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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie, Inzidenz und Mortalitdt des Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist der haufigste bosartige Tumor der Frau in der Welt mit Uber einer
Million Neuerkrankungen pro Jahr. Beziiglich der Inzidenz und somit auch der Mortalitét
bestehen weltweit erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen Kontinenten. Vor alem an
den atersstandardisierten Raten (ASR) ist der grol3e Unterschied zwischen den so genannten
»more developed countries* und den ,,less developed countries® zu erkennen.

Die dtersstandardisierte Mortalitatsrate in Deutschland ist mit anderen europdischen Landern
vergleichbar, auch wenn Inzidenz- und Mortalitétsraten innerhalb Europas in der Literatur
z.T. etwas unterschiedlich angegeben werden(13). In Deutschland erkrankt etwa jede zehnte
Frau im Laufe ihres Lebens an einem Mamma-karzinom. Innerhalb Deutschlands steht das
Mammakarzinom nach wie vor an erster Stelle in der Rangfolge der Krebsinzidenz (vor
Darmkrebs, Leukdmien und Lymphomen, Tumoren des Gebarmutterkorpers, Magenkrebs,
Bronchialkarzinom und Ovarialkarzinom). Die Arbeitsgemeinschaft Bevolkerungsbezogener
Krebsregister und das Robert-Koch-Institut geben 46 295 Neuerkrankungsfdle fur das Jahr
1998 an, das sind 25,9% aller welblichen Krebserkrankungen. Auch beziglich der Mortalitét
ist das Mammakarzinom in Deutschland die haufigste Krebstodesursache (vor Darmkrebs,
Bronchialkarzinom, Magenkarzinom, Leuk&mien und Lymphomen, Pankreaskarzinom,
Ovariakarzinom und Tumoren der Gallenblase/-géange). Fur das Jahr 1999 wird von 17 616
Sterbeféllen aufgrund eines Mammakarzinoms berichtet. Der Antell an der tumorbedingten
Mortalitéat betrégt 17,1%.

Die Brustkrebsinzidenz stieg in Deutschland bis zum Ende der 1980er Jahre deutlich an, in
geringerem Mal3e auch die Sterblichkeit. Fir die Aussage, dass von diesem Trend mehr die
jungeren Frauen betroffen selen, gibt es keine schlissigen Daten. Zudem scheinen die
atersstandardisierten Raten von Inzidenz und Mortalitdét in den letzten zehn Jahren
weitgehend stabil zu sein.

Bis zum 55. Lebengahr sind keine Unterschiede in den sechs Zeitperioden erkennbar. Der
Anstieg der altersspezifischen Mortalitéat liegt ausschliefdlich in der Postmenopause und hier
v.a. in der Altersgruppe der Uber 70-jdhrigen Frauen.

Grinde hierfir sind zur Zeit Gegenstand der Forschung.



1.2 Therapiemdglichkeiten beim primdren Mammakarzinom

Die therapeutischen Ansdtze beim priméren Mammakarzinom stutzten sich auf Chirurgie,
Strahlentherapie und systemische Therapie. Als Standardverfahren versteht sich heute das
brusterhaltende Vorgehen. Dieses seht die Entfernung des Primértumors und der
dazugehdrigen axillaren Lymphknoten mit anschlief3ender Bestrahlung des Restdriisenkorpers
vor. Bel zu grofden Tumoren, wobel sich die Grof3e nicht absolut, sondern in Relation zum
gesamten Brustvolumen versteht, und bel nicht moglicher vollstandiger Entfernung des
Primértumors, muss die erweiterte Mastektomie durchgefiihrt werden.

Je nach Lymphknotenstatus, histologischem Typ, Hormonrezeptorstatus, Alter der Patientin
und der TumorgréfRe ist noch eine systemische Therapie notwendig. Diese ist meist eine
Chemotherapie, welche je nach Gewebe-Rezeptor-Status durch eine endokrine Therapie

erganzt werden kann.



1.3 Primar systemische Therapie

Die primé& systemische Therapie bezeichnet ale Therapien, die nach entsprechender
histologischer Sicherung eines Mammakarzinoms, vor einer operativen Therapie durchgefihrt
werden. Als Synonym werden hierbei Begriffe wie ,neoadjuvante®, ,préoperative’ oder
»Induktions*-Therapie verwendet. Bereits seit vielen Jahren wird beim inflammatorischen
Mammakarzinom eine primdre Chemotherapie mit 4 Zyklen Adriamycin  und
Cyclophosphamid empfohlen. Viele jingere Studienprotokolle (ECTO, GeparDuo und
GeparTrio) haben es sich zur Aufgabe gemacht, auch andere Tumorstadien dieser
Therapieform zuzufthren. Als Grundlage konnte eine grof3e prospektive Studie mit 1523
Patientinnen, das NSABP-B18 Studienprotokoll (National Surgica Adjuvant Breast and
Bowell Project), ein vergleichbares Absenken des Rezidiv- und Sterberisikos in adjuvant und
neoadjuvant therapierten Patienten aufzeigen. Ein besonders gutes Ergebnis konnte bei
Patientinnen mit Tumoren Uber 5cm erzielt werden. Hier konnte eine Erhohung der

brusterhaltenden Operationen von 8% auf 22% verzeichnet werden.

Die Ziele der primér systemischen Therapie sind im Einzelnen:
» Die Erhohung der Rate an brusterhaltenen Operationen
» DieVisudisierung des Therapieeffektes und damit verbundener hbherer Compliance
» Die Evaluation neuer Medikamente in kurzer Zeit, da durch den direkt messbaren
Tumor im Gegensatz zur adjuvant durchgefihrten Chemotherapie ein effektiver
Messparameter fir das Ansprechen vorliegt (In-vivo-Chemo-Sensitivitats-Test)
» Die Testung und Bestimmung neuer pradiktiver und prognostischer Faktoren

Der Nachwels einer histopathologischen Komplettremisson (pCR) korreliert signifikant mit
einer gunstigen Prognose. Somit ist es das oberste Ziel der primér systemischen Therapie eine

vollsténdige Tumorregression zu erreichen.



1.4 Prognostische und pradiktive Faktoren

Die Bestimmung von Prognosefaktoren beim Mammakarzinom hat zum Ziel, den Krankheits-
verlauf fir die individuelle Patientin prospektiv moglichst genau abzuschédtzen. Zu den hierfir
in Frage kommenden Faktoren gehtren das Ausbreitungsstadium des Tumors (pTNM-Status),
sein Wachstumsmuster (histo-pathologischer Typ, Grading) und weitere biologische Kriterien
(Steroidhormonrezeptoren,  Proliferationskinetik, Expressionsmuster  tumor-assoziierter
Antigene etc.). Zu unterscheiden ist hierbei zwischen den gesicherten, , klassischen* Faktoren,
deren Bedeutung Uberwiegend in unabhéngigen Studien auch mit  multivarianten
Anayseverfahren belegt ist, und den sogenannten ,neueren“ Faktoren, deren Bedeutung im
Hinblick auf einen Einfluss auf das rezidivfreie und Gesamtiberleben der Patientinnen bisher
noch nicht gleichwertig belegt werden konnte.

Bis heute ist der axillare Lymphknotenstatus beim Mammakarzinom der stérkste Prognose-
faktor fir Rezidiv und Uberleben. Hierbei korreliert die Anzahl der befallenen Lymphknoten
direkt mit dem Risko des Rezidivs und des Todes. Es besteht eine positive Korrelation
zwischen der GroRe des Primértumors und dem axillaren Lymphknotenbefall. Fir nodal-
negative Karzinome ist die Tumorgrof3e ein wichtiger prognostischer Indikator, wahrend bei
den nodal-positiven Patientinnen in der multivariaten Analyse die Tumorgréfe vom
Lymphknotenbefall ,, Uberdeckt” wird.

Auch morphologische Kriterien sind von hoher prognostischer Bedeutung. Definierte Sonder-
formen, wie z.B. tubulédre, papilldre und muzindse Karzinome, haben eine signifikant bessere
Prognose as ductale. Ein Tumoreinbruch in die Lymph- oder Blutgefal3e weist auf eine
schlechte Prognose hin. Weiterhin besteht eine eindeutige Abhangigkeit zwischen dem
histologischen Grading und dem rezidivfreien Uberleben.

Die Bestimmung der Steroidhormonrezeptoren hat eine breite klinische Bedeutung erlangt
und gilt zur Zeit ds einziger anerkannter pradiktiver Faktor, der zur Planung und Wirksamkeit
der antihormonellen Therapie bestimmt wird. Bei nodal-negativen Patientinnen scheint dem
Ostrogenrezeptorstatus, bei nodal-positiven Patientinnen dem Progesteronrezeptorstatus die
groRere  prognostische Bedeutung  zuzukommen, wenngleich die prognostische
Vorhersagekraft mit der Dauer der Nachbeobachtungszeit abnimmt. Weiterhin ist der
Steroidhormonrezeptorstatus  ein wichtiger  therapierelevanter  Faktor.  Anerkannte
Prognosefaktoren sind aktuell TumorgrofRe, Nodalstatus, histologischer Typ, Grading und

Steroidhormonrezeptorstatus.



1.5 Gewebeoxygenierung

1.5.1 Oxygenierung im gesunden Gewebe

Unter Gewebsatmung verstent man den Atemgaswechsel innerhalb eines Zellverbandes bei
der biologischen Oxidation der Nahrstoffe. Der Sauerstoff wird von den Zellen aus dem
Kapillarblut aufgenommen und im oxidativen Stoffwechsel verbraucht, wahrend gleichzeitig
das als Stoffwechselendprodukt freigesetzte Kohlendioxid an das Kapillarblut abgegeben
wird. Neben der Hohe des Partialdruckes fur Sauerstoff im Kapillarblut ist eine der
Einflussgrofien auf den Gasaustausch die Kapillariserung und die Mikrozirkulation in der
terminalen Strombahn. Sowohl die Austauschflache der Atemwege fir die Diffusion
zwischen dem Blut und dem Gewebe als auch die Diffusionsstrecken innerhalb des Gewebes
sind abhangig von der Anzahl der unmittelbar durchstromten Kapillaren, ihrer Lange und
ihrem Abstand.

Unter Bedingungen, die zu ener Einschrankung der O,-Versorgung fihren, kann der
Energiebedarf der Gewebe nur zum Tell und nur fir kurze Zeit durch anaeroben
Metabolismus aufrecht erhalten werden. Eine langere Zeitspanne fihrt zur Azidose,
Ausenkung der HomoOosthase wund schliefllich zur Nekrose des betroffenen
Gewebsabschnittes. (51)

Unter den verschiedenen Modellen, mit deren Hilfe versucht wurde, die Bedingungen fir den
Atemgasaustausch in den Geweben zu beschreiben, ist das bekannteste und am haufigsten
angewandte der Gewebszylinder nach Krogh.

Abbildung | zeigt die O, Partialdruckverteilung im Versorgungszylinder einer Kapillare nach
Krogh. Anhand dieser Abbildung l&sst sich der Abfall des pO, Wertes entlang einer Kapillare
darstellen. Dies zeigt den Einfluss der Diffusionstrecke auf die Sauerstoffversorgung des
Gewebes. Unter den moglichen weiteren Ursachen einer O,-Mangelversorgung stehen drei im
Vordergrund. Die Erniedrigung des O,-Partialdruckes im arteriellen Blut (arterielle Hypoxie),
die Herabsetzung der O,-Kapazitdt des Blutes (Anamie) und die Einschréankung der

Organdurchblutung (Ischamie).



Abbildung 1(51) Gewebeoxygenier ung
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1.5.2 Oxygenierung in malignen Tumoren

Bel setig wachsenden Zellverbanden vergrofRern  sich  auch  zunehmend  die
Diffusonsstrecken. Die Folge ist eine relative Ischamie. Ab einem Abstand von 100um
zwischen Kapillare und Zelle kommt es zur Gewebshypoxie (Sauerstoffpartialdruck unter
Normwert). Diese Entfernung ist ab einer Tumorausdehnung iber 3mm® bereits erreicht.
(Abbildung I1)

Zellen unter aeroben Bedingungen Zellen in chronischer Hypoxie

Intaktes Akut
Blutgefdl hypoxische
Zellen

Verschlossenes

Nekrotische KapillargefaB

Zellen

Abbildung 2 Hypoxische Regionen des Tumor gewebes(57)

Vaupel et a.(24,69) konnten in einer Relhe von Untersuchungen zeigen, dass der
Sauerstoffpartialdruck in den Primértumoren, Metastasen und Rezidivtumoren niedriger ist,
as in den umliegenden Normalgeweben. Somit liegt der normale pO,-Wert im Gewebe
zwischen 24-66 mmHg, wohingegen die meisten Tumore weniger als 20mmHg aufweisen.
Vaupel et al.(24,68,69) definierten eine Gewebeoxygenierung von unter 10mmHg als
Hypoxie und eine Gewebeoxygenierung von unter 2,5mmHg as Anoxie. Obwohl der in der
Literatur beschriebene Mindestpartialdruck  (kritischer Sauerstoffpartialdruck  der

11



Mitochondrien) zur Aufrechterhaltung der normalen oxidativen Stoffwechsellage bel 1 mmHg
liegt(51), kann angenommen werden, dass im Abfall des Sauerstoffpartialdrucks die Ursache
fur das schlechtere Gesamtiiberleben der Patientinnen liegt, verglichen mit Tumoren mit
hoherer Gewebeoxygenierung. Eine O,-Bedarfssteigerung kann nicht durch Steigerung der
O,-

kapillire

Hb-Konrentration Diffusionsflull Nahrstoffperfusion

0,-Verflgbarkeit

Tumoroxygenierung

0,-Verbrauch

Abbildung 3 Physiologie der Tumor gewebe(64,68)

Konzentration im Blut erzielt werden. Eine Steigerung des O,-Bedarfs muss aso
zwangdaufig tber die Zunahme der Durchblutungsgrofe erfolgen, damit, wie hier in der
Abbildung dargestellt, die O,-Verflgbarkeit gesteigert werden kann (Abbildung I11). Es wird
somit die Neubildung von Blutgeféien (Neoangiogenese) erforderlich. Das VEGF, als
Sauerstoff regulierendes Protein, gilt nach Hockel et a. zu den Zeichen ener erhthten
Tumoraggressivitdt in  hypoxischen Tumoren. Dies &uRBert sich durch haufigere
Mutationsraten, durch erhthte Therapieresistenz und malignere Tumorwachstumsmuster.

Reynolds et al. (48) (Abbildung 4) konnten in vitro 1996 zeigen, das eine hypoxische
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Atmosphére die Mutationsraten deutlich erhoht waren. Im Vergleich zur Normoxie waren die
Mutationsraten um das 13-fache erhoht. In der zitierten Studie wurden die Zellen einem

hypoxischen Wert von <1mmHg ausgesetzt, um sie als hypoxisch zu definieren.

Wachstumsbhed ingungen

Zellkultur Normoxie

Zeltkultur: 4 Stel. unter
hypoxischen Bedingungen *

Zellkultur; 2 x 4 Std. unter
hypoxischan Bedingungen *

Tumore in Mausen |-
mit hehem Anteil
an hypoxischen Arealen

Mutationsfrequenz (Wert x 10%)

Abbildung 4 Auswirkungen der Hypoxie auf die genetische Stabilitat
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1.5.3 Oxygenierung des Mammakarzinoms

Bereits 1987 wurden von Vaupel et a.(69) Untersuchungen zur Oxygenierung maligner
Tumore durchgefihrt. Greaber et a.(20) zeigten eine hypoxieabhangige Selektion von
apoptotischen Zellen in soliden Tumoren. Die Apoptose ist eine physiologisch stimulierbarer
Zelltod, der unter bestimmten Bedingungen (Hypoxie) ein Wachstum verhindern kann.
Greaber et al. beobachteten nicht nur unter hypoxischen Bedingungen ein Riickgang des p53-
Suppressor gens, sondern auch eine Uberméllige Expression des Apoptose-Inhibitionsgens.

Hiermit konnte gezeigt werden, dass Hypoxie Tumorwachstum unterstitzt. (Abbildung 5)

AlEgangssituation

Repetitive Hy poxie {3x)

Repetitive Hy poxie (6x)

L

Repetitive Hypoxie (8x)

[ p5s3 = P33 e |
) 1

oS Lt haim

Abbildung 5 Hypoxie abhangige Selektion bestimmter Zellen

An 15 Mammakarzinom-Patientinnen wurde eine Studie durchgeftinrt. Dabei zeigte sich, dass

Mammakarzinome einen niedrigeren Sauerstoffpartialdruck aufwiesen als benignes Gewebe.
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Nach diesen Messungen betrug der Median im benignen Gewebe 65mmHg und im malignen
Gewebe 28mmHg(69). Somit konnte eine unterschiedliche Gewebeoxygenierung zwischen

gutartigen und bosartigen Brustgewebe V erdnderungen nachgewiesen werden.

1.5.4 Gewebeoxygenierung und Tumor-Neoangiogenese

Angiogenese ist die Neuformation von Blutgefal3en ausgehend aus der bereits existierenden
Vaskularisation. Praklinische Studien konnten im Bereich maligner Melanome bereits die
entscheidende Beteiligung der Neoangiogenese im Tumorwachstum und Metastasenformation
belegen.(19). Die parakrine Stimulation der Tumorzellen selbst, wie die Abbildung 6 zeigt, ist
der Hauptantriebsmechanismus der Neoangiogenese. Nach der Stimulation kommt es zur
Proliferation und Migration von Endothelzellen mit anschlie3ender Neuformation von
BlutgefadRen. Zhang et al.(49) konnten bereits die Beteligung des VEGF's bei der
Neovaskularisation der Mammakarzinomzellen in vitro nachweisen. In einer 49 Patientinnen
umfassenden klinischen Studien konnten Weidner et a. eine signifikante Korrelation
zwischen der Dichte von intratumoralen Mikrogefassformationen und den darunter
befindlichen metastasierten Mammakarzinomen aufzeigen(71). Im Anschluss konnten zwei
weitere Studien von Weidner et a.(71) und Horak et a.(25) die Dichte der Mikrogefalde
intratumoral als unabhdngigen und dSignifikanten prognostischen  Faktor  beim
Mammakarzinom nachweisen. Die Bedeutung des VEGFs im Bereich der
Tumorneoangiogenese wird verdeutlicht, wenn man die Ergebnisse von Kim et a. (29)
betrachtet. Hier wurde tierexperimentell die Neoangiogenese in Tumorzellen durch Anti-
VEGF Substanzen unterdriickt. Somit konnte eine ursachliche Beteiligung des VEGF's an der

Neoangiogenese in Tumorzellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 6 VEGF Aktivierung

1.5.5 Gewebehypoxie und Radiosensitivitat

Voraussetzung fur den Erfolg einer Radiotherapie ist eine effiziente Sauerstoffversorgung.
Bei einem geringen pO,im Tumorgewebe ( Kopf-/Halstumore und Zervixkarzinome) muss
eine hohere Strahlendosis eingesetzt werden, um die gleiche Menge an Tumorzellen
abzutoten wie sonst unter normoxischen Bedingungen. Diese Relation ist formelhaft in der
"oxygen enhancement ratio" (OER) festgehalten. Strahlung wirkt auf die DNA durch die
Bildung von Radikalen, die strukturelle Schaden an der Erbsubstanz der Tumorzellen
hervorrufen. Werden unter hypoxischen Bedingungen vor allem OH-Radikale gebildet, so
entstehen im normoxischen Milieu vorwiegend die aggressiveren Peroxy-Radikale, deren

DNA-Addukte die Zelle nur unvollsténdig reparieren konnen.

Fur die klinische Relevanz der Tumoroxygenierung fur den Erfolg einer Strahlentherapie gibt
es eine Reihe von Hinweisen. Verschiedene Studien(26,27) zeigen, dass eine mangelhafte
Tumoroxygenierung mit einer schlechteren lokoregionaren Tumorkontrolle, einem klrzeren
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krankheitsfreien Uberleben und mit htherer Fernmetastasierungsrate einhergeht und somit die
Prognose insgesamt verschlechtert. Unter hypoxischen Bedingungen kommt es zu einer
deutlich hoheren Uberlebensquote bestrahiter Zellen als bei normoxischen Zellen. (Abbildung
7)

Uberlebenskurven von Saugetierzellen in Kultur nach
Bestrahlung unter hypoxischen bzw. normoxischen
Bedingungen

by pood sch
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Abbildung 7 Einfluss der Gewebeoxygenierung auf die Radiosensitivitét(26)

Beim Mammakarzinom, bei dem die Strahlentherapie einen festen Platz einnimmt, sind bis
heute zu diesem Thema keine Daten in der Literatur zu finden. Desweiteren muf3 auch hier
bedacht werden, dass bei Brusterhatender Therapie lediglich das Brustdriisengewebe
bestrahlt wird und nicht der eigentliche Tumor.
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1.5.6 Gewebshypoxie und Wirksamkeit von Zytostatika

Zytostatika machen dsich die schnelle Tellungsrate einer Zelle zu Nutze, um diese zu
schédigen (Abbildung 8).

langsam proliferierende
Zellpopulation

schnell proliferierende
Zellpopulation
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Abbildung 8 Dosis-Wirkungsbeziehung von langsam vs. schnell proliferierenden Zellen(73)

Bel Sauerstoffmangel ist die Zdlteillungsrate und somit auch die Wirksamkeit einer
Chemotherapie vermindert. Fur enes de gangigsten Chemotherapeutika, das
Cyclophosphamid, wurde eine direkte Sauerstoffabhangigkeit in bezug auf die Wirksamkeit
gezeigt.(59) Spiro et a.(56) konnten eine klare Korrelation zwischen Hypoxie und

langsameren Zellwachstum belegen.
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Abbildung 9 Zusammenhang zwischen Hypoxie und Zellproliferation

Hieraus wird klar, warum der Erfolg der Chemotherapie, welcher auf der Hemmung des
Tumorwachstums basiert, in hypoxischen Geweben gemindert wird. Teicher et al.(60)
konnten durch Anheben der Hb-Konzentration in Patienten mit Chemotherapie mit den

Substanzen Cyclophosphamid, Melphalan und Isofosfamid einen Therapieerfolg von 30-50%
verzeichnen.
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1.6 VEGF

1.6.1 VEGF und Biochemie

Eine grolRe Anzahl von Angiogenese-Faktoren und ihrer Rezeptoren sind bereits in der
Literatur beschrieben. Der am besten charakterisierte Faktor ist das VEGF, welches auch als
vascular permeability factor bekannt wurde. Als nahezu einziger Faktor kann es spezifisch am
Endothel angreifen(14-17).

Current Protein Target:

e

YEGF protein

Abbildung 10 VEGF-Protein

Die Familie der VEGF's beinhaltet 6 Geschwister. Das VEGF (Abbildung 10), Plazenta-
Wachstumsfaktor, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E(46). Die Unterscheidung liegt
in ihrer biochemischen Struktur. VEGF, das stérkste direkt wirkende Angiogeneseprotein, ist
fur die Permeabilitdtssteigerung an Gefal3wanden mitverantwortlich. VEGF wurde als
Hauptagens der pathologischen Angiogenese bei Erkrankungen wie Psoriasis und im

Tumorwachstum identifiziert.
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1.6.2 Aktivierung und Regulierung von VEGF

Hypoxie scheint ein wichtiger Stimulus fir die VEGF Genexpression zu sein. Dieser Stimulus
scheint im Normalgewebe und im malignen Gewebe gleichermal3en zu wirken. Hypoxie und
ein verdndertes Tumorsuppressorgen (p53)(31) wurden unter anderem als mogliche
»Aktivatoren* des VEGF-Proteins identifiziert. Die gesteigerte Rate an ausgeschiitteten
VEGF-Protein in hypoxischem Gewebe kann tellweise Uber eine erhdhte Transkription des
Proteins erklart werden, welche durch das Anbinden des “hypoxia-inducible factor-1" (HIF1)
an das entsprechende Gen verursacht wird. Die HIFL m-RNA korreliert direkt proportional
mit der VEGF mRNA. Die sake Expresson von HIFL m-RNA in der
Embryonalentwicklung und in sauerstoffabhdngigen Organen lasst vermuten, dass in
normoxygenierten Geweben, HIF1 die Gen Expresson von VEGF und verschiedene
Glykolyse Enzyme reguliert. Desweiteren lasst sich vermuten, dass HIF1 in der Entwicklung
des Gefal3systems beteiligt ist und in der Ausbildung der Lunge.(5,10,44) Shweiki et al(55).
konnten bereits 1995 eine Verstarkte VEGF-Gewebeexpression nachweisen (siehe Abbildung
11).

A Tumor in einem hypoxischen B Tumor in einem hyperoxy-
Medium genierten Medium
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Abbildung 11 Hypoxie stimuliert die Produktion des Wachstumsfaktors VEGF(54)

Nachdem Shwelki et al. zeigen konnten, dass das VEGF vom Tumorgewebe selbst sezerniert
wurde, beschrieben sie, dass es durch Anbinden an einen entsprechenden Rezeptor an der
Endothelwand zur Signaltransduktion und schliefdlich zur Proteintrandation kommt. Das
hieraus resultierende und im Anschluss sezernierte VEGF ist der Haupt-Angiogenesefaktor,
welches die endotheliden Zdlfunktionen, inklusive der Mitose, reguliert. Zellulédres und
zirkulierendes VEGF ist in hamatoonkologischen Erkrankungen erhdht und wird als ein

Zeichen flr eine schlechte Prognose angesehen(58).
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Abbildung 12 VEGF Stimulationsmechanismus

Die biomolekulare Funktion von HIF1 ist das Aud6sen der Transkription bestimmter Gene,
so zum Bespied von Transferrin oder VEGF, beides Substanzen, die in der
Neovaskularisation und der Tumormetastaserung eine entscheidende Rolle spielen. Die
Aktivierung des HIF1 erfolgt zum Einen durch direkte Rezeptorgesteuerte Aktivierung und
zum Anderen wird die Transkription von HIF1 durch Hypoxie induziert(5,6,12,44). Der
Zusammenhang zwischen Hypoxie, HIF1 und VEGF koénnte somit einen neuen Ansatz bei der
Therapieentscheidung liefern. Ein  hypoxisches Gewebe konnte somit in Zukunft als

aggressiver und deshalb als Therapieintensiver eingestuft werden.
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Nachdem die Therapie des Mammakarzinoms in der ersten Héfte des letzten Jahrhunderts
durch radikale Operationen gepragt war, sind aktuelle Therapiestandards durch die Einbettung
der operativen Therapie in ein Gesamtkonzept aus chirurgischen, strahlentherapeutischen und
medikamenttsen Maldnahmen gekennzeichnet. Durch den Einsatz der adjuvanten endokrinen
und zytostatischen Therapie, die Entwicklung neuer Zytostatika und deren
Applikationsschemata hat sich die Prognose des Mammakarzinoms so deutlich gebessert, dass
die Indikation zur adjuvanten Brustkrebstherapie mittlerweile (Konsensustreffen St. Gallen
2001) auf alle Patientinnen mit einem Rezidivrisko von tber 5-10% erweitert wurde. Da die
Empfehlungen dazu Ubergehen ein noch groReres Patienten Kollektiv mit Chemotherapien zu
behandeln as bisher, bekommt die Aussage Uber die Wirksamkeit der angestrebten
zytostatischen Therapie eine noch grol3ere Bedeutung.

1.6.3 VEGF-Rezeptoren

Es wurden bis heute 3 verschiedene VEGF-Rezeptoren in der Literatur beschrieben. VEGFR-
VFLT-1, VEGFR2/FLK-I/KDR und VEGFR-3/FLT-4. VEGFR-1 und VEGFR-2 sind

Thyrosin-Kinase Rezeptoren.

Current Protein Target:

Tyrosine Kinase

Abbildung 13 Thyrosin Kinase Rezeptor

Diese befinden sich wéhrend der Embryonalentwicklung auf den Endothelzellen. Hieraus
entstand die Theorie, dass VEGF an der Vaskularisation wahrend der Embryogenese beteiligt
ist (7,17,50).
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Auf molekularer Ebene handelt es sich beim Thyrosin-Kinase-Rezeptor um einen
Signaltransduktor. Ein second-messanger (ATP ) wird im Inneren der Zelle as Signal
eingesetzt und die gewiinschte Enzymaktivitét induziert.

Durch "andocken" von VEGF am passenden TKR wird Uber Phosphorylierung auf der

Innenseite der Zellmembran ein Signalprotein erzeugt.(Abbildung 14)

Zellreaktion
(Proliferation)

Abbildung 14 Rezeptor M echanismus

Dieses fuhrt die entsprechenden Induktionen auf Enzymebene durch.

Thyrosin-Kinase Rezeptoren sind wichtiger Bestandteil bei der Regulierung von Wachstum,
Differenzierung, Migration und im Metabolismus.

VEGFR-2 ist der Rezeptor, der sich hauptsachlich auf den Endothelzellen befindet und der
hauptsachlich an der Vaskularisation beteiligt ist.

Viele Studien haben die Bedeutung von VEGFR-2 bereits fir das Tumorwachstum gezeigt.
So zum Beispiel Milauer et al.(45). Er benutzte einen Retrovirus, um in das bestehende
Genom einen Rezeptornegatives Gen einzufligen. Er konnte tierexperimentell das Wachstum
von transplantierten Glioblastomazellen verhindern.

Bernathchez et al.(3) benutzen gegenléufige Oligomere gegen FLK-1 und FLT-1. Hiermit
gelang ihnen der Bewels, dass FLK-1 durch VEGF Stimulation endotheliale Proliferation,
Migration und die Produktion von platlet activating factor hervorruft. Das Blockieren von
FLT-1 ist hingegen nicht fahig, diese Aktivitdten zu beeinflussen. Aus diesen Studien lassen

sich Anhaltspunkte fir mogliche antiangiogenetische Therapien gewinnen.
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1.6.4 VEGF bei malignen Tumoren

Die anfangliche Beschreibung von VEGF beschrénkte sich auf seine Fahigkeit, die
Gefalpermeabilitédt und somit das physiologische Zellwachstum zu stimulieren. Erst langsam
rediserte man die pathologische Potenz im Zusammenhang mit onkologischen
Krankheitsbildern. Diese Aussage wird durch die Erkenntnis gestltzt, dass die meisten
Tumorzellen VEGF produzieren und ein Inhibieren dieses Faktors auch zu einer bedeutenden
Reduktion des Wachstums fihrt. Auch beim Mammakarzinom konnte unter anderem
bewiesen werden, dass VEGF die Mikrozirkulation steigert und somit Wachstum und
Ausdehnung fordert und schliefdlich die Mortalitét deutlich beeinflusst(37-40).

Es zeigte sich, dass die Reduktion von angiogenetischen Faktoren bei Lunge, Prostata und
Colon-Ca eine deutliche Tumorregression nach sich zieht.

Bei Patienten mit bdsartigen Erkrankung konnten Antiangiogenesefaktoren, alleine oder in
Kombination mit herkémmlichen Chemotherapeutika, das Tumorwachstum hemmen,
Metastasierung reduzieren und somit Lebenserwartung und Lebensqualitat

verbessern.(11,52).
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1.6.5 VEGF beim Mammakarzinom

In einer 46 Patientinnen umfassenden Studie wurde die Gewebeexpression von VEGF B
(lokalisiert auf Endothelzellen) und VEGF C (lokalisert auf Lymphgeféen) beim
Mammakarzinom beschrieben.(50). Hier wurde beim Carcinoma in situ (DCIS) Gewebe eine
dgnifikante Assoziation zwischen VEGF mMRNA-Expresson und der Angiogenese
festgestellt(9). Dieselbe Studiengruppe fand eine hohe VEGF Zellexpression bel der Hélfte
der DCIS-Félle und eine mittlere bis hohe VEGF-Zellexpression bei den meisten invasiven
Mammakarzinomen heraus.(9). In einer retrospektiven Studie von Toi et a.(63) (Abbildung
15) wurden 103 Patientinnen mit Mammakarzinom erweitert mastektomiert. Toi et al.
konnten eine statistische Signifikanz zwischen der 5-Jahres-Uberlebensrate und der VEGF-

Minderexpression aufweisen (p=0,01).

VEGF-arm [(n=74)

Studiendesign

= retrospektive Untersuchung
= n=103 Patientinnen
mit Brustkrebs (MN-+/—)
= Therapie: Mastektomie
mit vollstandiger Resektion
der axillaren Lymphknoten

VEGF-reich (n=29)

Rezidivireie Oberlebensrate [%]

5
Zeit [Jahr]

Abbildung 15 Rezidivfreie Uber lebensr ate in Abhéangigkeit von VEGF-Status

Desweiteren konnten Anan et a.(1,2) in einer 230 Patientinnen umfassenden Studie eine
dgnifikante Korrelation zwischen nodal-positiven Mammakarzinomen und einer VEGF-
Gewebeexpression nachweisen. Aus diesen Daten lasst sich eine Assoziation von VEGF-
Expression und Mammakarzinom ersehen und eine prognostische Bedeutung dieses Faktors

vermuten.

26



2 Ziel

2.1 Ziel des Gesamtprojekts

An der Frauenklinik vom Roten Kreuz in Minchen wurde in Zusammenarbeit mit der Klinik
fur Strahlentherapie und Radioonkologie des Klinikums Rechts der Isar der Technischen
Universitdt Minchen zwischen 1999 und 2001 en interdisziplindres Forschungsprojekt
durchgefihrt, in welchem herausgefunden werden solite, ob der Sauerstoffpartialdruck in
malignen Mammatumoren as pradiktiver Faktor fur die primér systemische Therapie
herangezogen werden kann und ob er andere prognostische oder prédiktive Faktoren
beeinflusst.

2.2 Ziel der vorliegenden Arbeit

Es ist das Zidl dieser Arbeit den Zusammenhang zwischen der VEGF-Gewebeexpression und
dem Sauerstoffpartialdruck beim priméren Mammakarzinom am Modell der primér

systemischen Therapie zu untersuchen.
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3 Methodik

3.1 Patientinnen

Im Zeitraum von Oktober 1999 bis November 2000 wurde bel 192 Patientinnen mit
Mammatumoren Uber 2 cm Durchmesser eine Studie zur Messung des intratumoralen
Sauerstoffpartialdruckes  durchgefihrt. Im Fale der Malignitdd wurde eine
immunhistochemische Fixierung des Gewebes vorgenommen, um die VEGF-Expression
darzustellen.

Die Studie erfolgte unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. W. Eiermann und Dr.med. G.
Raab von der Frauenklinkk vom Roten Kreuz in Munchen, sowie Herrn Prof. Dr. med. M.
Molls und Herrn Dr. med. F. Auer von der Klinik fir Strahlentherapie und Radioonkologie
des Klinkkums Rechts der Isar der Technischen Universitdt Munchen. Die Stanzbiopsien
wurden in der Abteilung fur Radiologie der Frauenklinik vom Roten Kreuz in Minchen durch
Herrn Dr. med. Schmidt und Herrn Dr. med. D. Scheich durchgefihrt. Die Messungen
wurden von Herrn Dr. med. Auer vor der diagnostischen Stanzbiopsie bei den
Mammakarzinom Patientinnen durchgefiihrt. Anschlief3end wurde das gewonnene Gewebe in
der pathologischen Abtellung des Krankenhauses vom Roten Kreuz in Minchen, unter der
Leitung von Herrn Dr. med. HOgel, histologisch aufgearbeitet. Alle Patientinnen wurden Uber
den wissenschaftlichen Charakter der Untersuchung aufgeklart. Bel Malignitét erfolgte nach
unauffélligen Staginguntersuchungen die Behandlung im Rahmen von Studienprotokollen.

Hierzu wurde von allen Patientinnen ein schriftliches Einverstandnis eingeholt.
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3.2 pO,-Messung im Tumorgewebe

Zuerst wurde die zu untersuchende Brustverdnderung bildlich dargestellt. Je nach Art der
Lason konnte dies mittels Ultraschall, Rontgen (= Mammographie) oder MRT (=
Magnetresonanztomographie) erfolgen. Nach Desinfektion der Einstichstelle und einer
lokalen Betdubung (ca. 5-10ml Xylocain) wurde ein langer Metalltrokar als Fuhrungszylinder
fur die Messsonde verwendet. Die Sauerstoffmessung erfolgte unter standiger Sichtkontrolle
mit Hilfe des diagnostischen Ultraschalls.

Die Messung erfolgte mit dem Eppendorf Histographen, bestehend aus einer Messsonde
(Nadelelektrode), die tber Kabelverbindungen die Werte an einen Rechner weiter gab. Die
Nadelelektrode, welche aus einer Gold- bzw. Platinelektrode besteht, hat einen Durchmesser
von 300um wund ist mit ener sauerstoffdurchlassgen Membran Uberzogen. Die
Gegenelektrode (Ag/AgCl) wurde in einem Abstand von etwa 50mm von der Einstichstelle
platziert. Nach Anlegen einer Polarisationsspannung von —0,6 bis —1,0 V, kam es an der
Kathode zur Reduktion von molekularem Sauerstoff und somit zu einem Stromfluss zwischen
den Elektroden. Diese Strommessungen wurden durch den Histographen direkt proportional
in Werte des Sauerstoffpartialdrucks umgerechnet.

Die Elektrode hat nach theoretischen Berechnungen ein halbkugelférmiges Messvolumen mit
einem Durchmesser von 25 bis 50 pum. Um grof3ere Gewebsareale messen zu konnen, wurde
die Messelektrode mit Hilfe eines Schrittmotors in Schritten von 0,4 bis 1,0 mm durch das
Gewebe bewegt. Um Kompressionsartefakte durch die Nadel zu vermeiden, wurde
automatisch nach ener Vorwartsbewegung eine Rickwertsbewegung um ca. 0,3 mm
durchgefihrt, so dass das Gewebe mechanisch entlastet werden kann. Es wurden auf diese
Weise mehrere hundert pO,-Werte pro Messstrecke, den sogenannten Messtracks, erfasst und

vom Computer zur weiteren Auswertung gespeichert. Pro Tumor erfolgten 4-6 Messtracks.

29



3.3 Stanzbiopsie

Uber dieselbe Eingtichstelle wurde eine ca. 2-4 mm dicke Nadel in die Brust vorgeschoben
und durch funf- bis sechsfaches Stanzen Gewebe entnommen. Das gewonnene Material
wurde anschlief3end in Formalin eingelegt und in die Pathologie zur weiteren histologischen

Untersuchung verschickt.

3.4 Histhopathologische Aufbearbeitung

Nach Erhat der Gewebezylinder aus der Radiologie wurde das Gewebe zur histologischen
Aufbearbeitung in diverse ansteigende Alkoholreihen und schlief3lich in Xylol gelegt und Uber
Nacht darin belassen. Am nachsten Tag erfolgte die Einbettung in Paraffin. Hieraus wurden
Blocke geformt und Schnittpréparate fur die Mikroskopische Begutachtung angefertigt. Diese
Aufarbeitung erfolgte mechanisch durch das Geréat ,Hyper-Center” der Firma Shandon. Im
Anschluss wurden die routineméidigen Untersuchungen, wie die Bestimmung von Tumorart,
Grading, Rezeptorstatus Her2/neu Status, p53 und die VEGF Gewebe Expression
durchgefuhrt.
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3.5 VEGF-Messung im Tumorgewebe

3.5.1 Immunhistochemie

Die Darstellung der VEGF-Expression im Gewebe erfolgte immunhistochemisch.

Durch die Entwicklung monoklonaler Antikorper hat der Antigennachweis mit Hilfe
markierter Antikorper einen enormen Aufschwung erfahren. Im Prinzip beruhen die
verschiedenen Verfahren darauf, dass man zu einem Gemisch, welches das fragliche Antigen
enthdlt, einen monoklonalen Antikdrper gibt (siehe Abbildung VIII/ links) und den
resultierenden Antigen-Antikdrper-Komplex von der fliissigen Phase abtrennt. Anschlief3end
wird der Komplex mit einem empfindlichen Nachweissystem identifiziert (anfligen eines
Chromogens) und, falls erwlnscht, quantitativ erfasst. Obwohl man hierbel den Indikator
direkt an den monoklonalen Antikdrper (Primérantikdrper) koppeln kdnnte, bedient man sich
bevorzugt indirekter Verfahren. Dabei werden meist polyklonale Antikdrper (sekundére
Antikorper) verwendet, die den ersten Antikorper erkennen (Abbildung VII1/ rechts). Dies hat
zwei Vortellee Zum einen kann man fir monoklonale Antikorper aller Spezifitdten das gleiche
Indikator-Serum benutzen. Zum anderen reagieren mehrere Molekile des sekundaren
Antikorpers mit einem einzigen Molekil des priméren Antikdrpers und fihren somit zu einer

Verstérkung des Signals.(22).
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Abbildung 16 Nachweis der VEGF-Proteine(34)

3.5.2 Immunhistochemisches Verfahren zur VEGF-Messung

Die Darstellung der VEGF-Expresson im Tumorgewebe erfolgte ebenfals in unserem
pathologischen Institut mit immunhistochemischen Verfahren unter Verwendung eines
polyklonalen Kaninchen VEGF — Antikorpers (Anti-VEGF — Zytomed Nr. 18-0254, Zytomed
GmbH, Berlin).

Die Schnittpréparate des in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Tumorgewebes
wurde in Ublicher Weise entparaffiniert und rehydriert.

Die Blockierung der endogenen Peroxidase erfolgte mit 3% H,O, (10 Minuten). Durch
zweimalige mikrowelleninduzierte Erhitzung auf 100 Grad Celsius und anschliessender
Abkuhlung fur 20 Minuten, erfolgte eine Demaskierung von Antigenen (Antigen-Retrieval).
Nach Inkubation in Vectastain Normalserum (20 Minuten) erfolgten die Immunschritte mit
anti-VEGF (60 Minuten), anti-Rabbit Sekundarantikdrper (20 Minuten) und mit Vectastain
ABC Reagenz (20 Minuten). Nicht gebundener Antikorper wurde in den Zwischenschritten
zwischen den Antikorperinkubationen durch Spilung der Schnittpréparate mit PBS entfernt.
Die VEGF-gebundenen Antigen-Antikdrperkomplexe wurden durch DAB markiert (7
Minuten), die Schnittprgparate in Hamatoxylin gegengefarbt. Alle Immunreaktionen erfolgten
bei Raumtemperatur in Coverdips (Fa. Shandon).
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VEGF war durch ein braunes Reaktionsprodukt markiert, die Auswertung erfolgte
lichtmikroskopisch mit einem Mikroskop BX (Fa. Olympus).

In Anlehnung an die Literatur wurde bel einer Farbreaktion in mehr als 30% der Zellen das
Gewebe als VEGF-positiv bewertet, Werte unter 30% als negativ.

3.5.3 Interpretation der Praparate

Toi et a.(63) fuhrten eine Studie an 103 Patientinnen mit Mammakarzinom durch. Auch hier
kamen immunhistochemische Verfahren zum Einsatz, um eine Evaluierung der VEGF
Gewebe-Expression zu ermdglichen. Dabel wurde eine negative, moderate oder hohe Gewebe
Expression bestimmt. Gunningham et a.(21) stellten in ihrer Studie zum Thema VEGF und
metastasiertes Mammakarzinom zur Evaluierung der VEGF-Gewebeexpression prozentuale
Abstufungen fest. Hierbel wurde bel weniger als 30% auf den benutzten Farbstoff
reagierenden Zellen das Prgparat als geringfligig-, bei 30-70% als mittelmaldig- und bel tber
70% als starkpositiv gewertet. Hierbei wurde definiert, dass jede Auspragung Uber 30% als
eindeutig positiv gewertet werden kann.

In Anlehnung an die Literatur bewerteten wir bei einer farblichen Reaktion auf den
Antikorper von weniger als 30% der Zellen das Gewebe as VEGF negativ. Bei alen tbrigen
Ergebnissen gingen wir von einer positiven VEGF-Expression aus.

Das Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie haben wir in Responder ( Komplett
Remission und Partial Remission) und Non Responder ( Stabel Disease und Progressiv
Disease) untertellt. Somit konnten wir zwei Gruppen fassen um eine bessere Auswertung zu

erreichen.

Die Daten wurden dann zur weiteren Auswertung in das onkologische Dokumentationssystem

eingefligt und mit weiteren Daten verglichen.
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4 Statistische Aufbearbeitung aller Daten

Wir verwendeten zur statistischen Auswertung unserer Daten den Chi-(x%)-Quadrat Test.
Dieser wird zur Uberprifung von Haufigkeitsverteilungen eingesetzt, also bei Variablen mit
nominalem Skalenniveau. Die beobachteten Haufigkeiten unserer Merkmale wurden in
Kreuztabellen eingetragen, und daraus eine Signifikanz errechnet.

Allgemein Ublich ist es, einen p-Wert (Signifikanz Wert) von weniger als 0,05 mit
»Sgnifikant“ und von weniger as 0,01 mit ,, sehr signifikant zu bezeichnen. In enigen Fallen
ist ein Wert von weniger als 0,10 dartiber hinaus als , grenzwertig signifikant“ anzusehen,

zumindest kann in diesen Fallen von einer Tendenz gesprochen werden.



5 Ergebnisse

5.1 Patientinnen

Die Grundgesamtheit der vorliegenden Arbeit stellen nun 192 untersuchte Patientinnen dar.
Bel 92 dieser Patientinnen bestétigte sich ein priméres Mammakarzinom. Letztendlich
konnten bel 85 Patientinnen Sauerstoffdruckmessungen im Gewebe vorgenommen und
ausgewertet werden. Eine VEGF Gewebeexpression konnte bei 95 Patientinnen erhoben
werden. Hierbel wurde 65 (72%) als VEGF-Negativ und 30 (28%) als VEGF-Positiv

gewertet. Bel 51 folgte eine primér systemische Chemotherapie.

5.1.1 Altersverteilung

Der Altersmedian der Patientinnen zum Zeitpunkt der Stanzbiopsie lag bei 53 Jahren. Die
jungste Patientin erkrankte mit 29Jahren, die dlteste war 81 Jahre alt.
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B Anzahl

Tabelle 1 Altersverteilung
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5.1.2 Verteilung nach histopathologischen Kriterien

5.1.2.1 Verteillung der Tumoren nach histopathologischen

W achstumsmuster

67 Félle mit invasiv ductalem Mammakarzinom, 18 Sonstige Mammakarzinomtypen.

H ductaler Typ

67

O Sonstige

18

Tabelle 2 Verteilung nach Histologischen Kriterien
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5.1.2.2 Verteilung der Tumoren nach Grading

Es zeigten sich bei den Grading eine nahezu gleich hdufige Anzahl von G2 (38Falle/38,0%)
und G3 (34 Falle/29,2%). G1 Tumore wurden in 14 Fallen(12,0%) nachgewiesen.

B Anzahl

Tabelle 3 Verteilung nach Grading

5.1.2.3 Vertelung der Tumore nach Tumorgrol3e

T2NOMO T2N1MO
H Anzahl 46 25

Tabelle 4 Verteilung nach Tumor gr6i3e
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5.2 VEGF im Tumorgewebe

5.2.1 VEGF und Alter der Patientinnen

Wir konnten in unseren Messungen feststellen, dass VEGF lediglich bei den Uber 50-jahrigen

mit 70,6% (p=0,816) vermehrt war. Ansonsten gab es keine Korrelation zwischen dem Alter

der Patientin und der VEGF Gewebe Expression.

60 1

40 1

20 1

04

Alter<50J.

Alter >50J.

B VEGF negativ

10

20

OVEGF positiv

21

48

Tabelle 5 VEGF Altersverteilung
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5.2.2 VEGF und Histhopathologische Unterteilung

Bel den verschiedenen histologischen Subtypen beim Mammakarzinom haben wir drei
Gruppen, invasiv ductal und invasiv lobulér, und zusétzlich eine Gruppe unter Sonstiges
gewertet. Diese letzte Gruppe enthielt alle anderen histologischen Subtypen.

Hier konnte ebenfalls keine signifikante Korrelation zur VEGF-Auspréagung festgestellt
werden. (p=0,907)

60 1

40 1

20 1

04

invasiv duktal invasiv lobular Sonsitges
B VEGF negativ 24 4 2
O VEGF positiv 58 6 5

Tabelle 6 VEGF und histopathologische Unterteilung
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5.2.3 VEGF und Tumorgroélie

In den untersuchten Tumoren Uber 5¢cm, zeigte sich eine positive VEGF-Gewebeexpression
(p=0,496).

OC =70

60 1

40

18,2% 81,8%

201

0 1

B VEGF negativ
O VEGF positiv

Tabelle 7 VEGF und Tumor gr 6i3e
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5.2.4 VEGF und Nodalstatus

Es zeigten sich keine signifikanten Korrelationen. Sowohl die nodal-negativen als auch die

nodal-positiven zeigten eine nahezu 2/3-Mehrheit der VEGF-Positivitét (p=0,276).

401

201

0 A

Nodal negativ

Nodal positiv

B VEGF negativ

13

17

O VEGF positiv

39

30

Tabelle 8 VEGF und Nodalstatus

5.2.5 VEGF und Grading

Zwischen VEGF und dem Grading bei den untersuchten Geweben konnte keine Korrelation

gefunden werden (p=0,473). Zwar zeigten die Grading Stufen zwei und drei auch héhere

Raten an VEGF-Positiven an, jedoch konnte auch hier keine statistische Signifikanz gefunden

werden.

40

63.0% 74,4%

301

201

101
04

B VEGF negativ

OVEGF positiv

Tabelle 9 VEGF und Grading
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5.2.6 VEGF und Hormonrezeptoren

Es zeigte sich bei Hormonrezeptor-Positivitdt eine verstérkte Ausprégung von VEGF im
Gewebe ( 72,5%), und bei Hormonrezeptor-Negativitét eine deutliche Minderauspragung des
selbigen Faktors (16,7%) (p=0,313). Jedoch lief3 sich auch hier keine statistische Signifikanz
verzeichnen. Bei der Auswertung des Her2/neu Status war keine Korrelation mit der VEGF-

Gewebeexpression zu verzeichnen (p= 0,285).

60 1

40

201

04

HR negativ HR positiv
B VEGF negativ 5 19
O VEGF positiv 25 50

Tabelle 10 VEGF und Hor monr ezeptor en

80% der VEGF-negativen Gewebe waren ebenfalls Her/2 neu negativ.
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68,1%

45 |

40 —

35

30 — 80,0%

25

20 —

15 —

10 —

VEGF negativ VEGF npositv
B Her 2/neu negativ 24 47
O Her 2/neu positiv 5

Tabelle 11 VEGF und Her 2/neu



5.3 pO,im Tumorgewebe

5.3.1 Verteilung der pO,-Werte

Die gemessenen pO, -Werte lagen zwischen 0 und 35,2 mmHg mit einem Median von 1,7
mmHg. Der Mittelwert lag bei 5,1 mmHg +/- 8,6mmHg. Fir die Berechnungen wurde der
Median herangezogen. Wir haben hierbel eine Unterteilung von Anoxie zu nicht Anoxie

getroffen. Jeder Wert unter 2,5mmHg wurde als anoxisch betrachtet.

pO2 Verteilung im Gewebe

15,8%

‘I Anzahl

Tabelle 12 pO, Werteverteilung
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5.3.2 Verteilung von pO, auf das Alter der Patienten

54,4%

O>2,5

Tabelle 13 Altersverteilung im Alter

Wie aus der Tabelle Nummer 14 hervorgeht, konnte keine signifikante Korrelation zwischen

dem Alter der Patientin und der Gewebeoxygenierung aufgezeigt werden (p= 0,669).

46



5.3.3 pO, und Tumorgrolie

Entsprechend der Literatur zeigten unsere Ergebnisse bei zunehmender Tumorgrofi3e eine
zunehmende Anoxie. Hier ergaben 72,70% der Messungen in Tumoren tber 5¢cm eine

Gewebeoxygenierung unter 2,5mmHg (p=0,341).

72,7%27,3%

B<25
0>2,5

Tabelle 14 pO, und Tumor gr 6l3e

5.3.4 Verteilung von pO, auf die histologischen Typen

Wir konnten keine Signifikanz bei der Gewebeoxygenierung der unterschiedlichen Formen
der untersuchten Mammakarzinome feststellen (p=0,939).

Sonstige
5

inv. Ductal

B <2,5 mmHg 48 8
0>2,5 mmHg 39 6

Tabelle 15 pO, und histopathologische Verteilung
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5.3.5 Verteilung von pO, und Grading

Ein Grading von 3 wurde in 67,5% der untersuchten Félle mit Anoxie beobachtet. Somit liess
sich eine statistisch relevante Signifikanz (p=0,049) zwischen dem Tumorgrading und der
Gewebeoxygenierung feststellen..

BG1/G2
OGs3

Tabelle 16 pO, und Grading
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5.3.6 PO2 und Hormonrezeptorstatus

Bel der Untersuchung des Hormonrezeptorstatus und der Gewebeoxygenierung konnte in

Uber 69% der Hormonrezeptor negativen Tumore eine Anoxie hachgewiesen werden.

Wohingegen sich die Hormonrezeptor positiven Gewebe fast gleichmaidig verteilten
(p=0,162).

HR negativ HR postitiv
B <2,5mmHg 49 10
0>2,5mmHg 36 10

Tabelle 17 pO, und Hor monr ezeptor status

Bel dem Her2/neu Status zeigte sich bel den Geweben mit fehlender Rezeptorenausprégung
mit 57,6% ein leichtes Ubergewicht fur die Anoxie. Hier bestand keine signifikante
Korrelation (p=0,813).

50,0% 50,0%

Her 2/neu negativ Her 2/neu positiv

B <2,5mmHg 49 10
O0>2,5mmHg 36 10

Tabelle 18 pO, und Her2/neu
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5.4 VEGF und Gewebeoxygenierung

Bel den insgesamt untersuchten 77 Patientinnen konnten bei 51 Patientinnen (65,4%/

p=0,332) eine Anoxie und eine negative VEGF Gewebeexpression nachgewiesen werden (s.h.
Tabelle 19). Obwohl hier keine statische Signifikanz bestent fallt doch auf, dass bei den
VEGF-positiven Geweben eine nahezu ausgeglichene Verteilung zwischen anoxischen und

Geweben tber 2,5mmHg besteht.
PO2 Gesamt
<=2,5 >2,5
VEGF Negativ 17 9 26
65,4% 34,6%
Positiv 26 25 51
51% 49%

Tabelle 19 VEGF und Gewebeoxygenierung

Abbildung 20 VEGF und pO2

30—

25

20

15+

10

5

o

51,0%  49.0%

VEGF negativ

VEGF positiv

B <2 5mmHg
0O0>2 5mmHg

17
9

26
25
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5.5 VEGF und Ansprechen auf priméar systemische Therapie

Hier ergab sich keine Korrelation zwischen der VEGF-Expression und dem Verlauf.
(p=1,000)

Responder

B VEGF negativ 8
OVEGF positiv 27

Non-Responder
2

Tabelle 19 VEGF und primér systemische Therapie
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5.6 pO, und Ansprechen auf primar systemische Therapie

Es zeigte sich in der Anoxie eine gleichméidige Verteilung der Responder bzw. Non-
Responder. Lediglich in der Nicht Anoxie konnte ein leichtes Ubergewicht auf der Seite der
Non-Responder mit 61,8% verzeichnet werden.(p=0,754)

46,7%

Responder Non-Responder
B <2,5mmHg 21 8
O0>2,5mmHg 13 7

Tabelle 20 pO, und primér systemische Therapie

Der Aktuelle Stand der Wissenschaft beschreibt den Nodastatus als wichtigsten
prognostischen Faktor fir das Mammakarzinom (level of evidenz (LOE) 1). Beim Vergleich
unserer Daten von VEGF und dem Nodalstatus konnte eine signifikante Korrelation zwischen
nodal-positiven Ergebnissen und anoxischem Gewebe festgestellt werden. 67,9% aller nodal-

positiven Patienten hatten eine gemessene Tumor-Anoxie von unter 2,5mmHg.(p=0,02)
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B <2, 5mmHg
O0>2 5mmHg

31

Tabelle 21 pO, und Nodalstatus
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6 Diskussion

Im Rahmen des zwischen der Frauenklink vom Roten Kreuz und der Klinik for
Strahlentherapie und Radioonkologie des Klinikkums Rechts der Isar der Technischen
Universitdt MduUnchen durchgefiihrten Kooperationsprojektes zur Untersuchung der
prédiktiven Bedeutung des intratumoralen Sauerstoffpartialdruckes in  priméren
Mammakarzinomen auf das Ansprechen auf primér systemische Chemotherapie, war es das
Ziel dieser Arbet, den Zusammenhang zwischen der VEGF-Gewebeexpression und der
Tumoroxygenierung klinisch zu untersuchen. Die Rationale hierfir liefern Ergebnissen der
Grundlagenforschung, die auf molekularer Ebene einen engen Zusammenhang zwischen dem

durch Hypoxie exprimierten HIF-1 und der VEGF-Expression nachweisen konnten(6,10,44).

Ein typisches Charakteristikum des Mammakarzinoms ist, wie bei anderen soliden Tumoren
auch, die Neovaskularisation. Diese stellt die Moglichkeit des Gewebes dar, sich auf
hypoxische Situationen enstellen zu konnen. Die Hypoxie zeigt sich vorndmlich beim
schnellen Tumorwachstum, der Tumorinvasion und der Tumormetastasierung. Alles samt
Kriterien der Malignitét.

Huang Zong et a.(28) konnten in einer 179 Patienten umfassenden Studie aufzeigen, dass
eine HIF-Uberexpression in malignen humanen Tumoren im Vergleich zum normalen
Gewebe statistisch signifikant vermehrt vorhanden ist. Im Speziellen gab es bel benignen
Mammatumoren keine Uberexpression, wohingegen bei 29 % der untersuchten primaren
Mammakarzinome eine HIF —1 Uberexpression nachweisbar war. In Metastasen von
Mammakarzinomen lie3 sich hingegen zu lber 69% eine HIF-Uberexpression nachweisen.
Diese Daten weisen auf eine mogliche klinische Bedeutung von VEGF in der Onkologie hin.
Da Zong et al. folgern, dass HIF-1 bereits sehr frih in der Karzinogese nachweisbar ist, kann
angenommen werden, dass sich dies auch in einer vermehrten VEGF-Gewebeexpression bei

Tumorhypoxie klinisch nachwelsen lassen miisste.

Dass die VEGF-Gewebeexpresson im Tumorgewebe eine wichtige Rolle bel der
Prognoseentstehung spielt, zeigten Toi et a.(63) an einem Patientenkollektiv von 103
Patienten mit primdrem Mammakarzinom. Hier konnte gezeigt werden, dass VEGF-positive

Patienten ein deutlich kirzeres Rezidivfrelesintervall aufzeigten as die Patienten mit einer
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negativen VEGF-Gewebeexpression. (p=0,01). In einer Folgestudie wurden die Ergebnisse
durch die selben Autoren erneut bestétigt(61,62). Hierbei wurde die prognostische Bedeutung
von VEGF in 230 Patienten mit nodal-negativem und nodal-positivem Status nachgewiesen.
Jedoch konnte in ener multifaktoriellen Untersuchung unter Berlicksichtigung von
Vascularisation, Nodalstatus und VEGF-Expression kein statisch Signifikanz Wert festgestellt

werden.

Die retrospektiven Studien, die eine prognostische Bedeutung des VEGF-Proteins untersucht
hatten, konnten allesamt aufzeigen, dass Brustkrebs ein Angiogeneseabhangiger Tumor
ist(42). Obwohl die bekannten prospektiven Studien die anerkannten Angiogenese-Faktoren
nicht systematisch verglichen haben, wird allgemein unterstellt, dass VEGF eine bedeutende
Rolle in der Entwicklung des Mammakarzinoms hat. Das VEGF wurde durch verschiedenste
Techniken bestimmt und nach verschiedenen Mustern interpretiert. Wir haben nach gangigen
immunhistochemischen  Maldnahmen das VEGF bestimmt. Auch dse fihrten
immunhistochemische Verfahren durch, um eine Evaluierung der VEGF-Gewebeexpression
zu ermoglichen. Toi et a. bestimmten eine negative, moderate oder hohe Gewebeexpression.
Gunningham et a.(21) selten in ihrer Studie zum Thema VEGF und metastasiertes
Mammakarzinom zur Evaluierung der VEGF-Gewebeexpression prozentuae Abstufungen
fest. Hierbei wurde bel weniger als 30% auf den benutzten Farbstoff reagierenden Zellen das
Praparat as geringfigig-, bei 30-70% als mittelmalig- und bel Uber 70% als starkpositiv
gewertet. Hierbel wurde definiert, dass jede Auspragung Uber 30% als eindeutig positiv
gewertet werden kann.

In Anlehnung an die Literatur bewerteten wir bei einer farblichen Reaktion auf den
Antikorper von weniger als 30% der Zellen das Gewebe as VEGF-negativ. Bei alen tbrigen
Ergebnissen gingen wir von einer positiven VEGF-Expression aus. Hierbel konnten wir 28
(26,9%) VEGF-Positive und 68 (65,3%) VEGF-Negative Gewebe evaluieren. Die in der
Literatur beschriebenen Ergebnisse differieren deutlich. So beschreibt Linderholm et a.(35)
in seiner 656 Patientinnen umfassenden Studie die VEGF-Positiven Gewebe in 22% und die
VEGF-Negativen Gewebe in 9 Prozent der Falle. Hieraus wird ersichtlich welchen Einfluss
Patientenkollektiv, Messmethodik und Auswertung auf das Ergebnis zu haben scheinen.

Eine besondere Rolle in der Therapie des Mammakarzinoms nimmt die primér systemische
Chemotherapie ein. Sie bietet dem Therapeuten die MOoglichkeit, die Wirksamkeit der

verabreichten Substanzen direkt am klinischen Ansprechen zu evauieren. Aus
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tumorbiologischer Sicht stellt  die  prim& systemische Therapie ebenfals ein
vielversprechendes Verfahren dar. Um das Auftreten Zytostatika-resistenter Zellklone in einer
wachsenden Tumorzellpopulation zu begrenzen, erscheint eine friihestmogliche Zerstérung
vorhandener Tumorzellen durch eine préoperative Systemtherapie sinnvoll.  Klinische
Studien (z.b. NSABP) konnten belegen, dass sich die chemotherapeutische Behandlung vor
der operativen Sanierung eines Karzinoms auf das Uberleben positiv auswirkte(70). Anhand
des Tumoransprechens kann die Effektivitdt der Chemotherapie im Sinne eines , In-vivo-
Chemo-Sensitivitdts- Test” beurteilt werden(4,23,30,47).

Aufgrund einer veranderten und gestorten Mikrozirkulation, weisen viele Mammakarzinome
hypoxische Aredle innerhalb des Tumors auf. Die medianen pO,-Werte, die bisang nur an
kleinen Patientenkollektiven mit priméaren Mammakarzinomen ermittelt wurden, liegen
dementsprechend deutlich unter denen von normalem Mammagewebe.(65,67).

Vaupel et a.(69) zeigten an Patientinnen mit Mammakarzinom im T1b bis T4, dass der
mediane pO, im Tumorgewebe 28mmHg betrug und im gesunden Gewebe bel 656mmHg lag.
Es fand sich ein Antell von 40% anoxischen Tumoren, die definiert waren durch einen
medianen pO2 von unter 2,5 mmHg(69). Im unverdnderten Brustdriisengewebe wurden Werte
unter 12,5mmHg nicht nachgewiesen(65).

In den von uns durchgefiihrten Messungen waren jedoch 56% der gemessenen pO2-Werte
unter oder gleich 2,5mmHg.

Die Unterschiede der gemessenen Tumoroxygenierung zwischen den in der Literatur
beschriebenen und unseren pO2-Messwerten, ergaben sich, dhnlich wie bei der VEGF-
Messung, nebst dem Patientenkollektiv am ehesten durch eine von Raab und Auer veranderte
Methodik der Sauerstoffmessung. Um einen genaueren Wert mitten aus dem Tumor zu
erlangen, haben Raab und Auer zusétzlich zu der bel Vaupel beschriebenen Sonokontrolle zur
Tumorlokalisation noch weitere Sonokontrollen zur Verifizierung der Nadelposition
durchgefihrt. Diese sollten die Treffgenauigkeit in den Tumor erhéhen und dokumentieren.
Ein welterer Unterschied ergab sich in der Wahl des Materials beim Trokar. Hier wurde bei
uns ein Metall-Trokar verwendet, wohingegen bei Vaupel et a. ein Plastik-Trokar zum
Einsatz kam.

Die weiteren Unterschiede ergaben sich aus dem bereits erwahnten Patientenkollektiv. In der
von uns durchgeftihrten Studie wurden vornehmlich T,-Tumore rekrutiert. Diese Patienten

wurden ohne chirurgische oder systemische Vorbehandlung untersucht. Hierbel konnte eine
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Patientenzahl von Uber 100 erreicht werden, wadhrend bei Vaupel et a. Kollektivstarken
zwischen 5 und 32 Patientinnen(69) untersucht wurden.

Ein weterer Grund fur die abweichenden Ergebnisse ist, dass es sich bel der in der
Literatur(24,67) beschriebenen Karzinome oft um Plattenepithelkarzinome handelt. Was die
Ubertragung der Ergebnisse auf das Mammakrzinom zusétzlich erschwart.

Daten zum Thema Prognosefahigkeit von Gewebeoxygenierung bei der primér systemischen
Therapie sind noch nicht in standardiserten Studien untersucht worden. Dass die
Gewebeoxygenierung auf eine durchgefihrte Therapie Einfluss nehmen kann, ist spdtestens
seit den vertffentlichen Daten von Hockel et al.(24,66) bekannt. Hier wurde bewiesen, dass
hypoxische Tumoren auf die Strahlentherapie schlechter ansprechen. Ursache daflr ist der
strahlenbiologische Mechanismus. Aufgrund der Hypoxie steigt die Strahlenresistenz der
Tumore. So war das 3 Jahre rezidivfreie Uberleben fir bestrahlte Patientinnen mit einem
medianen pO2 > 10 mmHg mit 75% gegenuber 40% fur Patientinnen mit einem medianen
pO2 < 10 mmHg statistisch signifikant besser(32).

Eine erhohte Therapieresistenz von hypoxischen Mammakarzinomen auf Chemotherapien
und Antihormonellen Therapien wurde in der Literatur immer wieder vermutet(33,53,72). Die
bisherigen Daten stiitzen sich auf tierexperimentelle Untersuchungen oder betreffen wie zum
Beispiel bel M Brown et al.(8) die Grundlagenforschung.

Um in Zukunft eine wahre Bedeutung der Prognoseféhigkeit des VEGF zu erhalten, wird es
notig sein, prospektive Studien anhand vergleichbarer und standardiserter Verfahren
durchzufihren. Deshalb ist die Bestimmung der VEGF-Gewebeexpression im Moment eine
vielversprechende, aber rein akademische Vorgehensweise, die noch keinen Platz im

klinischen Alltag finden wird.

In den meisten Studien korreliert VEGF nicht mit den konventionellen Prognose-Faktoren.
Linderholm und Kollegen(36,38,41) haben die zytosolische VEGF-Konzentration bei 525
nodal-negativen Patientinnen mit primaren Mammakarzinom bestimmt. Die Anwesenheit von
VEGF war positiv vergesellschaftet mit Tumorgrof3e, histologischem Grad und umgekehrt
proportional zum positiven Ostrogenrezeptorstatus. Erhthte Werte des VEGF korrelierten mit
geringeren Uberlebensraten. In deren multivarianten Analyse konnte gezeigt werden, dass
VEGF und der histologische Grad unabhdngige Prognosefaktoren sind, wahrend die
Ostrogenrezeptordichte nur geringe Korrelation zur Uberlebensrate zeigte.
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In unseren Messungen beobachteten wir beim Vergleich von anerkannten Prognosefaktoren
wie den Lymphknotenstaus bel 52 nodal-negativen Patientinnen, davon waren 39 VEGF-
positiv und 13 VEGF-negativ, keine datistisch relevante Korrelation (p= 0,276). Beim
Vergleich von VEGF und Grading konnten wir bei 98 Patientinnen, wovon 55 (56,1%) G1
oder G2 waren und 43 (43,9%) G3, keine statistische Korrelation beobachten.

Gagparini und Kollegen(18) untersuchten in einer 301 Patientinnen umfassenden prospektiven
Studie die prognostische Aussagekraft von VEGF und Tyrosinphosphorylase. Das
Patientenkollektiv ~ rekrutierte sich  ausschliefdlich  aus  nodal-positiven  priméren
Mammakarzinomen, die adjuvant mit dem CMF-Schema oder antihormonell mit Tamoxifen
behandelt wurden. Beide wurden mit einem medianen Follow-up von 72 Monaten
nachbeobachtet. Hierbel zeigte sich in der CMF-Gruppe eine signifikante Korrelation
zwischen VEGF-Pogtivitat und kurzeren Rezidivintervallen as auch schlechteren
Gesamtuberlebensraten. In der Tamoxifen-Gruppe konnte VEGF und die Anzahl der befallen

Lymphknoten as prognostischer Faktor fir das rezidivfreie Intervall gewertet werden.

In der Literatur finden sich weitere Hinweise auf die prognostische Aussagekraft von VEGF
beim Mammakarzinom, so bei Linderholm und Kollegen(37). Hier wurden in einer 833
Patienten umfassenden Studie nodal-positive und nodal-negative Patientinnen mit adjuvanter
Chemotherapie nach dem CMF-Schema oder antihormonell mit Tamoxifen tber 2 bzw. 5
Jahre behandelt und in einem medianen Follow-up von 56 Monaten beobachtet. Hierbei zeigte
sich VEGF als prognostischer Faktor fUr das rezidivireie Intervall und das GesamtUberleben.
Aber hier liefd sich nur ein Trend (p=0,08) erreichen.

Ahnlich wie bei unseren Ergebnissen zeigte VEGF keine dtatistische Relevanz mit den
anerkannten  Prognosefaktoren Ostrogen-Rezeptorstatus, positiver Nodalstatus und
Tumorgrolie.

Wir bestimmten das Ansprechen auf die primér systemische Therapie aufgrund der zeitlichen
Nahe zwischen Chemotherapie und Operation mit der Reduktion des Tumorgrésse. Das
Ansprechen haben wir in Responder ( Complettremission und partial Remission) und Non-
Responder ( Stabel Disease und Progressiv Disease) unterteilt. Hierbei ergab sich keine
Korrelation zwischen der VEGF-Expression und dem Verlauf. Naturlich gelten auch hier die
Schwierigkeiten bei der Ubertragung auf die in der Literatur veroffentlichen Daten, da diese
sich auf die adjuvante Situation beziehen.
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In der Literatur ist die wichtige Rolle des VEGFs fur die Tumorangiogenese bereits
beschrieben. Durch das Absinken des Gewebesauerstoffpartialdrucks kommt es Uber die
Aktivierung des Hif-1 zur Uberexpresson der VEGF m-RNA. Da in Tumorzellen die VEGF
MRNA konstant erhoht ist, fihrten bereits Marxsen et a. (43) Untersuchungen am
Tumorgewebe durch. Hierbel zeigte sich eine VEGF Gewebeexpression Erhdhung sowohl in
primdr normooxischen Geweben, welche im Laufe der Versuchsanordnung in ein hypoxisches

Milieau gehalten wurden, als auch fir primér hypoxische Gewebe.

Wir flhrten am priméren, unbehandelten Mammakarzinom-Gewebe Sauerstoff- und VEGF-
Messungen gleichermal3en durch. Unsere Ergebnisse ergaben ein gemeinsames Auftreten von
VEGF-negativen- und hypoxischen Gewebe in 65,4% (17Félle) der Falle. Eine postive
VEGF-Gewebeexpresson und ein hypoxisches Gewebe konnten wir in 51% der Féle
nachweisen. Somit lield sich keine statistischen Relevanz (p=0,332) zwischen diesen beiden
Parametern bestdtigen. Hier bestétigen sich erneut die Grinde fur mogliche Diskrepanzen
zwischen den Angaben in der Literatur und den von uns gewonnenen Ergebnissen, wie im

vorrangegangenen Teil der Diskussion bereits erlautert.
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6.1 Bewertung und Ausblick

Genauso wie in den meisten in der Literatur beschriebenen Studien sehen auch wir keine
Korrelation zwischen VEGF und den anerkannten Prognosefaktoren. Obwohl die Ergebnisse
in der Grundlagenforschung einen Zusammenhang zwischen VEGF und schlechterer
Prognose erwarten lassen wirden, konnten wir dies mit unseren Daten nicht belegen. Auch
der Vergleich zwischen VEGF und der Gewebeoxygenierung ergab keine statistisch
relevanten Daten.

Es besteht die Notwendigkeit weiterer, gro3 angelegter prospektiver Studien zur Uberprifung
einer moglichen Klinischen Relevanz von VEGF und pO, im Gewebe. Aufgrund der
fehlenden standardisierten Vorgehensweisen ist eine Interpretation veréffentlichter Daten nur
bedingt moglich. Auch die Standards bei der pO,-Messung und der Evaluierung der
immunhistochemischen Ergebnisse bei der VEGF-Bestimmung missen noch weiter
vorrangetrieben werden.

Dennoch handelt es sich hierbei um die erste Studie die Gewebeoxygenierung und VEGF-
Expression in der primér systemischen Therapiesituation prospektiv untersucht. Zum ersten
Mal wurde ein derart homogenes Patientenkollektiv mit zu tber 80% T2-Tumoren prospektiv
untersucht.

Es félt auf, dass die Ergebnisse sich mit den in der Literatur veroffentlichten Daten
vereinbaren lassen, obwohl diese sich auf adjuvante Therapieansétze stitzen.

Die weitere Verfeinerung von Untersuchungsergebnissen und -methoden werden in Zukunft
eine grofRRe klinische Relevanz fir Therapieansitze haben. So konnte eine Ubertherapie mit
Chemotherapie vermieden werden, indem man die préadiktive Bedeutung von VEGF fir die
angestrebte Therapie weiter steigert. Auch stellt eine in diversen Studien bereits in
Tierexperimenten erprobte Anti-VEGF (z.b. SU5416) Therapie zur Unterbindung der
Neoangiogenese im Tumorbett einen interessanten weiteren Therapieansatz dar.

Zur Fortfuhrung der Anti-VEGF-Therapiestudien der Phasen I/11/1I1 muss ein passender
Surrogatmarker zur Angiogenesefdhikeit des Tumors bestimmt werden. Auch zu diesem

Zweck ist die weitere Standardisierung der VEGF-Bestimmung und Evaluierung sinnvoll.
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Wir werden das von uns untersuchte Patientenkollektiv weiter beobachten, um weltere
prognostische Bedeutungen von pO, bzw. VEGF zu dokumentieren. Auch wird es in unserem
weliteren Interesse sein, die von uns angewandten Mess- und Evaluierungsmethoden weiter zu
verfeinern und mit in der Literatur angewandten Verfahren zu vergleichen. Hiermit werden

wir an der Entwicklung weiterer Standards hoffentlich beitragen konnen.
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines wissenschaftlichen Kooperationsprojektes zwischen der
Frauenklinkk vom Roten Kreuz in Munchen und der Klinik fir Strahlentherapie und
radiologische Onkologie am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitét M dnchen.
Ziel des Gesamtprojektes ist es den préadiktiven Wert fir das Tumoransprechen auf primér
systemische Chemotherapie von pO2 in malignen Mammatumoren zu bestimmen und seine
Abhangigkeit von Serumhamoglobin, dem p53-Status und dem VEGF-Status zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen dem intratumoralen
Sauerstoffpartialdruck und dem VEGF-Status untersucht.

Hierzu wurde das von 95 priméren Mammakarzinomen stanzbiobtisch gewonnene Gewebe
immunhistochemisch untersucht und die VEGF-Gewebeexpression bestimmt. Schlief3lich
konnte, aus 109 ausgewerteten Sauerstoffmessungen und aus 95 bestimmten VEGF-
Gewebeexpression, bel 77 Patientinnen sowohl Ergebnisse der Sauerstoffmessungen als auch
der VEGF-Bestimmung zueinander in Beziehung gesetzt und statistisch ausgewertet werden.
Zusétzlich wurden sowohl die pO2-Werte als auch der VEGF-Status mit den sog. klassischen
Prognosefaktoren des Mammakarzinoms in Relation gesetzt. Hier wurden die gewonnen
Werte mit dem Alter, der Tumorgréf3e, dem Nodalstatus, dem Grading und dem
Hormonrezeptorstatus des untersuchten Patientinnenkollektivs zu einander in Beziehung
gesetzt.

Die der Arbeit zugrunde liegende Annahme war, dass, durch die Gewebehypoxie induzierte
Hif-1 apha Protein-Ausschittung bedingte Steigerung der VEGF-Gewebeexpression,
hypoxische Tumore einen gegentiber normoxischen Geweben erhthten VEGF-Status haben
mussten.

Es konnte jedoch ken satistisch dgnifikanter Zusammenhang zwischen dem
Oxygenierungsstatus und der VEGF-Gewebeexpresson bei priméren Mammakarzinomen
nachgewiesen werden. Lediglich wurde ene statistisch nicht signifikante Verminderung in
anoxischen Geweben von VEGF-positiven Tumoren nachgewiesen.

Die erziehlten Ergebnisse entsprechen zwar nicht den Erwartungen, dennoch kann gefolgert
werden, dass der intratumorade pO2 und die VEGF-Gewebeexpresson voneinander
unabhéngige Faktoren sind, von denen jeder flr sich, wie aus der Literatur bekannt ist, mit
einer schlechten Prognose vergesellschaftet ist. Auch konnte keine Assoziation mit den
klassischen Prognosefaktoren nachgewiesen werden.
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