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1 Einleitung

1.1  Einfuhrung

Das Mammakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung der Frau. Das Risiko, an
Brustkrebs zu erkranken, betragt altersunabhangig fur jede Frau 7-10%. Je spéater ein
Tumor entdeckt wird, desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit, dass der Tumor in ein
fortgeschrittenes Stadium eingetreten ist und sich damit die Prognose verschlechtert
hat. Besonderes Augenmerk wird daher auf die Brustkrebsfriiherkennung gelegt und
versucht, diese zu optimieren. Bisher stehen dabei bildgebende Verfahren wie

Mammographie und Sonographie im Vordergrund.

Eine regelméRige Kontrolle scheint besonders wichtig fiir Frauen zu sein, die ein
erhohtes Risiko fir eine Brustkrebserkrankung aufweisen. Dies trifft zu fur Familien, in
denen das Mammakarzinom gehé&uft und vor der Menopause auftritt und fur Frauen,

die bereits an einer Prakanzerose erkrankt sind.

Seit langem ist bekannt, dass die Neubildung von neuen Gefal3en, die Angiogenese,
eine wesentliche Rolle bei der Tumorentstehung spielt. Damit Gefal3e im Tumor-
gewebe entstehen kénnen, werden Wachstumsfaktoren ausgeschiittet. Dieser Prozess
findet schon zu einem Zeitpunkt statt, an dem der Tumor noch Kklein ist und durch

klassische Fritherkennungsmafinahmen nicht entdeckt werden kann.

Wachstumsfaktoren kénnen im Blut quantitativ gemessen werden. Es wird beschrie-
ben, dass sich bei Krebspatienten erhéhte Werte finden lassen. Damit die Messung
eines Parameters in die Routine eingefiihrt werden kann, muss gewéhrleistet sein,
dass er in der klinischen Situation stabil bleibt und zu aussagekréaftigen Ergebnissen
fuhrt.

Um dies fir die Wachstumsfaktoren VEGF und IGF-1, sowie des Bindungsproteins
IGFBP-3, zu priufen, wurden fur diese Untersuchung die Serum-Konzentrationen eines
klinischen Patientinnenkollektives gemessen und auf Unterschiede innerhalb gebildeter

Subgruppen untersucht.

Damit eine Aussage Uber den Nutzen in der Routine gemacht werden kann, gibt es
keine Ausschlusskriterien nach Faktoren, die die Serumwerte beeinflussen kdnnten

und keine prospektive Zusammensetzung der Gruppen.
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1.2  Fragestellung

1.2.1 Untersuchung der Wachstumsfaktoren VEGF, IGF-1 und IGFBP-3

Es wurden die Serumwerte der Wachstumsfaktoren VEGF, IGF-1 und des
Bindungsproteins IGFBP-3 bei Frauen untersucht, die ein erhdhtes Risiko fur das
Auftreten von Brustkrebs besitzen und in einem Zeitraum von zwei Jahren in der
Risikosprechstunde der Frauenklinik der Charité betreut wurden. Die Gruppe setzt sich
zusammen aus gesunden Frauen, bei denen in der Familie ein oder mehrere
Brustkrebsfélle auftraten und Frauen, die aufgrund einer Prékanzerose behandelt
wurden, sowie Frauen, bei denen beide Risikomerkmale zutreffen. Zusatzlich wurden
Patientinnen mit einem Mammakarzinom aus dem Patientengut der Frauenklinik als

Kontrollgruppe untersucht.

Untersucht wurde, ob zwischen folgenden Gruppen Unterschiede der Serumwerte fest-

gestellt werden kénnen:
zwischen den Hauptgruppen familidre Belastung, Prakanzerose und Mammakarzinom,
zwischen pra-und postmenopausalen Frauen,

zwischen Frauen mit hohem und sehr hohem Risiko innerhalb der Gruppe der familiar
belasteten Frauen

zwischen Frauen mit und ohne zusatzlicher familiarer Belastung innerhalb der Gruppe der

an Préakanzerose erkrankten Patientinnen
AulRerdem wurde untersucht,

ob sich in der Gruppe der an einer Prakanzerose erkrankten Frauen durch die Behandlung
mit Antiéstrogenen eine Veranderung der Werte zeigen lasst,

ob sich eine intraindividuelle Wertekonstanz Uber einen Zeitraum von mehreren Monaten
findet und

ob der Vergleich mit VEGF-SerumWerten eines gesunden familiar unbelasteten
Patientinnenkollektives den Nachweis einer Veranderung der VEGF-Serum-Konzentration
liefert.

1.2.2 Vergleich der Risikomodelle zur Berechnung des Brustkrebsrisikos nach
Gail und Chang-Claude

Als zusatzliche Fragestellung ergab sich der Vergleich zwischen den zwei verwendeten
Modellen nach Gail [Gail (1989)] und Chang-Claude [Chang-Claude (1994)] zur

Berechnung des individuellen relativen Risikos, an Brustkrebs zu erkranken.



Einleitung 7

1.3 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist mit etwa 45.000 Neuerkrankungen und 18.000 Todesféllen im
Jahr die héaufigste Krebserkrankung bei Frauen in Deutschland. Nach jahrzehnte-
langem Anstieg der Sterblichkeit ist in Deutschland seit Mitte der 90-Jahre ein
deutlicher Rickgang zu verzeichnen. Diese Entwicklung ist auch in anderen Landern
zu beobachten, wobei der Zeitpunkt der Trendwende unterschiedlich ist. Die Inzidenz,
also die Zahl der Neuerkrankungen, dagegen steigt, wobei dies auch mit einer
Zunahme der diagnostizierten Féalle erklart werden kann und nicht Ausdruck einer

Zunahme des Erkrankungsrisikos sein muss [Becker (2001)].

Das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, liegt flr Frauen bei 7-10% [Seidmann (1986)
in Baumann (1992)].

Bei fortgeschrittener Erkrankung liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei etwa 50%.
Dabei hangt die Prognose vom Stadium nach der TNM-Klassifikation ab, das nach
TumorgréRe, Lymphknotenbefall und Fernmetastasierung eingeteilt wird. Eine spate

Diagnosestellung erhéht die Wahrscheinlichkeit des Eintritts in ein spéateres Stadium.

Daher stellt insbesondere die Friherkennung den Gegenstand klinischer Forschung

dar.

1.4 Familiarer Brustkrebs
Bei 15-20% der erkrankten Frauen ist auch eine Verwandte 1.Grades, also Mutter oder
Schwester betroffen [Chang-Claude (1995)]. Dies lasst sich zum einen auf die hohe

Inzidenz, zu einem Teil aber auch auf Vererbung zurtckfihren.

Ziel einer speziellen Risikosprechstunde ist es, Frauen mit erh6htem Risiko aufgrund
einer familiaren Haufung zu charakterisieren, das individuelle Risiko abzuschatzen und
ihnen eine besondere Vorsorge zukommen zu lassen, um ein beginnendes

Tumorwachstum moglichst frihzeitig erkennen zu kdnnen.

1.5 Erbliche Mutationen
Etwa 5% der Brustkrebsfalle sind durch eine Mutation bedingt [Chang-Claude (1995)],

bei Frauen unter 35 Jahre kann in etwa 10% eine Mutation gefunden werden [Langston
(1996)].

Bei Mutation der autosomal dominanten Tumorsuppressorgene BRCA 1 auf
Chromosom 17g21 und BRCA 2 auf Chromosom 13g12-13 ist das Erkrankungsrisiko

stark erhoht. Tragerinnen der haufigeren BRCA 1-Mutation weisen ein Risiko bis zu
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87% auf, im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs zu erkranken [Chang-Claude (1994)].
Das Risiko, bis zum 50. Lebensjahr zu erkranken, liegt fur diese Frauen bei 51%
[Easton (1995) in Hampl (1997)]. Zu vermuten ist eine Mutation insbesondere, wenn in
Familien gehauft Brustkrebs vor dem 45. Lebensjahr und zusatzlich Ovarialkarzinome

auftreten.

Der Nachweis einer Mutation gelingt durch direkte Gendiagnostik Uber Mutations-
analysen in den BRCA-1 und BRCA-2-Genen oder durch indirekte Diagnostik tber

Kopplungsanalyse in den betroffenen Familien [Kiechle (2001)].

Neben Mutationen des BRCA-1 und BRCA-2 gibt es weitere Gendefekte, die zu einem
erhohten Risiko fir die Brustkrebsentstehung flhren. Diese sind aber nur bei einem
kleinen Teil der genetisch bedingten Tumoren nachweisbar und haufig Ausdruck einer

generellen Disposition zur Krebsentwicklung [Chang-Claude (1995)].

1.6 Modelle zur Berechnung des individuellen Brustkrebsrisikos
Auch wenn eine Mutation nicht nachweisbar ist, haben Frauen mit betroffenen
Verwandten ein statistisch hoheres Risiko, im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs zu

erkranken.

Zur Abschatzung dieses individuellen Risikos werden folgende Modelle nach Gail und

Chang-Claude verwendet.

1.6.1 Modell nach Gail

Das Modell zur Risikoabschatzung nach Gail wurde auf der Grundlage
epidemiologischer Daten entwickelt, die im Rahmen des Breast Cancer Detection
Demonstration Projekt (BCDDP) zwischen 1973 und 1980 multizentrisch erhoben
wurden. Dabei wurde flir die Entwicklung des Modells eine Case-Control-Studie mit
5.998 kaukasischen Frauen durchgefiihrt, die etwa jahrlich eine Vorsorgeuntersuchung

durchfuhren lieRen.

Aus einer Vielzahl von unterschiedlichen Variablen wurden vier Faktoren ermittelt, fur

die eine Beeinflussung des individuellen Erkrankungsrisikos angenommen wird:

1. Menarchealter
2. Alter bei erster Geburt
3. Anzahl der an Brustkrebs erkrankten Verwandten 1.Grades (Mutter oder

Schwester)

4. Anzahl der vorausgegangenen Brustbiopsien
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Dabei ist das Risiko erhoht bei friher Menarche, hohem Alter bei erster Geburt bzw.
Kinderlosigkeit, positiver Familienanamnese bezuglich Brustkrebs und hé&ufigen

Biopsien.

Errechnet werden kann so das individuelle relative Risiko im Vergleich zum
altersspezifischen relativen Risiko, im Laufe des Lebens oder auch in den folgenden

funf Jahren, an Brustkrebs zu erkranken [Gail (1989)].

1.6.2 Modell nach Chang-Claude
Die Risikoabschéatzung nach Chang-Claude ist ein Modell, mit dessen Hilfe sich nach
Alter und Anzahl der erkrankten Verwandten ein relatives Risiko im Vergleich zur

Normalbevdlkerung ermitteln lasst.

Basis ist eine epidemiologische Studie, die Cancer and Steroid Hormone Study
(CASH), die in den Vereinigten Staaten durchgefiihrt wurde und welche Tabellen

liefert, aus denen das individuelle Risiko enthommen werden kann [Claus (1994)].

Fur die genaue Angabe des Risikos muissen Verwandtheitsgrad der erkrankten
Verwandten (1.Grad bezeichnet Mutter und Schwester, 2.Grad Grofmutter, Tante,

Cousine mutterlicher- bzw. vaterlicherseits) und Erkrankungsalter bekannt sein.

Es lassen sich damit die Risiken fur die Erkrankung bis zu einem bestimmten

Lebensalter aus entsprechenden Tabellen entnehmen.

1.7 Prékanzerosen

Als Prakanzerosen werden préainvasive Verdnderungen des Brustdrisengewebes
bezeichnet. Etwa 15-25% der diagnostizierten Prdkanzerosen gehen nach einer
Latenzzeit von mehreren Jahren in ein invasives Wachstum Uber. Die Diagnose einer
Prakanzerose erhotht das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken, um ein
7-faches [Franceschi (1998)].

Aufgrund der haufigen Multizentrizitdt des Mammakarzinoms ist auch die besondere
Vorsorge bei Patientinnen mit behandelter Prakanzerose wichtig, um ein beginnendes

Tumorwachstum an anderer Stelle mdéglichst friihzeitig zu erkennen.

Dabei werden die Prakanzerosen nach dem Gewebe, von dem sie ausgehen, in das
Carcinoma ductale in situ (DCIS) und das Carcinoma lobulare in situ (CLIS)
unterschieden. Ausserdem wird die Atypische ductale Hyperplasie (ADH) den

Prakanzerosen zugerechnet.
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1.7.1 Carcinomaductale in situ (DCIS)
Das héaufigere DCIS geht von den Milchgangen aus und Uberschreitet deren
anatomische Grenzen zunachst nicht. Gehen Tumorzellen zugrunde, entstehen
strahlenférmige, unregelmaRig begrenzte Mikroverkalkungen [Riede (1995)], die in 70-
95% der durch Mammographie diagnostizierten Tumoren (50-60% der Falle)
vorkommen [Schmidt-Matthiesen (1982)].

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit beim DCIS betragt bei adaquater Therapie, die je
nach Index in brusterhaltender Operation mit Nachbestrahlung bzw. subkutaner
Mastektomie mit nachfolgender Tamoxifenbehandlung besteht, bei 94-96% [Schmidt-
Matthiesen (1982)].

Patientinnen mit einem DCIS haben gegenlber der Normalbevdlkerung ein 4- bis 10-

fach erhdhtes Risiko, an Brustkrebs zu erkranken [Warnberg (2000)].
1.7.2 Carcinomalobulare in situ (CLIS)

Das CLIS geht von den Azini der Lobuli aus und kommt in 60-80% der Falle
multizentrisch und in 18-69% der Falle bilateral vor. Es ist klinisch und
mammographisch schwer zu erkennen und daher haufig ein Zufallsbefund nach
Biopsie. Das CLIS wird eher als Ausdruck einer Disposition zur malignen Entartung
des Brustdriisengewebes gesehen als die direkte Vorstufe eines invasiven Tumors
[Franceschi (1998)]. So ist das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, fir Frauen mit CLIS

etwa 12-fach gegeniber der Normalbevélkerung erhdht [Frykberg (1999)].

Therapie ist die Exzision im Gesunden, die wegen der haufigen Multizentrizitat
allerdings problematisch ist [Schmidt-Matthiesen (1982)].

1.7.3 Atypische ductale Hyperplasie (ADH)

Als weitere Prékanzerose gilt die ADH, die als proliferierende Mastopathie mit Zell- und
Kernatypien bezeichnet wurde (Prechtel Grad 3). Im Gegensatz zum DCIS lassen sich

in den Epithelproliferaten noch Drusenepithelien von Myoepithelien unterscheiden.

Patientinnen mit ADH haben ein vier- bis funffach erhfdhtes Risiko gegenuber der
Normalbevélkerung, an Brustkrebs zu erkranken Riede (1995), Page (1985)], dies

betrifft vor allem das pramenopausale Auftreten [Marshall (1997)].
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1.8 Behandlung mit Toremifen (Fareston®)

Seit langem werden in der Behandlung des Mammakarzinoms Antiéstrogene
eingesetzt. Fiur die adjuvante Therapie wird eine Sterblichkeitsreduktion um 17%
angegeben [Becker (2001)].

Chemisch handelt es sich bei den Praparaten um substituierte Triphenylathyl-
abkémmlinge [Bruns (1994)].

Als klassischer Wirkungsmechanismus gilt dabei der kompetitive Antagonismus an den
Ostrogen-Rezeptoren der Tumorzellen Pollak (1992)]. Es werden aber auch andere
Angriffspunkte diskutiert. So lassen sich spezifische Bindungsstellen im Zytoplasma,
die ,antiestrogen binding sites”, finden, die sowohl in 6strogenabhéngigen als auch in

ostrogenunabhéangigen Tumorzellen vorkommen [Sutherland (1980) in Bruns (1994)].

Zusatzlich wird eine hormonunabhangige zytotoxische Wirkung der Antidstrogene

beschrieben, deren Mechanismus noch nicht vollstandig geklart ist [Bruns (1994)].

Haufigstes Praparat zur Therapie des Mammakarzinoms ist das Tamoxifen, das neben
der antiéstrogenen Wirkung aber auch eine deutliche 6strogene Wirkung besitzt. In den
letzten Jahren wurden daher neue Antibstrogene mit schwacherer ¢strogener Wirkung
entwickelt, unter ihnen das Toremifen, das zusatzlich eine deutliche zytotoxische
Wirkung zeigt [Zaccheo (1986) in Bruns (1994)].

Die Verlangerung der Uberlebenszeit durch adjuvante Gabe von Antidstrogenen ist fiir
Patientinnen mit hormonabhangigen Tumoren durch verschiedene Studien gesichert
[Delozier (1986), Fisher (1986)].

Interessanterweise findet sich allerdings auch ein positiver Effekt bei der Behandlung
Ostrogenunabhéngiger Tumoren [ Early Breast Cancer Trialists Collaborative Group
(1992) in Friedl (1993)], der durch hormonunabhéngige Wirkungsmechanismen erzielt

werden muss.

Moglicher Erklarungsansatz ist dabei die Beeinflussung von Wachstumsfaktoren.
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1.9 Mammakarzinomfriherkennung fur Patientinnen mit erhdhtem
Risiko
Im Rahmen des Konsortiums Hereditires Mamma- und Ovarialkarzinom der

Deutschen Krebsgesellschaft wurde ein Friherkennungsprogramm fir Frauen mit

familidrer Belastung erarbeitet.

Es beinhaltet neben der regelméafRigen Selbstuntersuchung der Brust nach
facharztlicher Anleitung die Tastuntersuchung durch den betreuenden Facharzt in
3-monatigem Abstand und die sonographische Untersuchung der Brust und der
Eierstocke in 6-monatigem Abstand. Fakultativ kann der Tumormarker Ca-12-5
bestimmt werden. In 1-jghrlichem Abstand wird vom 25.-65. Lebensjahr eine
Kernspintomographie (MR) und ab dem 30. Lebensjahr eine Mammographie der Brust
durchgefiihrt. Zuséatzlich sollte eine Stuhlprobe auf okkultes Blut untersucht werden
[Kiechle (2001)].
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1.10 Angiogenese

Um die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu gewahrleisten, ist jedes Gewebe
von kleinen BlutgefalRen, den Kapillaren, durchzogen. Da sich die auskleidenden
Zellen, die Endothelzellen, unter physiologischen Umsténden beim Erwachsenen kaum
noch teilen, veréndert sich dieses dichte Netz aus Gefallen nur sehr wenig.
Ausnahmen sind die Neubildung von Kapillaren wahrend der Wundheilung, einer

Schwangerschaft und wéahrend des Menstruationszyklus.

Diese Aussprossung von neuen Gefal3en wird als Angiogenese bezeichnet [Folkman
(1996)].

Die dafur notwendige Teilung der Endothelzellen wird tber ein komplexes System aus

stimulierenden und inhibitorischen Faktoren reguliert.

Bei einigen Krankheitszustéanden findet sich eine Uberschiessende Angiogenese. Dazu
gehdren beispielsweise rheumatoide Arthritis, diabetische Retinopathie, Psoriasis und
Hamangiome [Heits (1998)].

Besonders bei der Tumorentstehung spielt die Angiogenese eine entscheidende Rolle,
da erst mit dem Anschluss an das Gefalisystem der Transport fur Nahrstoffe und die
Mdglichkeit zur Ausbreitung gewabhrleistet ist [Folkman (1995)]. Das Wachstum aller
soliden Tumoren und deren Metastasierung ist von der ausreichenden Versorgung mit

Blutgefallen abhangig.

Hat ein Tumor eine GroRe von 1-2 mm Uberschritten, kann er nicht mehr durch
Diffusion versorgt werden. Er beginnt als parakrine Signalstoffe Wachstumsfaktoren
auszuschutten, die zu den benachbarten Endothelzellen diffundieren und dort eine
Veranderung des Zytoskeletts und eine Auflésung der Basalmembran bewirken. Diese
proteolytische Zerstérung der Basalmembran erfolgt durch sezernierte Metallo-
proteasen und Plasminogen-Aktivatoren [Kroll (2000)]. Infolgedessen kommt es zu
einem Austritt von Flussigkeit und chemotaktischen Stoffen in das Gewebe.
T-Lymphozyten, Mastzellen und Makrophagen werden angelockt und setzen weitere
proangiogene Mediatoren frei [Heits (1998)]. Unter dem Einfluss dieser
Wachstumsfaktoren teilen sich die Endothelzellen und wandern Richtung Tumor, dabei
bilden sie Rohren. Diese neuen Tumorkapillaren enthalten mehr Endothelzellen als
physiologische Kapillaren [Folkman und Shing (1992) in Herbstritt (1994)], die
Permeabilitat ist grol3er [Dvorak (1991) in Herbstritt (1994)]. Nach Ummantelung durch

Perizyten und einer Ablagerung von extrazellularen Matrixkomponenten wie Elastin,
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Kollagen und Fibrillin werden die Kapillaren in gréRere Gefalle umgewandelt und

erhalten Anschluss an das bestehende Gefal3netz [Kroll (2000)].

Damit es zu dieser GefalRneubildung im Tumor kommt, missen von den Zellen sowohl
angiogenetische Faktoren ausgeschiittet werden, als auch antiangiogenetische
Faktoren (vor allem Angiostatin und Endostatin) unterdriickt werden. Es kommt zum
-angiogenic switch* [Harris (1997), Locopo (1998)]. Auslosender Reiz fur diesen
Prozess ist vor allem eine Hypoxie und eine Hypoglykamie [Harris (1997)] des
Gewebes [Fiedler (2001)].

Der Tumor geht mit dem Anschluss an das Gefal3system von einem avaskularen in ein
vaskuldres Stadium Uber, es resultiert neben der GréRenzunahme die Mdglichkeit zur
Metastasierung [Folkman (1992)], da die neu gebildeten Kapillaren durchléassige
Basalmembranen besitzen, die die Penetration von Tumorzellen erleichtern [Harstrick
(2000)].

Unter den mehr als 25 bekannten proangiogenetischen Peptiden [Locopo (1998)] ist
das wohl potenteste Mitogen der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor VEGF, auch

als vaskularer Permeabilitatsfaktor (VPF) bezeichnet.
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Abb. 1: Schritte der Tumorangiogenese [Harstrick (2000)]
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1.10.1 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor VEGF wird von nahezu allen soliden
Tumoren gebildet und sezerniert. Er wirkt endothelspezifisch und nimmt damit eine

besondere Stellung unter den proangiogenetischen Faktoren ein [Marmé (1998)].

1.10.1.1 Physiologie

Zu der Familie der vaskularen endothelialen Wachstumsfaktoren gehdren neben dem
VEGF-A die verwandten Faktoren VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und der
placenta growth factor (PIGF), Uber deren Funktion und Bedeutung noch wenig
bekannt ist [Kroll (2000)]. Im folgenden ist mit dem Terminus VEGF das VEGF-A

gemeint.

Das humane VEGF kommt in mindestens funf Isoformen [Locopo (1998)] vor. Im
Serum findet sich vor allem das VEGF.;ss [Houck (1991)], ein homodimeres
Glykoprotein mit einer molekularen Masse zwischen 39 und 45 kDa [Claffey (1995)].
Fur die Signalibermittlung wurden zwei Rezeptoren identifiziert, der VEGF-Rezeptor 1
(FLT-1) und der VEGF-Rezeptor 2 (FLK-1[KDR]). Beide gehéren zur Familie der
Rezeptor-Tyrosinkinasen, bei Aktivierung resultiert eine Erhéhung der zytosolischen

Calciumionenkonzentration [Heits (1998)].

Die Expression dieser Rezeptoren findet sich vor allem an proliferierenden
Endothelzellen, wie sie im Bereich eines Tumors vorkommen, oder in dessen
unmittelbarer Nahe [Fiedler (2001)]. Diese selektive Expression der Rezeptoren wird
vor allem stimuliert durch VEGF selbst und dem basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
[Marmé (1998)]. AuRerdem kommt es zu verstarkter Expression bei Hypoxie Kroll
(2000)]. Eine Aktivierung der Rezeptoren bewirkt eine Chemotaxis auf Endothelzellen
und Monozyten und fordert deren Proliferation und Migration [Heits (1998)]. AuRerdem
wird die Gefalipermeabilitat erhoht, die Expression von Proteasen stimuliert und die

Freisetzung von Stickstoffmonoxid gesteigert [Kroll (2000)].

1.10.1.2 Regulation des VEGF-Spiegels

Die VEGF-Synthese wird tber verschiedene Mediatoren wie Steroidhormone, Zytokine
und Tumorpromotoren mit hemmenden oder fordernden Effekten reguliert [Heits
(1998)]. Zu den fordernden Faktoren gehdren der Platelet Derived Growth Factor
(PDGF), der basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), der Tumor Necrosis Factor &
(TNF-a), der Transforming Growth Factor a und 3 (TGFa, TGFR) sowie die Zytokine
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Interleukin 18 und Interleukin 6 Marmé (1998)]. Den groRten Einfluss hat das lokale
Sauerstoff- und Glucoseangebot. Bei Gewebehypoxie und Glucosemangel wird
vermehrt VEGF gebildet [Shweiki (1995)].

Als Mechanismus daflr konnte neben verstarkter VEGF-Expression eine Stabilisierung
der VEGF-mRNA bei verringertem Sauerstoff-Partialdruck im Gewebe identifiziert
werden [Marmé (1998)].

1.10.1.3 Bedeutung fur die Tumorentstehung

Bei der Entstehung eines soliden Tumors spielt VEGF als wichtigstes Mitogen der
Angiogenese eine entscheidende Rolle [Claffey (1996)].

Er kann in nahezu allen soliden Tumoren gefunden werden Fiedler (2001)]. Durch
Erhéhung der Gefalidurchlassigkeit und Bildung von neuen Gefaf3en werden Grof3en-

zunahme und Metastasierung ermaoglicht [Heits (1998)].

Mehrere Studien an unterschiedlichen Tumorzelllinien (dazu gehéren neben
Brustkrebszellen auch Tumorzellen des Gastrointestinaltraktes, des ZNS, des
Harntraktes und des Ovars) zeigen eine Erhdhung der Expression von VEGF-mRNA
im malignen Gewebe [Yamamoto (1996)]. Besonders im hochmalignen, schnell
proliferierenden Tumorgewebe [Brown (1995)] und dort vor allem in hypoxischen
Arealen [Harris (1997)] ist die Expression deutlich erhdht. Es zeigt sich auRerdem ein
Zusammenhang mit bekannten Onkogenprodukten wie HER-2/neu und K-ras.
Desweiteren ist die Expression von VEGF-mRNA bei Mutation des Tumor-
suppressorgenes p53 gesteigert [Locopo (1998)]. Ist Tumorgewebe stark
vaskularisiert, konnen hohere VEGF-Konzentrationen gegeniber schwach vas-

kularisierten Tumoren gemessen werden [Toi (1996)].

Im Tiermodell konnte bereits gezeigt werden, dass das Tumorwachstum durch eine
Rezeptorblockade [Aiello (1995)] und durch die Gabe von Antikérpern [Kondo (1993)]
gehemmt wird. Auch kann dadurch die Metastasierungsneigung gesenkt werden
[Melnyk (1996) in Heits (1998)].

1.10.1.4 Beeinflussung durch Antiéstrogene

Es hat sich gezeigt, dass Ostrogene und Progesteron die Freisetzung von VEGF in
einigen Brustkrebszelllinien férdern [Heits (1998), Hyder (1998) in Locopo (1998)]. Es

lasst sich also fir VEGF eine Beeinflussbarkeit durch Antiéstrogene vermuten.
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1.10.2 Bedeutung der Angiogenese fir Diagnose und Prognose

Die Neubildung von GefaRen gilt als wichtiger Prozess fur die Entstehung eines

malignen Tumors und den weiteren Verlauf der Krankheit.

Entscheidend ist dabei die Entwicklung eines Tumors vom avaskularen Stadium, das
Uber einen sehr langen Zeitraum anhalten kann, zum vaskularen Stadium, in dem der

Tumor beginnt, expansiv zu wachsen und letztendlich zu metastasieren.

Zur Beobachtung der Angiogenese im Tumorgewebe kann die GefaRdichte
histologisch gemessen werden. Dabei findet man Bereiche mit einer besonders hohen
Dichte, den ,hot spots®, in denen die Angiogenese ihren Anfang nimmt [Folkman
(1994)]. Weidner (1992) beschreibt die Dichte der Gefal3bildung als einen

prognostischen Marker bei Patientinnen mit Brustkrebs.

Fur den Prozess der Angiogenese ist die Ausschittung von VEGF entscheidend. Es
findet sich eine positive Korrelation zwischen VEGF-Expression und der immuno-

histochemisch gemessenen Gefalidichte [Toi (1994)].

Von mehreren Autoren wird daher die Verwendung des VEGF als Parameter zur
Diagnose, Prognose und Verlaufskontrolle vorgeschlagen. Die Messung von VEGF in
Serum oder Plasma der Patientin kdnnte moglicherweise Hinweise auf die Entwicklung

eines Tumors, auf seine Masse und auf seine Ausbreitung geben [Heits (1997)].

In verschiedenen Studien werden hohe Serum-VEGF-Konzentrationen mit
prognostisch schlechten Parametern maligner Tumorerkrankungen assoziiert [Lee
(2000)]. So wird eine Erhéhung der Serum-VEGF-Konzentration in Abhangigkeit von
der Tumormasse [ Heits (1997)] und der Geschwindigkeit des Tumorwachstums [Dirix
(1996) in Lee (2000)] beschrieben.

Linderholm (1998) und Gasparini (1997) fanden eine Korrelation zwischen hohen
VEGF-Konzentrationen und einer schlechteren Prognose der Erkrankung.
Linderholm (1998) zeigt, dass ein erhdhter VEGF-Spiegel bei lymphknoten-negativen
Mammakarzinompatientinnen mit einem kirzeren rezidivfreien Intervall und einer

verringerten Uberlebenszeit einhergeht.
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1.10.3 Antiangiogenetische Therapie

Eine Beeinflussung der Angiogenese wird als Mdglichkeit zur Behandlung einer
malignen Tumorerkrankung beschrieben. Ein Vorteil dieses Therapieansatzes ist, dass
eine Gefalneubildung in gesundem Gewebe aulRer wéahrend des Menstruationszyklus
und einer Schwangerschaft nicht vorkommt, und daher antiangiogenetische

Medikamente normale Gefal3e nicht schadigen [Folkman (1996)].

Zur Hemmung der Gefal3neubildung erscheinen drei Strategien erfolgsversprechend:

1. Inhibition und/oder Neutralisation angiogener Mediatoren wie VEGF,

2. Inhibition der Synthese und des Umbaus der GefalBmembran und des Abbaus der

extrazellularen Matrix,
3. Inhibition der Endothelzellproliferation und —migration [Harstrick (2000)].

Das VEGF/VEGF-Rezeptorsystem scheint als Ziel einer antiangiogenetischen
Therapie besonders geeignet, da das Vorkommen der VEGF-Rezeptoren auf
GefaRendothelien beschrankt ist, die Tumoren durchziehen oder in deren unmittelbarer
N&he zu finden sind [Marmé (1998)].

VEGF kann durch l6ésliche VEGF-Rezeptoren neutralisiert werden, in dem durch die
hochaffine Bindung der ldslichen Rezeptoren eine Bindung des VEGF an die
Rezeptoren der Endothelzellen vehindert wird. Au3erdem kann die VEGF-Rezeptor-

Tyrokinase durch einen spezifischen Inhibitor direkt gehemmt werden [Marmé (1998)].

Neben der Beeinflussung des VEGF/VEGF-Rezeptorsystems gibt es als weitere
Mdglichkeit die direkte Inhibition der Angiogenese durch blockierende Substanzen wie

Angiostatin, Endostatin und Thrombospondin-1/2 [Gasparini (1999)].

Experimentelle Studien zeigen, dass eine Blockade der VEGF-Aktivitdt einen
Wachstumsstillstand von Tumoren hervorrufen kann [Goldman (1998), Luo (1998) in
Kranz (1999)].

Es lasst sich allerdings von der alleinigen Behandlung mit Angiogenese-Inhibitoren
keine schnelle Remission des Tumors erwarten. Hauptziel ist hierbei die Dauertherapie

zur Verzogerung des Krankheitsprogresses.

Auch eine Kombination mit anderen Chemotherapeutika oder Bestrahlung ist

vorstellbar, im Tiermodell wurden dabei bereits Erfolge erzielt [Folkman (1996)].
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1.11 Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) und das

Bindungsprotein IGFBP-3
Der Insulin-like growth factor 1 wirkt als starkes Mitogen fur normale und abnormale
Zellen. Seine Aktivierung fuhrt zu erhéhter Proliferationsneigung und verringerter
Apoptoserate. Die Regulation der IGF-1-Konzentration wird in hohem Mal3e von seinen

Bindungsproteinen beeinflusst.

1.11.1.1 Physiologie

Der Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) ist ein Polypeptid mit einer Grof3e von 7 kDa,

dessen Struktur Ahnlichkeiten mit dem Proinsulin aufweist [Rosen (1999)].

Die Wirkungsvermittlung findet an einem Rezeptor statt, der zu der Familie der Tyrosin-

Kinasen gehort.

Der Grof3teil des zirkulierenden IGF-1 wird in der Leber produziert und sezerniert.
Damit entspricht die Wirkungsweise einem endokrinen Hormon. Es findet sich
allerdings auch eine lokale Produktion in vielen unterschiedlichen Geweben, dabei wird
entweder dieselbe Zelle (autokrin) oder eine angrenzende Zelle beeinflusst (parakrin)
[Zapf (1997)]. Diese lokale Produktion ist fir eine normale Entwicklung ausreichend,
wie Experimente an Mausen mit fehlender IGF-1-Produktion der Leber gezeigt haben
[Werner (2000)].

1.11.1.2 Regulation des IGF-1-Spiegels

Die Wirkung von IGF-1 an seinem spezifischen Rezeptor wird tber ein komplexes
Regulationssystem gesteuert. Dazu gehdren neben dem, derselben Familie
angehorenden, Liganden IGF-2 und den Rezeptoren IGF-1-R und IGF-2-R (einem

Mannose-6-Phosphat-Rezeptor) noch verschiedene Bindungsproteine und Proteasen.

Starkster Ausldser der Produktion in den Leberzellen, und damit fir den Anstieg des
Serumspiegels, ist die Ausschittung des Wachstumshormons (GH) aus der
Hypophyse. Allerdings wird auch eine Beeinflussung durch Thyreoid- und andere
Steroidhormone angenommen [Pollak (1992)]. Somit kann die IGF-1-Produktion durch
zahlreiche physiologische oder pathologische endokrinologische Faktoren beeinflusst

werden.

Entscheidend aber fir die Wirkung des Serum-IGF-1 ist das Zusammenspiel mit

seinen Bindungsproteinen.
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Bekannt sind bisher sieben Proteine [Oh (1998)] , IGFBP-1 bis IGFBP-7, die in Serum

und Zellen in unterschiedlichen Konzentrationen vorkommen.

75-95% des zirkulierenden IGF-1 liegen als ein tertidrer Komplex von 150 kDa [Oh
(1998)] mit dem IGFBP-3 und der acid-labile subunit (ALS) vor [van Doorn (2001)].
Durch diese Bindung hat das IGF-1 eine Halbwertszeit von 12-16 Stunden. Da es als
Komplex die GefalRmembran nicht durchdringen kann, wird seine Wirkung verhindert.

Das IGFBP-3 erfiillt somit die Funktion eines zirkulierenden IGF-Speichers.

Etwa 20 % sind an einen kleineren Komplex von 40-50 kDa gebunden, der die
GefaBmembran durchdringen kann und eine Halbwertszeit von etwa 30 Minuten hat
[Zapf (1997)].

Damit IGF-1 die GefaBmembran passieren und an seinen Rezeptor binden kann, muss
der tertiare Komplex von Proteasen gespalten werden [Oh (1998)]. Diese Proteolyse ist
in katabolen Situationen wie bei einer malignen Tumorerkrankung, aber auch bei
Schwangerschaft und Stoffwechselkrankheiten wie beispielsweise dem insulin-

pflichtigen Diabetes mellitus, erhdht [van Doorn (2001)].
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Zur Veranschaulichung des Regulationssystem soll folgende Abbildung dienen.

Abb. 2: Die Abbildung zeigt das komplexe Regulationssystem, an dessen Ende die
Aktivierung der IGF-1-Rezeptoren steht [Ellis (1998)].
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1.11.1.3 Bedeutung fur die Tumorentstehung

Dem IGF-1 wird als Mitogen bei der Entstehung von Brustkrebs und anderen malignen

Tumoren eine wichtige Rolle zugeschrieben.

Durch experimentelle Studien konnte gezeigt werden, dass sich die Proliferation von
Brustkrebszelllinien durch IGF-1 stimulieren lasst [Jones (1995)] und durch eine
Blockade der Rezeptoren durch Antikorper inhibiert wird [Rohlik (1987)].
Immunozytochemische Untersuchungen zeigen, dass die Lokalisation der IGF-1-
Rezeptoren im schnell proliferierenden Bereich des Tumors zu finden ist [Pollak
(1989)].

Der starke Einfluss des IGF-1 auf das Tumorwachstum konnte durch in vivo Studien
bestatigt werden. Bei Mausen, die ein IGF-1-Defizit aufweisen oder die mit IGF-1-
Rezeptor-Antikorpern behandelt wurden [Arteaga (1989)], ist die Entstehung von

Tumoren gebremst.

Inwieweit ein Zusammenhang zwischen der Konzentration an Bindungsproteinen und
der Entstehung eines Tumors besteht, ist noch nicht vollstédndig geklart. Angenommen
wurde bisher, dass eine Erhéhung der Bindungsproteine die Wirkung des IGF-1
erniedrigt. Es zeigte sich, dass die IGF-1-Wirkung in vitro reduziert ist, wenn IGFBP-3
in hoher Konzentration vorliegt, da die Affinitat des IGF-1 zu dem Bindungsprotein
hoher ist als zu seinem Rezeptor [Martin (1995) in Oh (1998)]. Im Tiermodell fand sich
allerdings auch eine inhibierende Wirkung des IGFBP-3 [Pratt und Pollak (1994)].

Neben der Beeinflussung des IGF-1-Spiegels hat IGFBP-3 zusatzlich eine IGF-
unabhéngige Wirkung, welche die Apoptoserate erhoht. Diese Wirkung wird an

spezifischen Proteinen der Zelloberflache von Brustkrebszellen vermittelt [Oh (1998)].

1.11.1.4 Beeinflussung durch Antidéstrogene

Die Ausschittung von IGF-1 aus den Leberzellen wird von der Ho6he des
Ostrogenspiegels beeinflusst, da Ostrogen die Ausschittung des Wachstumshormons
(GH) aus der Hypophyse férdert und somit indirekt flr einen Anstieg des IGF-1
verantwortlich ist [Pollak (1992)]. Ubermittelt wird dieser Prozess Ulber spezifische
Ostrogenrezeptoren in der Hypophyse [McEwen (1979)]. Bei 06strogen-rezeptor-
positiven Brustkrebszellen flhrt zusatzlich die Stimulation der Rezeptoren an der
Tumorzelle zu einer Ausschittung von IGF-1, welches dann eine autokrine und

parakrine Wirkung auf die umliegenden Zellen zeigt [Bruns (1994)].
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Wird durch das Antidstrogen Tamoxifen die GH-Ausschittung in den Hypophysen-
zellen unterdriickt, kommt es zu einem Abfall des IGF-1-Spiegels Malaab (1992)].
Zusétzlich kommt es durch die Hemmung der Phosphorylierung zu einer direkten
Beeinflussung der IGF-1-Rezeptoren durch Tamoxifen [Guvakova (1997)]. Auch wird
eine Abnahme der Rezeptorzahl beschrieben [Huynh (1996) in Pollak (1998)].

Da sich in 6strogenabhéngigen Brustkrebszelllinien mehr IGF-1-Rezeptoren als in den
hormonunabhangigen Zellen finden lassen [Pekonen (1988), Peyrat (1992)], wird
angenommen, dass hormonabhéngige Tumoren starker durch eine Antidstrogen-

therapie beeinflusst werden kénnen.

Auch das IGFBP-3, das Bindungsprotein mit der hochsten Konzentration im
Brustkrebsgewebe [Yu (1998)], zeigt eine Beeinflussbarkeit durch Antiéstrogene. Die
Produktion des Bindungsprotein wird gesteigert [Pratt (1993)]. Gegensatzlich zum
IGF-1 findet sich in Ostrogenabhangigen Tumorzellen eine niedrigere Konzentration

des Bindungsproteins als in strogenunabhangigen Zellen [ Dubois (1995)].
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1.12 Zielsetzung dieser Studie

Es leitet sich ab, dass die Messung der Wachstumsfaktoren VEGF, IGF-1 und des
Bindungsproteins IGFBP-3 im Serum eine zusatzliche Mdglichkeit zur Friherkennung
eines beginnenden malignen Prozesses sein konnte, wenn Dbereits geringe

Verédnderungen sensitiv erfassbar waren.

Diese Arbeit untersucht, ob die Beobachtung der Serumwerte von Risikopatientinnen in
der Klinik geeignet ist, um Aussagen Uber ein individuell erhdhtes Risiko innerhalb
eines erhdhten Gruppenrisikos zu machen. AuRerdem wird die intraindividuelle
Konstanz der Werte Uber einen langeren Zeitraum untersucht, um die Verwendbarkeit

der Faktoren als diagnostischen und prognostischen Parameter zu prifen.
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2 Material und Methodik

2.1 Patientinnen
Fur die vorliegende Arbeit wurden 106 Frauen untersucht, die als Gemeinsamkeit ein
erhohtes Risiko gegeniber der Normalbevolkerung aufweisen, im Laufe ihres Lebens

an Brustkrebs zu erkranken.

Sie wurden in der Zeit vom Januar 1999 bis Mai 2001 in der Risikosprechstunde der

Frauenklinik Charité, Humboldt-Universitat, Campus Mitte, behandelt bzw. beraten.

Da es sich um eine sehr heterogene Gruppe handelt, wurde die folgende Einteilung in

Haupt- und Subgruppen vorgenommen:
Hauptgruppen:

1. Gesunde Frauen, die aufgrund einer positiven Familienanamnese mit einer
oder mehreren an Brustkrebs erkrankten Verwandten die Sprechstunde

JFamiliarer Brustkrebs" aufsuchten

2. Patientinnen, die aufgrund einer Prakanzerose (DCIS,CLIS,ADH) behandelt

wurden

3. als Kontrollgruppe wurden Patientinnen mit behandeltem Mammakarzinom

gewahlt
Subgruppen innerhalb der Gruppe der gesunden Frauen:

1.1 Nach Menopausenstatus: pramenopausal/ postmenopausal

1.2 Risikoberechnung nach Gail, dabei wurde ein Risiko von unter 15% als low risk

und ein Risiko von tber 15% als high risk bezeichnet
Subgruppen innerhalb der Patientinnen mit Prakanzerose:
2.1 Nach Menopausenstatus: pramenopausal/ postmenopausal
2.2 Zusatzliche familidre Belastung

2.3 Behandlung mit dem Antidstrogen Toremifen ( Fareston® ) im Rahmen der

Mammakarzinom-Praventionsstudie
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Verlaufskontrollen:

Fur die Untersuchung der intraindividuellen Streubreite wurden bei 34 Frauen

Verlaufskontrollen durchgefihrt.

Der Abstand der Blutentnahmen war dabei nicht streng vorgegeben, sondern richtete
sich nach den Kontrolluntersuchungen entsprechend der Wiedervorstellungen in der
Risikosprechstunde der Frauenklinik und lag im Mittel bei 8 Monaten
(Streubreite 1-25 Monate).

Tab. 1: Verlaufskontrollen

Anzahl der erhobenen Werte | Anzahl der Frauen
2 20

3 9

4 4

5 1

BRCA 1/2-Mutation:

Da nur bei zwei Patientinnen die Diagnose einer BRCA 1-Mutation vorlag, wurde
dieses Merkmal nicht gesondert betrachtet, die erhobenen Werte aber mit in die

Auswertung einbezogen.
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2.1.1 Anamnestische Daten
Folgende anamnestische Daten wurden durch Befragung der Patientinnen und aus

den Krankenunterlagen aufgenommen:

Tab. 2: Gesamtgruppe n=106; Median (Streubreite)

Alter 47
(22-67)
Grof3e (cm) 167
(153-179)
Gewicht (kg) 64
(47-100)
Menarchealter 13
(11-17)
Alter bei 1.Geburt 24
(15-35)
Anzahl der Verwandten 1
1.Grades mit Mammakarzinom | (0-3)
Anzahl der Verwandten 0
2.Grades mit Mammakarzinom | (0-5)
Anzahl der Biopsien 0
(0-3)
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Tab. 3: Gesunde Frauen mit familidrer Belastung; Median (Streubreite)

Gesamt Pramenopausal | Postmenopausal | low risk high risk
n=65 n=39 n=26 n=14 n=46
Alter 45 38 56 56,5 44,5
(23-67) (23-56) (34-67) (32-67) (25-67)
GrofRe (cm) 167 168 167 167 167,5
(153-178) (155-178) (153-175) (155-175) (153-178)
Gewicht (kg) 64 60 66,5 66,5 62
(47-100) (47-100) (50-85) (51-78) (47-100)
Menarchealter 13 12 13 13 12
(11-16) (11-16) (11-15) (12-15) (11-15)
Alter bei 1.Geburt 23 24 22,5 23 24
(15-37) (15-37) (19-32) (15-37) (18-28)
Anzahl der 1 1 1 1 1
Verwandten (0-3) (0-3) (0-3) (0-1) (1-3)
1.Grades mit
Mammakarzinom
Anzahl der 1 1 0 1 0
Verwandten (0-5) (0-5) (0-2) (0-3) (0-5)
2.Grades mit
Mammakarzinom
Anzahl der Biopsien | 0 0 1 0 0
(0-3) (0-2) (0-3) (0-1) (0-3)
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Tab. 4: Patientinnen mit Prékanzerose; Median (Streubreite)
Gesamt Pra- Post- Mit Ohne Toremifen Kontrolle
n=30 menopausal | menopausal | familiarer | familiare (Fareston®) | n=12
n=13 n=17 Belastung | Belastung n=18
n=10 n=20
Alter 54 44 59 59,5 51 54 55
(22-63) (22-54) (50-63) (39-63) (22-63) (40-63) (22-61)
Grofe (cm) 163,5 167 163 166,5 163 163,5 165
(153-179) |(155-179) | (153-175) | (162-170) | (153-179) (155-179) (153-178)
Gewicht (kg) 63 63 63 61 66,5 63 63
(47-100) (50-86) (47-100) (47-69) (51-100) (55-97) (47-100)
Menarchealter 13 13 14 14 13 135 13
(11-17) (11-15) (11-17) (11-17) (11-16) (11-16) (11-17)
Alter bei 1.Geburt 24 28 22’5 23 24 24 25
(18-35) (21-35) (18-30) (21-35) (18-31) (18-35) (21-31)
Anzahl der 0 0 0 0 0 0 0
Verwandten (0-1) (0-1) (0-1) (0-1) (0-1)
1.Grades mit
Mammakarzinom
Anzahl der 0 0 0 1 0 0 0
Verwandten (0-4) (0-2) (0-4) (0-4) (0-2) (0-4)
2.Grades mit
Mammakarzinom
Anzahl der 1 1 1 0,5 1 1 1
Biopsien (0-2) (0-2) (0-2) (0-2) (1-2) (0-2) (0-2)
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Tab. 5: Patientinnen mit Mammakarzinom n=11; Median (Streubreite)

Alter 56
(33-67)
Grolie (cm) 167
(157-179)
Gewicht (kg) 68
(52-80)
Menarchealter 13
(11-16)
Alter bei 1.Geburt 25
(20-34)
Anzahl der Verwandten 1
1.Grades mit Mammakarzinom | (g.2)
Anzahl der Verwandten 0
2.Grades mit Mammakarzinom | (9.3)
Anzahl der Biopsien 1
(0-1)
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2.1.2 Risikoberechnung
Fur jede Frau wurde das individuelle Risiko fir die Erkrankung an Brustkrebs nach den

anamnestischen Daten berechnet.

Dazu wurden die Risikomodelle nach Gail und Chang-Claude verwendet.
Die Abschéatzung nach Chang-Claude erfolgte mit Hilfe der Tabellen des Deutschen
Krebsforschungszentrums, die Berechnung nach Gail wurde mit dem Gail Model Risk

Assessment Tool, Cardinal Health Systems Inc., November 1998 durchgefuhrt.
2.1.3 Toremifeneinnahme

Die Patientinnen aus der Gruppe der Frauen mit Prdkanzerose, die im Rahmen der
Mammakarzinompraventionsstudie mit Antidstrogenen behandelt wurden, erhielten

60 mg Toremifen (Farestona) pro Tag.

2.2  Methodik
Fur die quantitative Bestimmung der Wachstumsfaktoren IGF-1, VEGF und das
Bindungsprotein IGFBP-3 wurde Serum gewonnen und ein Sandwich-ELISA

verwendet.

Gebilligt wurde die Nutzung der Blutproben fir Forschungszwecke von der

Ethikkommission der Charité.

Die Messung wurde im endokrinologischen Labor der Frauenklinik Charité, Campus
Mitte durchgeflhrt.

2.2.1 Gewinnung der Proben

Den Probandinnen wurde mittels einer 10 ml Serummonovette Blut abgenommen und

zentrifugiert. Zur Vermeidung wiederholten Auftauens wurden die Serumproben

portionsweise in Kryordhrchen uberfihrt und bei -18°C gelagert.
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2.2.2 Theoretisches Prinzip des Sandwich-ELISA (Enzymimmunoassay)

Abb. 3: Die Mikrotiterplatten sind mit einem mono- bzw. polyklonalen Antikérper gegen

die zu bestimmende Substanz beschichtet.

Abb. 4: Die Platten werden mit den Proben beschichtet. Die zu bestimmende Substanz
bindet an die Antikorper.
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Abb. 5. Nach Inkubation und Waschen wird ein zweiter polyklonaler Antikorper

zugegeben. Dieser ist an ein Enzym gekoppelt.

‘J

f
WA
M

[0~

U

RN

P

\
f
\




Material und Methodik 34

Abb. 6: Nach einer zweiten Inkubation und weiterem Waschen werden die

Mikrotiterplatten mit einer Chromogenldsung beschichtet, die mit dem Enzym reagiert.
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Abb. 7: Durch Zugabe einer Saurelésung wird die Farbreaktion gestoppt und die
Extinktion bei einer bestimmten Wellenlange gemessen. Die Absorption ist der

Konzentration der zu bestimmenden Substanz direkt proportional.
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2.2.3 Quantitative Bestimmung von VEGF im Serum

Verwendet wurde der Quantikined Human VEGF Immunoassay der Firma R&D

Systems, Minneapolis, USA.

Die 96 Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind mit einem monoklonalen VEGF-Antikdrper

beschichtet.

Durchfiuhrungsvorschrift:

1.

Herstellen einer Standardreihe: Pipettieren von 500 ni Standard (2000 pg/mi
VEGEF in Proteinpuffer) in 500 m Diluent (tierisches Serum) zum Verdinnen
auf 1000 pg/ml, weiteres Verdinnen auf 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml,
62,5 pg/ml und 31,2 pg/ml.

100 m Assaypuffer ( Proteinpuffer [BSA]) in jede Vertiefung geben.

Pipettieren der VEGF-Standards 1-8, der Kontrolle aus Poolserum, sowie des
Probenmaterials in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte. Dabei je 100 m des
Materials in zwei Vertiefungen einbringen, um Doppelbestimmungen zu
erhalten. Fur 2h bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler (500-600

rpm) inkubieren.

Die Vertiefungen absaugen und 3"~ mit 400 mi Waschlbsung (gepufferte

Surfactantlésung) waschen, auf Flie3papier trocken klopfen.

200 m Antikorper-Enzym-Konjugat (an Meerrettichperoxidase [HRP]
gekoppelte polyklonale VEGF-Antikérper) in jede Vertiefung geben, 2h bei

Raumtemperatur auf dem Horizontalschuttler inkubieren.

3" mit 400 m Waschlésung waschen und auf FlieRBpapier trocken klopfen.

. 200 m Chromogenldsung (Tetramethylbenzidin [TMB] mit Wasserstoffperoxid)

in jede Vertiefung geben, auf dem Horizontalschittler fir 25 min. bei

Raumtemperatur inkubieren.

. 50 m Stopplésung (2 N Schwefelsaure) in jede Vertiefung geben.

Absorption der Lésung nach 25 min. bei 450 nm messen.
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Standards: Recombinantes humanes VEGF;g5

Normalwerte des Herstellers: n= 37 (keine Angaben zu Geschlecht und Alter)

Mittelwert (pg/ml) Streubreite (pg/ml)

220 62-707

Sensitivitat: 9 pg/mi

Prazision:

Mittelwert (pg/ml) Variationskoeffizient V.K. (%)
Intra- Assay 235 <5
Inter-Assay 388 7

Quelle: R&D Systems Durchfuihrungsvorschrift
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Abb. 8:

Mikrotiterplatte

(Foto)

Standard [ST], Patientenmaterial [Pat])

und Bearbeitungsschema

(Kontrollen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A KO1|KO1|[ST8 |ST8 |Pat8|Pat8|Pat |Pat |Pat Pat |Pat |Pat
16 16 24 24 32 32

B ST1 |ST1 |Patl|Patl|Pat9 |Pat9 | Pat Pat Pat Pat Pat Pat
17 17 25 25 33 33

C ST2 |ST2 |Pat2 | Pat2 | Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
10 10 18 18 26 26 34 34

D ST3 |ST3 |Pat3 | Pat3 | Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
11 11 19 19 27 27 35 35

E ST4 |ST4 |Pat4 | Pat4 | Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
12 12 20 20 28 28 36 36

F ST5 |ST5 [Pat5 | Pat5 | Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
13 13 21 21 29 29 37 37

G ST6 |ST6 |Pat6 | Pat6 | Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
14 14 22 22 30 30 38 38

H ST7 |ST7 |Pat7 | Pat7 | Pat Pat Pat Pat Pat Pat KO 2 | KO 2

15 15 23 23 31 31

[KO],
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2.2.4 Quantitative Bestimmung von IGF-1im Serum
Verwendet wurde der ACTIVE™ Non-Extraction IGF-1 ELISA der Firma DSL

Deutschland, Sinsheim.
Die 96 Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind mit einem IGF-1-Antikdrper beschichtet.
Durchfihrungsvorschrift:

1. Verdinnung der Proben: 20 i Serum in ein Polypropylenréhrchen pipettieren

und mit 990 m Probenpuffer 1 mischen, 30 min. bei Raumtemperatur

inkubieren.

990 m Probenpuffer 2 hinzugeben, mischen.

2. Pipettieren der IGF-1-Standards A-E (IGF-1 in Proteinpuffer [BSA]) in den
Konzentrationen von 0 ;7 ng/ml; 8 ng/ml; 60 ng/ml; 167 ng/ml; 580 ng/ml), der
Kontrolle 1 (niedrige IGF-1-Konzentration) und Kontrolle 2 (hohe IGF-1-
Konzentration), sowie des vorbehandelten Probenmaterials in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte. Dabei je 20 m des Materials in zwei

Vertiefungen einbringen, um Doppelbestimmungen zu erhalten.

3. 100 m Assaypuffer (Proteinpuffer [BSA]) in jede Vertiefung geben, auf einem

Horizontalschiittler (500-600rpm) fur 2h bei Raumtemperatur inkubieren.

4. Die Vertiefungen absaugen und 5 mit 350 m Waschlésung (gepufferte
Salzldsung) waschen, auf FlieRpapier trocken klopfen.

5. 100 m Antikérper-Enzym-Konjugat (an Meerrettichperoxidase [HRP]
gekoppelte IGF-1-Antikérper) in jede Vertiefung geben, 30 min. bei

Raumtemperatur auf dem Horizontalschuttler inkubieren.
6. 5° mit 350 M Waschlésung waschen und auf FlieBpapier trocken klopfen.

7. 100 m Chromogenldosung (Tetramethylbenzidin [TMB] in Zitratpuffer mit
Wasserstoffperoxid) in jede Vertiefung geben, auf dem Horizontalschttler fir

10 min. bei Raumtemperatur inkubieren.

8. 100 ni Stopplésung (0,2 M Schwefelsaure) in jede Vertiefung geben.

9. Absorption der Losung nach 30 min. bei 450 nm messen.
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Standards: Die Standards wurden gegen die WHO-Referenzpréaparation 87/518

kalibriert.

Normalwerte des Herstellers:

Abb. 9: IGF-1-Werte von Frauen in Abhangigkeit des Alters

IGF-1 MEAN AMND SD BY AGE FOR FEMALES

. -
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Q 3 10 1= 20 IF v L 490 45 S0 55 &0 63 L]
AGE [yaars)
Sensitivitéat : 0,01 ng/ml
Prazision:
Mittelwert (ng/ml) Variationskoeffizient V.K. (%)
Intra- Assay 250 <5
Inter-Assay 250 6
Quelle: DSL Durchfiihrungsvorschrift
Es wurde zusatzlich ein laborinterner Intra-Assay durchgefihrt:
N=25 Mittelwert Standardabweichung Variationskoeffizient
(ng/ml) (ng/ml) V.K. (%)

176,9 14,91 8,4
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2.2.5 Quantitative Bestimmung von IGFBP-3 im Serum

Verwendet wurde der ACTIVE™ IGFBP-3 ELISA der Firma DSL Deutschland,

Sinsheim.

Die 96 Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind mit einem polyklonalen IGFBP-3-
Antikdrper beschichtet.

Durchfiuhrungsvorschrift:

1. Verdinnung der Proben: 20 mi Serum werden 1:100 mit Nullstandard
(Proteinpuffer [BSA]) verdlnnt.

2. Pipettieren der IGFBP-3-Standards A-F (IGFBP-3 in Proteinpuffer [BSA] in
den Konzentrationen von 0; 2 ng/ml; 5 ng/ml; 20 ng/ml; 50 ng/ml; 100 ng/ml),
der Kontrolle 1 (niedrige IGFBP-3-Konzentration) und Kontrolle 2 (hohe

IGFBP-3-Konzentration), sowie des vorbehandelten Probenmaterials in die

Vertiefungen der Mikrotiterplatte. Dabei je 25 m des Materials in zwei

Vertiefungen einbringen, um Doppelbestimmungen zu erhalten.

3. 50 m Assaypuffer ( Proteinpuffer [BSA]) in jede Vertiefung geben, auf einem

Horizontalschiittler (500-600 rpm) flr 2h bei Raumtemperatur inkubieren.

4. Die Vertiefungen absaugen und 5 mit 350 m Waschlésung (gepufferte

Salzldsung) waschen, auf FlieRpapier trocken klopfen.

5. 100 m Antikérper-Enzym-Konjugat (an Meerrettichperoxidase [HRP]
gekoppelte IGFBP-3-Antikorper [Ziege, polyklonal] ) in jede Vertiefung geben,

1h bei Raumtemperatur auf dem Horizontalschiittler inkubieren.
6. 5 mit 350 mi Waschlésung waschen und auf FlieRBpapier trocken klopfen.

7. 100 m Chromogenlosung (Tetramethylbenzidin [TMB] in Zitratpuffer mit
Wasserstoffperoxid) in jede Vertiefung geben, auf dem Horizontalschttler fir

10 min. bei Raumtemperatur inkubieren.
8. 100 nt Stopplésung (0,2 M Schwefelsdure) in jede Vertiefung geben.

9. Absorption der Losung nach 30 min. bei 450 nm messen.
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Standards: Die Standards wurden gegen den recombinant DNA-derived non-

glycosylated human IGFBP-3-Standard der Firma Celtrix Pharmaceutical Inc. kalibriert.

Normalwerte des Herstellers: Frauen n=33

Mittelwert (ng/ml) Median (ng/ml) Standardabweichung (ng/ml) | Streubreite (ng/ml)

3820 3800 690 2670-5580

Sensitivitat: 0,04 ng/mi

Préazision:

Mittelwert (ng/ml) Variationskoeffizient V.K. (%)
Intra- Assay 2743 9,5
Inter-Assay 2513 10,4

Quelle: DSL Durchfiihrungsvorschrift

Es wurde zusétzlich ein laborinterner Intra-Assay durchgefihrt:

N=24 Mittelwert Standardabweichung Variationskoeffizient
(ng/ml) (ng/ml) V.K. (%)

3433 112,8 3,29
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2.2.6 Auswertung
Die Messung der Absorption erfolgte an dem Mikrotiterplattenmef3gerat 400 SF der
Firma SLT.

Fur die Umrechnung der optischen Dichten in Konzentrationen wurde das PC-
Programm Synelisa 3.0 der Firma Elias Medizintechnik, Freiburg, Deutschland

verwendet.

Es wurde damit eine Spline-Approximation OD/OD max.% durchgefiihrt und so eine

Eichkurve erstellt, mit Hilfe derer die Patientenwerte berechnet wurden.
Beispiel:

Abb. 10: Eichkurve fur VEGF

Berechnung der Synelisa -~ Messwerte
mit Hilfe einer Spline-Approximation
Test :  VEGF

Standardkurve @

Alle Konzentrationsangaben in pg/ml

Bezeichnung Konzentration Opt.Dichte Mittelwert OD/ODmax %
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B1ER2Z2 s 2 31.2 0.150 0,141 0.146 1.8
€162 §3 &62.5 0.202 0.194 0.198 4.1
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FL1LF2 S 6 S00.0 0.829 0.808 0.819 I0.3E
G162 87 1000.0 1.482 1.456 1.446%9 57.8
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2.3  Statistik
Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS

fir Windows.

Fur jede Haupt- und Subgruppe wurden Median und Mittelwert berechnet und

graphisch aufgetragen.

Da die Gruppen nicht normalverteilt sind, erfolgte fur den Vergleich der Gruppen die
Durchfihrung des nichtmetrischen Mann-Whitney-Tests fur unabhangige Stichproben.
Fur den Vergleich mit Tumorpatientinnen einer friheren Studie erfolgte die

Durchfiihrung des T-Test flr unabhéngige Stichproben.

Die Ergebnisse wurden auf Signifikanzen geprift. Dabei wurden p-Werte unter 0,05 als

signifikant betrachtet.

2.4  Erstellung der Diagramme
Fur die Erstellung der Diagramme wurde das PC-Programm Microsoft Excel

verwendet.



44

3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der Serumkonzentrationen von VEGF, IGF-1 und IGFBP-3

3.1.1 Vergleich der Haupt- und Subgruppen
Um mdgliche Unterschiede zwischen den Gruppen sichtbar zu machen, wurden die
Messergebnisse als Punktemengen aufgetragen und sowohl Mittel- als auch

Medianwerte der Haupt- und Subgruppen eingetragen.

3.1.2 Intraindividuelle Verlaufe
Es wurden Diagramme von den intraindividuellen Verlaufen als Gesamtgruppe und in

einzelnen Subgruppen erstellt.

Eine Ubersicht der erhobenen Daten, sowie die Ergebnisse der Gruppenvergleiche
(p-Werte) finden sich im Anhang, zunachst sollen an dieser Stelle wesentliche

Ergebnisse beschrieben werden.
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3.1.2.1 VEGF

Insbesondere beim VEGF zeigt sich durch die Auftragung der Werte als Punktemenge
eine ausgepragte interindividuelle Streubreite (43,6 bis 1038 pg/ml) (s. Abb.11).
Zwischen den Hauptgruppen Familiare Belastung und nachgewiesene Prakanzerose

sich keine signifikanten

und der Vergleichsgruppe Mammakarzinom lassen
Unterschiede der Verteilung feststellen (p>0,05).
Abb. 11: VEGF, Vergleich der Hauptgruppen
VEGF in pg/ml
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Gruppe Mittelwert (pg/ml) Median (pg/ml)
[weiss] [schwarz]
1 Familiare Belastung 314 277
2 Prakanzerose 325 288
3 Mammakarzinom 367 465
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Intraindividuelle Verlaufsbeobachtung:

Vergleicht man die Einzelwerte im Verlauf miteinander, zeigen sich intraindividuelle
Streubreiten im Mittel von 115 pg/ml (Median 118,5, Range 2-310) (s. Abb.12). Bei
29,4% der Verlaufe (10 Patientinnen) finden sich Differenzen von tber 150 pg/ml, bei
8,8% (3 Patientinnen) tber 250 pg/ml.

VEGF in pg/ml
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Abb. 12: Intraindividuelle Streubreite der VEGF-Serumwerte (n=34)

(1-5= Zeitpunkte der Blutabnahmen)
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3.1.2.2 IGF-1und IGFBP-3

IGF-1:

Die interindividuellen IGF-1-Werte schwanken in einem Bereich von 13,4 bis 350 ng/ml
(s. Abb. 13). Die Werte in der Gruppe der gesunden Frauen mit familidrer Belastung
sind signifikant héher als die Werte in der Gruppe der Patientinnen mit Prakanzerose
(p=0,019), nicht aber als die Werte in der Gruppe der Patientinnen mit Mamma-
karzinom (p>0,05). Zwischen den Gruppen der Patientinnen mit Prakanzerose und den

Patientinnen mit Mammakarzinom gibt es keinen signifikanten Unterschied (p>0,05).

Abb. 13: IGF-1, Vergleich der Hauptgruppen

IGF 1in ng/ml
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Gruppe Mittelwert (ng/ml) Median (ng/ml)
[weiss] [schwarz]
1 Familiare Belastung 180 179
2 Prakanzerose 156 152
3 Mammakarzinom 150 133
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Intraindividuelle Verlaufsbeobachtung:

Es zeigen sich intraindividuelle Streubreiten der Werte im Mittel von 36 ng/ml (Median
27,5, Range 0-134) (s. Abb.14). Bei 17,6 % der Verlaufe (6 Patientinnen) finden sich
Differenzen von Uber 60 ng/ml, bei 5,9% (2 Patientinnen) tber 100 ng/ml.

IGF-1in ng/ml
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Abb. 14: Intraindividuelle Streubreite der IGF-1-Serumwerte (n=34)

(1-5= Zeitpunkte der Blutabnahmen)
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IGFBP-3:

Die interindividuelle Streubreite der Werte des Bindungsproteins IGFBP-3 liegt bei
1493-7434 ng/ml (s. Abb.15). Es lassen sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen Familiare Belastung, Prédkanzerose und Mammakarzinom

feststellen (p>0,05).

Abb. 15: IGFBP-3, Vergleich der Hauptgruppen

IGFBP-3 in ng/ml
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3 Mammakarzinom 4130 3921
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Intraindividuelle Verlaufsbeobachtung:

Es zeigen sich intraindividuelle Streubreiten der Werte im Mittel von 1792 ng/ml
(Median 1587, Range 1-4074) (s. Abb.16). Bei 14 Verlaufen finden sich Differenzen
von Uber 2000 ng/ml.

IGFBP-3 in ng/ml
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Abb. 16: Intraindividuelle Streubreite der IGFBP-3-Serumwerte (n=34)

(1-5= Zeitpunkte der Blutabnahmen)

3.1.2.3 IGF-1/IGFBP-3-Ratio

Auch durch Bildung der IGF-1/IGFBP 3-Ratio zeigen sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Hauptgruppen (p>0,05).
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3.1.2.4 Vergleich der Subgruppen

Der Vergleich der Serumkonzentrationen von VEGF, IGF-1 und IGFBP-3 zwischen den
Subgruppen zeigt bei allen der untersuchten Parameter keine signifikanten
Unterschiede (p>0,05).

Nur bei Vergleich der IGF-1-Werte beziglich des Menopausenstatus finden sich
sowohl in der Gesamtgruppe aller untersuchten Frauen, als auch in der Hauptgruppe
der Patientinnen mit Prakanzerose und in der Hauptgruppe der familidr belasteten
Frauen signifikante Unterschiede. Es lassen sich in allen Gruppen signifikant hdhere

Werte der pramenopausalen Frauen feststellen.

(Gesamtgruppe: p<0,000; Prakanzerose: p=0,003; familiare Belastung: p=0,001)

Abb. 17: Vergleich der IGF-1-Werte der Subgruppen pré-/ postmenopausal
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1 pramenopausal 195 186

2 postmenopausal 148 143
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3.1.3 Auswirkungen durch Toremifen (Fareston®)

Eine Auswirkung der Anti6éstrogenbehandlung auf die Ho6he der Serumwerte von
VEGF, IGF-1 und IGFBP-3 lasst sich nicht zeigen, bei keinem der drei Parameter kann
ein signifikanter Unterschied zwischen Therapie- und Kontrollgruppe festgestellt
werden (p>0,05) (s. Abb.18-20)

Auch zeigen die individuellen Verlaufe bei keinem der untersuchten Faktoren einen

Trend zum Abfall oder Anstieg der Werte unter der Therapie (s. Abb.21).

Abb. 18: VEGF, Vergleich der Subgruppen Toremifen/ Kontrolle
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Abb. 19: IGF-1 Vergleich der Subgruppen Toremifen/ Kontrolle

IGF-1
in ng/ml
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Gruppe Mittelwert (pg/ml) Median (pg/ml)
[weiss] [schwarz]
1 Toremifen 145 149
2 Kontrolle 173 157

Abb. 20: IGFBP-3, Vergleich der Subgruppen Toremifen/ Kontrolle

8000

IGFBP-3
in ng/ml

7000

6000
5000

4000

3000
2000

1000

Gruppe Mittelwert (ng/ml) Median (ng/ml)
[weiss] [schwarz]
1 Toremifen 4527 4116
2 Kontrolle 3957 4021




Ergebnisse

54

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

VEGF in pg/ml

210
190
170
150
130
110
90
70
50

IGF-1in ng/ml

8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

IGFBP-3in ng/ml

Abb. 21: Verdnderung der VEGF-, IGF-1- und IGFBP-3-Konzentration unter Toremifen

(1-4= Zeitpunkte der Blutabnahmen)
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3.2  Vergleich der VEGF-Werte mit denen eines Normalkollektives
Sowohl die Gesamtgruppe als auch die Gruppen der familiar belasteten Frauen und
die Gruppe der Patientinnen mit Prakanzerose wurden mit VEGF-Werten von 234

gesunden Frauen ohne ersichtliche Risiken verglichen.

Weder der Vergleich mit der Gesamtgruppe der Frauen ohne Risiken, noch mit der
Gruppe der pramenopausalen (n=135) oder der Gruppe der postmenopausalen Frauen
(n=99) erbrachte signifikante Unterschiede (p>0,05).

3.3 Vergleich der VEGF-Werte mit denen von Tumorpatientinnen

Ein Vergleich mit den im selben Labor erhobenen Daten von Patientinnen mit malignen
und benignen Tumoren [Ernhardt (1999)] ergab folgende Ergebnisse. Sowohl die
Frauen mit Prakanzerose als auch die familidar belasteten Frauen hatten signifikant
niedrigere VEGF-Werte als die Patientinnen mit einem malignen Tumor
(Mittelwert=442 pg/ml) (p<0,001) und niedrigere Werte als die Patientinnen mit
benignen Tumoren (Mittelwert=348 pg/ml). Diese Differenzen waren jedoch nicht
signifikant (p>0,05).
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3.4 Vergleich der Risikomodelle nach Gail und nach
Chang-Claude

Bei den 24 Frauen, deren anamnestische Daten die genaue
Risikoberechnung nach beiden Modellen zuliel3, fiel eine Diskrepanz
zwischen den Ergebnissen auf, so unterscheidet sich das Risiko bei 9
Frauen (37,5 %) um mehr als 10 Prozentpunkte, bei 5 Frauen (20,8 %)

um 15 Prozentpunkte.

Nach dem Gail-Modell liegen die errechneten Risiken zwischen 6,4 und
40,1 %;nach dem Chang-Claude-Modell zwischen 10,7 % und 43,2 %.

Im Mittel kann eine Abweichung von 9,65 Prozentpunkten festgestellt
werden (Range 2,1-23,7) (s. Abb.22).

Dabei errechnen sich nach dem Chang-Claude-Modell in 15 Fallen

héhere Risiken, in 9 Fallen nach dem Gail-Modell.

Insbesondere bei den Frauen mit einem nach dem Modell von Chang-
Claude errechneten sehr hohen Risiko ¢& 30) kommt die Berechnung

nach Gail zu weit niedrigeren Werten.

Abb. 22: Abweichung der Risikoberechnung nach den Modellen Gail und
Chang-Claude, n=24

Durch Auftragung in ein Korrelationsdiagramm lasst sich deutlich

Korrelation der beiden Modelle erkennen.

Abb. 23: Korrelation der Risikomodelle nach Gail und Chang-Claude, n=24
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4 Diskussion

4.1 Fragestellung der Arbeit
Zwischen Tumorwachstum und verstarkter GefaRbildung besteht ein Zusammenhang,

der in zahlreichen experimentellen Studien untersucht wurde.

Auch zeigen zahlreiche klinische Studien eine Korrelation der Anzahl der Tumorgefalie
im Primartumor, der rezidivfreien Uberlebenszeit, der Metastasierungstendenz und der

Gesamtiuberlebenszeit [Harstrick (2000)].

Die Angiogenese wird Uber ein komplexes System aus wachstumsinduzierenden und
wachstumshemmenden Faktoren reguliert. Zu den férdernden Mediatoren gehéren die
Wachstumsfaktoren VEGF und IGF-1, die im Serum oder Plasma quantitativ mittels

eines Enzymimmunoassays (ELISA) messbar sind.

Von mehreren Forschungsgruppen wurden die Konzentrationen von VEGF und IGF-1
in Serum oder Plasma von Patienten mit malignen Tumorerkrankungen mit denen
gesunder Probanden verglichen, besonders héaufig untersucht ist dabei das

Mammakarzinom.

Hankinson (1998) und Bruning (1995) fanden signifikant hthere IGF-1-Werte im Serum
von pramenopausalen Patientinnen mit Mammakarzinom. Peyrat (1993) [in Bohlke
(1998)] beschreibt erhohte Werte auch bei Frauen tGber 50 Jahren. Bohlke (1998) zeigt
erhohte Serumwerte bei pramenopausalen Patientinnen mit einem duktalen Carcinoma

in situ.

Bruning (1995) beschreibt zusétzlich einen erniedriegten IGFBP-3-Spiegel bei
Mammakarzinompatientinnen gegeniber einer gesunden Kontrollgruppe. Yu (1998)
fand eine positive Korrelation von einer hohen IGFBP-3-Konzentration und schlechter
Prognose, anders, als nach experimentellen Studien zu erwarten wére. Die Messung
dieses Bindungsproteins in der Beobachtung von Mammakarzinompatientinnen scheint
von besonderer Bedeutung, da es sich in Brustkrebsgewebe als Hauptbindungsprotein
finden lasst [Yu (1998)], seine genaue Rolle bei der Entstehung von Tumoren ist noch

weitgehend unbekannt.

Bei Untersuchungen des VEGF zeigen sich dem IGF-1 &hnliche Ergebnisse.
Salven (1999) und Yamamoto (1996) fanden erh6hte VEGF-Werte bei Brustkrebs-
patientinnen gegentber der Kontrollgruppe, wobei an einem metastasiertem

Mammakarzinom erkrankte Patientinnen die hochsten Werte aufweisen.



Diskussion 58

Guidi (1997) beschreibt erhdhte VEGF-Werte bei Patientinnen mit einem duktalen
Carcinoma in situ (DCIS). Salven (1999) konnte dies fur DCIS-Patientinnen allerdings

nicht bestatigen.

Neben einer malignen Tumorerkrankung finden sich weitere Faktoren wie Erndhrungs-
zustand, Body-Mass-Index (BMI), Hormoneinnahme und Stoffwechselkrankheiten wie

Diabetes, die einen Anstieg oder Abfall der Wachstumsfaktoren bedingen kénnen.

Die beschriebenen Studien wurden unter Bedingungen erstellt, die einen Einfluss

dieser Faktoren weitestgehend minimieren.

Die vorliegende Arbeit dagegen untersucht, ob unter klinischen Routine-Bedingungen,
wie sie in der Spezialsprechstunde fir Risikopatientinnen vorliegen, die Ergebnisse
bestatigt werden konnen wund die Messung der Wachstumsfaktoren eine
aussagekraftige Untersuchung mit diagnostischen und gegebenenfalls auch

therapeutischen Konsequenzen sein kann.

Es wurde untersucht, ob sich bei Frauen, die aufgrund einer familiaren Belastung ein
erhohtes Brustkrebsrisiko aufweisen, bereits primar veranderte VEGF-, IGF-1- und
IGFBP 3 Werte im Sinne einer veranderten Risikokonstellation nachweisen lassen.
Beobachtet wurde, ob sich im Verlauf mehrerer Monate eine stabile intraindividuelle
Wertekonstellation zeigt und sich damit als Kontrollparameter fir das maogliche

Auftreten einer malignen Entwicklung eignet.

Des weiteren wurde untersucht, ob sich bei den Patientinnen, die im Rahmen einer
Mammakarzinompréaventionsstudie mit dem Antiéstrogen Toremifen (Fareston®)
behandelt werden, ein Unterschied zu den Patientinnen der Kontrollgruppe und eine
nachweisbare Veradnderung der Werte im Verlauf zeigt und sich damit Ergebnisse

friherer Studien bestatigen lassen.

Pollak (1990) und Friedl (1993) beispielsweise beschreiben einen signifikanten Abfall
des IGF-1-Spiegels unter Therapie mit dem Antiéstrogen Tamoxifen. Die zytostatische
Wirkung kénnte moglicherweise Uber die Beeinflussung des IGF-1 erreicht werden.
Pollak (1990) erklart diesen Abfall des IGF-1 mit einer verringerten Stimulation der
Leberzellen durch das Wachstumshormon GH, da dessen Ausschittung wiederum von

Ostrogenen stimuliert wird.
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4.2  Methodenkritik
Bevor die Ergebnisse dieser Studie interpretiert werden, soll die angewandte Methodik

kritisch betrachtet werden.

4.2.1 Berechnung des erhdhten Brustkrebsrisiko

Fur das Patientinnenkollektiv wurden Frauen aus der Risikosprechstunde der Charité
gewahlt. Diesen 106 Frauen ist gemeinsam, dass sie aufgrund von Berechnungen
nach den Risikomodellen nach Gail [Gail (1989)] und Chang-Claude [Chang-Claude
(1995)] ein erhohtes Brustkrebsrisiko gegenliber der Normalbevdlkerung aufweisen. Es
wurde zusétzlich eine Einteilung in low- und high-risk-Gruppen vorgenommen, die der

Ublicherweise gebrauchten Grenze von 15% nach der Gail-Berechnung folgt.

Es ist zu fragen, inwieweit diese Risikomodelle das tatsdchliche relative Risiko

angeben.

Ein Vergleich der beiden Modelle zeigt, dass sich die errechneten Risiken um bis zu
23,7 Prozentpunkte unterscheiden. Die Vermutung liegt nahe, dass diese
Abweichungen mit der Verwendung unterschiedlicher anamnestischer Daten fir die
Berechnung zu erklaren sind. Wahrend fir das Gail-Modell nur die Anzahl der
erkrankten Verwandten 1.Grades bericksichtigt wird, fordert das Modell nach Chang-
Claude zusétzlich Anzahl sowie Erkrankungsalter auch Verwandter 2.Grades.
Dagegen werden fur das Modell nach Chang-Claude im Gegensatz zum Modell nach
Gail weder Menarchealter noch Alter bei Geburt des ersten Kindes und Anzahl der

Biopsien berlicksichtigt.

Ein Vergleich der anamnestischen Daten zeigt, dass sich Alter, Menarchealter und
Alter bei Geburt des ersten Kindes in der Gruppe der Frauen mit einem nach dem Gail-
Modell héheren Risiko von der Gruppe der Frauen mit einem nach dem Chang-Claude-
Modell htéheren Risiko nicht unterscheiden. Die Anzahl der Biopsien kdnnen im
Vergleich vernachlassigt werden, da in der Gesamtgruppe nur bei drei Frauen eine

Biopsie durchgefuhrt wurde.

Ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen lasst sich in der Familienanamnese
erkennen. In der Gruppe der Frauen mit einem nach Gail hoheren Risiko liegt die
Anzahl der erkrankten Verwandten 1.Grades im Mittel bei 1,78, die Anzahl der
Verwandten 2.Grades bei 0,22. In der Gruppe der Frauen mit einem nach Chang-
Claude hoheren Risiko liegt die Anzahl der Verwandten 1.Grades bei 1 und die Anzahl

der Verwandten 2.Grades bei 1,27.
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Betrachtet man die anamnestischen Daten der Frauen, bei denen sich die nach beiden
Modellen berechneten Risiken um mehr als 10 Prozentpunkte unterscheiden, lassen
sich keine Auffélligkeiten gegenuber den anamnestischen Daten der Gesamtgruppe
feststellen. Es gibt also keine Konstellation der Anamnesedaten (beispielsweise hohe
Anzahl der erkrankten Verwandten 2.Grades bei Kinderlosigkeit oder andere auffallige
Kombinationen), bei der eine starke Differenz der nach den beiden Modellen
errechneten Risiken zu erwarten wére. Nach den hier vorliegenden Daten ist folglich
sowohl die Anwendung nur eines der Risikomodelle als auch die Verwendung der

errechneten Risiken zur Einteilung in Risikogruppen kritisch zu beurteilen.

Die Einteilung der familidr belasteten Frauen in low- und high-risk-Gruppen ist
problematisch, da der Wert von 15% des Risikos nach der Gail-Berechnung willkurlich
festgelegt wurde. Die signifikant htheren VEGF-Werte in der Gruppe der Frauen mit
einem unter 15% berechneten Risiko gegeniber der Gruppe der Frauen mit einem
Uber diesem Wert liegenden Risiko kdnnen als weiterer Hinweis zu werten sein, dass

diese Einteilung nicht sinnvoll ist.

Es stellt sich die Frage, wie die Charakterisierung des individuell erhéhten Risikos
optimiert und standardisiert werden kann und inwieweit eine derartige Einteilung

Konsequenzen in diagnostischer und therapeutischer Hinsicht haben kénnte.

4.2.2 Messung von VEGF, IGF-1 und IGFBP-3
In der vorliegenden Arbeit wurden die untersuchten Parameter mittels eines ELISA-

Sandwich-Assays gemessen. Dieses Verfahren ist fir Routineuntersuchungen

geeignet, da es einfach und zeitsparend eingesetzt werden kann.

Fur die Untersuchung des Serum-VEGF wurde ein Assay zur Messung der biologisch

aktiven Form VEGF (45 verwendet.

Wahrend der Aufbereitung der Proben zur Messung des IGF-1 wird der
Wachstumsfaktor von seinen Bindungsproteinen geldst und dann bestimmt. Diese
Methode ist nicht unumstritten. Von Janssen wird daran Kritik geilibt, da die Messung
des urspringlich gebundenen IGF-1 keine Aussage Uber die Konzentration an freiem
IGF-1 mache. Er bezieht sich dabei auf die ,free hormone hypothesis“, nach der nur
durch Messung der Konzentration der freien Form eines Modulators seine biologische
Aktivitat beschreibe [Janssen (1999)].

Von anderen Autoren wird aber die Messung des totalen IGF-1 als aussagekraftig
beschrieben [Juul (1997 [b]), Zapf (1997)] und fiir viele Studien verwendet. Daher kann
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sie fur die vorliegende Untersuchung als angemessen betrachtet werden. Kritisch ist
dennoch, inwieweit der Serum-Spiegel der gemessenen Faktoren die Konzentration im

Gewebe und damit an ihrem Wirkort zeigt.

AuBerdem wird diskutiert, ob die Messung der Wachstumsfaktoren im Serum zu
aussagekraftigen Ergebnissen fuhrt, oder ob sich Plasma als Untersuchungsmaterial
besser eignet. Dazu gibt es gegensatzliche Meinungen. Ein laborinterner Vergleich von
Plasma und Serum hat allerdings gezeigt, dass die Korrelation von Plasma und Serum
nahe 1 ist und damit fir den inter- und intraindividuellen Wertevergleich als

gleichwertig betrachtet werden kann.

Fur IGF-1 und IGFBP-3 ist ein konstanter Spiegel im Tagesverlauf beschrieben [Juul
(1994 [b]), Altwein (1997)], die Blutabnahme muss daher zu keiner bestimmten

Tageszeit durchgefihrt werden.

Auch ist bei der Verlaufsbeobachtung in der Routine keine sehr genaue Einhaltung von
bestimmten Zeitabstdnden notwendig, da die IGF-1-Konzentration Uber mindestens
sechs Wochen stabil bleibt [Hankinson (1998)]. UnregelmaRigkeiten von mehreren
Monaten, wie sie in der vorliegenden Studie als Ausdruck des Patientenverhaltens
vorkommen, sind allerdings flr eine genaue Beobachtung einer mdglichen

Veranderung nachteilig.

Bei der Erhebung der Daten trat die Frage auf, inwieweit berlicksichtigt werden muss,
in welcher Zyklusphase sich die pramenopausalen Frauen bei der Blutabnahme
befinden. Fir das IGF-1 gibt es unterschiedliche Auffassungen. So beschreibt Juul
(1997 [a]) eine geringe, aber signifikante Erhéhung in der Lutealphase gegeniber der
Proliferationsphase, wéhrend andere Studien keine Unterschiede zeigen [Wang
(1995), van Dessel (1996)]. Der IGFBP-3-Spiegel zeigt keine Zyklusabhangigkeit [Juul
(2997 [a])].

Fur VEGF zeigten sich bei der Untersuchung von gesunden Frauen ohne
anamnestische Risiken signifikante Unterschiede zwischen der pré-, peri- und
postovulatorischen Phase [Gotze, Blohmer (2002)]. Da sich die Unterschiede in einem
Bereich von 20-30 pg/ml bewegen, scheint ihre Bedeutung fir diese Arbeit in
Anbetracht der Streubreite der absoluten Werte in einem Bereich von etwa 1000 pg/ml

als unbedeutend.
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4.3 Interpretation der Ergebnisse

Bis auf einen Unterschied der IGF-1-Werte zwischen pra- und postmenopausalen
Frauen konnten flr keinen der drei untersuchten Parameter signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Subgruppen festgestellt werden. Auch zwischen der Gruppe,
die mit Toremifen behandelt wurde und der Kontrollgruppe war kein Unterschied
nachweisbar. Diese Ergebnisse widersprechen den Ergebnissen anderer Arbeiten, bei
denen erhéhte Werte der Wachstumsfaktoren VEGF und IGF-1 und erniedrigte Werte
des Bindungsproteins IGFBP-3 in Serum oder Plasma von Patientinnen, die an einem

Mammakarzinom oder einer Préakanzerose erkrankt waren, festgestellt wurden.

Fur die untersuchten Parameter, insbesondere fir IGF-1, sind eine Vielzahl an
Faktoren beschrieben worden, die ihre Serum-Konzentration beeinflussen. Die H6he
des IGF-1 im Serum wird von GroRe und Body-Mass-Index (BMI) beeinflusst Puul
(1994 [a])], auRerdem zeigt sich ein signifikanter Abfall im Alter [Juul (1997 [a])]. Auch
nimmt der IGF-1-Spiegel nach der Menopause deutlich ab, wahrscheinlich aufgrund
des erniedrigten Ostrogen-Spiegels [Juul (1997 [a])]. Diese Abhangigkeit von Alter und
Menopausenstatus konnte mit einem signifikanten Unterschied zwischen pra- und

postmenopausalen Frauen bestétigt werden (p<0,05).

Moglicherweise kann dadurch erklart werden, warum bei dem Vergleich zwischen den
Hauptgruppen Ergebnisse zustande kamen, die widersprichlich zu friheren
Untersuchungen sind. So fanden sich hdéhere IGF-1-Werte in der Gruppe der
gesunden, familidar belasteten Frauen gegenuber der Gruppe der Patientinnen mit
Prakanzerose und Mammakarzinom. Der Altersmedian in der Gruppe der gesunden
Frauen lag bei 45 Jahren, der Anteil der pramenopausalen Frauen war hoher als der
Anteil der postmenopausalen Frauen (n=39/ n=26). In der Gruppe der Patientinnen mit
einer Prakanzerose lag der Altersmedian bei 54, in der Gruppe der Patientinnen mit
Mammakarzinom bei 56 Jahren. In der Gruppe der Patientinnen mit Prakanzerose

waren etwas mehr postmenopausale Frauen (n=17/ n=13).

Betrachtet man die Zusammensetzung der Toremifen- und der Kontrollgruppe genau,
fallt auf, dass Altersmedian und Korpermale zwar sehr ahnlich sind, in der
Kontrollgruppe aber weniger prdmenopausale als postmenopausale Frauen sind
(n=4/n=8). Die Toremifengruppe ist beziglich des Menopausenstatus gleichmafRig
verteilt. Auch wenn der Unterschied klein scheint, kdnnte doch eine Erniedrigung der
IGF-1-Werte durch Toremifen, wie sie in anderen Studien beschrieben wird, durch die

niedrigeren Werte der postmenopausalen Frauen in der Kontrollgruppe verschleiert
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werden.

Um eine genaue Aussage Uber Unterschiede machen zu kénnen, ist es erforderlich,
groRBere Gruppen zu untersuchen, die gleichmafig bezuglich Alter, Kérpermasse, bzw.

BMI und Menopausenstatus verteilt sind.

Ein Vergleich mit Normalwerten konnte fir IGF-1 und das Bindungsprotein IGFBP-3
nicht durchgefuhrt werden, da keine Werte aus einem gesunden familiar unbelasteten
Patientinnenkollektiv im eigenen Labor erstellt wurden. Die Normalwerte des ELISA-
Herstellers sind teilweise geschlechts- und altersunspezifisch und daher zu ungenau,
um eine Aussage uber Unterschiede machen zu kénnen. Normalwerte anderer Studien
sind methodisch nicht immer identisch und daher flr einen genauen Vergleich

schwierig zu verwenden.

Auch die VEGF-Konzentration wird von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst.
So findet sich beispielsweise eine Erhéhung der VEGF-Konzentration bei Krankheiten
wie proliferierende Retinopathie, Psoriasis und Rheumatoider Arthritis [Claffey (1996)].
Anders als das IGF-1 zeigt VEGF dagegen keine grol3e Abhangigkeit vom Alter
[Yamamoto (1996)].

Die Untersuchung von 239 gesunden Frauen ohne Hormoneinnahmen in dem selben
Labor zeigt keinen Einfluss des Menopausenstatus [Go6tze, Blohmer (2002)]. Die
Ergebnisse des Vergleiches zwischen pra- und postmenopausalen Frauen dieser

Untersuchung kdnnen dies bestatigen.

Eine interessante Frage ist, ob sich die Konzentration der Wachstumsfaktoren im Laufe
einer Brustkrebserkrankung andert. Mdglicherweise héngt ein erhdhtes Risiko fur die
Entstehung von Brustkrebs mit einem individuell hohen IGF-1-Spiegel zusammen, der
beispielsweise von der Kalorienzufuhr im Kindesalter abhangt. Dafilr spricht, dass das
Krebsrisiko bei hohem Geburtsgewicht Michels (1996)] und hoher Kalorienzufuhr im
Kindesalter [Frankel (1998)] erhoht ist. Vielleicht ist dieser Zusammenhang Uber den
IGF-1-Spiegel zu erklaren. Es zeigt sich aul3erdem, dass sich nach Entfernung eines
Tumors die IGF-1-Werte nicht &ndern [Bruning (1995)]. Auch zeigt eine Chemotherapie
wenig Auswirkungen auf die Hohe des IGF-1-Spiegels [Peyrat (1998)]. Dies spricht
gegen eine Abhangigkeit des IGF-1 von der Tumormasse, sondern flr einen

individuellen Wert.

VEGF dagegen scheint direkt von der Tumormasse abzuhéngen, so steigen die Werte

mit GroRe des Tumors und sinken nach einer Operation [Yamamoto (1996)].
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4.4 Kann eine Messung der Wachstumsfaktoren in der Klinik sinnvoll

eingesetzt werden?

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ein einzelner Serumwert der untersuchten
Wachstumsfaktoren keine Aussage uber ein individuelles Risiko oder eine beginnende
klinisch und bildgebend okkulte Erkrankung zuldsst. Aufgrund der Streubreite der
Faktoren kann ein Vergleich mit einem Normalwert, der als Mittelwert eines gesunden
Kollektivs erstellt wurde, zur Abschatzung eines individuellen Brustkrebsrisikos bzw.
zur Friuhdiagnostik nicht eingesetzt werden. Von Nutzen scheint dagegen eher die
Erstellung eines individuellen Normwertes zu sein, der verwendet werden kénnte, um
mogliche Verdnderungen der Konzentration Uber einen langeren Zeitraum zu
beobachten. Es bleibt abzuwarten, inwiefern eine Veranderung der Werte

therapeutische Konsequenzen haben kdnnte.

Die Ergebnisse der Verlaufsbeobachtungen zeigen, dass die Konzentrationen von
VEGF und IGF-1 intraindividuell relativ konstant bleiben, das Bindungsprotein IGFBP-3
dagegen inkonstant ist. Es finden sich allerdings auch fir VEGF und IGF-1 einige
individuelle Konzentrationsverlaufe, bei denen die Werte stark schwanken und aus der
klinischen Beobachtung der Patientinnen nicht ersichtlich ist, welchen Grund diese
Schwankung haben kdnnte. Um eine genaue Aussage dartber machen zu kénnen, ob
sich eine Konzentrationsanderung vor der Diagnose eines Tumors durch herkdmmliche
Untersuchungen zeigt, musste ein groRRes Patientinnenkollektiv regelmaflig und in
geringen Zeitabstdnden beobachtet werden, um in Langzeitverlaufsuntersuchungen
sagen zu konnen, ob sich bei Entwicklung eines Mammakarzinoms die Serum-
Konzentrationen vor Diagnosestellung mit bildgebenden Verfahren geéandert haben.

Dies ware allerdings nur in Screeningpopulationen mdglich.

Die Ergebnisse in der Gruppe der Patientinnen mit Prékanzerose deuten allerdings
eher darauf hin, dass erhdhte Konzentrationen erst in einem fortgeschritten Stadium
nachweisbar sind. Es bleibt abzuwarten, ob Verfahren entwickelt werden, die bereits

geringfiigige Veranderungen messen kénnen.

Zur Zeit scheint die Messung von Serum-Konzentrationen der Wachstumsfaktoren
VEGF und IGF-1 sowie des Bindungsproteines IGFBP-3 in einer klinischen Situation,
wie sie bei der Untersuchung von einem Kollektiv aus der Sprechstunde fur Frauen mit
erhohtem Brustkrebsrisiko vorlag, keine aussagekréaftige Methode zur individuellen

Risikospezifizierung und zur Friherkennung des Mammakarzinoms zu sein.
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5 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom gehért zu den haufigsten Krebserkrankungen der Frau. Die
Prognose einer Brustkrebserkrankung richtet sich nach den Stadien der TNM-
Klassifikation, dabei ist die Wahrscheinlichkeit eines fortgeschrittenen Stadiums bei
spater Diagnosestellung erhoéht. Daher ist insbesondere die Friherkennung der
Erkrankung Gegenstand klinischer Forschung. Das Risiko, an Brustkrebs zu
erkranken, liegt in der Normalbevdlkerung bei 7-10%. Eine individuelle Erh6hung des
Risikos findet sich bei familiarer Belastung bezlglich Brustkrebs, sowie einer friiheren
Erkrankung an einer Prdkanzerose wie des Carcinoma ductale in situ (DCIS), des

Carcinoma lobulare in situ (CLIS) und der atypischen ductalen Hyperplasie (ADH).

Besonderes Augenmerk in der Krebsforschung liegt zur Zeit auf dem Zusammenhang
zwischen Tumorwachstum und der Bildung neuer GefalRRe, der Angiogenese. Diese
Neubildung von Kapillaren ist in hohem MaRe von der Ausschittung bestimmter
Wachstumsfaktoren abhangig, von denen der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor
(VEGF) aufgrund seiner Endothelspezifitat der mitogenen Wirkung grof3e Bedeutung

besitzt.

Aber auch der in fast allen Geweben vorkommende und fir viele physiologische
Prozesse entscheidende Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und seine Bindungs-
proteine (IGFBP-1 his IGFBP-7) scheinen bei der Tumorentwicklung eine wichtige

Rolle zu spielen.

Zahlreiche klinische Studien beschéaftigen sich daher mit dem Vergleich von Serum-
oder Plasmakonzentrationen an VEGF, IGF-1 und seiner Bindungsproteine zwischen
Krebspatienten und Kontrollgruppen. Dabei sind fiir Brustkrebspatientinnen erhéhte
VEGF- und IGF-1-Konzentrationen und erniedrigte IGFBP-3-Konzentrationen beschrie-
ben. Auch fir Patientinnen mit einer DCIS-Erkrankung sind erhdhte VEGF-

Konzentrationen gefunden worden.

Diese Untersuchung beschéftigt sich mit der Wertigkeit einer Messung der genannten
Wachstumsfaktoren zur regelmaRigen Untersuchung von Brustkrebsrisikopatientinnen
in der Klinik.

Dafir wurde ein Kollektiv von 106 Frauen untersucht, die entweder aufgrund einer
familiaren Belastung oder der Erkrankung an einer Prékanzerose in der Spezial-

sprechstunde der Frauenklinik der Charité behandelt bzw. beraten wurden. Fir einen
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Vergleich innerhalb der Hauptgruppen ,familiare Belastung” und ,Prakanzerose” wurde
eine Einteilung in Subgruppen nach Menopausenstatus, in der Gruppe der familiar
belasteten Frauen zusétzlich nach Hohe des berechneten Risikos und in der Gruppe
der Patientinnen mit Prakanzerose zuséatzlich nach Antidstrogenbehandlung und
Familienanamnese beziglich Brustkrebs vorgenommen. Als Kontrollgruppen dienten
ein Kollektiv von Mammakarzinompatientinnen sowie ein Normalkollektiv aus 234

gesunden Frauen ohne ersichtliche Risiken.

Die VEGF, IGF-1 und IGFBP-3-Konzentrationen wurden mittels eines Enzyme-linked

Immunoassays (ELISA) im Serum gemessen und verglichen.

Dabei fanden sich fur VEGF und IGFBP-3 keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Haupt- und Subgruppen (p>0,05). Fur IGF-1 konnte eine signifikante
Abhangigkeit der Serumkonzentration vom Menopausenstatus bestatigt werden
(p<0,001, bzw. p=0,001 in der Gruppe der Frauen mit familiarer Belastung und
p=0,003 in der Gruppe der Patientinnen mit Prékanzerose), die Ubrigen Vergleiche

zeigten keine signifikanten Unterschiede (p>0,05).

Auch der Vergleich zwischen den VEGF-Konzentrationen von Risikopatientinnen und

dem Normalkollektiv wies keinen signifikanten Unterschied aus (p>0,05).

Um die intraindividuelle Konstanz der Werte Uber einen langeren Zeitraum zu prifen,
wurden 34 Frauen, von denen mehr als ein Serum-Wert vorlag, untersucht. Dabei
konnte eine intraindividuelle Streubreite der VEGF-Werte im Mittel von 115 pg/ml
(Median 118,5 pg/ml, Range 2310 pg/ml), der IGF-1-Werte im Mittel von 36 ng/mi
(Median 27,5 ng/ml, Range 0-134 ng/ml) und der IGFBP-3-Werte im Mittel von 1792
ng/ml (Median 1587 ng/ml, Range 1-4074 ng/ml) festgestellt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass aufgrund der starken interindividuellen
Streuung der VEGF-, IGF-1- und IGFBP-3-Werte eine Kontrolle der Serum-
konzentration nur nach Bestimmung eines individuellen Referenzwertes von klinischem

Nutzen sein kann.

Zur Zeit scheint die Messung von VEGF, IGF-1 und IGFBP-3 zur Kontrolle von
Risikopatientinnen wenig aussagekraftig zu sein.

Schlagworte: Mammakarzinom, Angiogenese, VEGF, IGF-1, IGFBP-3
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6 Abklrzungen

ADH
BCDDP
bFGF

BMI

CASH

CLIS

DCIS
ELISA
FLK-1 (KDR)
FLT-1

GH

IGF-1
IGFBP-3
MRT

PDGF

TMB

TGFa, TGFR
TNF-a
VEGF

VPF

Atypische duktale Hyperplasie

Breast Cancer Detection Demonstration Projekt Breast
basic Fibroblast Growth Factor

Body-Mass-Index

Cancer and Steroid Hormone Study

Lobulares Carcinoma in situ

Duktales Carcinoma in situ

Enzyme-linked Immunoassay

fetal liver kinase-1 (kinase insert domain receptor)
fms-like tyrosine kinase

Growth Hormone

Insulin-like growth factor 1

Insulin-like growth factor binding proteine 3
Magnet Resonanz Tomographie

Platelet derived growth factor
Tetramethylbenzidin

Transforming Growth Factor a und 3

Tumor Necrosis Factor a

Vascular endothelial growth factor

Vascular permeability factor



7 Anhang

7.1 Datenuberblick
7.1.1 Serum-Konzentrationen von VEGF, IGF-1 und IGFBP-3

Tab. 6: Serum-Konzentrationen von VEGF

VEGF (pg/ml) Mittelwert Median Standardabweichung
Familiare Belastung | Gesamt (n=65) 314 277 190
Pramenopausal (n=39) 303 252 174
Postmenopausal (n=26) | 326 297 216
low risk (n=14) 416 372 168
high risk (n=46) 294 248 192
Préakanzerose Gesamt (n=30) 325 288 159
Prameno. (n=13) 383 394 176
Postmeno. (n=17) 282 272 135
Mit familiarer Belastung 333 281 149
(n=10)
Ohne familiare Belastung | 322 310 168
(n=20)
Toremifen (n=18) 365 387 180
Kontrolle (n=12) 266 258 103
Mammakarzinom n=11 367 465 262
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Tab. 7: Serum-Konzentrationen von IGF-1

IGF-1 (ng/ml) Mittelwert Median Standardabweichung
Familiare Belastung | Gesamt (n=65) 180 179 54
Pradmenopausal (n=39) 198 191 53
Postmenopausal (n=26) 152 143 43
Low risk (n=14) 162 162 44
High risk (n=46) 176 179 50
Prékanzerose Gesamt (n=30) 156 152 50
Prameno. (n=13) 175 162 56
Postmeno. (n=17) 142 143 43
Mit familidrer Belastung | 160 149 47
(n=10)
Ohne familiare Belastung | 155 153 53
(n=20)
Toremifen (n=18) 145 149 27
Kontrolle (n=12) 173 157 71
Mammakarzinom n=11 150 133 64
Tab. 8: Serum-Konzentrationen von IGFBP-3
IGFBP-3 (ng/ml) Mittelwert Median Standardabweichung
Familiare Belastung | Gesamt (n=65) 4034 3935 1232
Pradmenopausal (n=39) 4029 3902 1292
Postmenopausal (n=26) 4038 3955 1161
low risk (n=14) 3616 3385 1183
high risk (n=46) 4176 3983 1271
Préakanzerose Gesamt (n=30) 4299 4059 1283
Prameno. (n=17) 4122 4094 1216
Postmeno. (n=16) 4434 4023 1261
Mit familidrer Belastung | 3664 3855 963
(n=10)
Ohne familidre Belastung | 4616 4340 1324
(n=20)
Toremifen (n=18) 4527 4116 1421
Kontrolle (n=12) 3957 4021 1006
Mammakarzinom n=11 4130 3921 1579
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7.1.2 Vergleich der Gruppen

Tab. 9: Vergleich der Hauptgruppen

VEGF p-Wert Familiare Belastung Prakanzerose Mammakarzinom
Familiare Belastung - n.s. n.s.

(fam.Bel.)

Prékanzerose n.s. - n.s.

(Prékanz.)

Mammakarzinom n.s. n.s. -

IGF-1 p-Wert Familiare Belastung Prakanzerose Mammakarzinom
Familiare Belastung - 0,019 n.s.

(fam.Bel.) (fam.Bel.> Prakanz.)

Prakanzerose 0,019 - n.s.

(Prakanz.) (fam.Bel.> Prakanz.)

Mammakarzinom n.s. n.s. -

IGFBP-3 p-Wert Familiare Belastung Prakanzerose Mammakarzinom
Familiare Belastung - n.s. n.s.

(fam.Bel.)

Prakanzerose n.s. - n.s.

(Prakanz.)

Mammakarzinom n.s. n.s. -

Tab. 10: Vergleich innerhalb der Hauptgruppe familiare Belastung

VEGF p-Wert Pré.-/ postmenopausal n.s.
low risk/ high risk 0,011 (low > high)
IGF-1 p-Wert Pra.-/ postmenopausal 0,001 (pra.> post.)
low risk/ high risk n.s.
IGFBP-3 p-Wert Pré.-/ postmenopausal n.s.
low risk/ high risk n.s.

Nn.s.= nicht signifikant
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Tab. 11: Vergleich innerhalb der Hauptgruppe Prékanzerose

VEGF p-Wert Préa.-/ postmenopausal n.s.
Mit/ ohne familiare Belastung n.s.
Toremifen/ Kontrolle n.s.
IGF-1 p-Wert Pra.-/ postmenopausal 0,003 (pra.> post.)
Mit/ ohne familiare Belastung n.s.
Toremifen/ Kontrolle n.s.
IGFBP p-Wert Préa.-/ postmenopausal n.s.
Mit/ ohne familiare Belastung n.s.
Toremifen/ Kontrolle n.s.

Tab. 12: Vergleich von Subgruppen unterschiedlicher Hauptgruppen

VEGF p-Wert
Gesamt Pra.-/ postmenopausal n.s.
pramenopausal Familiare Belastung/ n.s.
Préakanzerose
postmenonpausal Familiare Belastung/ n.s.
Prékanzerose
IGF-1 p-Wert
Gesamt Pra.-/ postmenopausal <0,001 (pra.> post.)
pramenopausal Familiare Belastung/ 0,032 (fam.Bel.> Prakanz.)
Prakanzerose
postmenonpausal Familiare Belastung/ n.s.
Prakanzerose
IGFBP-3 p-Wert
Gesamt Pra.-/ postmenopausal n.s.
pramenopausal Familiare Belastung/ n.s.
Prakanzerose
postmenonpausal Familiare Belastung/ n.s.

Prakanzerose

n.s.= nicht signifikant
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7.1.3 Vergleich der VEGF-Werte mit einem Normalkollektiv

Tab. 13: Vergleich der VEGF-Werte mit einem Normalkollektiv

Normal gesamt (n=234)

Pra.-/ postmenopausal | n.s.

pramenopausal (n=135)

Normal/ n.s.

fam.Bel.+Prakanz.

Normal/ fam.Bel. n.s.
Normal/ Prakanz. n.s.
postmenopausal (n=99) | Normal/ n.s.

fam.Bel.+Prékanz.

Normal/ fam.Bel. n.s.

Normal/ Prakanz. n.s.

n.s.= nicht signifikant

7.1.4 Vergleich der VEGF-Werte mit Tumorpatientinnen

Tab. 14: Vergleich der VEGF-Werte mit Tumorpatientinnen

Benigne Tumoren (n=47)

Mittelwert=348 pg/ml

Familiare Belastung

n.s.

Prakanzerose

n.s.

Maligne Tumoren (n=53)

Mittelwert=442 pg/ml

Familiare Belastung

<0,001 (mal.Tum.>fam.Bel.)

Prakanzerose

<0,001 (mal.Tum.>Prékanz.)

n.s.= nicht signifikant
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7.2  Anamnestische Daten zum Vergleich der Risikomodelle

Tab. 15: Gesamtgruppe (n=24)

Patientin Alter Chang-
Alter 1.Grad 2.Grad | Menarchealter | 1.Geburt Biopsien GAIL Claude | Differenz

Mittelwert | 42,9 1,3 0,9 12,9 23,1 0,2 20,1 24,5 9,6
1 45 1 1 12 22 0 15,1 24,2 9,1
2 40 1 1 13 22 0 18,3 23 4,7
3 56 2 0 14 32 0 20,2 24.8 4,6
4 41 1 1 13 25 0 18,6 34,2 15,6
5 66 3 0 15 24 1 27,4 20,3 7,1
6 33 1 1 13 n 0 19,2 29 9,8
7 44 1 1 11 n 0 19,7 28 8,3
8 45 0 2 14 15 0 6,4 10,7 4,3
9 30 2 0 12 n 0 19,3 12,8 6,5
10 48 1 2 11 28 0 18,8 24,2 5,4
11 36 0 3 12 n 0 11,3 22,4 11,1
12 48 1 1 12 24 1 19,8 40 20,2
13 51 3 0 15 20 0 28,7 43,2 14,5
14 32 0 2 14 n 0 10,4 20 9,6
15 37 1 2 16 21 0 17,1 29 11,9
16 40 1 1 14 n 0 17,3 41 23,7
17 57 1 1 13 n 0 14,9 12,8 2,1
18 56 3 0 11 26 0 27,3 24,2 3,1
19 34 1 0 12 23 0 18,7 12,8 5,9
20 30 1 0 12 n 0 19,3 15,8 3,5
21 30 1 1 13 n 0 19,3 34,6 15,3
22 36 2 1 12 18 0 40,1 34,7 5,4
23 51 2 0 13 n 0 27,3 15 12,3
24 44 1 0 12 24 2 28 10,4 17,6

n= nullipara
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Tab. 16: Gruppe der Frauen mit einem nach dem Gail-Modell berechneten héheren

Risiko (n=9)
Patientin Alter Chang-

Alter 1.Grad 2.Grad Menarchealter | 1.Geburt | Biopsien | Gail Claude Differenz
Mittelwert | 44,9 1,8 0,2 12,4 23 0,3 24,7 17,6 7,1
5 66 3 0 15 24 1 27,4 20,3 7,1
9 30 2 0 12 n 0 19,3 12,8 6,5
17 57 1 1 13 n 0 14,9 12,8 2,1
18 56 3 0 11 26 0 27,3 24,2 3,1
19 34 1 0 12 23 0 18,7 12,8 5,9
20 30 1 0 12 n 0 19,3 15,8 3,5
22 36 2 1 12 18 0 40,1 34,7 5,4
23 51 2 0 13 n 0 27,3 15 12,3
24 44 1 0 12 24 2 28 10,4 17,6

Tab. 17: Gruppe der Frauen mit
héheren Risiko (n=15)

einem nach dem Chang-Claude-Modell berechneten

Patientin Alter Chang-
Alter 1.Grad 2.Grad Menarchealter | 1.Geburt | Biopsien | Gail Claude Differenz

Mittelwert | 41,7 1 1,3 13,1 23,2 0,1 17,3 28,6 11,2
1 45 1 1 12 22 0 15,1 24,2 9,1
2 40 1 1 13 22 0 18,3 23 4,7
3 56 2 0 14 32 0 20,2 24,8 4,6
4 41 1 1 13 25 0 18,6 34,2 15,6
6 33 1 1 13 n 0 19,2 29 9,8
7 44 1 1 11 n 0 19,7 28 8,3
8 45 0 2 14 15 0 6,4 10,7 4,3
10 48 1 2 11 28 0 18,8 24,2 5,4
11 36 0 3 12 n 0 11,3 22,4 11,1
12 48 1 1 12 24 1 19,8 40 20,2
13 51 3 0 15 20 0 28,7 43,2 14,5
14 32 0 2 14 n 0 10,4 20 9,6
15 37 1 2 16 21 0 17,1 29 11,9
16 40 1 1 14 n 0 17,3 41 23,7
21 30 1 1 13 n 0 19,3 34,6 15,3

n= nullipara
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Tab. 18: Gruppe der Frauen mit einer Differenz der nach beiden Modellen berechneten

Risiken von tber 10 Prozentpunkten (n=9)

Patientin Alter Chang-
Alter 1.Grad 2.Grad Menarchealter | 1.Geburt | Biopsien | Gail Claude Differenz

Mittelwert | 42 1,2 1 13,3 22,8 0,3 20,8 29,9 15,8
23 51 2 0 13 n 0 27,3 15 12,3
24 44 1 0 12 24 2 28 10,4 17,6
4 41 1 1 13 25 0 18,6 34,2 15,6
11 36 0 3 12 n 0 11,3 22,4 11,1
12 48 1 1 12 24 1 19,8 40 20,2
13 51 3 0 15 20 0 28,7 43,2 14,5
15 37 1 2 16 21 0 17,1 29 11,9
16 40 1 1 14 n 0 17,3 41 23,7
21 30 1 1 13 n 0 19,3 34,6 15,3

n= nullipara
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