibin A-Serumkonzentrationen beim Vergleich des
Menopausenstatus im zweijahrigen Follow up nicht mehr signifikant unterschieden, zeigte sich
jedoch die Tendenz, dass die prdmenopausalen Patientinnen weiterhin hohere Inhibin A-
Konzentrationen aufwiesen als die postmenopausalen Frauen. Zu einem ahnlichen Ergebnis
kamen Cobellis et al, die herausfanden, dass Patientinnen, die im Rahmen einer Chemotherapie
eine Amenorrhd entwickelten, hohere Inhibin A-Serumwerte hatten als Frauen in der
physiologischen Menopause. Dies weist auf eine zwar verminderte, aber erhaltene
Ovarialfunktion nach der adjuvanten Chemotherapie hin [135]. Die Inhibin A-Konzentration
kdnnte also einen prognostischen Parameter fur die ovarielle Funktion darstellen und die

adaquate Beratung der Patientinnen unterstiitzen.

Der Vergleich zwischen den Patientinnen, die eine Amenorrho entwickelten und denen, die
weiterhin eine Menstruation hatten, zeigte, dass die Frauen mit Amenorrhd vier Wochen nach
Abschluss der Chemotherapie signifikant niedrigere Inhibin A-Serumkonzentrationen hatten als
die Patientinnen, die weiterhin menstruierten. Die ovarielle Funktion spielt die wesentliche Rolle
bei der Entstehung einer Amenorrhd. Dieses Ergebnis belegt ebenfalls die Auswirkungen der
Chemotherapie Auswirkungen auf die ovarielle Funktion, wie bereits mehrfach Kklinisch
beobachtet wurde [157, 158, 161, 163].
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Des Weiteren erhértet dies die oben beschriebene Annahme, dass Inhibin A einen prognostischen
Marker fur die ovarielle Reserve und die Entwicklung einer Amenorrho darstellt. Zwei Jahre
nach Chemotherapie bestand kein Unterschied mehr zwischen der Amenorrhé-Gruppe und der
Nicht-Amenorrho-Gruppe. Dies weist darauf hin, dass die ovarielle Funktion durch die

Chemotherapie langerfristig eingeschrankt bleibt.

Petraglia et al. fanden heraus, dass Frauen mit idiopathischem POF-Syndrom niedrigere Inhibin
A- und Inhibin B-Spiegel hatten als fertile Frauen oder Frauen mit einer hypothalamisch-
hypophysar bedingten Amenorrhd. Interessanterweise bestand in Bezug auf die Inhibin A- und
B-Konzentration jedoch kein Unterschied zwischen den postmenopausalen Frauen und denen
mit POF-Syndrom [174]. Somit Kkorrelieren sowohl die Inhibin A- als auch die Inhibin B-

Konzentration im Serum mit der Verminderung der ovariellen Funktion.

4.2.4 Inhibin A als Tumormarker und prognostischer Marker beim Mammakarzinom

Schon im Jahr 1999 bewiesen Di Loreto et al., dass die Inhibinuntereinheiten im Brustepithel
nachweisbar sind und dass deren Expression von der Invasivitat einer Brusterkrankung abhangt
[136]. Je maligner und invasiver der Tumor war, desto niedriger war die Expression der INH-a-
und -BA-Untereinheiten [136, 149]. Das Verhalten der Glykoproteine im Serum von
Mammakarzinompatientinnen ist jedoch noch nicht vollstdndig geklart. Reis et al. zeigten, dass
im Serum von Mammakarzinompatientinnen erhéhte Activin A-Spiegel gemessen werden
konnten und deren Konzentration nach Exzision des Tumors abfiel [152]. Dieser Sachverhalt
legt nahe, dass sich die Expression der Inhibin-Untereinheiten durch den Tumor im Serum
widerspiegelt. Liang et al. untersuchten Proteine, die von Brustkrebszelllinien sezerniert werden,
und fanden heraus, dass unter anderem die Inhibin-B-Untereinheit von malignen

Mammakarzinomzellen vermehrt nach extrazellulér sezerniert wird [175].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich die Inhibin A-Serumkonzentrationen im
Follow up zwischen dem Zeitpunkt 2, vier Wochen nach Chemotherapie, und dem Zeitpunkt 3,
zwei Jahre nach Chemotherapie, nicht unterscheiden. Dies ist interessant, weil in diesem
Zeitraum keine der Patientinnen ein Rezidiv des Mammakarzinoms entwickelt hat. Ein
plotzlicher Anstieg der serologischen Inhibinkonzentration konnte einen Hinweis auf ein

Brustkrebsrezidiv geben.
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Somit konnte Inhibin A einen moglichen Tumormarker sowie unabhéngigen Prognosemarker
fir das rezidivfreie Uberleben beim Mammakarzinom darstellen. Allerdings bedarf es

diesbeziiglich noch weiterer langfristiger Untersuchungen an einem grélReren Patientenkollektiv.

Die Rolle der INH-a-Untereinheit als Tumorsuppressor wurde bereits vielfach diskutiert.
Transgene Mause mit einer Deletion der INH-a-Untereinheit entwickelten gonadale
Stromatumoren [139]. Dies kdnnte zum einen dadurch begriindet sein, dass durch die fehlende
INH-a-Untereinheit die Inhibinproduktion aufgehoben ist und es somit zur unkontrollierten
FSH-Sekretion kommt. Die mitogene Wirkung von FSH auf die Granulosazellen kdénnte ein
Tumorwachstum begiinstigen. Zum anderen kénnte eine Uberexpression von B-Dimeren
stattfinden und somit vermehrt Activin anfallen. Activin wirkt auf einige Gewebe wie Ovar,
Hoden und Nebenniere wachstumsférdernd, was ebenfalls die Bildung eines Malignoms erkléren
konnte [20]. Auch in weiteren malignen Tumoren scheint die INH-a-Untereinheit als
Tumorsuppressor zu fungieren, so zum Beispiel beim Magenkarzinom wie Kim et al.
herausfanden. Bei Magenkarzinomzellen war das INH-a-Protein vermindert und transkriptionell
stillgelegt, wahrend die medikamentdse Anhebung der INH-a-Untereinheit mit der Induktion der
Apoptose und der Regulation des Zellwachstums in Verbindung zu stehen scheint [176]. Des
Weiteren stellt Inhibin-Pro-aC, ein Vorlauferprotein der INH-a-Kette, einen Tumormarker fur
das adrenokortikale Karzinom dar. Patienten mit Nebennierenrindenkarzinomen hatten erhohte
Serumwerte von Inhibin-Pro-aC [177]. Somit stellt die INH-a-Untereinheit einen allgemeinen

Tumormarker auch auBBerhalb der reproduktiven Achse dar.

4.3 Inhibin B

4.3.1 Allgemein

Inhibin B besteht aus einer INH-a- und einer INH-BB-Untereinheit und ist ebenfalls an der FSH-
Regulation beteiligt [99]. Allerdings ist dessen Rolle in der Karzinogenese noch weitgehend
unklar. Wahrend zahlreiche Erkenntnisse tber die Funktion der INH-BA-Untereinheit, und somit
indirekt von Inhibin A und Activin A bekannt sind, ist die genaue Funktion der INH-BB-
Untereinheit (und somit von Inhibin B und Activin B) noch unbekannt. Obwohl die beiden
Inhibin-Untereinheiten INH-BA und INH-BB etliche Ahnlichkeiten besitzen, haben sie doch
unterschiedliche Funktionen [178-180].
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Inhibin B bzw. Activin B wurden im Vergleich zu Inhibin A bzw. Activin A als geeignetere
Tumormarker bei Granulosazelltumoren vorgeschlagen [181, 182], dies konnte jedoch nicht fur
andere Tumoren festgestellt werden. Allerdings scheint Inhibin B eine wichtige Rolle bei der

Regulierung der Ovarfunktion zu spielen.

Im Zusammenhang mit einer durchgefiihrten Chemotherapie wurde Inhibin B in einigen Studien
als Serummarker fir die Ovarialreserve diskutiert. Mehrfach konnte gezeigt werden, dass Inhibin
B und AMH, beides Proteine der TGF-B-Proteinfamilie, wahrend einer Chemotherapie
signifikant abnehmen [164, 165, 172].

4.3.2 Inhibin B, Patientinnenalter, Menopausenstatus und ovarielle Reserve

Im zeitlichen Verlauf wurde sichtbar, dass die Inhibin B-Serumkonzentration im Rahmen der
Chemotherapie vier Wochen nach dieser einen leichten Abfall und zwei Jahre nach Abschluss

der Chemotherapie einen starkeren Abfall zeigte, jedoch ohne Signifikanz.

Beim Vergleich des Patientinnenalters zeigte sich zum Zeitpunkt vor Chemotherapie ein
signifikantes Ergebnis: Inhibin B lag bei den jlingeren Patientinnen signifikant hoher als bei den
alteren, wie es auch bei Inhibin A der Fall war. Wie bereits beschrieben sinken die serologischen
Inhibin A- und Inhibin B-Konzentrationen im Rahmen der Menopause und mit steigendem
Lebensalter [130].

Ein &hnliches Ergebnis lieferte auch der Vergleich des Menopausenstatus, der zeigte, dass die
pramenopausalen Frauen zwei Jahre nach Chemotherapie eine signifikant héhere Inhibin B-
Serumkonzentration aufwiesen als die postmenopausalen. Somit scheint die Inhibin B-
Konzentration bei den prdmenopausalen Patientinnen ein gewisses Erholungspotenzial nach der
durchgefuhrten Chemotherapie zu haben. Diese Annahme wird durch die Studie von Crofton et
al. bestarkt: Die Gruppe untersuchte Kinder, die aufgrund einer malignen Erkrankung eine
Chemotherapie erhielten und fand heraus, dass es bei den Madchen durch die Gonadotoxozitat
der Chemotherapie zu einer transienten Suppression von Inhibin B kam [183]. Die Inhibin B-
Werte erholten sich aber in den meisten Fallen wieder, was auf einen temporédren Arrest der
Follikelentwicklung durch die Chemotherapie mit moglichem Erholungspotenzial hinweist. Eine
anhaltende Suppression der Inhibin B-Konzentration wurde als eine endgultige Zerstérung des

Ovars interpretiert [183].
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Inhibin B wurde bereits mehrfach als Serummarker fir die Ovarialreserve diskutiert [164, 165].
Inhibin B und AMH, beides Proteine der TGF-B-Proteinfamilie, nahmen wahrend einer
Chemotherapie signifikant ab [172]. Bei Frauen mit chemotherapiebedingter Amenorrhd waren
die Inhibin B- und AMH-Serumkonzentrationen signifikant niedriger als bei der

altersentsprechenden Kontrollgruppe [165].

Somit sind neben den FSH- und Ostradiolspiegeln auch die Inhibin B- und AMH-
Konzentrationen mit der Entstehung einer chemotherapiebedingten Amenorrhd assoziiert und
kdnnen als zusétzliche Biomarker fur die Ovarialreserve betrachtet werden [163-165, 171].
Besonders pré-chemotherapeutisch niedrige Werte von Inhibin B und AMH scheinen das CRA-
Risiko zu erhohen und konnten somit als pradiktiver Marker fir die chemotherapiebedingte
Amenorrhd fungieren [167]. Inhibin B stellt somit einen wichtigen Prognosemarker flr die
ovarielle Reserve unter anderem nach einer durchgefiihrten Chemotherapie dar, was vor allem in
Anbetracht der jlngeren Mammakarzinompatientinnen mit gegebenenfalls noch nicht

abgeschlossener Familienplanung eine bedeutende Rolle spielt.

4.4 Activin A

4.4.1 Allgemein

Activin A besteht aus zwei identischen INH-BA-Untereinheiten und stimuliert die FSH-
Sekretion aus der Hypophyse [85]. Es ist endokrinologisch gesehen somit ein funktioneller
Gegenspieler des Inhibins. Obwohl die Gonaden die Hauptquelle darstellen, wird Activin von
einer Vielzahl weiterer, verschiedener endokriner und nicht-endokriner Organe exprimiert [119].
Activin und der Activin-Typ-1I-Rezeptor konnten bereits in verschiedenen Brustzelllinien
nachgewiesen werden und scheinen in einigen dieser Zelllinien das Zellwachstum in vitro zu

regulieren [150].

4.4.2 Activin A und Chemotherapie

Die Activin A-Serumkonzentration blieb bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Mammakarzinompatientinnen im Verlauf der adjuvanten Chemotherapie relativ konstant und
scheint somit nicht oder zumindest weniger durch die Chemotherapie beeinflusst zu werden als
Inhibin. Beim Vergleich der beiden Chemotherapiearme FEC-DG versus FEC-DOC konnte
gezeigt werden, dass Activin A vier Wochen nach Chemotherapie in der Gruppe FEC-DG mit

Gemcitabin hoher lag als in der Gruppe ohne Gemcitabin.
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Activin A besteht aus zwei INH-BA-Untereinheiten und somit scheint INH-BA im Rahmen der
Therapie mit Gemcitabin vermehrt sezerniert zu werden. Eine andere Moglichkeit ware, dass
durch die Gemcitabintherapie die Expression der INH-a-Untereinheit supprimiert wird und somit
vermehrt INH-BA-Untereinheiten anfallen, die sich zu Activin A dimerisieren. Sprich die
Sekretion wird aufgrund eines Mangels an INH-a-Untereinheiten zum Activin hin verschoben.
Die strukturelle Ahnlichkeit von Inhibin und Activin legt nahe, dass die Zelle die Produktion
dieser zwei gegenséatzlich wirkenden Faktoren schnell alternieren kann und eine Verminderung

der einen Untereinheit zu einem Uberangebot der anderen Untereinheit fiihrt [20].

Ein Zusammenhang zwischen Gemcitabintherapie und Proteinen der TGF-B-Proteinfamilie
konnte bereits bei anderen malignen Tumoren nachgewiesen werden. Liu et al. zeigten, dass das
Ansprechen einer Chemotherapie beim Leber- und Magenkarzinom durchaus von der Sekretion
verschiedener TGF-B-Proteine abhangig sein kann [184]. Kim et al. fanden heraus, dass TGF-f-
Rezeptor-Inhibitoren die Zytotoxizitat von Gemcitabin beim Pankreaskarzinom verstarken [185].
Somit scheint es einen wichtigen Zusammenhang zwischen der Chemotherapie mit Gemcitabin
und Activin A zu geben. In diesem Kontext sind jedoch weitere Untersuchungen und Studien

notwendig.

4.4.3 Activin A, Menopausenstatus und Amenorrho

Beim Vergleich von Menopausenstatus und Amenorrhd konnten fur Activin A keine
signifikanten Ergebnisse erhoben werden. Das Glykoproteinhormon scheint also kaum durch die
hormonelle Situation im weiblichen Korper beeinflusst zu werden. Diese Annahme wird durch
die Studienlage bestarkt, die besagt, dass Activin im Laufe des Menstruationszyklus relativ
konstant bleibt [128]. Des Weiteren zeigt Activin A bei Studien zur Ovarfunktion keinen
Unterschied zwischen fertilen pramenopausalen Frauen, postmenopausalen Frauen und Frauen
mit POF-Syndrom [174]. Activin A scheint also nicht direkt mit der ovariellen Funktion zu
korrelieren und hat wenig Einfluss auf die hypophysér-gonadale Hormonachse im Rahmen des
Menstruationszyklus [128].

4.4.4 Activin A, Her2/neu-Status und Trastuzumab

Zum Zeitpunkt 2, vier Wochen nach Chemotherapie, zeigten die Patientinnen mit Her2/neu-
positiven Mammakarzinomen eine signifikant hohere Activin A-Serumkonzentration als

Patientinnen mit HER2/neu-negativen Tumoren.
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Die Her2/neu-positiven Tumore scheinen entweder vermehrt INH-BA-Untereinheiten und somit
Activin A zu produzieren oder sie supprimieren die INH-a- und INH-BB-Untereinheit und
verschieben somit durch ein Uberangebot an INH-BA-Untereinheiten die Produktion

zu Activin A.

Ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression des Wachstumsfaktorrezeptors Her2/neu und
den zellularen Effekten der TGF-B-Proteine, zu denen auch die Activinuntereinheiten zahlen, in
Brustepithelzellen wurde bereits beschrieben [186]. Landis et al. zeigten, dass die Expression
verschiedener TGF-B-Zielgene in Her2/neu-positiven Mammakarzinomzellen verandert wurde,
weil deren Signalweg herunterreguliert wurde [187]. Somit scheint der Her2/neu-Status der
Zellen durchaus Auswirkungen auf die Genregulation und Expression der TGF-B-Proteine und

somit auch der Inhibin- und Activinuntereinheiten zu haben.

Activin A lieferte ein weiteres signifikantes Ergebnis beim Vergleich der Antikorpertherapie mit
Trastuzumab (Herceptin®) ebenfalls vier Wochen nach Chemotherapie. Trastuzumab ist ein
monoklonaler Antikorper, der in der Therapie des Mammakarzinoms bei Patientinnen mit
Tumoren mit einer Uberexpression des Her2/neu-Wachstumsfaktorrezeptors eingesetzt wird. Die
Activin  A-Serumkonzentration lag bei den Patientinnen, die eine Trastuzumab-
Antikorpertherapie erhielten, hoher als bei den Patientinnen ohne Antikdrpertherapie. Welchen
Einfluss die Trastuzumabtherapie auf die Produktion von Activin A hat, ist noch nicht
vollstandig geklart. Es wurde jedoch bereits ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression
des Wachstumsfaktorrezeptors Her2/neu und den zelluldren Effekten der TGF-B-Proteine in
Brustepithelzellen nachgewiesen [186]. So konnten TGF-B-Proteine die Zellmotilitat bei
Her2/neu-positiven Zellen steigern, wéhrend Trastuzumab die TGF-B-induzierte Zellmotilitat
verhinderte [186]. Es ist also davon auszugehen, dass die Her2/neu-Uberexpression und der
TGF-B-Signalweg bei der Induktion gewisser zelluldrer Eigenschaften und somit auch mit der
Tumorprogression in Verbindung stehen und dass Trastuzumab diese Eigenschaften zu

beeinflussen vermag [186].

4.4.5 Activin A als prognostischer Marker beim Mammakarzinom

Activin A wurde bereits als Tumormarker bei unterschiedlichen malignen Erkrankungen
vorgeschlagen, einschlieRlich Adenokarzinom der Lunge [188], Osophaguskarzinom [189, 190],
Pleuramesothelium [191] und Uterusmalignomen [192]. Auch beim Mammakarzinom scheint

Activin A eine pathogenetische Funktion zu besitzen.
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So konnte bei Patientinnen mit Mammakarzinom ein Abfall der Activin A-Serumkonzentration

nach operativer Tumorentfernung beobachtet werden [152, 153].

Activin spielt eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation und -differenzierung, der Apoptose,
der Immunantwort, der Wundheilung und auch der Karzinogenese [101]. Activin wirkt auf
einige  Gewebe wie Ovar, Hoden wund Nebenniere wachstumsfordernd, was eine
Malignombildung begunstigen kénnte [20]. Hoda et al. fanden heraus, dass Zellen mit Activin
A-Behandlung weiter wuchsen und die Behandlung mit Activinrezeptor-Inhibitoren zu einer
Hemmung des Zellliberlebens fiihrte, so dass die Hemmung des Activinrezeptors als neues
therapeutisches Mittel bei malignen Erkrankungen angesehen werden kann [191]. Somit konnte
Activin A und sein Rezeptor gegebenenfalls auch ein therapeutisches Ziel beim

Mammakarzinom darstellen.

Die Activinuntereinheiten sowie der Activin-Typ-11-Rezeptor wurden bereits in verschiedenen
Brustzelllinien nachgewiesen und Activin scheint das Zellwachstum von Mammakarzinomzellen
in vitro zu hemmen [150, 151]. Auch in menschlichen Brustkrebszellen ist Activin in der Lage
das Zellwachstum zu hemmen [151]. Reis et al. beschrieben, dass dimeres Activin A im
Mammakarzinomgewebe signifikant stiarker nachweisbar ist als normalem Brustgewebe. Auch
die serologische Activin A-Konzentration war bei Mammakarzinompatientinnen signifikant
hoher als bei der gesunden Kontrollgruppe und fiel nach operativer Entfernung des Tumors
signifikant ab, so dass der Tumor mdglicherweise selbst in der Lage ist, Activin A zu

produzieren und dieses in die Zirkulation abzugeben [152, 153].

Des Weiteren scheint Activin A eine Rolle bei der Pathogenese von osséren Metastasen zu
spielen, da seine Serumwerte bei Patientinnen und Patienten mit Knochenmetastasen beim
Mamma- und Prostatakarzinom signifikant héher waren als in der Kontrollgruppe [156].
AuRerdem tragt Activin A zur tumorbedingten Kachexie bei und erhéht somit die
Tumormortalitdt beim Menschen [193, 194]. Activin A spielt folglich eine wesentliche Rolle in
der Tumorbiologie, Pathophysiologie sowie Karzinogenese und sollte Gegenstand der aktuellen
Forschung bleiben. Nicht zuletzt, weil Molekile, die den TGF-B-11-Rezeptor blockieren und

somit die Activinwirkungen aufheben, eine Therapieoption der Zukunft darstellen [191].
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45 ActivinB

45.1 Allgemein

Activin B besteht aus zwei INH-BB-Untereinheiten und aktiviert ebenfalls die FSH-Sekretion
[97]. Wahrend zahlreiche Erkenntnisse tber die Funktion der INH-BA-Untereinheit bestehen, ist
die genaue Rolle der INH-BB-Untereinheit und somit von Activin B insbesondere in der

Karzinogenese weitgehend unklar.

4.5.2 Activin B, Chemotherapie und Endokrinologie

Fur Activin B konnten im Rahmen dieser Arbeit keine signifikanten Ergebnisse erhoben werden.
Es scheint unabhdngig von der adjuvanten Therapie, dem Menopausenstatus und der
Entwicklung einer Amenorrhd zu sein. Wie bereits beschrieben wurde, bleibt Activin auch im
Rahmen des Menstruationszyklus relativ konstant [128]. Im zeitlichen Verlauf der adjuvanten
Chemotherapie wurde gezeigt, dass die Activin B-Serumkonzentration weitgehend konstant
blieb mit einer leicht sinkenden Tendenz. Activin B wird offenbar kaum durch die

Chemotherapie beeinflusst.

Waéhrend die Funktion von Activin B bei malignen Erkrankungen noch weitgehend unklar ist,
scheint dieses Molekiil jedoch eine wesentliche Rolle bei endokrinologischen und metabolischen
Vorgangen zu besitzen. Activin B beeinflusst beispielsweise die GroRe, Anzahl und
Zellzusammensetzung der Inselzellen des Pankreas ohne jedoch Auswirkungen auf die
Glucosehomoostase des Korpers zu haben [195]. Auch bei der Entstehung von Adipositas und
metabolischen Storungen ist Activin B involviert [196]. Des Weiteren spielt Activin B eine Rolle
bei der chronisch-inflammatorischen Andmie und scheint hier ein geeignetes therapeutisches
Ziel darzustellen [197].

4.5.3 Activin B als prognostischer Marker beim Mammakarzinom

Obwohl Activin B beziehungsweise Inhibin B bei Granulosazelltumoren als geeignetere
Tumormarker als Activin A vorgeschlagen wurden [181, 182], sollte dies in weiteren, grofieren

Untersuchungen bestatigt werden.

Bei Untersuchungen von Mammagewebe konnte gezeigt werden, dass die Inhibin-f-
Untereinheiten INH-BA und INH-BB schwicher exprimiert wurden je invasiver eine

Brusterkrankung war.
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Die verminderte Expression dieser Proteine konnte eine abnorme Zellproliferation beim
Mammakarzinom beglinstigen und somit auch Hinweise auf eine maligne Entartung geben
[136]. Der Vergleich verschiedener maligner Brusterkrankungen lieferte jedoch nur fur die INH-
a- und INH-BA-Untereinheiten signifikante Unterschiede, diese waren bei den maligneren
Erkrankungen vermindert. INH-BB konnte zwar in allen Mammakarzinomgeweben
nachgewiesen werden, jedoch ohne statistisch signifikante Unterschiede in Hinsicht auf die Art
des Gewebes [149].

Zusétzlich scheint die INH-BB-Untereinheit mit der Karzinogenese des endometrioiden
Adenokarzinoms des Uterus in Verbindung zu stehen ohne jedoch einen geeigneten
prognostischen Marker darzustellen [143]. Activin B spielt in Anbetracht der aktuellen
Studienlage eine weniger bedeutende Rolle sowohl bei der hormonellen Regulation als auch bei
der Karzinogenese. Dennoch besitzt auch dieses Glycoproteinhormon wichtige Funktionen im

menschlichen Korper.

4.6 Activin AB

4.6.1 Allgemein

Activin AB besteht aus zwei heterogenen Untereinheiten, einer INH-BA- und einer INH-BB-
Untereinheit. Es stimuliert ebenfalls die FSH-Sekretion aus der Hypophyse [84]. Allerdings ist
die genaue Funktion dieses Molekils noch weitgehend unklar. Auch die Faktoren, die die

Synthese von Activin AB stimulieren, sind derzeit noch unbekannt.

4.6.2 Activin AB und Chemotherapie

Im zeitlichen Verlauf der adjuvanten Chemotherapie blieb Activin AB, ahnlich wie die beiden
bereits beschriebenen Activinformen Activin A und Activin B, relativ konstant mit einem
minimalen Abfall nach Abschluss der Chemotherapie. Beim Vergleich der Activine in Bezug auf
die beiden Chemotherapieschemata FEC-DG mit Gemcitabin versus FEC-DOC ohne
Gemcitabin ergaben sich signifikante Ergebnisse: nicht nur die Serumkonzentration von Activin
A sondern auch die von Activin AB waren beim Chemotherapieschema FEC-DG mit
Gemcitabin vier Wochen nach Chemotherapie signifikant hoher als beim Schema ohne
Gemcitabin. Es wurde bereits beschrieben, dass Activin A aus zwei INH-BA-Untereinheiten und
Activin AB aus einer INH-BA- und einer INH-BB-Untereinheit besteht.
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Somit zeigen die beiden Glykoproteinhormone, die die INH-BA-Untereinheit enthalten,
signifikante Unterschiede beim Vergleich der beiden Chemotherapiearme. Es besteht also die
Annahme, dass die INH-BA-Untereinheit bei einer Therapie mit Gemcitabin vermehrt sezerniert
wird. Alternativ kénnte es durch die Gemcitabintherapie zu einer Verminderung der INH-o-
Untereinheit kommen, so dass die Produktion von INH-B-Untereinheiten tberwiegt und zum
Activin  hin verschoben wird. Diese Tatsache wurde bisher jedoch noch nicht in

wissenschaftlichen Studien belegt.

Activin B (BB-BB) enthélt keine INH-BA-Untereinheit und liefert in diesem Zusammenhang

interessanterweise auch keinen signifikanten Unterschied.

4.6.3 Activin AB, Amenorrhd und Menopausenstatus

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Activin AB-Konzentration bei den
Patientinnen, die im Rahmen der Chemotherapie eine Amenorrho entwickelten, zwei Jahre nach
Chemotherapie signifikant hoher lag als bei den Patientinnen ohne Amenorrhé. Ein dhnliches
Ergebnis lieferte der Vergleich des Menopausenstatus, der zeigte, dass die Activin AB-
Konzentration zwei Jahre nach Chemotherapie bei den postmenopausalen Frauen hoher lag als
bei den pradmenopausalen. Wahrend die Inhibin-Serumkonzentration mit zunehmenden
Lebensalter und abnehmender Ovarfunktion fallt, steigt die Konzentration von Activin,
insbesondere von Activin A, mit zunehmenden Lebensalter signifikant an [133, 134]. Diese
Aussage wurde im Rahmen dieser Arbeit somit auch fir Activin AB belegt. Da die untersuchten
postmenopausalen Patientinnen im Durchschnitt &lter waren (Durchschnittsalter 60 Jahre) als die
pramenopausalen (Durchschnittsalter 45 Jahre), und Activin, wie bereits erwédhnt, mit dem
Lebensalter ansteigt, erscheint es durchaus logisch, dass die Activin AB-Serumkonzentrationen

bei den postmenopausalen Patientinnen signifikant hoher war als bei den pramenopausalen.

4.6.4 Activin AB und Her2/neu-Status

Wie bereits beschrieben, scheint es einen Zusammenhang zwischen der Uberexpression des
Wachstumsfaktorrezeptors Her2/neu und den zellularen Effekten der TGF-B-Proteine in
Brustepithelzellen zu geben [186]. Interessanterweise ergab der Activin AB-Nachweis in
Korrelation des Her2/neu-Status zum Zeitpunkt 2, vier Wochen nach Chemotherapie, ein

signifikantes Ergebnis:
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Die Activin AB-Serumkonzentration war bei den Her2/neu-negativen Tumoren vier Wochen
nach Chemotherapie hoher als bei den Her2/neu-positiven Tumoren (im Gegensatz zu Activin A,
dessen Konzentration bei den Her2/neu-positiven Tumoren hoéher war). Her2/neu-negative
Tumore produzieren im Gegensatz zu den Her2/neu-positiven Tumoren nicht nur INH-BA-
sondern auch INH-BB-Untereinheiten und somit Activin AB. Allerdings ist der genaue
pathophysiologische Mechanismus des moglichen Zusammenhangs von Her2/neu-
Wachstumsfaktorrezeptor und Activin AB noch unbekannt. Obwohl die hier beschriebenen
Ergebnisse einen Zusammenhang zwischen diesen beiden Faktoren nahe legen, bleibt die

klinische Relevanz bisher weitestgehend ungeklért und bedarf weiterer Forschung.

Die Parameter GroRe und Gewicht der Patientinnen, TumorgroRe, Rezeptorstatus des Tumors
sowie die endokrine Therapie lieferten kein signifikantes Ergebnis im Rahmen dieser Arbeit und
scheinen somit auch keine Auswirkung auf die Serumkonzentration von Inhibin und Activin zu

haben.
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5  Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Erkrankung der Frau [1]. Die wichtigsten
prognostischen Faktoren sind die TNM-KIassifikation sowie die molekularbiologischen
Tumoreigenschaften [46, 48]. Die Therapie des Mammakarzinoms ist eine Kombinationstherapie
aus Operation, Radiatio, Hormon-, Chemo- und Antikdrpertherapie [62-64]. Eine von vielen
maoglichen Nebenwirkungen der Chemotherapie ist die Gonadotoxizitdt mit ovarieller
Dysfunktion, Amenorrh6 und Sterilitat [64, 71, 158]. Die chemotherapieinduzierte Amenorrho
spielt eine bedeutende Rolle, da bereits junge Frauen vor Abschluss der Familienplanung an
einem Mammakarzinom erkranken und eine adjuvante Chemotherapie erhalten [2]. Trotz
vielfacher Forschung gibt es bisher nur wenige Methoden um das Follow up von
Brustkrebspatientinnen mit adjuvanter Chemotherapie zu beurteilen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei 30 Mammakarzinompatientinnen die serologischen
Konzentrationen der Glykoproteinhormone Inhibin und Activin im Verlauf der adjuvanten
Chemotherapie qualitativ und quantitativ gemessen und deren Rolle in Bezug auf die adjuvante
Therapie, die chemotherapieinduzierte Amenorrhd und deren mogliche Funktion als

Tumormarker und Prognoseparameter beim Mammakarzinom untersucht und diskutiert.

Inhibin und Activin gehoren zur TGF-B-Proteinfamilie. Sie werden hauptséchlich in den
Granulosazellen des Ovars produziert und haben verschiedene endokrinologische und nicht-
endokrinologische Funktionen wie beispielsweise die Regulierung der FSH-Sekretion sowie der
Zellproliferation und -differenzierung und spielen des Weiteren eine Rolle bei der Pathogenese
maligner  Erkrankungen [81, 83]. Zusammenfassend scheinen die Inhibin- und
Activinkonzentrationen im Serum von Brustkrebspatientinnen unter adjuvanter Therapie von
verschiedenen Parametern wie der Chemotherapie, dem Patientinnenalter, dem
Menopausenstatus, der Entwicklung einer Amenorrhd, dem Her2/neu Status und der
Trastuzumabtherapie abhéangig zu sein und beeinflusst zu werden. Andere Parameter wie Grole
und Gewicht der Patientinnen, TumorgroRe, Rezeptorstatus des Tumors sowie die endokrine
Therapie scheinen jedoch keine Auswirkung auf die Konzentration der Glycoproteinhormone

Inhibin und Activin im Serum von Brustkrebspatientinnen zu haben.

Da Inhibin in den Granulosazellen des Ovars produziert wird und dessen Konzentration im
Rahmen der Menopause abfallt [20, 130], waren beim Vergleich des Patientinnenalters
erwartungsgeméal sowohl die Inhibin A- als auch die Inhibin B-Serumkonzentration bei den

jungeren Patientinnen hoher als bei den alteren.
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Die Inhibin A-Serumkonzentration zeigte im ultrasensitiven Nachweis eine signifikante
Abnahme im Verlauf der adjuvanten Chemotherapie. Dieser Abfall der Inhibin A-Konzentration
scheint die Suppression der ovariellen Funktion im Rahmen der Chemotherapie
widerzuspiegeln und macht Inhibin A zu einem Marker fur die chemotherapieinduzierte

Amenorrho.

Dies wird durch den Vergleich der Patientinnen mit und ohne Entwicklung einer Amenorrho
bestatigt. Inhibin A war vier Wochen nach Abschluss der Chemotherapie bei den Frauen, die im
Rahmen der Chemotherapie eine Amenorrhd entwickelt hatten, signifikant niedriger als bei den
Frauen ohne Amenorrhd. Die Activin AB-Serumkonzentration hingegen war bei den
Patientinnen mit Amenorrhd zwei Jahre nach Chemotherapie hoher, denn Activin steigt mit

zunehmenden Lebensalter an [133, 134].

Der Vergleich des Menopausenstatus, welcher zeigte, dass Inhibin A vor Beginn der
Chemotherapie bei den postmenopausalen Frauen niedriger war als bei den prdmenopausalen,
verdeutlicht ebenfalls den Zusammenhang der Inhibin A-Konzentration mit der ovariellen
Funktion. Zwei Jahre nach Chemotherapie konnte dieser Zusammenhang fur Inhibin B belegt
werden, was flr eine gewisse Erholungstendenz von Inhibin B bei den pramenopausalen Frauen
spricht. Da die Activin-Serumkonzentration mit dem Alter zunimmt [133, 134], ist es kaum
verwunderlich, dass Activin AB im zweijdhrigen Follow-up nach Chemotherapie bei den
postmenopausalen Patientinnen, die im Durchschnitt alter sind als die pramenopausalen, héher

lag.

Die beiden untersuchten Chemotherapieschemata FEC-DG mit Gemcitabin versus FEC-DOC
allein zeigten flr die serologische Activinkonzentration signifikante Unterschiede: Activin A
und Activin AB waren hoher, wenn die Patientinnen das Chemotherapieschema mit Gemcitabin
erhielten. Das Zytostatikum Gemictabin scheint also die Activin-Serumkonzentration,

insbesondere die Konzentration der INH-BA-Untereinheit, zu erhéhen.

Zudem scheint der Her2/neu-Status des Tumors Auswirkungen auf die Activin-
Serumkonzentration zu haben, denn die Activin A-Konzentration war bei den Her2/neu-positiv
getesteten Patientinnen vier Wochen nach Chemotherapie héher als bei den Her2/neu-negativen.
Die Activin AB-Konzentration hingegen lag bei den Her2/neu-negativ getesteten Patientinnen
hoher. Die Her2/neu-positiven Tumore produzieren moglicherweise mehr Wachstumsfaktoren,
die die Activinproduktion dadurch verdndern. Diese Annahme sollte jedoch in weiteren Studien

untersucht werden.
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Auch die Therapie mit dem monoklonalen Antikorper Trastuzumab scheint die Activin-
Konzentration zu beeinflussen. Activin A lag vier Wochen nach Chemotherapie bei den

Patientinnen, die Trastuzumab erhielten, hoher als bei denen ohne Antikdrpertherapie.

Des Weiteren wurde die Funktion von Inhibin A als Tumor- und Prognosemarker fur das
Mammakarzinom dargestellt, da ein Anstieg der Serumkonzentration Hinweise auf ein
Brustkrebsrezidiv geben kann. Die Rolle der Inhibin-a-Untereinheit als Tumorsuppressor wurde
bereits in vielen experimentellen Studien untersucht und diskutiert [102, 139]. Wéhrend Activin
B eine geringe Rolle bei der Karzinogenese spielt, wurde die Funktion von Activin A als
Tumormarker und Tumorsuppressor ausfihrlich dargestellt [150, 151, 155]. Activin A und der
Activin-Typll-Rezeptor stellen ein neues Therapieziel bei malignen Erkrankungen dar und

sollten weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung bleiben [150, 151, 191].

In der vorliegenden Arbeit konnten, wie vorstehend zusammengefasst, einige bedeutende
Eigenschaften und Funktionen von Inhibin und Activin herausgearbeitet werden. Hier sind
insbesondere deren Verhalten im Rahmen der adjuvanten Therapie unter Betrachtung
verschiedener  endokrinologischer,  molekularbiologischer ~ sowie  patienten-  und
therapiebezogener Parameter und deren Rolle als Serummarker fir die ovarielle Reserve sowie
als Prognosemarker beim Mammakarzinom zu nennen. Die Glykoproteinhormone Inhibin und
Activin sollten jedoch weiterhin Gegenstand der Forschung bleiben, um ihre Kklinische

Bedeutung im Bereich der gynékologischen Endokrinologie und Karzinogenese zu prazisieren.
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7 Anhang

7.1 Tabellen zum Mammakarzinom

Tabelle 1. WHO-Klassifikation der invasiven Mammakarzinome [41].

Invasives Karzinom, no special type (NST)

- pleomorphes Karzinom

- Karzinom mit osteoklastenartigen Riesenzellen

- Karzinom mit chorionkarzinomartigen Merkmalen

- Karzinom mit melanotischen Merkmalen

Invasiv lobulares Karzinom

Tubulares Karzinom

Kribriformes Karzinom

Muzindses Karzinom

Karzinom mit medulldren Eigenschaften

Karzinom mit apokriner Differenzierung

Karzinom mit Siegelringzelldifferenzierung

Invasiv mikropapillares Karzinom

Metaplastisches Karzinom

- hoch differenziertes adenosquamdses Karzinom

- fibromatoseartiges metaplastisches Karzinom

- Plattenepithelkarzinom

- Spindelzellkarzinom

- metaplastisches Karzinom mit mesenchymaler Differenzierung
- gemischtes metaplastisches Karzinom

- myoepithelialis Karzinom

Karzinom mit neuroendokrinen Eigenschaften
- neuroendokriner Tumor, gut differenziert
- neuroendokrines Karzinom, schlecht differenziert (kleinzelliges Karzinom)

- Karzinom mit neuroendokriner Differenzierung

Sekretorisches Karzinom

Invasiv papillares Karzinom

Azinuszellkarzinom

Mukoepidermoides Karzinom

Polymorphes Karzinom

Onkozytéres Karzinom

Lipidreiches Karzinom

Glycogenreiches Klarzellkarzinom

Sebazedses Karzinom




Anhang

83

Tabelle 2. TNM-Klassifikation Mammakarzinoms [198].

T (GrioRe des Primartumors)

X Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir Primartumor

TiS Carcinoma in situ

- TiS (DCIS) - duktales Carcinoma in situ

- TiS (LCIS) - lobuléres Carcinoma in situ

- TiS (Paget) - Paget-Erkrankung der Brustwarze ohne nachweisbaren Tumor

T1 Tumor < 2,0 cm in gréBRter Ausdehnung

- T1mic - Mikroinvasion bis < 0,1 cm

-Tla - Maximaler Durchmesser > 0,1 cm bis 0,5 cm

-Tlb - Maximaler Durchmesser > 0,5 cm bis 1,0 cm

-Tlc - Maximaler Durchmesser >1,0 cm bis 2,0 cm

T2 Tumor mit max. Durchmesser > 2,0 cm bis 5 cm

T3 Tumor mit max. Durchmesser > 5 cm

T4 Tumor jeglicher GroRe mit direkter Infiltration in Brustwand (T4a), Haut (T4b) oder beides
(T4c)

Inflammatorisches Mammakarzinom (T4d)
N (Befallene Lymphknoten)

NX Regiondre Lymphknoten (LK) kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine befallenen Lk

N1mi Lk-Mikrometastasen > 0,2 mm bis maximal 2mm

N1 Metastasen in 1-3 verschieblichen ipsilateralen axillaren Lk (N1a), ipsilaterale Mikrometasta-
se(n) in Lk entlang A.mammaria interna (N1b) oder beides (N1c)

N2 Metastasen in 4-9 ipsilateralen axillaren Lk, untereinander oder an anderen Strukturen fixiert
(N2a), oder ipsilaterale klinisch erkennbare Metastase(n) in Lk entlang der A.mammaria inter-
na (N2b) ohne gleichzeitige axilldre Lk-metastasen

N3 Metastasen in >10 ipsilateralen axillaren Lk oder ipsilateralen infraklavikuldren Lk (N3a), Lk
entlang der ipsilateralen A.mammaria interna + axillare Lk (N3b) oder ipsilaterale
supraklavikuldre Lk (N3c)

M (Fernmetastasen)
MX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen

M1

Fernmetastasen
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Tabelle 3. Stadieneinteilung des Mammakarzinoms nach UICC [199].

Stadieneinteilung nach UICC
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium I1A T0, T1 N1 MO
T2 NO MO
Stadium 11B T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium I11A TO, T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Stadium I11B T4 NO, N1, N2 MO
Stadium I11C Jedes T N3 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

7.2 SUCCESS A-Studie [168]

7.2.1 Einschlusskriterien

- Primares epitheliales invasives Mammakarzinom pT1-4, pMO

- Histologischer Nachweis axillarer Lymphknotenmetastasen pN1-3 oder nodal negative high-

risk Patientinnen NO/X, definiert als pT>2 oder histopathologisches Grading G3 oder Alter

<35 oder negativer Hormonrezeptorstatus

- RO-Resektion des Primartumors (Resektionsrander frei von invasiven Karzinomanteilen) vor

maximal sechs Wochen

—  Frauen alter als 18 Jahre

Referenzlabors

Allgemeinzustand <2 auf der ECOG-Skala (Eastern Cooperative Oncology Group)

Adaquate Knochenmarksreserve: Leukozyten >3.0 x 10%/1 und Thrombozyten >100 x 10%1

Gewabhrleistung regelmaRiger Nachsorge wahrend der Studiendauer

Verstandnis des Studienkonzepts und schriftliche Einverstandniserklarung

GOT, GPT und Alkalische Phosphatase innerhalb 1,5-fachem Normalwert des jeweiligen
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7.2.2 Ausschlusskriterien
- Inflammatorisches Mammakarzinom

- Vorangegangene oder gleichzeitige Therapie mit anderen zytotoxischen oder

antineoplastischen Medikamenten, die nicht innerhalb des Protokolls vorgesehen sind

- Vorgeschichte von Erkrankungen mit Einfluss auf den Knochenstoffwechsel wie zum
Beispiel Morbus Paget und primérer Hyperparathyreoidismus

- Vorausgegangene Behandlung mit Bisphosphonaten innerhalb der letzten sechs Monate

- Eingeschrénkte Nierenfunktion, nachgewiesen durch berechnete Kreatinin-Clearance von

<30ml/min, berechnet nach der Cockroft-Gault-Formel
- Zweitkarzinom (aufer In-situ-Karzinom der Cervix uteri oder adaquat behandeltes Basaliom)

- Manifeste kardiale Vorschadigung (Kardiomyopathie mit verminderter Ventrikelfunktion
(NYHA > II), therapiebedirftige Arrhythmien mit Einfluss auf die LVEF (Linksventrikulére
Ejektionsfraktion), Z.n. Myokardinfarkt oder Angina Pectoris innerhalb der letzten sechs
Monate, medikamentds nicht eingestellter Hypertonus)

- Jede bekannte Uberempfindlichkeit gegeniiber Docetaxel, Epirubicin, Cyclophosphamid,

Fluorouracil, Gemcitabin oder sonstige Studienmedikamente

- Behandlung mit einem zu untersuchenden Medikament in den letzten drei Wochen vor

Studienbeginn

- Patientinnen in Schwangerschaft oder Stillzeit (bei prdmenopausalen Frauen muss
Kontrazeption gewahrleistet werden: Intrauterinpessare, operative Sterilisation oder, nur in
hormonrezeptornegativen ~~ Mammakarzinompatientinnen,  orale,  subkutane  oder

transvaginale, nicht dstrogenhaltige Kontrazeptiva)

- Bestehende dentale Beschwerden, Kiefer(Mandibula/Maxilla)- und Zahnentziindungen oder
akute oder vorbestehende Kiefernekrosen, von exponierten Knochen in der Mundhdéhle, oder

von langsam heilenden Wunden nach Zahnbehandlungen

- Kurzlich durchgefiihrte (sechs Wochen) oder geplante Zahn- oder Kieferoperationen
(Extraktion, Implantate)
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7.2.3 Studiendesign der SUCCESS A-Studie
Randomisation A:
AA: 5-Fluorouracil 500mg/m2 und Epirubicin 100mg/mz2 und

Cyclophosphamid 500mg/m2 i.v. KOF (Korperoberflache) g3w (alle drei Wochen) x 3
gefolgt von Docetaxel 75mg/m? und Gemcitabin 1000mg/m? i.v. KOF d1,8 q3w x 3

AB:  5-Fluorouracil 500mg/m? und Epirubicin 100mg/m?2 und Cyclophosphamid = 500mg/m?
i.v. KOF g3w x 3 gefolgt von Docetaxel 100mg/mz2 i.v. KOF g3w x 3

Randomisation B:
BA:  Zoledronat 4mg i.v. g3m x 24 Monate
gefolgt von Zoledronat 4mg i.v. g6m x 36 Monate

BB: Zoledronat 4mgi.v. g3m x 24 Monate

Study Design L2

SUCCESS

) beloke
St

Endeeying Traamsab

MED-Surveillance in peripheral blood

Bnmnsecynockamacs] soresnisg for solared nusor cells m peripharal bocd and addinesal, to be defisad,

sumogate markess prior to chemochesapy, afier chemnotherapy, after two years of endocrne'zoledrocate
TaAmnEaT 284 LIrer five vears of eedionne Tolalion e WeANIALL

5. FU 500 mg/ny’, Epirubicin 100 mg/ng’, Cyelophospliomide 500 mg/m® giw

I Docetaxel 100 mg/m® g3w

HD | Docetaxel 7Timg/m®, Gemeitabine 1.000 mgim® di 8 g3w

Zoledronate 4mg x 23 vs Sa
— {gimx2dm, va. g3mx2dm
followed by qfme36m)

oottt Tamoxifen 20 mg qid poo.x 2 (phas Goserslin 3.8 g deporn 2a ln

premenopausal wonea)

S Anazrozole | mg gid p.o.x 3 & iy postmenop. pts (Tan in premencpamal pr) |

Abbildung 28. Studiendesign der SUCCESS A-Studie [168].
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7.3  Verwendete Materialien

In Tabelle 4 sind die verwendeten Materialien, die im Rahmen dieser Arbeit benutzt wurden,

aufgelistet.

Tabelle 4. Verwendete Materialien im Rahmen dieser Arbeit.

ELISA

Bezugsquelle

Active® Free Inhibin A ELISA Kit
IVD REF DSL-10-28100

Diagnostic Systems Laboratories, Texas, USA

Active® Free Inhibin B ELISA Kit
IVD REF DSL-10-84100i

Diagnostic Systems Laboratories, Texas, USA

Active® US Inhibin A ELISA Kit
IVD REF DSL-10-18200i

Diagnostic Systems Laboratories, Texas, USA

Active® Free Activin A ELISA Kit
REF DSL-10-85100

Diagnostic Systems Laboratories, Texas, USA

Active® Free Activin B ELISA Kit
REF DSL-10-86100

Diagnostic Systems Laboratories, Texas, USA

Active® Free Activin AB ELISA Kit
REF DSL-10-86200

Diagnostic Systems Laboratories, Texas, USA

Aqua ad iniectabilia Braun
Zul.Nr.: 6724092.00.00

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Gebrauchs- und Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Eppendorf Research
Variable Pipette 0,5-10 pl

Eppendorf, Hamburg

Variable Pipette 10-100 pl

Eppendorf, Hamburg

Variable Pipette 20-200 pl

Eppendorf, Hamburg

Variable Pipette 100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Research Acht-Kanal-Pipette 30- 300 pl

Eppendorf, Hamburg

ep T.L.P.S Pipettenspitzen, steril 10 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen, steril 100 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen, steril 100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Vari- Shaker #G935

Dynatech Guernsey, Grof3britannien

Photometer Dynex MRX |1

Dynex Technologies, Virginia, USA




Anhang

88

7.4

Nicht-signifikante Ergebnisse

7.4.1 Nicht-signifikante Ergebnisse von Inhibin A

Tabelle 5 und 6 zeigen die nicht-signifikanten Ergebnisse von Inhibin A entsprechend des

statistischen Verfahrens fur zwei (Mann-Whitney-Test) beziehungsweise mehrere unabhangige
Stichproben (Mann-Whitney-Test).

Tabelle 5. Nicht-signifikante Ergebnisse von Inhibin A im Mann-Whitney-Test fir zwei unabhangige

Stichproben.
Vor Chemotherapie Vier Wochen nach Che- | Zwei Jahre nach Chemo-
motherapie therapie

Patientinnenalter Inhibin A1 Inhibin A 2 Inhibin A 3
Alter <52 Jahre 140,67 116,55 125,93
Alter >52 Jahre 124,18 116,09 112,2

p-Wert 0,062 1,00 0,249
Her2/neu-Status Inhibin A1 Inhibin A 2 Inhibin A 3
Her2/neu-positiv 133,45 110,58 121,53
Her2/neu-negativ 130,73 119,14 116,46

p-Wert 0,532 0,199 0,871
Hormonrezeptorstatus Inhibin Al Inhibin A 2 Inhibin A 3
Hormonrezeptor positiv 141,08 117,11 126,24
Hormonrezeptor negativ 124,86 115,74 112,76

p-Wert 0,347 0,227 0,245
Tamoxifentherapie Inhibin A 1 Inhibin A 2 Inhibin A 3
Tamoxifen 125,48 115,64 125,06
Kein Tamoxifen 133,51 116,49 116,05

p-Wert 0,901 0,258 0,636
Goserelintherapie Inhibin A 1 Inhibin A 2 Inhibin A 3
Goserelin 99,00 101,05 104,57
Kein Goserelin 135,33 117,98 119,66

p-Wert 0,112 0,429 0,196
Anastrozoltherapie Inhibin A1 Inhibin A 2 Inhibin A 3
Anastrozol 139,48 115,05 110,72
Kein Anastrozol 131,29 116,33 118,41

p-Wert 0,552 0,897 0,759
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Tabelle 6. Nicht-signifikante Ergebnisse von Inhibin A im Kruskal-Wallis-Test fir mehrere unabhéngige

Stichproben.
Vor Chemotherapie Vier Wochen nach Che- | Zwei Jahre nach Chemo-
motherapie therapie

KdérpergrofRe Inhibin A 1 Inhibin A 2 Inhibin A 3
p-Wert 0,478 0,367 0,590

Gewicht Inhibin A 1 Inhibin A 2 Inhibin A 3
p-Wert 0,396 0,648 0,697

TumorgroBle Inhibin A 1 Inhibin A 2 Inhibin A 3
p-Wert 0,325 0,470 0,422
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7.4.2 Nicht-signifikante Ergebnisse von Inhibin A im ultrasensitiven Nachweis

(US Inhibin A)

Tabelle 7 und 8 zeigen die nicht-signifikanten Ergebnisse von Inhibin A im ultrasensitiven
Nachweis (US Inhibin A).

Tabelle 7. Nicht-signifikante Ergebnisse von US Inhibin A im Mann-Whitney-Test fir zwei unabhangige

Stichproben.
Vor Chemotherapie Vier Wochen nach Che- | Zwei Jahre nach Chemo-
motherapie therapie
Amenorrhd US Inhibin A 1 US Inhibin A 2 US Inhibin A 3
Amenorrhd 13,01 4,04 3,76
Keine Amenorrhd 30,38 4,11 0,06
p-Wert 0,095 0,516 0,251
Chemotherapieschema US Inhibin A 1 US Inhibin A 2 US Inhibin A 3
FEC-DG 25,01 8,08 6,53
FEC-DOC 8,57 1,36 1,30
p-Wert 0,102 0,276 0,076
Her2/neu-Status US Inhibin A1 US Inhibin A 2 US Inhibin A3
Her2/neu-positiv 19,41 0,26 0,81
Her2/neu-negativ 12,74 5,95 4,69
p-Wert 0,694 0,729 0,116
Trastuzumabtherapie US Inhibin A 1 US Inhibin A 2 US Inhibin A 3
Trastuzumab 25,38 0,09 1,12
Kein Trastuzumab 12,05 5,25 4,08
p-Wert 0,477 0,192 0,174
Hormonrezeptorstatus US Inhibin A 1 US Inhibin A 2 US Inhibin A 3
Hormonrezeptor positiv 21,14 4,92 5,98
Hormonrezeptor negativ 10,34 3,47 1,67
p-Wert 0,088 0,744 0,744
Tamoxifentherapie US Inhibin A 1 US Inhibin A 2 US Inhibin A 3
Tamoxifen 12,75 7,60 3,92
Kein Tamoxifen 15,46 2,97 3,23
p-Wert 0,672 0,328 0,901
Goserelintherapie US Inhibin A1 US Inhibin A2 US Inhibin A3
Goserelin 9,83 2,12 1,88
Kein Goserelin 15,38 4,26 3,56
p-Wert 0,761 0,472 0,920
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Anastrozoltherapie US Inhibin A1 US Inhibin A2 US Inhibin A3
Anastrozol 9,95 0,05 0,06
Kein Anastrozol 14,98 4,19 3,51

p-Wert 0,828 0,069 0,621

Tabelle 8. Nicht-signifikante Ergebnisse von US Inhibin A im Kruskal-Wallis-Test fir mehrere unabhéangige

Stichproben.
Vor Chemotherapie Vier Wochen nach Chemo- | Zwei Jahre nach Chemo-
therapie therapie

KdérpergrofRe US Inhibin A 1 US Inhibin A 2 US Inhibin A 3
p-Wert 0,608 0,359 0,526

Gewicht US Inhibin A 1 US Inhibin A 2 US Inhibin A 3
p-Wert 0,665 0,497 0,306

Tumorgrofe US Inhibin A 1 US Inhibin A 2 US Inhibin A 3
p-Wert 0,213 0,298 0,216
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7.4.3 Nicht-signifikante Ergebnisse von Inhibin B

Tabelle 9 und 10 zeigen die nicht-signifikanten Ergebnisse von Inhibin B.

Tabelle 9. Nicht-signifikante Ergebnisse von Inhibin B im Mann-Whitney-Test fir zwei unabhangige

Stichproben.
Vor Chemotherapie Vier Wochen nach Che- | Zwei Jahre nach Chemo-
motherapie therapie

Amenorrhd Inhibin B 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
Amenorrhg 41,20 35,30 12,98
Keine Amenorrhd 16,16 34,17 17,75

p-Wert 0,761 0,920 0,222
Chemotherapieschema Inhibin B 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
FEC-DG 57,34 36,28 13,85
FEC-DOC 27,17 34,46 13,19

p-Wert 0,707 0,550 0,842
Her2/neu-Status Inhibin B 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
Her2/neu-positiv 32,26 16,45 15,93
Her2/neu-negativ 41,47 44,56 12,22

p-Wert 0,945 0,627 0,562
Trastuzumabtherapie Inhibin B 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
Trastuzumab 28,49 11,02 18,44
Kein Trastuzumab 41,25 42,54 11,94

p-Wert 0,773 0,813 0,813
Hormonrezeptorstatus InhibinB 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
Hormonrezeptor positiv 56,48 45,59 17,41
Hormonrezeptor negativ. | 25,99 28,25 10,82

p-Wert 0,245 0,647 0,616
Tamoxifentherapie InhibinB 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
Tamoxifen 63,83 31,34 20,81
Kein Tamoxifen 30,59 36,36 11,22

p-Wert 0,862 0,636 0,940
Goserelintherapie Inhibin B 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
Goserelin 30,22 35,55 13,92
Kein Goserelin 39,58 35,15 13,40

p-Wert 0,350 0,761 0,710
Anastrozoltherapie Inhibin B 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
Anastrozol 7,53 0,50 5,12
Kein Anastrozol 39,72 36,38 13,74

p-Wert 0,966 0,483 1,000
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Tabelle 10. Nicht-signifikante Ergebnisse von Inhibin B im Kruskal-Wallis-Test fiir mehrere unabhéngige

Stichproben.
Vor Chemotherapie Vier Wochen nach Chemo- | Zwei Jahre nach Chemo-
therapie therapie

KdérpergrofRe InhibinB 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
p-Wert 0,587 0,140 0,423

Gewicht Inhibin B 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
p-Wert 0,416 0,312 0,558

TumorgroBle InhibinB 1 Inhibin B 2 Inhibin B 3
p-Wert 0,400 0,082 0,147
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7.4.4 Nicht-signifikante Ergebnisse von Activin A

Tabelle 11 und 12 zeigen die nicht-signifikanten Ergebnisse von Activin A.

Tabelle 11. Nicht-signifikante Ergebnisse von Activin A im Mann-Whitney-Test flir zwei unabhangige

Stichproben.

Vor Chemotherapie

Vier Wochen nach Che-
motherapie

Zwei Jahre nach Chemo-
therapie

Patientinnenalter Activin Al Activin A2 Activin A3
Alter <52 Jahre 35,04 38,54 29,42
Alter >52 Jahre 45,67 50,09 43,67

p-Wert 0,350 0,793 0,185
Menopausenstatus Activin Al Activin A 2 Activin A 3
Pramenopausal 36,87 44 50 33,65
Postmenopausal 45,87 45,76 41,89

p-Wert 0,475 0,589 0,398
Amenorrhd Activin Al Activin A 2 Activin A 3
Amenorrhd 41,32 43,67 37,14
Keine Amenorrhd 37,35 57,81 40,68

p-Wert 0,866 0,196 0,920
Hormonrezeptorstatus Activin Al Activin A 2 Activin A 3
Hormonrezeptor positiv 38,48 48,34 35,33
Hormonrezeptor negativ 42,38 42,92 38,94

p-Wert 0,512 0,368 0,645
Tamoxifentherapie Activin Al Activin A 2 Activin A 3
Tamoxifen 41,13 43,13 38,26
Kein Tamoxifen 40,83 45,68 37,27

p-Wert 0,978 0,288 0,766
Goserelintherapie Activin Al Activin A 2 Activin A 3
Goserelin 42,94 51,44 42,88
Kein Goserelin 40,67 44,38 36,90

p-Wert 0,532 0,635 0,743
Anastrozoltherapie Activin Al Activin A2 Activin A 3
Anastrozol 40,89 19,05 35,89
Kein Anastrozol 40,91 45,99 37,55

p-Wert 0,889 0,370 0,815
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Tabelle 12. Nicht-signifikante Ergebnisse von Activin A im Kruskal-Wallis-Test fiir mehrere unabhéngige

Stichproben.
Vor Chemotherapie Vier Wochen nach Chemo- | Zwei Jahre nach Chemo-
therapie therapie
KdérpergrofRe Activin A 1 Activin A 2 Activin A 3
p-Wert 0,179 0,470 | 0,426
Gewicht Activin Al Activin A2 Activin A3
p-Wert 0,214 0,547 0,611
TumorgroBle Activin A 1 Activin A 2 Activin A 3
p-Wert 0,201 0,317 0,569
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7.4.5 Nicht-signifikante Ergebnisse von Activin B

Tabelle 13 und 14 zeigen die nicht-signifikanten Ergebnisse von Activin B.

Tabelle 13. Nicht-signifikante Ergebnisse von Activin B im Mann-Whitney-Test fiir zwei unabhangige

Stichproben.

Vor Chemotherapie

Vier Wochen nach Che-
motherapie

Zwei Jahre nach Chemo-
therapie

Patientinnenalter ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
Alter <52 Jahre 50,37 38,25 27,63
Alter >52 Jahre 15,5 18,16 20,32

p-Wert 0,280 0,085 0,202
Menopausenstatus ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
Prémenopausal 42,76 32,55 24,21
Postmenopausal 16,73 20,37 22,66

p-Wert 0,448 0,525 0,552
Amenorrhd ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
Amenorrhd 33,39 28,91 25,07
Keine Amenorrhd 5,61 8,44 9,30

p-Wert 0,135 0,426 0,315
Chemotherapieschema | ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
FEC-DG 48,32 30,01 23,56
FEC-DOC 18,81 24,77 23,45

p-Wert 0,518 0,632 0,391
Her2/neu-Status ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
Her2/neu-positiv 18,26 25,21 17,72
Her2/neu-negativ 36,79 27,69 26,37

p-Wert 0,448 0,120 0,328
Trastuzumabtherapie ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
Trastuzumab 13,67 16,16 11,77
Kein Trastuzumab 35,77 30,12 27,06

p-Wert 0,131 0,061 0,360
Hormonrezeptorstatus ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
Hormonrezeptor positiv 37,45 29,19 19,18
Hormonrezeptor negativ. | 26,05 25,31 26,35

p-Wert 0,865 0,827 0,827
Tamoxifentherapie ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
Tamoxifen 34,09 30,30 19,58
Kein Tamoxifen 29,55 25,82 24,68

p-Wert 0,725 0,570 0,808
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Goserelintherapie ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
Goserelin 50,35 33,60 26,03
Kein Goserelin 28,42 26,12 23,21
p-Wert 0,483 0,971 0,689
Anastrozoltherapie ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
Anastrozol 13,02 14,93 1,99
Kein Anastrozol 31,22 27,28 24,23
p-Wert 0,889 0,815 0,074

Tabelle 14. Nicht-signifikante Ergebnisse von Activin B im Kruskal-Wallis-Test fur mehrere unabhangige

Stichproben.
Vor Chemotherapie Vier Wochen nach Chemo- | Zwei Jahre nach Chemo-
therapie therapie

Korpergrole ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
p-Wert 0,412 0,709 0,596

Gewicht ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
p-Wert 0,340 0,419 0,411

Tumorgrofe ActivinB 1 Activin B 2 Activin B 3
p-Wert 0,262 0,347 0,583
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7.4.6 Nicht-signifikante Ergebnisse von Activin AB

Tabelle 15 und 16 zeigen die nicht-signifikanten Ergebnisse von Activin AB.

Tabelle 15. Nicht-signifikante Ergebnisse von Activin AB im Mann-Whitney-Test flr zwei unabhangige

Stichproben.

Vor Chemotherapie

Vier Wochen nach Che-
motherapie

Zwei Jahre nach Chemo-
therapie

Patientinnenalter Activin AB 1 Activin AB 2 Activin AB 3
Alter <52 Jahre 86,04 72,69 61,06
Alter >52 Jahre 90,29 87,06 94,46

p-Wert 0,583 0,685 0,943
Trastuzumabtherapie Activin AB 1 Activin AB 2 Activin AB 3
Trastuzumab 39,40 33,75 60,36
Kein Trastuzumab 101,16 92,84 84,02

p-Wert 0,604 0,194 0,100
Hormonrezeptorstatus Activin AB 1 Activin AB 2 Activin AB 3
Hormonrezeptor positiv 99,33 75,19 76,94
Hormonrezeptor negativ 80,66 84,45 80,46

p-Wert 0,544 1,000 0,577
Tamoxifentherapie Activin AB 1 Activin AB 2 Activin AB 3
Tamoxifen 31,92 51,39 35,16
Kein Tamoxifen 106,35 89,92 93,55

p-Wert 0,081 0,685 0,341
Goserelintherapie Activin AB 1 Activin AB 2 Activin AB 3
Goserelin 36,09 77,85 33,94
Kein Goserelin 94,42 80,94 84,35

p-Wert 0,437 0,799 0,351
Anastrozoltherapie Activin AB 1 Activin AB 2 Activin AB 3
Anastrozol 31,48 21,55 34,60
Kein Anastrozol 90,42 82,73 80,59

p-Wert 0,815 0,741 0,889
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Tabelle 16. Nicht-signifikante Ergebnisse von Activin AB im Kruskal-Wallis-Test fur mehrere unabhangige

Stichproben.
Vor Chemotherapie Vier Wochen nach Chemo- | Zwei Jahre nach Chemo-
therapie therapie

KdérpergrofRe Activin AB 1 Activin AB 2 Activin AB 3
p-Wert 0,105 0,269 0,357

Gewicht Activin AB 1 Activin AB 2 Activin AB 3
p-Wert 0,307 0,430 0,470

TumorgroBle Activin AB 1 Activin AB 2 Activin AB 3
p-Wert 0,607 0,585 0,591
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