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1. Einleitung

1.1  Historischer Überblick

1.1.1 Angiogenese

Der Begriff Angiogenese für das Wachstum von neuen Gefäßen wurde zum

ersten Mal im Jahr 1787 von Dr. John Hunter, einem britischen Chirurgen, zur

Beschreibung der Entstehung von neuen Gefäßen in Rentiergeweihen

verwendet  (historical highlights of the angiogenesis field). Später beobachteten

verschiedene Wissenschaftler das Auftreten von Angiogenese um Tumoren von

Tieren und Menschen (Goldman, 1907; Ide et al., 1939; Algire und Chalkley,

1945). Erste Hinweise auf eine Beteiligung dieser Formation neuer Gefäße an

der Embryogenese fand 1935 der Pathologe Dr. Arthur Tremain Hertig, welcher

Angiogenese im Plazentagewebe von schwangeren Affenweibchen beschrieb

(historical highlights of the angiogenesis field).

Neben ihrer heute, dank o.g. und anderen Studien, bekannten Bedeutung für

die Wundheilung, Embryogenese, den Menstruationszyklus u.a. physiologische

Vorgänge, spielt die Angiogenese auch eine wesentliche Rolle bei Wachstum,

Invasion und metastatischer Streuung maligner Tumoren. Diese Aussage, 1971

zum ersten Mal als Hypothese formuliert (Folkman, 1971), wird mittlerweile

durch zahlreiche Studien gestützt, die sich mit Regulation, Einfluss und

Bedeutung der Angiogenese auf die Tumorpathogenese und den klinischen

Verlauf diverser Tumorerkrankungen beschäftigten (Folkman, 1990; Weidner,

1998). Angetrieben durch die Hoffnung auf neue Therapiekonzepte für Tumor-

oder Gefäßerkrankungen, wurden seit 1975 verschiedene Inhibitoren wie

Angiostatin oder Endostatin oder aber Wachstumsfaktoren der Angiogenese

entdeckt und erforscht. Wie z.B. bFGF (basic fibroblast growth factor) oder VPF

(Vascular permeability factor), der heute als VEGF (Vascular endothelial growth

factor) bezeichnet wird und als einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren der

Angiogenese gilt (Brem und Folkman, 1975; Shing et al., 1984; Senger et al.,

1983; Ferrara und Henzel, 1989). Mittlerweile sind basierend auf diversen

Studien, welche Zusammenhänge der Angiogenese mit pathophysiologischen

Vorgängen verdeutlichen konnten, zahlreiche Medikamente in Erprobung, die
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über Stimulation oder Inhibition des Gefäßwachstums in den Krankheitsprozess

eingreifen. Während bei Tumoren vor allem versucht wird das – abgesehen von

der Möglichkeit Chemotherapeutika im Tumor zu verteilen - unerwünschte

Gefäßwachstum zu verhindern, liegt bei der Therapie von Gefäßerkrankungen

der Schwerpunkt auf der Induktion von Angiogenese in minderperfundiertem

Gewebe.

Auch beim Mammakarzinom weisen verschiedene Studien sowohl auf die

klinische Relevanz der Tumorvaskularisation (Weidner et al., 1991; Weidner et

al., 1992; Bevilacqua et al., 1995) als auch auf deren Schlüsselrolle beim

komplexen Prozess der Tumorpathogenese hin (Hori et al., 1991; Gross et al.,

1993; Kim et al., 1993).

Die heterogene Verteilung der Gefäße im Tumorgewebe sowie das Auftreten

typischer Muster, wie z.B. das Vorhandensein von Gebieten mit sehr dicht

gepackten Ansammlungen von Mikrogefäßen im Tumorrandbereich, gab Anlass

zur Entwicklung einer systematischen Methodik zur Auswertung

immunhistochemisch gefärbter Gefäße des Tumors. Bei einem Großteil der

Studien werden hierbei Tumorareale mit der höchsten mikroskopisch sichtbaren

Gefäßdichte als sogenannte „hotspots“ definiert und Messungen zur Dichte von

Mikrogefäßen in diesen Gebieten durchgeführt (Weidner, 1995a). Allen

Versuchen, eine einheitliche Vorgehensweise bei der Erfassung

immunhistochemisch gefärbter Gefäße in diesen „hotspots“ zu prägen, zum

Trotz, stößt man beim Vergleich der Methoden auf unzählige zum Teil

erhebliche Unterschiede, was Färbe-, Mikroskopier-, und Zähltechnik betrifft.

Dies erschwert natürlich den Vergleich der Studien untereinander, wobei die

meisten Aussagen eine deutliche klinische Relevanz der Angiogenese bzw.

Mikrogefäßdichte im „hotspot“ des Mammakarzinoms, wenn auch nicht

einhellig, beschreiben.

So wird mittlerweile z.B. der Mikrogefäßdichte, unabhängig von anderen

klinischen Faktoren, eine erhebliche Bedeutung bei der Abschätzung der

Prognose (Relapse free survival/Overall survival) von Mammakarzinomen

beigemessen (Weidner, 1998; Bevilacqua et al, 1995; Hansen et al., 2000).

Außerdem gelang es  Zusammenhänge zwischen Gefäßdichte und agressivem
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Tumorwachstum (Weidner, 1998) bzw. Nodalstatus und Grad der

Metastasierung zu zeigen (Weidner et al., 1991). Insgesamt ergibt sich, wohl

mit durch die Vielzahl der verwendeten Methoden zur Darstellung und

Auswertung von Tumorgefäßen bedingt, ein uneinheitliches Bild vom

Bedeutungsausmaß der Angiogenese beim Mammakarzinom (Weidner, 1995b;

Hall et al., 1992; Axelsson et al., 1995).

1.1.2 Tumorpathogenese und Angiogenese

Der Vorgang der Tumorpathogenese läßt sich grob in zwei Stadien einteilen:

a) Das Stadium der malignen Transformation mit Initiation, Promotion und

Progression/ Proliferation.

b) Das Stadium des Wachstums und der metastatischen Streuung, welches

ohne ausreichende Neovaskularisation des Tumors anscheinend nicht möglich

ist. Die Tumorgröße pendelt sich in einem bestimmten Grenzbereich < 2-3 mm³

ein, wenn nicht Angiogenese ein weiteres Wachstum ermöglicht (Folkman,

1971).

Ein bestehender Tumor bzw. eine Metastase kann sich, obwohl eine ständige

proliferative Aktivität vorhanden ist, in einer Art funktionellem Schlafstadium

befinden, in der sich Proliferation und Apoptoserate der Tumorzellen die Waage

halten. Wird dieses Gleichgewicht zu Gunsten der Proliferation gestört,

entweder durch einen Anstieg derselben oder durch ein Abfallen der

Apoptoserate, kommt es  zur Aktivierung des „schlafenden“ Tumors bzw. der

Metastase mit Wachstum, Invasion und metastatischer Streuung. Es hat sich

gezeigt, dass Angiogenese die Apoptoserate von Tumorzellen massiv

erniedrigen kann und somit eine entscheidende Rolle in der Tumorpathogenese

spielt (Holmgren et al., 1995). Die Angiogenese wird wiederum durch diverse

pro- und antiangiogene Substanzen reguliert, die von Karzinomzellen,

Endothelzellen, Stromazellen und korpuskulären Blutbestandteilen produziert

werden oder in der extrazellulären Matrix vorhanden sind (Fukumura, 1998) und
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ihre Wirkung autokrin auf sich selbst oder aber endokrin-systemisch z.B. auf

Fernmetastasen entfalten. Kommt es zum Überwiegen der proangiogenen

Faktoren, wird die Angiogenese stimuliert und der oben beschriebene Abfall der

Apoptoserate bewirkt. Zur Frage, wie es zu diesem Ungleichgewicht kommt,

werden zwei Mechanismen diskutiert:

Zum Einen könnte ein Abfall der systemischen Konzentration von

Angiogeneseinhibitoren zum relativen Übergewicht der Stimuli und somit zu

verstärkter Angiogenese an Orten mit ausreichender Konzentration an

Wachstumsfaktoren führen. Für diese These spricht sowohl der therapeutische

Effekt von sytemischen Angiogenesehemmern auf verschiedene Karzinome

(Boehm et al., 1997) als auch das auffällig schnelle Wachstum von

Mikrometastasen in den Lungen von Mäusen nach Entfernung experimentiell

subkutan eingepflanzter Primärtumoren vom Typ Lewis Lungenkarzinom oder

T241 Fibrosarkom, welche den Angiogeneseinhibitor Angiostatin produzieren.

Das durch die Entfernung des Primärtumors entstehende Ungleichgewicht

zwischen pro- und antiangiogenen Substanzen kann jedoch, der These

entsprechend, mit exogenen Angiogeneseinhibitoren ausgegeglichen und ein

Wachstum der Mikrometastasen verhindert werden (Holmgren et al., 1995).

Die zweite mögliche Ursache für eine Störung des Gleichgewichts von

Inhibitoren und Stimulatoren der Angiogenese könnte auf der Fähigkeit von

Tumoren oder Metstasen beruhen, einen angiogenen Phänotyp auszubilden,

d.h. die für die eigene Vaskularisierung nötigen Faktoren selbst zu produzieren

und somit die Apoptoserate zu senken (Folkman et al., 1989; Folkman, 1994;

Folkman, 1995). Diese genetische Aktivierung des angiogenen Potentials auf

zellulärer Ebene wird als „angiogener switch“  bezeichnet, welcher als

„angeschaltet“ gilt, wenn proangiogene den antiangiogenen Faktoren

gegenüber überwiegen (Hanahan und Weinberg, 2000; Bouck et al., 1996).

Folge eines solchen „switches“ könnte die Fähigkeit einer Zelle sein, einen

bestimmten Wachstumsfaktor z.B. bFGF aus der Zelle zu exportieren ( Kandel

et al., 1991). Hierbei reicht es anscheinend aus, wenn nur einige der Zellen

eines Tumors diese bestimmte Fähigkeit besitzen, um den gesamten Tumor zu

vaskularisieren, ihn wachsen und streuen zu lassen (Jouanneau et al., 1994).
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Es sind mittlerweile verschiedene Signale bekannt, die diesen genetischen

„switch“ triggern können. Ein wichtiges Signal stellt z.B. „Zellstress“ dar, der

sowohl mechanisch, durch Druck des umliegenden, proliferierenden Gewebes,

als auch metabolisch, durch Azidose, Hypoglykämie und besonders durch

Hypoxie von Zellen bedingt sein kann. Auch immunologische und

inflammatorische Reaktionen mit ensprechendem Infiltrat des Gewebes zählen

zu den Triggern des „angiogenen switches“. Eine dritte wichtige Gruppe sind

genetische Mutationen in Tumor- bzw. Metastasenzellen, die über eine

Aktivierung von entsprechenden Onkogenen oder durch Deletion von

Tumorsupressorgenen zu besagtem „switch“ führen können (Kerbel, 2000;

Carmeliet, 1999).

1.2  Regulation der Angiogenese

Die genauen Regulationsmechanismen der Tumorangiogenese sind aufgrund

der enormen Komplexität der einzelnen Abläufe und ihrer Interaktionen nicht

vollständig geklärt.   Es existiert jedoch dank einer Vielzahl von Studien, welche

sich vor allem mit verschiedenen Wachstumsfaktoren und ihren angiogenen

Eigenschaften beschäftigen, ein ausreichendes Hintergrundwissen, um den

Vorgang der Tumorangiogenese und die wahrscheinliche Funktion der

bekannten involvierten Regulatoren vereinfacht darzustellen. Reife Gefäße

besitzen aufgrund diverser Schutzmechanismen eine geringe Tendenz, ihre

Struktur zu ändern oder neue Gefäßäste auszubilden. Diese Stabilität beruht

wahrscheinlich unter anderem auf der konstitutionellen Expression von

Regulatorproteinen wie Angiopoetin 1 (Ang 1), das seine Wirkung über Bindung

an den TIE 2 Rezeptor entfaltet und die Integrität des Zellverbandes sichert.

Unter bestimmten Umständen, z.B. um minderperfundiertes Gewebe zu

vaskularisieren oder bei pathologischer Überexpression bestimmter

proangiogener Faktoren im Rahmen des  „angiogenen switches“ (s. Abschnitt

1.1.), kann jedoch die Angiogenese reaktiviert werden, was zur

Neovaskularisation des betroffenen Gewebes führt.
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Eine Schlüsselrolle bei Reaktivierung und Regulation kommt sicherlich den

verschiedenen Gefäßwachstumsfaktoren zu, deren Struktur, Herkunft und

Wirkung mittlerweile durch zahlreiche Studien zum Teil sehr genau untersucht

sind. Als Angiogenesefaktoren wurden z.B. aFGF und bFGF (acidic und basic

fibroblast growth factor) beschrieben (Slavin, 1995). Pleiotrophin, welches

immerhin in 60% der Mammakarzinome stark exprimiert wird (Riegel und

Wellstein, 1994), scheint ebenfalls eine angiogene Wirkung zu haben (Fang et

al., 1992). TGF-ß1 (Transforming growth factor-ß1) inhibiert das

Endothelzellwachstum in vitro, stimuliert es aber in vivo (Sunderkotter et al.,

1994) und PD-ECGF (Platelet derived endothelial cell growth factor),

ursprünglich als vorherrschender angiogener Faktor in Thrombozyten entdeckt

(Ishikawa et al., 1989; Sumizawa et al., 1993), wird mittlerweile ein starker

stimulatorischer Effekt in vivo zugewiesen (Moghaddam et al., 1995).

Der Schwerpunkt dieser Untersuchungen, seien es experimentielle oder eher

klinische Ansätze, liegt jedoch auf der Charakterisierung der VEGF-Familie, zu

der unter anderem auch der Placental Growth Factor (PlGF) gehört. VEGF ist

an mehreren Stellen als einer der wichtigsten und potentesten Mediatoren der

Tumoangiogenese beschrieben (Kim et al., 1993; Kondo et al., 1993) und wird

in vielen Typen des Mammakarzinoms überexprimiert, wobei die Expression

des Faktors mit der Mikrogefäßdichte im angiogenen hotspot des Tumors

korreliert (Toi et al., 1995). Die Produktion und Sekretion von VEGF ist ein

entscheidender Schritt im Ablauf der Tumorangiogenese, da der Faktor auf

verschiedenen Stufen des Ablaufs eingreift und seine Wirkung entfaltet. So

induziert VEGF neben einer Up-Regulation des eigenen Rezeptors (VEGF-R)

z.B. auch eine verstärkte Expression von Angiopoetin 2 (Ang 2), welches am

TIE 2 Rezeptor als Antagonist zu o.g. Angiopoetin 1 (Ang 1) wirkt und somit

durch Störung der Gefäßintegrität zu einer lokalen Destabilisierung und

Hyperpermeabilität (Conolly, 1991) bestehender Gefäße  führt, was der lokalen

Anhäufung von Wachstumsfaktoren, sowie der Aussprossung neuer Gefäßäste

den Weg ebnet. Durch die Anwesenheit bestimmter Enzyme, der sogenannten

Matrix-Metalloproteinasen wird die perivaskuläre, extrazelluläre Matrix

aufgelockert bzw. zerstört und somit die Migration der gleichzeitig stark
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proliferierenden aktivierten Endothelzellen ins umgebende Gewebe ermöglicht

(Ray und Stetler-Stevenson, 1994). Auch diese Vorgänge werden neben

anderen Faktoren, wie z.B. Zytokinen und  lokaler Hypoxie, von VEGF

zumindest mitgesteuert. Bei der Morphogenese, d.h. der Formation von

Endothelzellschläuchen als Vorstufen von neuen Gefäßen, die einen der

abschließenden Schritte der Tumorangiogenese darstellt, unterscheidet man

bisher drei Mechanismen (Carmeliet und Rakesh, 2000). Erstens können

Gefäßäste durch Aussprossung von aktivierten, proliferierenden Endothelzellen

aus einem bereits vorhandenen Gefäß herauswachsen. Auch hier deutet eine

verstärkte Expression von VEGF 1 und 2 Rezeptoren, die in aktivierten

Endothelien gefunden wurde auf einen Einfluss von VEGF hin. Die zweite

Möglichkeit besteht im Einbau von Zellen des umliegenden Binde- oder auch

Tumorgewebes zwischen die gelockerten Endothelzellen, der ebenfalls zur

Bildung neuer „Gefäßlumina“ führen kann. Drittens können auch aus dem

Knochenmark oder aus Gefäßwänden herausgelöste Endothelzellvorstufen

(Angioblasten) in den Tumor einwandern und zur Morphogenese von

Tumorgefäßen beitragen, welche im Vergleich zur physiologischen

Angiogenese aber weitaus unkontrollierter abläuft und zur Bildung von

strukturell und funktionell abnormen Gefäßen führt. Eine fehlende oder

mangelhafte Perizytenschicht sowie die Inhomogenität des Endothels an sich,

das z.B. auch aus Tumorzellschläuchen oder einem Mosaik aus Tumor- und

Endothelzellen bestehen kann, führt zu instabilen und hyperpermeablen

Gefäßen und einem chaotischen Blutfluß. Folge sind oftmals azidotische und

hypoxische Areale im Tumor, die ja – wie in Abschnitt 1.1 erwähnt - als Trigger

des „angiogenen switch“ gelten. Ganz abgesehen von den wahrscheinlich

zahlreichen unbekannten Variablen, verdeutlicht allein dieses positive

Feedback, bei dem Folgen der Tumorangiogenese eine erneute Aktivierung

derselben induzieren können, die Schwierigkeiten bei der Aufklärung von

Regulationsmechanismen, da nach heutigem Wissensstand in jedem einzelnen

Tumor sehr individuelle Verhältnisse bestehen dürften. Dies erschwert die

Ausarbeitung eines einheitlichen Schemas enorm, zumal in den letzten Jahren

ein wachsendes Interesse an der Angiogeneseregulation die Identifizierung und
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Charakterisierung einer immer größer werdenden Zahl von

Gefäßwachstumsfaktoren und ihrer Untergruppen vorangetrieben hat. So sind

mittlerweile allein in der VEGF-Familie die Untergruppen A,B,C,D und PIGF

bekannt, von denen VEGF A das zuerst charakterisierte Peptid beschreibt,

dessen Effekt auf die Tumorangiogenese über den VEGF 2 Rezeptor bisher am

besten untersucht ist. Von VEGF A existieren wiederum mehrere Isoformen, die

sich durch den Aufbau aus  121, 165, 189 oder 206 Aminosäuren

unterscheiden (Houck et al., 1995).

Eine Beteiligung von VEGF und VEGF Rezeptoren an der Angiogenese des

Mammakarzinoms belegen diverse Studien, welche z.B. eine verstärkte

Expression von VEGF A im Primärtumor (Toi et al., 1994; Toi et al., 1995) oder

eine Up-Regulation des VEGF Rezeptors mit aktivierter Tyrosinkinasedomäne

im Endothel von Tumorgefäßen nachweisen konnten ( Yoshiji et al., 1996;

Balsari et al., 1999; Kranz et al., 1999). Beim Mammakarzinom scheint dabei

der diffusablen Form des VEGF A 121 gegenüber den an Zelloberflächen und

Heparinen bindenden Formen VEGF A 165/189 eine deutlich stärkere

Bedeutung zuzukommen, während VEGF206 hier keine Rolle zu spielen

scheint (Houck et al., 1991).  Für einen konkreten Effekt des Peptids spricht die

hohe Korrelation der VEGF A Expression mit der Mikrogefäßdichte im

angiogenen Hotspot des Tumors (Toi et al., 1994; Toi et al., 1995). Auch im

Modellversuch mit nackten Mäusen konnte das Gen dieses Wachstumsfaktors

Progression und Angiogenese von Tumorzellen in vivo steigern, ohne jedoch

die Wachstumsrate der Zelllinie in vitro zu verändern (Kondo et al., 1993;

Senger et al., 1983). Aber auch das bisher vor allem mit der

Lymphangiogenese assoziierte VEGF C mit zugehörigem Rezeptor VEGF-R 3

scheint an der Angiogenese in Mammakarzinomen beteiligt zu sein (Valtola et

al., 1999).  Desweiteren wurden bei Messungen zu Serumkonzentrationen von

VEGF bei verschiedenen Karzinomen sowohl die Existenz von kleinen Mengen

VEGF im Serum von gesunden Kontrollpersonen als auch eine Erhöhung des

Serumlevels bei Patientinnen mit fortgeschrittenen Stadien oder Rezidiven

eines Mammakarzinoms festgestellt (Yamamoto et al., 1996). Diese

Nachweisbarkeit systemischer Level machen VEGF möglicherweise zu einem
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molekularen Marker der angiogenen Aktivität  von Mammakarzinomen, zumal

die zytosolische Konzentration von VEGF als prognostischer Faktor für das

relapse free und overall survival von Mammakarzinompatientinnen gilt

(Gasparini et al., 1997).

1.3 Regulation durch Steroidhormone

1.3.1 Hormonale Abhängigkeit der Brustdrüse und des Mammakarzinoms

Da die Brustdrüse physiologischerweise auf Veränderungen des hormonellen

Milieus sehr empfindlich reagiert und z.B. im Rahmen des Mernstruationszyklus

verschiedene, morphologisch charakterisierbare Grade von Wachstum und

Differenzierung durchläuft (Vogel et al., 1981), verwundert es nicht, dass

endokrine Faktoren wie Hormontherapien, Parität, Menarchen- und

Menopausenalter einen Einfluss auf die Inzidenz und Prognose von malignen

Neoplasien der Brustdrüse haben. Mittlerweile wurde z.B. eine Steigerung des

Risikos, an einem Mammakarzinom zu erkranken, durch östrogenhaltige

Hormonersatztherapien mehrfach beobachtet (Colditz, 1999; Writing Group for

the Women's Health Initiative Investigators, 2002), während das Antiöstrogen

Tamoxifen die Inzidenz der Erkrankung bei Hochrisikopatientinnen senken kann

(Dunn et al., 1998), wobei noch unklar ist, über welche molekularen

Mechanismen und Zwischenschritte diese hormonale Abhängigikeit der

Tumoren zustandekommt.

1.3.2 Vermittlung hormonaler Effekte über Angiogenese

Da Hormone ihre Wirkung nicht nur über zelluläre Rezeptoren sondern auch

über parakrine Mediatoren, z.B Angiogenesefaktoren, entfalten können, ist es

möglich, dass der beobachtete Effekt bestimmter Streroidhormone z.B auf die

Proliferation von  Mammakarzinomen über die Tumorangiogenese vermittelt

wird.
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1.3.2.1 Hormone und Vaskularisierung in vivo

Für diesen Weg spricht sowohl eine durch Estrogen induzierbare Progression

von transplantierten MCF10AT1-Zellen (entspricht einer Proliferative breast

disease) zu maligneren Stadien mit gleichzeitig verstärkter Angiogenese im

Mausmodell (Shekhar et al. 1998) als auch der mehrfach belegte

therapeutische Effekt des Antiöstrogens Tamoxifen, welches ebenfalls

Auswirkungen auf die Vaskularisation von Mammakarzinomen zu haben

scheint. So korreliert die Reduktion der Größe von Mammakarzinomen unter

Tamoxifen in hohem Maße mit einem Absinken der Mikrogefäßdichte (Marson

et al., 2001). Dieses Absinken fand sich auch bei der neoadjuvanten Therapie

von Mammakarzinompatientinnen mit Tamoxifen zusammen mit einer

kombinierten Chemotherapie (Makris et al., 1999) und schon zuvor war im

Nacktmausmodell eine Regression von transplantierten

Mammakarzinomzelllinientumoren durch Hemmung der Angiogenese mithilfe

dieses Antiöstrogens beschrieben worden (Tanaka et al., 1991; Haran et al.,

1994). Desweiteren existieren dopplersonographische Untersuchungen in

Bezug auf Gefäßwiderstand und Blut-Fließgeschwindigkeit, die vaskuläre

Unterschiede im Tumor zwischen prä- und postmenopausalen

Mammakarzinom-Patientinnen vermuten lassen (Villena-Heinsen et al., 1998).

Auch scheint sich die Gefäßdichte und -permeabilität des normalen

Mammagewebes im Laufe der Phasen des Menstruationszyklus zu verändern

(Müller-Schimpfle et al. 1997), was sich in der kontrastmittelunterstützten

Magnetresonanztomographie als variierender Parenchymkontrast darstellen

lässt (Buadu et al., 1996). Ob auch die Morphologie von Tumorgefäßen einer

zyklussynchronen Steuerung unterliegt, blieb ungeklärt.

1.3.2.2 Hormone und Angiogenesefaktoren

Weitere Hinweise auf eine hormonale Abhängigkeit der Angiogenese beim

Mammakarzinom lieferten Untersuchungen, welche den Einfluss von

Zyklussteroiden auf verschiedene Angiogenesefaktoren, insbesondere VEGF,

belegen konnten, deren Rolle bei der Tumorvaskularisation heute unbestritten

ist (s. Abschnitt 1.2).
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Eine Stimulation der VEGF Produktion durch Östrogen in vivo konnte bereits

1996 im DMBA (Dimethylbenz(a)anthrazen) induzierten Mammakarzinom der

Ratte nachgewiesen werden (Nakamura et al., 1996) und auch beim Vergleich

der Auswirkungen verschiedener Hormonsubstitutionstherapien auf VEGF-

Serumlevel, schien Estrogen der stärkste Stimulus für ein Ansteigen der

systemischen VEGF-Konzentration zu sein (Agrawal et al., 2000). Die

Expression von VEGF-mRNA wird in Endothelzellen des Rattenuterus durch

hohe Östrogen- und LH-Konzentrationen initiiert, während ein abfallender

Östrogen- und ansteigender Progesteronspiegel (Progesteronphase) für

Translation und posttranslatorische Vorgänge verantwortlich zu sein scheint

(Karuri et al., 1998). Andere Studien bestätigen eine Erhöhung der

Transkriptionsrate und der VEGF-mRNA-Stabilität durch Östrogene und

Androgene (Ruohola et al., 1999).

Auch Progesteron alleine bewirkt (hormonspezifisch und zelltypspezifisch)

dosisabhängig eine Erhöhung des VEGF- Serumlevels (Hyder et al., 1998),

während die VEGF- Expression in kanzerösem Brustgewebe keine Korrelation

mit dem hormonellen Status der Patientinnen zuließ, da sich kein durch das

Einsetzen des Klimakteriums bedingter Rückgang der VEGF-Expression, wie in

gesundem Kontrollgewebe nachgewiesen, beobachten ließ (Greb et al., 1999).

Bei Schwangeren ließen sich erhöhte VEGF-Serumwerte feststellen und auch

die essentielle Bedeutung von VEGF bei der Ausbildung des Corpus Luteum,

welches wiederum Progesteron (wird auch als schwangerschaftserhaltendes

Hormon bezeichnet) produziert, ist nachgewiesen.

Für eher antiangiogene Effekte von Progesteron sprechen verschiedene

Studien, welche zyklusabhängige Schwankungen von  VEGF zeigen konnten

(Heer et al., 1998; Benoy et al. 1998; Chung et al. 1998). Hohe

Progesteronspiegel unter konstanten Estrogenspiegeln bewirkten sowohl in vivo

bei gesunden Frauen als auch bei in Serum kultivierten MCF/7

Mammakarzinomzellen einen Abfall der VEGF 165 Serumlevel bzw. Produktion.

Bei der Untersuchung der PD-ECGF-Expression im Laufe des

Menstruationszyklus zeigte sich jedoch ein stimulatorischer Einfluss von
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Progesteron alleine auf die Expression von TGF-ß und von Progesteron

zusammen mit TGF-ß auf die Expression des PD-ECGF (Zhang et al., 1997).

Auch andere Steroide stimulieren die Expression von TGF-ß, dessen Aufgabe

es ist, beim Abschluss eines Wachstumsvorganges, für Beendigung der

Proliferation zu sorgen, und der auch etwas mit der Progression eines

Brusttumors vom steroid-sensitiven zum steroid-insensitiven Typ zu tun haben

könnte. Der Verlust der Fähigkeit verschiedener Tumorzellen auf TGF-ß–

Einwirkung zu reagieren, könnte also aufgrund der fehlenden Inhibition einen

wichtigen Schritt der Kanzerogenese darstellen (Koli und Keskia-Oja, 1996).

1.3.3 Hormonale Abhängigkeit der Angiogenese beim Mammakarzinom

Obwohl sowohl die hormonelle Regulation der genannten Angiogenesefaktoren

als auch die besprochenen direkten Zusammenhänge zwischen

Hormonexposition und der – wahrscheinlich angiogenesefaktorvermittelten -

Vaskularisierung von Mammakarzinomen  für eine endokrine Steuerung der

Tumorangiogenese sprechen, blieb die Suche nach einem Zusammenhang

zwischen Hormonexposition und dem direkten morphologischen Korrelat der

Angiogenese, der Mikrogefäßdichte im Tumor, bislang fast gänzlich aus. Dies

mag zum Teil an Erkenntnissen liegen, die auf äußerst komplexe

Regulationsmechanismen der Angiogenese mit vielen Einflüssen hinweisen. Zu

diesen gehören wohl auch bestimmte Hormone, deren Einzelwirkung auf den

Endzustand jedoch nur schwerlich zu erkennen sein dürfte, wenn man die

Vielfalt der Wachstumsfaktoren bedenkt. Auch die Fähigkeit von

Mammatumoren bzw. des Brustfettgewebes, diverse Faktoren - unter ihnen

auch Hormone - selbst zu produzieren und/oder aus der Zirkulation heraus zu

speichern (Hochberg et al., 1991; Santner et al., 1943; Pasqualini et al., 1992;

Cauley et al., 1999; Bulun et al., 1993), erschwert die Suche nach Effekten

sowohl endo- als auch exogener Steroide auf den angiogenen Phänotyp von

Mammakarzinomen.

Trotz allem könnte der bekannte Effekt bestimmter Hormone auf die Inzidenz

und Entwicklung von Mammakarzinomen durchaus durch eine Vaskularisierung

des Tumors vermittelt sein, da die Mikrogefäßdichte nicht nur einen wichtigen
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Parameter der Angiogeneseaktivität darstellt, sondern im übrigen, ebenso wie

anamnestische endokrine Faktoren (s.o.), wenn auch kontrovers, als

prognostischer Faktor diskutiert wird (Weidner, 1998; Bevilaqua et al., 1995;

Hansen et al., 2000). Ziel dieser Studie ist es, herauszufinden, ob bei malignen

Mammakarzinomen Zusammenhänge zwischen hormonellen Einflüssen bzw.

Hormonsensitivität und dem vaskulärem Phänotyp (Gefäßdichte und –größe) im

hotspot des Primärtumors existieren. Die hierbei gewonnen Erkenntnisse sind

vor allem in Bezug auf das Verständnis hormoninduzierter Veränderungen bei

der Ätiologie von Mammakarzinomen und auch im Hinblick auf endokrine

Therapien von klinischer Relevanz.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Untersucht wurden Gewebeproben von 50 Patientinnen, die zwischen 1998 und

2000 in der Universitäts-Frauenklinik Tübingen wegen eines Mammakarzinoms

operativ behandelt worden waren. Im Hinblick auf die Fragestellung wurden

Patientinnen mit Geburtsjahrgängen zwischen 1945 und 1960 vom Kollektiv

ausgeschlossen, um eine eindeutige Einteilung nach Menopausenstatus zu

erleichtern. Um die Homogenität bezüglich der Hormonexposition innerhalb der

Untergruppen des Kollektivs zu erhöhen, wurden nur Patientinnen

berücksichtigt, die laut anamnestischen Angaben noch nie eine

Hormonsubstitutionstherapie erhalten hatten. Aus den zugehörigen

Patientenakten wurden folgende Daten entnommen: OP-Art und -Datum,

systemische Konzentration von FSH, Progesteron und Östrogen zum

ungefähren Zeitpunkt der Tumorexzision, Progesteron- und Östrogen-

Rezeptortstatus, Zeitpunkt der letzten Periode, normaler Zyklus,

Tumordurchmesser, Tumorgrading, Alter der Patientin, Nodalstatus, Art des

Tumors: lobulär, duktal, medullär, tubulär oder Mischform (s. Tab. 1a-d).

2.2 Gewebe

Unmittelbar nach Entnahme wurden die Gewebeproben in 5%igem,

gepuffertem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.

Aus dem Archiv des Pathologischen Instituts Tübingen wurden sämtliche von

den Gewebsentnahmen im Rahmen der Routinediagnostik erstellten

Hämatoxilin-Eosin gefärbten Schnitte herausgesucht. Mit Hilfe dieser Schnitte

und den zugehörigen histologischen Befunden war es einer erfahrenen

Pathologin möglich, für jede Patientin die Gewebsprobe zu bestimmen, welche

einen repräsentativen Auschnitt des Primärtumors darstellt. Von den

ausgewählten Paraffinblöcken wurden jeweils 4µm dicke Schnitte angefertigt,

auf Spezialobjektträger (Silane-Prep-Slides/Sigma Diagnostics/Art.Nr.54651),
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welche zusätzlich mit Poly-L-Lysin vorbehandelt worden waren, aufgetragen

und über Nacht bei 37°C angetrocknet. Unmittelbar vor dem Färben wurde das

Paraffin dann bei 56-60°C abgeschmolzen, die Objekträger anschließend

gekühlt und zum endgültigen Lösen des Paraffins für 10 min in ein Xylolbad

gestellt.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Antikörper

Zur Darstellung der Gefäße diente der monoklonale Mausantikörper Anti-cd34-

(Immunotech/Art.Nr.0786/Lot14). Es wurde hierbei nach der Avidin-Biotin-

Komplex (ABC)-Methode (Hsu et al., 1981) vorgegangen, bei der humane

zelluläre Antigene durch entsprechende Antikörper vom Kaninchen (polyklonal)

bzw. von der Maus (monoklonal), wie in diesem Fall, immunhistochemisch

dargestellt werden.

2.3.2 Methode

2.3.2.1 Hydrierung

Nach dem Entparaffinieren folgte die Hydrierung der Schnitte in einer

absteigenden Alkoholreihe (Konzentrationen: 2x 100%, 2x 96%, 2x 70%) und

zweimaliges Spülen in Aquadest.

2.3.2.2 Antigenexposition

Zur Verstärkung der Antigenexposition im Gewebe diente eine

Hitzevorbehandlung: Die Schnitte wurden in einem offenen Sikkumat Kochtopf

in Citratpuffer (82ml NaCitrat + 18ml Citronensre + 900ml Aquadest/ auf pH 6

eingestellt) zunächst bis zum Siedepunkt des Puffers und bei geschlossenem

Deckel bis zum Pfeiffton erhitzt, von der Kochplatte genommen und 2 min bei

immer noch geschlossenem Deckel weitergekocht. Nach Abkühlung mit Hilfe
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von Leitungswasser folgte eine dreimalige Spülung in Aquadest. Die Schnitte

wurden dann bis zum nächsten Schritt  für einige Minuten in Bädern mit Tris-

Puffer aufbewahrt. (Tris-Puffer: 100ml Tris-Konzentrat +900ml Aquadest/ auf pH

7,6 eingestellt)

2.3.2.3 Blockade unspezifischer Bindungsstellen

Zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen des Gewebes wurden die Schnitte

mit 1:100 verdünntem Pferdenormalserum (ABC-Kit/Vectastain/Art.Nr.PK-6200)

20 min lang bei Raumtemperatur inkubiert.

2.3.2.4 Primärantikörper

Nach dem Absaugen des Pferdenormalserums folgte die einstündige Inkubation

mit dem 1:500 verdünnten Primärantikörper, ebenfalls bei Raumtemperatur.

Zum Befreien der Schnitte von überschüssigem Antikörper fand ein Spülpuffer

(50µl Tween 20 in je 200 ml Tris) Anwendung. Die Schnitte wurden hierbei mit

einer Wasserstrahlsaugpumpe zuerst vorsichtig und ohne den Schnitt zu

berühren  vom Inkubationsmedium befreit und anschließend unter

Zuhilfenahme einer 1000µl Pipette großzügig mit Spülpuffer benetzt. Der

Vorgang wurde dann noch zweimal wiederholt und der Puffer der dritten

Spülung erst unmittelbar vor der nächsten Inkubation abgesaugt. Bei der hier

verwendeten Technik konnte ein Austrocknen der Schnitte im abgesaugten

Zustand durch ein Spülschema verhindert werden, welches die Schnitte nie

länger als einige Sekunden ohne Flüssigkeit ließ.

2.3.2.5 Sekundärantikörper

Anschließend wurde der biotinylierte Sekundärantikörper (ABC-

Kit/Vectastain/Art.Nr.PK-6200) in 1:50 Verdünnung (50µl AK in 2,5ml 2%ige

Pferdenormalserum/Tris-Lsg.) auf die Schnitte aufgetragen und für 25 min bei

Raumtemperatur dort belassen.
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2.3.2.6 ABC-Reagenz

Beim Herstellen der ABC-Reagenz (ABC-Kit/Vectastain/Art.Nr.PK-6200) war

darauf zu achten, die Mindestinkubationszeit der Lösung nach dem Ansetzen

(50µl Reagenz A und 50µl Reagenz  B in je 2,5 ml Tris), welche 30 min beträgt,

nicht zu unterschreiten. Die Inkubation der Schnitte mit der Lösung betrug nach

dreimaligem Spülen (s.o.) 25 min (Raumtemperatur).

2.3.2.7 Färbung und Gegenfärbung

Zum Sichtbarmachen der gebundenen Antikörperkomplexe wurden die

gespülten Schnitte 2 min lang  mit einer unmittelbar vor Gebrauch hergestellten

Diaminobenzidintetrahydrochlorid-H2O2-Tris-Lösung (100mg DAB + 100µl

H2O2 in je 200ml Tris) behandelt. Es folgte eine Gegenfärbung mit filtriertem

Hämatoxilin (Harris`Hematoxilin) für 10 sek. Die Färbereaktionen wurden

jeweils zeitgleich für alle Schnitte einer Färbereihe in Leitungswasser

abgestoppt.

2.3.2.8 Dehydrierung und Fixierung

Nach 2-3 sek in 70%igem Alkohol mit Ammoniak erfolgte die Dehydrierung  in

aufsteigender Alkoholreihe (2x 70%/2x96%/2x100%). Bis zum Eindecken der

einzelnen Schnitte mit EUKIT befanden sich diese einige Minuten in Xylol.

2.3.2.9 Negativkontrolle

Das Ersetzen des Primärantikörpers durch o.g. Tween20-Spülpuffer bei der

Durchführung der Färbung bei jeweils zwei Schnitten pro Färbereihe, deren

Behandlung ansonsten genau der der restlichen Schnitte entsprach, lieferte die

Negativkontrollen der jeweiligen Reihe. Dies ermöglichte eine sofortige

Beurteilung der Färbequalität und zeigte artifizielle, nicht

primärantikörpergebundene Hintergrundfärbungen auf. Für die weiteren

Untersuchungen wurden ausschließlich Schnitte aus Färbereihen verwendet,

deren Negativkontollen eindeutig negativ waren und welche selbst nur an den

für den jeweiligen Antikörper bekannten Strukturen eine Farbreaktion erkennen

ließen.
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2.4 Quantitative Auswertung der Färbung

2.4.1 Markierung der „hotspots“

Unter dem Mikroskop wurden die gefärbten Schnitte von einer erfahrenen

Pathologin bei schwacher Vergrößerung (40x bis 100x/totale Vergrößerung)

durchgescannt und jeweils der Bereich des Tumors mit der höchsten Anzahl

deutlich dargestellter Gefäße („hotspot“) markiert. Sklerotische, hypozelluläre

Gebiete innerhalb des Tumors und solche, die unmittelbar an benignes

Mammagewebe angrenzten, wurden nicht berücksichtigt (nach Weidner et al.

1995a).

2.4.2 Morphometrische Messungen

2.4.2.1 Computerassistierte Bildanalyse

Die vormarkierten Schnittpräparate wurden mit Hilfe eines computerassistierten

Bildanalysesystems (Quantimet 600/Leica/Cambridge/UK) ausgewertet,

welches Bildausschnitte der immunhistochemisch gefärbten Schnitte mit einer

im Mikroskop integrierten Videokamera aufnehmen kann. Von der Kamera

proportional zur Helligkeit einzelner Bildpunkte (Pixel) erzeugte Signale werden

in digitaler Form an das Programm Quantimet 600 gesendet und stehen somit

für die computergestützte Analyse zur Verfügung. Die Auswertung der Schnitte

fand ohne Wissen um die zugehörigen klinischen Parameter statt. Innerhalb

des definierten  „hotspots“ wurde bei einer 200fachen Vergrößerung am

Mikroskop (20x Objektiv/10x Okular) bzw. einer 360fachen Vergrößerung am

Monitor der Bereich mit der höchsten Gefäßdichte gesucht und aus diesem drei

aneinandergrenzende Auschnitte von je 0,24 mm² eingezogen.

Es konnten nun folgende Parameter untersucht werden: Gefäßdichte, Anteil der

Grundfläche aller Gefäße am Bereich der Auszählung und Verteilung der

einzelnen Gefäßflächen.
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2.4.2.2 Markierung der Mikrogefäße

Als Einstieg in diese semimanuelle Auswertung diente das Definieren einer

Farbschwelle (red, green, blue), die eine im Programm integrierte grobe

Vormarkierung aller braun gefärbten Strukturen im Areal ermöglichte. Dieses

Vorgehen stellte eine nützliche Orientierungshilfe bei der anschließenden

manuellen Kontrolle und gegebenenfalls Nachbesserung oder Demarkierung

der gefärbten Gefäßstrukturen dar. Als einzelnes zählbares Gefäß wurde jede

braun gefärbte Endothelzelle bzw. jeder Endothelzellhaufen, der sich deutlich

abgetrennt von angrenzenden weiteren Gefäßen, Tumorzellen und anderen

Bindegewebsstrukturen darstellte, definiert. Auch Endothelzellhaufen, die von

nur einem sich mehrmals durch das Gewebe schlängelnden Gefäß stammen

könnten, wurden als separate Gefäße gewertet. Weder ein Gefäßlumen noch

das Vorhandensein von Erythrozyten wurden für die Definition als Gefäß

vorausgesetzt (nach Weidner 1995). Aber auch nicht-gefärbte Areale, die sich

innerhalb eines deutlich erkennbaren Gefäßlumens befanden, wurden manuell

nachmarkiert, was die rein mengenmäßige Zählung der Gefäße nicht

beeinträchtigte aber Voraussetzung für die Berechnung der

Gefäßflächenparameter war. Nichtvaskuläre  Strukturen waren entweder schon

am Monitor oder im Zweifelsfall durch nochmaliges Begutachten des

Originalschnittes am Mikroskop als solche zu erkennen und wurden, wenn

fälschlicherweise vormarkiert, von ihrer Markierung befreit und somit von der

Zählung ausgeschlossen.

2.4.2.3 Markierung des Messareals

Im Anschluss an die automatische Messung der Gefäßparameter anhand der

markierten vaskulären Strukturen folgte das Definieren des Bereichs, in dem die

Messung stattgefunden hatte, mittels einer weiteren Markierung. Hierbei

wurden nur zelluläre Bestandteile der Schnitte berücksichtigt und im Feld

befindliche Areale von Fettgewebe, durch die Färbung zerstörte oder

übereinanderlappende Teile sowie große Ductuslumina durch manuelles

Entfernen der Feldmarkierung von den Berechnungen ausgeschlossen. Es

wurden für jeden Schnitt, die Daten der drei zusammengehörigen Felder  mit
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den Flächen von je 0,24 mm² zuerst getrennt erhoben, gespeichert und

anschließend addiert, um eine Gesamtfläche von 0,72 mm² zu erhalten (siehe

Weidner et al. 1995a).

2.4.2.4 Erhebung der Gefäßparameter

Der Output des Programms lieferte die Anzahl der Gefäße (Count) im Feld

(Areafield), die Gesamtfläche aller gezählten Gefäße (Area, in µm²), die Größe

des Feldes, in dem gemessen wurde (Areafield, in µm²), die mittlere

Gefäßfläche (MeanArea, in µm²), den prozentualen Anteil der Area am Areafield

(Area%), die Anzahl der Gefäße pro mm² und die Verteilung der Gefäßflächen.

Das Programm wurde hierbei so angelegt, dass bei der Berechnung der

mittleren Gefäßfläche  alle Gefäße, die entweder  <5 µm² oder >500 µm² waren,

ausgeschlossen wurden. Sehr kleine Flächen können durch Vormarkierungen

nichtvaskulärer Strukturen des Schnittes - z.B. winzige Verunreinigungen des

Objektträgers -, die sich am Monitor wegen ihrer geringen Größe nicht als

solche identifizieren und demarkieren lassen, entstehen. Da bei keinem der

Schnitte gefärbte Strukturen mit einer Fläche  <5 µm² gefunden wurden, erwies

sich das festgelegte Minimum als eine im Nachhinein nicht benötigte, wenn

auch sinnvolle Sicherheitsmaßnahme. Sehr große Flächen entstehen vor allem

durch  längs geschnittene Gefäße, welche  so eine unverhältnismäßig große,

nicht dem wahren Gefäßkaliber enstsprechende Grundfläche bekommen.

Werden diese „zu großen“ Gefäßflächen bei der Berechnung der mittleren

Gefäßfläche berücksichtigt, können schon einzelne Gefäße diesen Wert

erheblich verfälschen. Obwohl dieser Effekt, wenn auch in geringerem Ausmaß,

beim Berechnen des prozentualen Anteils der Gefäßflächen am Messareal

(Area%) auftritt, wurden hierbei auch Gefäße mit einer Fläche >500 µm²

miteinbezogen. Dies geschah, um später beim Vergleich der Untergruppen des

Kollektivs zu sehen, ob Unterschiede, die bei der Mean Area zu sehen sind und

sich daher auch auf die Area% auswirken müssten, dies trotz Berücksichtigung

der Extremwerte tun. Auf der anderen Seite lässt sich so auch umgekehrt die

Maskierung von Signifikanzen im Bereich der Mean Area durch das

Ausklammern dieser Extremwerte anhand der Area% nachvollziehen. Da es bei
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der Bestimmung der Gefäßdichte keine Rolle spielen darf, ob die Gefäße quer

oder längs getroffen sind, wurden auch hier alle gezählten Gefäße, auch die

>500 µm², miteinbezogen.

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit den Programmen JMP und SPSS im

Institut für Medizinische Informationsverarbeitung (IMI) und im Zentrum für

Medizinische Forschung (ZMF) durchgeführt. Die Berechnung der

Mittelwertsvergleiche erfolgte nach vorheriger Varianzanalyse mit dem

Wilcoxon/ Kruskal-Wallis und dem t-Test. Das Signifikanzniveau wurde auf

p=0,05 festgelegt.



22

3. Ergebnisse

3.1 Gefäßparameter

Für die statistische Auswertung wurden der prozentuale Anteil der

Gefäßflächen am Bereich in dem gemessen wurde (Area% in µm² ), die

Gefäßdichte im Tumorhotspot (Gefäße/mm²) und die mittlere Gefäßfläche

(MeanArea in µm²) verwendet. Die Mittelwerte der drei Gefäßparameter für jede

der Patientinnen sowie Mittelwerte, Minima und Maxima für das gesamte

Patientenkollektiv (n=50) sind in Tabelle 2a-d und 3 dargestellt.

3.2 Menopausenstatus und Gefäßparameter

Mit Hilfe der gesammelten Daten war eine eindeutige Einteilung des Kollektivs

in Patientinnen mit Prä- (n = 22) und Postmenopausenstatus (n = 27) möglich.

Die Gruppe der prämenopausalen Patientinnen wurde nochmals in Patientinnen

mit (n=4) und ohne Einnahme von Ovulationshemmern (n=18) unterteilt. Um die

Vergleichbarkeit innerhalb der Untergruppen zu erhöhen, waren bei der

gezielten Auswahl des Kollektivs nur Patientinnen berücksichtigt worden, die

laut anamnestischen Angaben noch nie eine Hormonsubstitutionstherapie

erhalten hatten, wobei jedoch eine Patientin ihren perioperativen

Hormonserumleveln nach eindeutig unter dem Einfluss einer Substitution stand.

Die Werte dieser Patientin wurden von den statistischen Vergleichen

ausgeschlossen, da sie gegenüber den anderen eine Sonderrolle einnimmt und

in keine der folgenden Gruppen sinnvoll einzuordnen war. Verglichen wurden

die Mittelwerte der Gefäßparameter zwischen prä- und postmenopausal

(Abb.1a), sowie zwischen den Gruppen prämenopausal mit, ohne Pille  und

postmenopausal (Abb.1b). Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen ( s. Tab. 4).
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Abb.1a) Gefäßparameter in Verbindung mit Menopausenstatus.

Gegenübergestellt werden die Mittelwerte der Gefäßparameter mit

Standardfehler von Patientinnen mit Prä- (n=22) und Postmenopausenstatus

(n=27). Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Abb.1b) Darstellung der Gefäßparameter in Verbindung mit Menopausenstatus

und Einnahme bzw. Nichteinnahme von Ovulationshemmern. Dargestellt sind

die Mittelwerte der Gefäßparameter mit Standardfehler von prämenopausalen

Patientinnen, die regelmäßig Ovulationshemmer einnehmen (n=4) bzw. nicht

einnehmen (n=18) und postmenopausalen Patientinnen (n=27). Signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen nicht.
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3.3 Zyklusverlauf und Gefäßparameter

Für die prämenopausalen Patientinnen, welche zum Zeitpunkt der

Gewebsentnahme nicht unter dem Einfluß von Ovulationshemmern standen

(n=18), wurde basierend auf anamnestischen Angaben und den systemischen

Konzentrationen der Zyklushormone jeweils berechnet, welcher prozentuale

Anteil des laufenden Zyklus zum Zeitpunkt der Operation bereits verstrichen

war (Zyklustag/Zykluslänge). So war es möglich, die drei erhobenen

Gefäßparameter jeder Patientin dem jeweils zugehörigen prozentualen Anteil

am verstrichenen Menstruationzyklus (1-100%) zuzuordnen, um mögliche

Unterschiede des Gefäßphänotyps zwischen Tumoren aus verschiedenen

Zyklusphasen sichtbar zu machen. Die Abb.2a, b, c zeigen die Verläufe der

Gefäßflächenanteile am Messareal (Area%), der Gefäßdichten (Gefäße/mm²)

und der mittleren Gefäßflächen (MeanArea) jeder einzelnen Patientin der

Gruppe entlang des Zyklusschemas.

Abb.2a) Darstellung der Gefäßflächenanteile am Messareal (Area%) in

Verbindung mit dem Zyklusverlauf. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der

Gefäßflächen am Areal, in dem gemessen wurde(Area%), von 18 Patientinnen,

jede individuell in den Zyklusverlauf eingeordnet. Die Zahlen 1-100 geben den

Anteil des bereits verstrichenen Zyklus in Prozent für jede einzelne Patientin an.
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Abb.2b) Gefäßdichte (Gefäße/mm²)  während Ablaufes des Zyklus. Die

Gefäßdichten von 18 Patientinnen werden dem jeweils zugehörigen

prozentualen Anteil an verstrichenem Zyklus (1-100%) zugeordnet.

Abb.2c) Darstellung der mittleren Gefäßflächen (MeanArea) im Zyklusverlauf.

Die mittleren Gefäßflächen von 18 Patientinnen werden dem jeweils

zugehörigen prozentualen Anteil an verstrichenem Zyklus (1-100%) zugeordnet.
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Um herauszufinden, ob im Verlauf des Zyklus bei den einzelnen

Gefäßparametern signifikante Veränderungen auftreten, wurden die

Patientinnen entsprechend ihren Prozentangaben dem ersten (0-33% n=5),

zweiten (33-66% n=5) oder dritten Zyklusdrittel (66-100% n=8) zugeordnet und

die Mittelwerte der Gefäßparameter in den drei Gruppen miteinander verglichen

(Abb.2d). Ein signifikanter Unterschied ließ sich zwischen den Mittelwerten der

Gefäßdichte (Gefäße/mm²) im zweiten und dritten Zyklusdrittel feststellen:

Tumoren, die im zweiten Drittel des Menstruationszyklus entfernt worden

waren, wiesen eine signifikant höhere Gefäßdichte als Tumoren aus dem

letzten Zyklusdrittel auf (t-Test/p= 0,045/ s. Tab.4; Abb. 4c,d).

Abb.2d) Darstellung der Gefäßparameter in Verbindung mit dem Zyklusverlauf

(gruppiert). Dargestellt sind die Mittelwerte der Gefäßparameter mit

Standardfehler von 18 Patientinnen, die sich im ersten (n=5), zweiten (n=5)

oder dritten (n=8) Zyklusdrittel befinden. Ein  signifikanter Unterschied besteht

zwischen dem  zweiten und dritten Zyklusdrittel bei der Gefäßdichte (p=0,045).
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3.4 Hormonsensitivität und Gefäßparameter

3.4.1 Estrogenrezeptorstatus

Anhand des Tumor-ER Status wurde das Kollektiv (n=49) in zwei Gruppen mit

ER-Status negativ (n=19) und ER-Status positiv (n=30) aufgeteilt (Abb.3a).

Beim Vergleich der zwei Gruppen in Bezug auf die Mittelwerte der

Gefäßparameter fand sich eine signifikant größere mittlere Gefäßfläche

(MeanArea) bei den ER negativen als bei den ER positiven (Wilcoxon/ Kruskal-

Wallis-Test/ p=0,0074). Die ER positiven Tumoren wiesen eine signifikant

höhere Varianz der Gefäßdichte auf (Bartlett-Test/ p=0,0088/ s. Tab.4; Abb.3d;

Abb.4a,b).

Abb.3a) Vergleich der Gefäßparameter in Verbindung mit

Estrogenrezeptorstatus. Die Mittelwerte der Gefäßparameter mit Standardfehler

von 49 Patientinnen sind hier nach ER negativ (n=19) und ER positiv (n=30)

unterteilt. Die Gruppe der ER negativen zeigt eine signifikant größere mittlere

Gefäßfläche (MeanArea) als die der ER positiven (p=0,0074).
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3.4.2 Progesteronrezeptorstatus

Wie schon in Abschnitt 3.4.1 beschrieben, fand auch hier eine Gruppenbildung

zunächst nur nach Rezeptorstatus – PR negativ (n=20), PR positiv (n=29) – für

das gesamte Kollektiv (n=49) statt (Abb.3b). Hierbei wiesen die PR negativen

im Vergleich zu den PR positiven eine signifikant größere mittlere Gefäßfläche

(MeanArea) auf (Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Test/ p=0,0066). Bei weiterer

Aufspaltung der Gruppen in PR negativ (n=20), PR <50% positiv (n=14) und PR

>50% positiv (n=15) ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen PR negativ und PR >50% positiv bei Mittelwerten der Gefäßdichte

(Gefäße/mm²) und der mittleren Gefäßfläche (MeanArea) (t-Test/ p<0,05) in

Form von höherer Dichte und kleinerer mittlerer Gefäßfläche der Gruppe PR >

50% positiv im Vergleich zu PR negativ (Abb.3c). Des Weiteren fand sich eine

signifikant höhere Varianz der Gefäßdichte für die PR positiven Karzinome

(Bartlett-Test/ p=0,0053/ s. Tab.4; Abb.3d; Abb.4a,b).

Abb.3b) Vergleich der Gefäßparameter in Verbindung mit dem

Progesteronrezeptorstatus. Die Mittelwerte der Gefäßparameter mit

Standardfehler von 49 Patientinnen sind hier nach PR negativ (n=20), PR

positiv (n=29) unterteilt. Eine signifikant größere mittlere Gefäßfläche

(MeanArea) weisen die PR negativen im Vergleich zu den PR positiven auf

(p=0,0066).
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Abb.3c) Vergleich der Gefäßparameter in Verbindung mit

Progesteronrezeptorstatus. Die Mittelwerte der Gefäßparameter mit

Standardfehler von 49 Patientinnen sind hier nach PR negativ (n=20), PR <50%

positiv (n=14) und PR >50% positiv (n=15) unterteilt. Signifikante Unterschiede

bestehen bei Gefäßdichte und MeanArea zwischen den Gruppen ER negativ

und ER >50% positiv (p<0,05).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde  formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes

Gewebe aus invasiven Mammakarzinomen immunhistochemisch mit dem

monoklonalen Endothelantikörper Anti-cd34 untersucht. Erhobene

Gefäßparameter im angiogenen „hotspot“ des Tumors waren Gefäßdichte

(Gefäße/mm²), prozentualer Anteil der Gefäßfläche am Messareal (Area%) und

die mittlere Gefäßfläche (MeanArea). Mit der Zielsetzung, einen potentiellen

Einfluss der Hormonexposition auf den angiogenen Phänoptyp des Tumors

aufzudecken, wurden die Patientinnen nach Menopausenstatus, Zyklusverlauf

und Hormonrezeptorstatus (ER und PR) des Tumors in Gruppen eingeteilt und

die Mittelwerte der Gefäßparameter verglichen.

Signifikante Unterschiede bei der Gefäßdichte ließen sich im Zyklusverlauf und

bei der Gruppierung nach PR- und ER-Status feststellen. Es fand sich im

zweiten eine höhere Gefäßdichte als im dritten Zyklusdrittel und PR >50%

positive Tumoren hatten eine höhere Dichte im Vergleich zu PR negativen.

Die mittlere Gefäßfläche war bei ER negativen Tumoren signifikant größer als

bei ER positiven. PR negative wiesen verglichen mit PR positiven Tumoren

ebenfalls eine größere mittlere Gefäßfläche auf. Nach weiterer Unterteilung der

PR positiven in PR </> 50% positiv fand sich ein signifikant größerer Wert der

mittleren Gefäßfläche von PR negativen verglichen mit den PR >50% positiven.

Die Gruppierung nach Menopausenstatus mit und ohne Berücksichtigung der

Einahme von Ovulationshemmern erbrachte in Bezug auf die Gefäßparameter

keine signifikanten Unterschiede.

Bei der immunhistochemischen Darstellung von Mikrogefäßen fanden bisher

hauptsächlich Antikörper gegen cd31, cd34 und den von Willenbrand Faktor

(F8-Ag), sogenannte Pan-endothelmarker Verwendung. Anti-cd34 und Anti-

cd31  färben durch höhere Sensitivität  mehr Gefäße an als Anti-F8, haben

dafür aber eine geringere Spezifität. Anfärbungen von Tumorzellen,

Megakaryozyten und Lymphozyten wurden für Anti-cd31 beschrieben (Weidner,

1995a). Auch Anti-cd34 markiert außer Endothelien noch einige perivaskuläre

Stromazellen und stellt (wie Anti-cd31) nicht alle Gefäße des Tumors dar (Wang
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et al., 1994). Da z.T. massive lymphozytäre Infiltrate der Gewebsproben eine

Verwendung von Anti-cd31 ausschlossen und Anti-cd34 beim Mammakarzinom

verlässliche und reproduzierbare Ergebnisse liefert (Martin et al., 1997), wurde

er für diese Studie ausgewählt. Hierzu ist jedoch anzumerken, dass  sowohl für

Anti-F8-Ag als auch für Anti-cd34 eine proportionale Mitanfärbung von

Lymphgefäßen beschrieben wurde (Vermeulen et al., 1996). Obwohl es nach

van Netten (1995) bei Neoplasmen nicht zur Anlage eines

Lymphdrainagesystems kommt, ist eine Verfälschung durch anti-cd34 falsch

positive präexistente Lymphgefäße nicht ganz auszuschließen.

Bei der Auswertung der gefärbten Schnitte wurde nach einer von Noel Weidner

(1995a) beschriebenen Standardmethode vorgegangen und lediglich die

Auszählung der Gefäße im „hotspot“ nicht manuell sondern mit Hilfe eines

computerassistierten Bildanalysesystems vorgenommen. Dies erlaubte

zusätzlichen Informationsgewinn durch Erhebung nicht nur der Gefäßdichte

sondern auch der mittleren Gefäßfläche und des Flächenanteils der Gefäße am

Messbereich. Aus technischen Gründen ergab sich hierbei eine minimale

Verkleinerung der ausgewerteten „hotspotfläche“ von 0,02 mm² im Vergleich

zur Standardmethode (0,72 anstatt 0,74mm²).

Da aufgrund der heterogenen Gefäßverteilung im Tumor z.T. erhebliche

Unterschiede bei der Gefäßdichte zwischen verschiedenen „hotspots“

desselben Tumors bestehen (de Jong et al., 1995) und somit sowohl die

Auswahl eines repräsentativen Tumorbereichs mit Hilfe aller verfügbarer H.E.-

gefärbter Schnitte sowie die Definition und Vormarkierung des angiogenen

„hotspots“ nicht zu vernachlässigende Fehlerquellen darstellen, wurden diese

Aufgaben von einer erfahrenen Pathologin durchgeführt .

Effekte hormoneller Einflüsse auf die weibliche Brust sind zum Zeitpunkt der

Menarche, während Menstruationszyklus (Vogel et al., 1981), Schwangerschaft

und Laktation nachweisbar. Nach der Menopause fällt das Brustgewebe in

einen Ruhezustand, der mit niedrigen systemischen Östrogen- und unter der

Meßschwelle liegenden Progesteronspiegeln einhergeht (Hulka et al., 1994).

Aufgrund dieser hormonellen Regulation physiologischer Funktionen der Brust,

sowie mittlerweile zahlreicher Studien, die auf eine Hormonabhängigkeit der



32

Progression und/oder des Wachstums von Mammakarzinomen hindeuten, liegt

die Frage nach dem Einfluss des Menopausenstatus auf die Angiogenese in

Mammatumoren nahe, zumal dieser eine wesentliche Rolle bei

Tumorwachstum und –pathogenese zukommt (Folkman, 1990).

Beim Versuch diese Frage zu klären, wurde bisher die Vaskularisierung von

Mammagewebe mit Hilfe von indirekten Parametern erhoben und verglichen.

Es fand sich bei der Untersuchung von gesundem, jedoch von Patientinnen mit

Mammakarzinomen stammenden, Brustgewebe ein altersabhängiger Abfall der

VEGF-Expression (m-RNA) nach der Menopause (Greb et al., 1999), sowie

dopplersonographisch eine positive Korrelation von Gefäßwiderstandsindex

zum Alter bei postmenopausalen Patientinnen ( Villena-Heinsen et al., 1998).

Obwohl diese Ergebnisse auf eine Regulation der Mammadurchblutung durch

ovarielle Steroide hindeuten, ließ sich bei denselben Messungen im

Mammakarzinomgewebe keine Abhängigkeit der VEGF-Expression und

Gefäßwiderstandsindizes vom Menopausenstatus oder Alter der Patientinnen

nachweisen.  Zytosolische VEGF-Protein-Level in Mammatumoren (ohne Befall

der Lymphknoten) zeigten sich von diesen Parametern ebenso unbeeinflusst

(Gasparini et al., 1997). Auch bei den in dieser Untersuchung gemessenen

Gefäßparametern fanden sich keine Unterschiede zwischen prä- (unabhängig

von einer weiteren Gruppierung nach Einahme oder Nichteinnahme von

Ovulationshemmern) und postmenopausalen Patientinnen.

Die gemeinsame Aussage der Ergebnisse dieser und älterer Studien, nämlich

eine scheinbare Unabhängigikeit der Vaskularisation invasiver

Mammakarzinome vom Menopausenstatus lässt sich zum einen mit einer

Theorie zur Tumorpathogenese erklären, nach der die Entwicklung von

Karzinomen mit einer  Desensitivierung des Tumors gegenüber regulatorischen

Signalen des Wirtes einhergeht. Diese zunehmende Unabhängigkeit mündet

laut diesem Modell in einer selbständigen Hormonproduktion des Tumors, die

zu einer relativen Unabhängigkeit von systemischen endokrinen Einflüssen

führt (Dickson, 1992). Hormonelle Effekte dürften nach dieser Theorie bei

fortgeschrittenen Tumorstadien vorwiegend auf autokriner und parakriner
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Ebene zwischen vom Tumor selbst produzierten und sezernierten Hormonen

und deren Rückwirkung auf seine Vaskularisierung stattfinden.

Eine zweite Möglichkeit zur Erklärung des nicht erkennbaren Einflusses des

Menopausenstatus auf die Tumorangiogenese wäre die Maskierung

vorhandener Unterschiede durch die starken und schnellen Veränderungen des

angiogenen Phänotyps im Laufe des Menstruationszyklus, welche sich in dieser

Studie zeigen ließen. Sowohl eine undifferenzierte Einordnung aller

prämenopausalen Patientinnen ohne Ovulationshemmer in eine Gruppe, trotz

bekannter Schwankungen der systemischen Estrogen und

Progesteronkonzentrationen im Zyklusverlauf, als auch der Vergleich dieser

Gruppe mit postmenopausalen Patientinnen oder solchen mit Einnahme von

Ovulationshemmern, bei denen diese kurzzeitigen Änderungen des

hormonellen Milieus nicht zu erwarten sind, schmälern die Vergleichbarkeit der

Gruppen. Es könnte also auch der zufällige Einfluss von zyklusabhängigen

kurzzeitigen Schwankungen des angiogenen Phänotyps innerhalb der Gruppe

der prämenopausalen Patientinnen vorhandene Zusammenhänge überdecken.

Solche Schwankungen ließen sich in dieser Studie tatsächlich bei der

Gefäßdichte im Zyklusverlauf beobachten. Die mittlere Anzahl der Gefäße/mm²

im angiogenen „hotspot“ war bei Tumorgewebe, welches im zweiten

Zyklusdrittel entnommen worden war, signifikant höher als bei Gewebe aus

dem dritten Zyklusdrittel. D.h. die Gefäßdichte scheint bei konstanter mittlerer

Gefäßgröße mit Fortschreiten des menstruellen Zyklus abzunehmen, was auf

eine verminderte Tumorvaskularisierung in der lutealen Phase hinweisen

könnte. Da sich die Vaskularisierung der Karzinome offensichtlich parallel zum

menstruellen Zyklus zu verändern scheint, stellt sich die Frage, ob zwischen

den beobachteten Veränderungen der Gefäßdichte und den definierten

physiologischen Schwankungen der Hormonkonzentrationen im Verlauf des

Zyklus kausale Zusammenhänge bestehen. Als Regulatoren des angiogenen

Phänotyps und somit Auslöser für den beobachteten Abfall der Gefäßdichte  in

den untersuchten Mammakarzinomen des letzten Zyklusdrittels kämen in

diesem Fall vor allem die Zyklushormone Progesteron und/oder Estrogen in

Frage.    
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So könnte z.B. der physiologische postovulatorische Progesteronanstieg mit

einem Peak, der in etwa im dritten Zyklusdrittel liegen dürfte, auf einen

antiangiogenen Effekt von Progesteron hindeuten, welcher bereits von Heer

(1998) indirekt für gesunde prämenopausale Frauen beschrieben wurde. Er

beobachtete fallende VEGF 165 Serumlevel bei steigender systemischer

Progesteronkonzentration unter konstanten Estrogenspiegeln. Außerdem fand

sich bei seiner Einteilung des Zyklus in luteale und follikuläre Phase ein

erhöhtes VEGF165 Serumlevel bei Frauen in der follikulären Phase, sowie eine

erhöhte Produktion von VEGF165 von MCF/7 Mammakarzinomzellen, die in

Serum kultiviert wurden, welches in der follikulären im Vergleich zur lutealen

Phase gewonnen worden war. Diese zyklusabhängige Schwankung von VEGF,

welche auch schon von anderen Autoren beschrieben wurde (Benoy et al.,

1998; Chung et al., 1998), könnte Hinweise auf die hormonelle Regulation der

Tumorangiogenese geben.

Ein Modell wäre: steigende Progesteronspiegel bewirken einen Abfall des

Serum-VEGF. VEGF gilt als einer der bedeutendsten und potentesten

Stimulatoren der Angiogenese und zeigt im Übrigen eine positive Korrelation

zur intratumoralen Gefäßdichte (Toi et al., 1995), könnte also den hier

beobachteten niedrigeren Mittelwert der Gefäßdichte im dritten Zyklusdrittel im

Vergleich zum zweiten erklären. Unklar bliebe bei diesem Modell, warum sich

signifikante Unterschiede nicht auch zwischen erstem und dritten Zyklusdrittel

finden lassen, da man ja  in Bezug auf  das Progesteron von ähnlichen oder

sogar noch ausgeprägteren hormonellen Unterschieden  als zwischen Drittel

zwei und drei ausgehen kann. Des Weiteren bleibt hier die Frage nach der

Übertragbarkeit von VEGF-Serumlevelschwankungen von gesunden

Probandinnen auf Patientinnen mit Mammakarzinom offen, obwohl sich auch

die VEGF Produktion der MCF/7-Zellinie in vitro hormonell regulieren ließ,

wobei zwischen Hormonen und VEGF dabei ähnliche Zusammenhänge zu

bestehen scheinen wie bei den in vivo Messungen.

Aber nicht nur ein antiangiogener sondern auch ein stimulatorischer Effekt von

Progesteron auf die Tumorangiogenese scheint nach den Ergebnissen

verschiedener Studien durchaus möglich. Sowohl der  stimulatorische Einfluss
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von Progesteron auf die Expression des Gefäßwachstumsfaktors TGF-ß und

von Progesteron zusammen mit TGF-ß auf die Expression des PD-ECGF im

Verlauf des Menstruationszyklus (Zhang et al., 1997), als auch die Ergebnisse

einer in vitro Studie, die eine Stimulation der VEGF-Produktion von T47D-Zellen

durch Progesteron nachweisen konnte, deuten in diese Richtung.  Dieser Effekt

war sowohl hormon- als auch zellspezifisch. D.h. er war weder beim Einsatz

von nicht-Progestinen noch bei Verwendung anderer Mammakarzinomzelllinien

zu sehen. Bemerkenswert  war in diesem Zusammenhang der  hohe Anteil von

PR positiven Zellen, wie er bei T47D Zellen im Vergleich zu den anderen, nicht

durch Progesteron stimulierbaren Zelllinien zu finden ist. Dieser schien die

angiogene Wirkung von Progesteron nachhaltig zu beeinflussen (Hyder et al.,

1998). Eine parallel zur Stimulation der VEGF-Produktion aufgetretene

Hemmung der Zellproliferation durch Progesteron gab Anlass zu einer weiteren

Theorie: Nicht das Hormon selbst sondern der von ihm verursachte hemmende

Effekt auf das Tumorwachstum könnte indirekt die VEGF Ausschüttung des

Tumors, als eine Art Gegenreaktion auslösen. Ein Vorgang, der sich auch

schon bei minderperfundierten hypoxischen Tumorarealen beobachten ließ,

welche auf diesen Zustand mit einer verstärkten VEGF-Synthese reagierten.

Beim Betrachten der zyklusabhängigen Konzentrationsschwankungen von

Progesteron und Estrogen in Bezug auf die hier gefundenen signifikanten

Unterschiede der Gefäßdichten fällt auf, daß Mammakarzinome mit der

höchsten Mikrogefäßdichte in genau der Phase des Zyklus – dem mittleren

Drittel - entnommen wurden, welcher auch mit den höchsten systemischen

Estrogenkonzentrationen (periovulatorischer Estrogenpeak) einhergeht. Auch

die Ergebnisse diverser Studien lassen auf Estrogen als einen wichtigen

Stimulator der Angiogenese beim Mammakarzinom schließen. So konnte bei in

Mäusen eingepflanzten ER positiven MCF10AT1-Zellen, die dem histologischen

Stadium einer PBD (Proliferative Breast Disease) entsprechen, durch

Estrogenbehandlung sowohl Progression der Zellen zu maligneren Stadien als

auch eine verstärkte Neovaskularisation des eingesetzten Gewebes erzielt

werden (Shekhar et al., 1998). Im karzinogen-induzierten, hormonabhängigen

Mammatumor der Ratte fand sich nach Estrogenexposition eine verstärkte
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Expression von VEGFmRNA sowie eine erhöhte Produktion des VEGF-Proteins

(Nakamura et al., 1996) und auch an anderer Stelle wurde eine Erhöhung der

Transkriptionsrate und der VEGF-mRNA-Stabilität durch Östrogene und

Androgene beschrieben (Ruohola et al., 1999). Ein weiterer Hinweis auf eine

potentielle Stimulation der Angiogenese durch Estrogen tauchte bei

Untersuchungen zur Auswirkung verschiedener Hormonsubstitutionstherapien

auf die VEGF-Serumlevel der behandelten Patientinnen auf. Estrogen schien

der stärkste Stimulus für ein Ansteigen der systemischen VEGF-Konzentration

zu sein (Agrawal et al., 2000), was mit der schon mehrfach beschriebenen

Steigerung des Erkrankungsrisikos für ein Mammakarzinom durch

östrogenhaltige Hormonersatztherapien ( Colditz, 1999; Writing Group for the

Women's Health Initiative Investigators, 2002) in Zusammenhang stehen

könnte. Auch die Senkung der Inzidenz der Erkrankung bei

Hochrisikopatientinnen durch Tamoxifen (Dunn et al., 1998) und der

therapeutische antiangiogene Effekt dieses Antiöstrogens, der sowohl im

Nacktmausmodell (Tanaka et al., 1991; Haran et al., 1994), als auch bei

Mammakarzinompatientinnen (Makris et al., 1998; Marson et al., 2001) in vivo

erzielt werden konnte, sprechen für eine Estrogenabhängigkeit der

Tumorangiogenese. In Bezug auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie stellt

sich jedoch, wie schon zuvor beim Progesteron die Frage, warum nicht auch

zwischen erstem und mittlerem Zyklusdrittel unterschiedliche Gefäßdichten zu

finden waren, obwohl die Differenz der Estrogenkonzentrationen zwischen

Drittel eins und zwei erheblich größer als zwischen zwei und drei sein müsste.

Dieser scheinbare Widerspruch lässt sich am ehesten dadurch erklären, das

nicht ein Hormon allein, sondern die Kombination von Progesteron, Estrogen

und vermutlich noch anderen endokrinen Faktoren den angiogenen Phänotyp

des Tumors steuert. Es wäre z.B. eine Stimulation der Angiogenese im

mittleren Zyklusdrittel durch den Estrogenanstieg bei gleichbleibend niedrigem

Progesteronspiegel möglich, während die proangiogene Wirkung des immer

noch recht hohen Estrogens im letzten Drittel durch zunehmende

Konzentrationen von Progesteron antagonisiert werden könnte.
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Ein großes Problem bei der Suche nach hormonellen Regulationmechanismen

der Tumorangiogenese ergibt sich durch die Tatsache, dass insbesondere für

das Zyklushormon Estrogen mehrere Quellen existieren, was Rückschlüsse von

systemischen Konzentrationen auf die tatsächliche lokale Hormonexposition

von Tumoren, wenn überhaupt, nur bedingt zulässt. Neben zyklusabhängigen

Konzentrationsschwankungen, für dessen Einfluss die Ergebnisse der

vorliegenden Studie sprechen, und dem postmenopausalen Abfall der

systemischen Estrogenkonzentrationen, sind mittlerweile mindestens drei

Mechanismen der endogenen Estrogenproduktion bekannt, die mit der

Pathogenese von Mammakarzinomen in Zusammenhang stehen könnten. Als

Quelle dieser zyklusunabhängigen Hormonproduktion gelten die Fettdepots des

Organismus, zu denen natürlich auch das Fettgewebe der Brust zählt. In

diesem sind sowohl verschiedene Estrogenspeicher als auch Enzyme zur

Freisetzung der biologisch wirksamen Formen des Hormons vorhanden. So

finden sich im humanen Fettgewebe z.B. erhebliche Mengen von als

Fettsäureester gespeichertem Estrogen, welches durch Hydrolyse freigesetzt

werden kann (Hochberg et al., 1991). Ein weiterer Weg der

zyklusunabhängigen Estrogenproduktion ist die Umwandlung von  Estronsulfat,

von dem sich erhöhte systemische Konzentrationen bei Männern und

postmenopausalen Frauen nachweisen ließen. Die Anwesenheit des zur

Freisetzung nötigen Enzyms Sulfatase in Mammakarzinomen ließ sich sowohl

in vivo (Santner et al., 1943) als auch in vitro (Pasqualini et al., 1992)

nachweisen und spricht für einen Zusammenhang zwischen dem auf diesem

Weg enstehendem Estrogen und der Erkrankung. Die dritte und

postmenopausal wahrscheinlich wichtigste Möglichkeit der fettgebundenen

Estrogensynthese,   stellt die Metabolisierung von systemischem Androstendion

aus dem adrenalen Cortex mit Hilfe der P450 Aromatase dar (Cauley et al.,

1999; Bulun et al., 1993). Signifikant erhöhte mRNA–Level dieses Enzyms

zeigten sich im Brustfett der Quadranten abladierter Mammae, in denen sich ein

Mammkarzinom befand, im Vergleich zu den nicht befallenen Arealen (Bulun et

al., 1993). Eine besonders hohe Aromtaseaktivität wird hierbei Tumorzellen

epithelialen Ursprungs (Lu et al., 1996) sowie den Stromazellen, verglichen mit
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Fettzellen, des Mammagewebes zugeschrieben (Price et al., 1992). Auch

erhöhte Konzentrationen des Enzyms selbst konnten direkt im Gewebe von

Mammakarzinomen sowie im den Tumor umgebenden Fettgewebe

nachgewiesen werden (Blankenstein et al., 1992a/b). Die Frage, ob auf diesem

Weg der lokalen Estrogenproduktion ausreichende Mengen des Hormons

enstehen, um einen Einfluss auf die Tumorpathogenese zu haben, wird

kontrovers diskutiert. Während manche Autoren die entstehenden

Konzentrationen im Verhältnis zum Brustfett für zu gering halten, um einen

Effekt zu haben (Bradlow, 1982), wurden an anderer Stelle Wirkungen des

Estrogens auf Tumorzellen schon bei kleinsten Mengen beobachtet (Aitken und

Lippmann, 1982)) und auch der Nachweis von Enzymen zur Umwandlung des

im Aromatasemetabolismus entstehenden, relativ schwach wirksamen Estrons

in das hochwirksame Östradiol in Mammakarzinomen sprechen dafür, dass sich

die lokale Hormonproduktion durchaus auf den Tumor auswirken könnte (Reed

et al., 1991). Trotz allem bleibt unklar, ob z.B. die zufällig in bestimmten Arealen

der Mamma vorhandene lokale Produktion von Estrogen im Sinne eines

Risikofaktors die Enstehung eines Tumors induziert oder erst die Anwesenheit

des Tumors über Wachstumsfaktoren die Hormonsynthese stimuliert, was sich

gegenseitig nicht ausschließen muß. Auch das Ausmaß und somit die klinische

Relevanz  - im Hinblick auf den Einsatz von Antiöstrogenen oder

Aromatasehemmern - der Effekte sowohl von systemischen als auch lokalen

Hormonkonzentrationen im Verhältnis zueinander gilt es noch zu klären, was

dadurch erschwert wird, dass sich lokale und systemische Estrogenlevel

gegenseitig verfälschen können, z.B. indem systemisches Estrogen im Tumor

gespeichert oder aber lokal produziertes Hormon in den Kreislauf

ausgeschwemmt wird.

Welcher Anteil der in dieser Studie gezählten Gefäße im Tumor von

zyklusbedingten Schwankungen der systemischen Hormonkonzentrationen und

welcher durch eben erwähnte vom Tumor selbst produzierte bzw. gespeicherte

Hormone zyklusunabhängig bedingt ist, lässt sich aufgrund der bekannten

Daten nicht sagen. Auch eine hormonunabhängige Regulation der

Angiogenese, wie sie z.B. in Form von Stimulation der VEGF Expression durch
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lokale Hypoxie beschrieben wurde, kann schlussendlich nicht ausgeschlossen

werden, was den Einfluss des Zyklus auf Tumorgefäße weiter in Frage stellt. In

diesem Zusammenhang scheint es umso bemerkenswerter, dass sich bei

Betrachtung der hier erhobenen Gefäßparameter, die ja offenbar das

Endprodukt einer Kette von komplexen Regulationsmechanismen sind,

signifikante Veränderungen im Verlauf des Zyklus zeigen ließen. Gestützt wird

dieses Ergebnis auch durch indirekte Messungen der Mammadurchblutung

über Veränderungen im MRI Kontrast. Die Einteilung des Zyklus bei diesen

Untersuchungen ermöglicht zwar leider keinen Vergleich mit den hier

erhobenen Gefäßparametern, es wurden jedoch Veränderungen der

Kontrastmittelanreicherung im Verlauf des Zyklus beobachtet (Müller-Schimpfle

et al., 1997), die auf eine sich ändernde Gefäßdichte und/oder Permeabilität

hinweisen (Buadu et al., 1996). Dies zeigt auf jeden Fall die Wichtigkeit der

Beachtung von sich verändernden Hormonprofilen im Verlauf des

Menstruationszyklus bei weiterer Erforschung der hormonellen Regulation des

angiogenen Phänotyps in Mammakarzinomen.

Die Rolle des Rezeptorstatus bei der Angiogenese im Mammakarzinom  blieb

bei den meisten Theorien zu diesem Thema bislang  unberücksichtigt. Es ist

bekannt, daß Estrogen die Expression von ER und auch PR induzieren kann

und Progesteron beide Rezeptoren herunterreguliert ( Hulka et al., 1994 ). ER

negative Mammatumoren und solche mit hoher Gefäßdichte haben eine

schlechte Prognose für das Überleben der Patientin gemeinsam (Weidner,

1998; Bevilaqua et al., 1995; Hansen et al., 2000). Aufgrund der genannten

Hinweise auf einen möglichen Zusammenhang zwischen Rezeptorstatus bzw.

Hormonsensitivität von Mammatumoren und deren Vaskularisierung, war es

naheliegend, das Augenmerk auch in der vorliegenden Studie auf diese

Thematik zu richten. So fanden sich auch tatsächlich bei der Gruppierung des

Kollektivs nach Estrogen- bzw. Progesteronrezeptorstatus signifikante

Unterschiede zwischen Mittelwerten der erhobenen Gefäßparameter. Sowohl

die ER als auch die PR positiven Tumoren wiesen tendenziell höhere

Gefäßdichten (Gefäße/mm²) sowie signifikant kleinere mittlere Gefäßgrößen

(MeanArea) als die rezeptornegativen auf. Bei einer weiteren Unterteilung der
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PR positiven in <>50% PR positive Tumoren waren die Mittelwerte der

Gefäßdichte und der mittleren Gefäßgröße bei den PR >50% positiven

signifikant größer als die der PR negativen. Ferner ergaben sich jeweils

signifikant höhere Varianzen der Gefäßdichte für die hormonsensitiven

Karzinome. Anhand der vorliegenden Ergebnisse lassen sich also durchaus

unterschiedliche Ausprägungen des Gefäßphänotyps der untersuchten

Mammakarzinome in Abhängigkeit von der Hormonsensitivität erkennen. Die

erhöhte Gefäßdichte in Kombination mit der signifikant kleineren mittleren

Gefäßfläche spricht für eine deutliche Ausbildung von Mikrogefäßen in den

rezeptorpositiven Tumoren im Gegensatz zu den im Vergleich großvolumigeren

Gefäßen der hormoninsensitiven Karzinomen. Daraus lässt sich folgende

Hypothese ableiten: Die Hormonsensitivität von Tumoren (ER+/PR+) ist

Ausdruck eines hohen Differenzierungsgrades des Gewebes, bei dem die

Angiogenese entsprechend den physiologischen Stimuli koordiniert abläuft.

Beispiel für einen solchen Stimulus ist die Gewebshypoxie beim Wachstum,

welche einen Mangelzustand darstellt und eine vermehrte Vaskularisierung und

somit verbesserte Versorgungslage des Gewebes induziert. Die Gefäße haben

also nach koordiniertem Ablauf der Neubildung einen physiologischen Aufbau.

Im Gegensatz dazu stehen die Gefäße der hormoninsensitiven Tumoren,

welche durch tumorspezifische unkoordinierte Angiogenese  enstehen. Als

Beispiel hierfür lässt sich die Induktion von hypoxieunabhängigen

Angiogenesefaktoren durch Onkogene anführen. Diese führt dann zur

überstürzten Bildung von dilatierten und mangelhaft ausgereiften Gefäßen,

welche zwar in geringerer Anzahl vorhanden sind aber dafür eine größere

Fläche (MeanArea) einnehmen. Die hier gefundenen Zusammenhänge

zwischen Rezeptorstatus und Gefäßphänotyp könnten also durchaus für eine

hormonelle Komponente bei der Regulation der Angiogenese sprechen.

Zumindest im Falle der hormonsensitiven Tumoren, wobei sich natürlich nach

wie vor die Frage nach den molekularen Mechanismen und dem Ausmaß

möglicher rezeptorvermittelter Effekte auf die Tumorangiogenese stellt und die

o.g. Regulation der Rezeptorexpression durch die Hormone selbst bedacht

werden muss. Die bereits erwähnte, progesteronabhängige Stimulation der
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VEGF Produktion bei gleichzeitiger Hemmung der Proliferation einer

Mammakarzinomzelllinie mit extrem hoher Expression des

Progesteronrezeptors  (Hyder et al., 1998) gibt zumindest Hinweise auf eine

Beteiligung von VEGF an den rezeptorvermittelten Prozessen. Die Ergebnisse

dieser in vitro Studie lassen sich jedoch  nur eingeschränkt mit den hier

erhobenen Gefäßparametern vergleichen, da die indirekte Methodik der VEGF-

Bestimmung der direkten Begutachtung des Endprodukts der Angiogenese in

Form der Gefäßparameter gegenübersteht. Und auch das Auftreten des

Progesteroneffekts gerade bei der Zelllinie mit den meisten PR positiven Zellen

kann den vermuteten Einfluss des Rezeptorstatus zwar untermauern, lässt aber

Rückschlüsse auf die Situation in vivo weder in Bezug auf die realen Tumoren

noch auf den Einfluss deren PR-Status auf ihre Vaskularisation zu. Denn

obwohl man die gefundene signifikant höhere Gefäßdichte und kleinere mittlere

Gefäßfläche der PR positiven (>50%) Tumore verglichen mit den negativen in

diese Richtung deuten könnte, fehlen dazu exakte Kenntnisse über das

hormonelle Milieu unter dessen Einfluss sich das in der vorliegenden Studie

untersuchte Gewebe befand. Auch zur Rolle des Estrogenrezeptors bei einer

möglichen hormonellen Regulation der Tumorpathogenese gibt es bisher wenig

Informationen. Es könnten jedoch die in o.g. Studie gefundene, parallele

Progression und Neovaskularisation von implantierten, ER positiven

MCF10AT1-Zellen (histologisch PBD) durch Estrogen im Mausmodell (Shekhar

et al., 1998) auf eine rezeptorvermittelte Steuerung der Angiogenese  durch das

Zyklushormon hinweisen. Des Weiteren lässt eine bei invasiven duktalen

Mammakarzinomen gefundene signifikante negative Korrelation des

Estrogenrezeptorstatus mit der Expression des Enzyms Aromatase (Sasano et

al., 1996) auch Zusammenhänge zwischen Hormonsensitivität und lokaler

Hormonproduktion vermuten, wobei hierbei die am wenigsten differenzierten,

rezeptornegativen Tumoren den höchsten lokalen Estrogenkonzentrationen

ausgesetzt sein dürften. Dies zeigt wiederum die enorme Komplexität, die sich

durch die zahlreichen, anscheinend interagierenden Faktoren ergibt, welche an

einer potentiell hormonabhängigen Steuerung der Angiogenese beteiligt sein

können. Das Auftreten der genannten negativen Korrelation zwischen
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Aromataseexpression und ER-Status bei duktalen nicht jedoch beim invasiven

lobulären Mammakarzinom zeigt auch mögliche Unterschiede zwischen den

verschiedenen Formen der Erkrankung in diesem Zusammenhang, was jedoch

erst noch in Studien mit höheren Fallzahlen belegt werden muss.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Studie auf eine hormonelle

bzw. zyklusabhängige Regulation der Angiogenese beim Mammakarzinom hin,

in deren Kontext der Hormonsensitivität des Tumors eine nicht unbedeutende

Rolle zukommt. Einzelne Abläufe und Wechselwirkungen mit anderen

Regulationsmechanismen gilt es noch zu klären. Ziel künftiger Studien muß es

also sein, Herkunft und Einfluss der relevanten Steroidhormone auf den

komplexen Vorgang der Tumorvaskularisation sowie übergeordente

Regulationsmechanismen zu klären. Hierbei sinnvoll wäre die parallele

Erhebung sowohl direkter (Gefäßdichte u.a.) als auch indirekter (z.B.VEGF)

Gefäßparameter, die Berücksichtigung von lokalen und systemischen

Hormonkonzentrationen sowie des Rezeptorstatus (ER/PR) und Typ

(duktal/lobulär u.a.) des Tumors. Bei Untersuchungen von eher langfristigen

Hormoneffekten, sollten vor allem beim Vergleich von prä- und

postmenopausaler Angiogenese zyklusabhängige Veränderungen des

angiogenen Phänotyps bedacht werden. Hierbei sollten neben der

Mikrogefäßdichte auch Gefäßparameter erhoben werden, die eine Aussage

über die Gefäßmorphologie und Reifung zulassen, da diese Parameter

möglicherweise den entscheidenden Unterschied zwischen Tumorgefäßen

unter verschiedenen Hormonexpositionen ausmachen.
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5. Zusammenfassung

Ziel der Studie war es, Hinweise auf hormonelle Regulationsmechanismen bei

der Angiogenese von Mammakarzinomen zu finden. In der vorliegenden Studie

wurden formalinfixierte und in Paraffin eingebettete Mammakarzinompräparate

von 50 Patientinnen immunhistochemisch mit dem monoklonalen

Endothelantikörper Anti-cd34 untersucht. Die quantitativ-morphometrische

Auswertung der Schnittpräparate erfolgte mit einem computer-assistierten

Bildananalysesystem. Jeweils im angiogenen „hotspot“ des Tumors wurden

folgende Gefäßparameter erhoben: die Gefäßdichte (Gefäße/mm²), der

prozentuale Anteil der Gefäßfläche am Messareal (Area%) und die mittlere

Gefäßfläche (bzw.Größe) der Gefäße jedes Schnittes (MeanArea).  Die

Patientinnen des Kollektivs wurden zu nach Menopausenstatus, Zyklusverlauf

und Hormonrezeptorstatus (ER und PR) des Tumors in verschiedene Gruppen

eingeordnet und die Mittelwerte der Gefäßparameter jeder Gruppe miteinander

verglichen. Bei der Unterteilung des Kollektivs nach Menopausenstatus, mit und

ohne Berücksichtigung der Einahme von Ovulationshemmern bei den

prämenopausalen Patientinnen, ergaben sich in Bezug auf die Gefäßparameter

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Betrachtung der

Gefäßparameter im Verlauf des menstruellen Zyklus erfolgte basierend auf

einer Einordnung der prämenopausalen Patientinnen in erstes, zweites und

drittes Zyklusdrittel.  Es ließ sich im Verlauf des Zyklus eine signifikante

Abnahme der Gefäßdichte (Gefäße/mm²) bei konstanter mittlerer Gefäßgröße

(MeanArea) beobachten, was auf eine verminderte Tumorvaskularisierung in

der lutealen Phase hinweisen könnte. Die eindrucksvollsten Unterschiede

waren allerdings beim Vergleich der Gefäßphänotypen von hormonsensitiven

und –insensitiven Tumoren zu sehen. Die ER positiven Tumoren wiesen eine

höhere Gefäßdichte (Gefäße/mm²) mit signifikant kleinerer mittlerer Gefäßgröße

(MeanArea) auf, sodass daraus auch insgesamt eine kleinere durch Gefäße

eingenommene Fläche (Area%) resultiert. Bei Einteilung nach PR-Status zeigt

sich dieser Trend noch deutlicher. Mit steigender Expression von

Progesteronrezeptoren steigt die Anzahl kleiner Gefäße (Anstieg der
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Gefäßdichte und Abfall der MeanArea), was sich wiederum in einer kleiner

werdenden Gesamtfläche der Gefäße (Area%) äußert. Die beobachteten

Schwankungen des Gefäßphänotyps in Abhängigkeit von der

Hormonsensitivität der untersuchten Mammakarzinome lassen Unterschiede

bei der Angiogenese vermuten, die eventuell mit dem Differenzierungsgrad des

Tumors zusammenhängen könnten. Insgesamt sprechen die Ergebnisse der

vorliegenden Studie für hormonelle Komponenten bei der Regulation der

Angiogenese und/oder der Gefäßmorphologie/Reifung beim Mammakarzinom.
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6. Abbildungen und Tabellen

Abb. 4a) CD 34 Färbung eines ER und PR negativen Mammakarzinoms mit

geringer Gefäßdichte und großer mittlerer Gefäßfläche (Mean Area).

Abb. 4b) Ausschnitt eines Tumors mit positivem ER/PR-Status (PR > 50%) mit

großer Gefäßdichte und kleiner mittlerer Gefäßfläche (Mean Area).
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Abb. 4c) Tumor einer Patientin, die sich zum Zeitpunkt der Operation im letzten

Drittel des Menstruationszyklus befand. Die Gefäßdichte ist gering.

Abb. 4d) Mammakarzinom, das im mittleren Drittel des Zyklus operiert wurde

mit hoher Gefäßdichte.
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Legende zu den Tabellen 1-4:

Nr Patientennummer

Alter Alter der Patientin zum Zeitpunkt  der OP

M-St. Menopausenstatus

Prä/Post= Prämeno/Postmeno Prä-/ Postmenopausal

Histo. Histologie

Duk/ lob duktales/ lobuläres Mammakarzinom

med/ tub medulläres/ tubuläres Mammakarzinom

OP(WE/PE) Operation (Wide Excision/Probeexzision)

NR/SR Nachresektion/Segmentresektion

AB/ME Ablatio/Mastektomie

LP Letzte Periode

DZ (DB)/d Dauer des Zyklus( der Blutung) in Tagen

FSH (miu/ml) Follikelstimulierendes Hormon (microunits/ml)

Estrog. (pg/ml) Estrogen (picogramm/ml Serum)

Prog. (ng/ml) Progesteron (nanogramm/ml Serum)

LK neg./ pos. Untersuchte negative/positive Lymphknoten

TNM TNM Stadium

G Grading

ER/PR-Rs Estrogen/ Progesteron Rezeptorstatus

ER/PR Neg./Pos Estrogen-/Progesteronrezeptor Negativ/Positiv

ER%/PR% Prozent der ER/PR positiven Tumorzellen

Hormondiagnose Prozent des bereits verstrichenen Zyklus

HST Hormonsubstitutionstherapie

Pille Einnahme eines Ovulationshemmers

Area (µm²) Gesamtfläche der je Schnitt gezählten Gefäße

Areafield (µm²) Fläche des Feldes, in dem gezählt wurde

Marea=MeanArea mittlere Größe der Gefäßfläche eines Gefäßes

Area% Anteil der Gefäßfläche an der Messfläche

Gefäße (x/mm²) Gefäßdichte im Gefäßhotspot des Tumors

Std Dev Standardabweichung/ Standard Deviation

Std Err Mean Standardfehler/ Standard Error of  Mean
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