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Einleitung

1. Einleitung

1.2 Angiogenese

Angiogenese bedeutet das Auswachsen von Kapillaren aus einem bestehenden
Kapillarsystem. Davon abzugrenzen ist die Vaskulogenese, sie beschreibt eine
Neubildung von GefaBen.

Das BlutgefaBsystem mit einer Gesamtoberflache von mehr als 1000 m?2 wird als eines
der gr6Bten menschlichen Organe angesehen (Griffoen and Molema 2000). Zu seinen
Aufgaben gehdrt die Versorgung aller Organe mit Nahrstoffen und Sauerstoff sowie die
Regulation des Warme -und Wasserhaushaltes.

Die Neubildung von GefaBen findet beim Menschen physiologisch in der Embryonal-
und Fetalperiode statt. Beim Erwachsenen kommt es zur Aussprossung von GeféaBen
im Rahmen einer Wundheilung. Bei Frauen werden im Laufe des Menstruationszyklus
sowie beim Heranreifen des Gelbkdrpers, der Plazenta und der Milchdriisen
GefaBaussprossungen beobachtet (Berdel 2005, Djonov et al 2001, Hovey et al 2001,
Modlich et al 1996, Risau 1997).

Die Angiogenese ist nicht nur fir die physiologischen Abldufe essentiell, sondern auch
fir das Wachstum von Tumoren und deren Metastasen. Wenn nicht mehr ausreichend
Nahrstoffe zur Verfligung stehen, wachsen neu entstandene Tumore nicht weiter.
Basierend auf dieser Abhangigkeit postulierte Judah Folkman von der Harvard Medical
School in Boston, Massachusetts, bereits vor mehr als 30 Jahren, dass eine
Antiangiogenesetherapie eine neue Option in der Behandlung maligner Tumoren
darstellen kénnte (Folkman 1995).
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1.2.1 Ablauf der Angiogenese

Die Angiogenese umfasst eine Reihe komplexer Ablaufe. Die Endothelzellen nehmen
dabei eine besondere Rolle ein. Sie gehdren zu den sich selten teilenden, hoch
spezialisierten Zellen des menschlichen Kérpers (Denekamp 1993).

Als einschichtige Zelllage kleiden sie luminal das gesamte BlutgeféaBsystem innen aus
und sind Grundbausteine aller GefaBe. Kapillaren bestehen ausschlieBlich aus
Endothelzellen und werden nur von einer Basalmembran umgeben (Hormia and
Virtanen 1998).

Die Endothelzellen stehen unter standiger Kontrolle von endogenen Angiogenese-
stimulatoren, z.B. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) und bFGF (Basic
Fibroblast Growth Factor) und Angiogeneseinhibitoren, z. B. Endostatin und VEGFR-1
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1).

Unter physiologischen Bedingungen befinden sich diese Faktoren in einem
Gleichgewicht. Im Rahmen dieses Gleichgewichtes findet nur ein zum Erhalt der
funktionellen GefaBwand notwendiger Endothelzellumsatz statt. Es kommt zu keinem
quantitativen Zuwachs an Endothelzellen (Denekamp 1993).

Uberschreitet wachsendes Gewebe, wie zum Beispiel Tumorgewebe, eine kritische
GroBe (diese liegt bei ca. 0,5 cm?3), bendtigt es zur weiteren Ausbreitung ein eigenes
Blut- und LymphgefaBsystem.

Auf Grund des wachstumsbedingten Mehrbedarfes kommt es in schnell wachsenden
Tumoren zu einer relativen Unterversorgung an Sauerstoff. Diese Mangelversorgung
induziert die Bildung des HIF (Hypoxie-induzierten Faktors). Dieser wiederum setzt eine
Kaskade in Gang, die das Gleichgewicht der Angiogenesestimulatoren und der
Angiogeneseinhibitoren verandert: Es kommt zu einer Verschiebung zugunsten der
proangiogenen Faktoren. Hierdurch wiederum wird die Angiogenese induziert (Pilch
2001, Pugh 2003, Berdel 2005). Die Angiogenese beginnt mit dem Abbau der
Basalmembran eines in der Nahe vorbeiziehenden GefaBes. Die nach Auflésung der
Basalmembran nun frei liegenden Endothelzellen bewegen sich in Richtung der, zum
Beispiel vom Tumor, ausgehenden angiogenetischen Reize (siehe Abbildung 1)
(Stetler-Stevenson 1999).

Im Rahmen dieses Vorgangs proliferieren die Endothelzellen und bilden ein

GefaBlumen. Dieser Prozess flihrt zu der Heranreifung eines neuen BlutgefaBes.
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Abbildung 1: Tumorangiogenese

Die Vermittlung der Angiogenese wird durch vom Tumor sezernierte proangiogene
Faktoren induziert. (Quelle: www.users.skynet.be/.../nl-thalidomide-nieuw.htm)

1.2.2 Regulation der Angiogenese und Tumorangiogenese

Angiogene Wachstumsfaktoren entstammen sowohl infiltrierenden Zellen wie
Fibroblasten und Makrophagen als auch Tumorzellen (Takahashi 1996).

Im Falle eines Tumors wird die Bildung von Wachstumsfaktoren in Verbindung gebracht
mit einer Mutation des p53. Aufgrund dieser Mutation kann der Tumor Botenstoffe wie
die VEGF, bFGF u. a. sezernieren, die die Aussprossung von BlutgefaBen zum Tumor
bewirken (Carmeliet 2003, Dameron 1994). Neben Mutation gibt es weitere
Bedingungen, die zur Induktion von Endothelzellproliferation fiGhren kénnen: Auch durch
den Abfall des Sauerstoffpartialdrucks und des pH-Wertes, durch proteolytische
Degeneration von Gewebe und andere Mechanismen werden Angiogenesefaktoren aus
verschieden Zellen freigesetzt (Folkman 1988, Baird 1987).
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1.2.2.1 Die wichtigsten Angiogenesestimulatoren

Angiogenesestimulatoren lassen sich in drei verschiedene Klassen unterteilen (Distler
2003). Die erste Klasse, bestehend aus Proteinen, wirkt fast ausschlieBlich auf
Endothelzellen; hierzu zahlt in erster Linie der VEGF.

In einer zweiten Klasse werden Angiogenesestimulatoren subsumiert, die auch auf
andere Zellen stimulatorisch wirken. Der Prototyp dieser Gruppe ist der bFGF,
auBerdem zahlen zu dieser Gruppe einige Chemokine, Zytokine und Enzyme.

In der dritten Klasse werden Proteine zusammengefasst, die Endothel- und
Tumorzellen, Makrophagen und Granulozyten zur Freisetzung direkt wirkender
Faktoren anregen. Die wichtigsten Vertreter sind TGF-beta und TNF-alpha

(siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Funktion ausgewahlter Angiogenesestimulatoren

Die Tabelle wurde nach Angaben von J.W. Distler modifiziert (Distler et al 2003).

Faktor Biologische Funktion

VEGF-Familie Stimuliert. Permeabilitat, Plasminogenaktivatoren, Kollagenasen,
Endothelzellproliferation und -migration, proangiogen in vivo
Inhibiert. Apoptose der Endothelzellen

FGF-Familie Stimuliert. Plasminogenaktivatoren, Adhasionsmolekiile,

Endothelzellproliferation und -migration, proangiogen in vivo

TNF-alpha Stimuliert. Endothelzellmigration, Réhrenbildung in vitro,

proangiogen in vivo

11
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1.2.2.2 Die wichtigsten Angiogeneseinhibitoren

Nicht nur stimulatorische Prozesse werden auf verschiedene Weise in Gang gesetzt,
auch inhibitorische Effekte kommen auf unterschiedlichen Wegen zur Auspragung.
So haben u. a. die Hemmung der Migration, Proliferation und Proteaseaktivitat von
Endothelzellen sowie die Induktion ihrer Apoptose antiangiogenetische Folgen (Cao
2001).

Die bekanntesten Inhibitoren der Angiogenese sind Endostatin, Thrombospondin-1,
Angiostatin sowie Interferon-Alpha, verschiedene Metalloproteasen und Plasminogen-
Aktivator-Inhibitoren (Folkman 2006, Good et al 1990, Mac Donald et al 2001, Tjin
2006).

Der VEGFR-1 nimmt eine Zwischenstellung ein. Gebunden an Endothelzellen,
Monozyten, Makrophagen und haematopoetischen Stammzellen vermittelt er die
Wirkung von VEGF und wirkt somit pro-angiogen. In seiner |slichen Form im Serum
wird jedoch eine antiangiogene Wirkung vermutet, da er VEGF bindet und somit eine
Ankopplung an zellstandige Rezeptoren verhindert (siehe Tabelle 2) (Kowanetz et
Ferrara 2006, Veikkola et al 2000).

Tabelle 2: Funktion ausgewahlter Angiogeneseinhibitoren

Die Tabelle wurde nach Angaben von J.W. Distler modifiziert (Distler et al 2003).

Faktor Biologische Funktion

Endostatin Inhibiert: Endothelzellproliferation und -migration,
Matrixmetalloproteasen; antiangiogen in vivo
Stimuliert. Apoptose

Thrombospondin-1 | Inhibiert: Endothelzellmigration; antiangiogen in vivo
Stimuliert: Apoptose

VEGFR-1 (l6slich) | bindet VEGF und inaktiviert diesen

12
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1.2.3 Klinische Bedeutung der Angiogenese

Nach der Entartung einer Korperzelle entsteht ein maligner Zellklon, der zun&chst
unabhangig von der Bildung neuer BlutgefaBe wachst. In dieser avaskularen Phase
ernéhrt sich der Tumor ausschlieBlich durch Diffusion. Uberschreitet der Tumor eine
bestimmte Gr6Be, beginnt er auf verschiedenen Wegen die Angiogenese zu induzieren.
Dies kann eine weitere GréBenzunahme des Tumors beglnstigen. Zudem wachst die
Gefahr der Metastasierung.

Im Rahmen des Ungleichgewichtes der Angiogenesefaktoren kdnnen maligne Zellklone
den so genannten ,angiogenen Switch“ durchlaufen. Dieser beféahigt die Tumorzellen
nun selbst, die Angiogenese zu stimulieren und auf diese Weise Tumorwachstum und
Metastasierung zu beschleunigen (Bergers and Benjamin 2003, Hanahan and Folkman
1996). Auch bei zahlreichen weiteren Erkrankungen spielen pathologische
GefaBneubildungen eine wichtige Rolle.

Bekannt ist dieses Phanomen bei der rheumatoiden Arthritis, der Psoriasis, der
Makuladegeneration, der pulmonalen Hypertonie, der zerebralen Ischamie etc.
(Carmeliet 2003, Detmar et al 1994, Folkman 1995, Koch et al 1994, Kremer et al
1997).

1.2.4 Antiangiogenese als therapeutisches Angriffsziel

Aufgrund der beschriebenen Zusammenhange wird der Erkundung der Angiogenese
sowie der Antiangiogenese in der gegenwartigen Krebsforschung groBe Bedeutung
beigemessen. Besonders die Antiangiogenese ist ein Therapieansatz in der
Tumorbehandlung (Folkman 2006).

Bisher sind einige Verfahren bekannt, mit denen die MVD (Micro vessel density) von
Zervixkarzinompatientinnen anhand von Operationspraparaten und deren Markierung
mit speziellen Antikdrpern, u. a. Anti-CD 34, festgestellt werden konnte. In diesen
Studien wurde eine Korrelation zwischen der MVD und der Prognose festgestellt.

Es zeigte sich bei Karzinomen mit einer hohen MVD eine schlechtere Prognose.
Dies bekraftigt den beschriebenen Therapieansatz, die Angiogenese und somit die
Erhéhung der GeféBdichte zu hemmen (Lee et al 2002, Vieira et al 2004, Vieria et al
2005).

13
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In einem weiteren Studienansatz wurden in vivo Testverfahren angewandt, welche
mittels Dopplersonographie die Angiogeneseaktivitat von Karzinomen bestimmten.
Ergebnisse dieser Studie zeigten eine Korrelation zwischen der Bestimmung der MVD
durch Dopplersonographie und der MVD, welche aus vergleichbaren histologischen
Praparaten von Patientinnen bestimmt wurde (Cheng et al 1999).

Um medikamentds die Tumorangiogenese unterdriicken zu kdnnen, muss die komplexe
GefaBphysiologie bekannt sein (Denekamp1993).

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Hemmung des VEGF zu einer
Reduzierung der GefaBdichte von soliden Tumoren und damit zu ihrer Verkleinerung
fihrte (Red-Horse 2006).

Der 2005 zugelassene VEGF Antikdrper Bevacizumab (Avastin®) zeigte bereits flr
verschiedene Karzinome eine Erfolg versprechende Therapiemoglichkeit. Zugelassen
ist er bisher nur flr das Kolonkarzinom sowie beim metastasierten Mammakarzinom;

zahlreiche Studien untersuchen derzeit seine Wirkung auf weitere Karzinome.

14
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1.3 Zervixkarzinom

1.3.1 Epidemiologie des Zervixkarzinoms

Das Zervixkarzinom stellt trotz intensiver Vorsorgeuntersuchungen global immer noch
das zweith&aufigste Karzinom der Frau dar (Léning 2006, Trunk 2005).

Weltweit findet sich in Spanien die niedrigste und in Kolumbien die héchste Rate (Wolf
2001). Bedingungen wie, schlechte Erndhrung, Multiparitdt und genitale Infektion, wie
sie vor allem in Landern der dritten Welt herrschen, sowie Immunschwéache erhéhen die

Inzidenz dieses Krebses.

1.3.2 Atiologie des Zervixkarzinoms

Die Pathogenese des Zervixkarzinoms ist weitestgehend aufgeklart und als
multifaktoriell zu betrachten.

Das Zervixkarzinom entwickelt sich meist aus einer gut definierten Vorstufe der
zervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN | — CIN 1ll) und verandert sich zu einem
manifesten Karzinom. Unbehandelte CIN | und Il entarten bei 10% zu einem manifesten
Karzinom. Ein unbehandeltes Carcinoma in situ (CIN IIl) progrediert bei etwa 15-33%
der Patientinnen zum Karzinom, wenn keine adaquate Nachbehandlung stattfindet.

Die Infektion mit den weit verbreiteten Humanen Papilloma Viren (HPV) gilt heute als
entscheidende Disposition zum Auftreten der Erkrankung. Entsprechend gelten frihe
Kohabitarche, bestimmte Sexualverhalten, Nikotinkonsum, niedriger soziobkonomischer
Status, Immunsupression und HIV Infektion als beglinstigende und unterstitzende
Faktoren. Insbesondere den HPV Typen 16 und18 kommt, wie beschrieben, eine
besondere Bedeutung zu. Die HPV interagieren mit dem Zellzyklus und regulieren
wichtige Proteine wie p53 und RB (Retinoblastom). Dies flhrt zu einem instabilen
Genom, welches eine Voraussetzung flr viele Karzinome darstellt (Cogliano 2005, Park
1995).
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1.3.3 Stadieneinteilung des Zervixkarzinoms

Die Kklinische Stadieneinteilung des Zervixkarzinoms erfolgt nach der FIGO (Féderation
Internationale Gynécologie et d’ Obstetrique) -Klassifikation

(siehe Tabelle 3).

Sie beruht auf klinischen Befunden, wie der gynékologischen Untersuchung
einschlieBlich Narkoseuntersuchung, Zysto- und Rektoskopie, i.v. -Pyelogramm,
Roéntgenaufnahmen und postoperativ gewonnener Histologie.

Tabelle 3: FIGO-Stadieneinteilung des Zervixkarzinoms
Modifiziert nach Keys et al 1999.

FIGO

0 Carcinoma in situ

| Karzinom ist streng auf die Cervix uteri begrenzt (die Ausdehnung auf das
Corpus uteri bleibt unberlcksichtigt).

A Invasives Karzinom, das lediglich mikroskopisch identifiziert wird. Alle

makroskopisch erkennbaren Lasionen - sogar mit oberflachlicher Invasion -
werden dem Stadium IB zugerechnet. Die Invasion ist begrenzt auf eine
gemessene Stroma-Invasion mit einer maximalen Tiefe von 5 mm und einer

Oberflachenausdehnung von nicht mehr als 7 mm.

1A1 Gemessene Stroma-Invasion von nicht mehr als 3 mm in der Tiefe und einer
Oberflachenausdehnung von nicht mehr als 7 mm.

1A2 Gemessene Stroma-Invasionstiefe von mehr als 3 mm und nicht mehr als 5

mm bei einer Oberflachenausdehnung von nicht mehr als 7 mm.

B Klinisch erkennbare Lasionen, begrenzt auf die Cervix uteri oder subklinische
Lasionen mit gréBeren MaBen als Stadium IA.

IB1 Klinisch erkennbare L&sionen, nicht gréBer als 4 cm.

B2 Klinisch erkennbare Lasionen, groBer als 4 cm.

Il Zervixkarzinom infiltriert jenseits des Uterus, aber nicht bis zur Beckenwand

und nicht bis zum unteren Drittel der Vagina.

A Ohne Infiltration des Parametriums. Infiltration der oberen 2/3 der Vagina.

1B Mit Infiltration des Parametriums, aber keine Ausbreitung zur Beckenwand.
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]| Zervixkarzinom breitet sich bis zur Beckenwand aus und beféllt das untere
Drittel der Vagina und verursacht Hydronephrose oder stumme Niere.

IIA | Tumor beféllt unteres Drittel der Vagina, keine Ausbreitung zur Beckenwand.

IIB | Tumor breitet sich bis zur Beckenwand aus oder verursacht Hydronephrose

oder stumme Niere.

v Tumor infiltriert Schleimhaut von Blase oder Rektum und/oder Uiberschreitet

die Grenzen des kleinen Beckens.

IVA | Ausbreitung auf angrenzende Organe des Beckens.

IVB | Ausbreitung auf entfernte Organe (Fernmetastasen).

1.3.4 Histologische Einteilung des Zervixkarzinoms

Beim Zervixkarzinom lassen sich mehrere histologische Gruppen abgrenzen:
Am haufigsten kommt das Plattenepithelkarzinom vor, seltener das Adenokarzinom.
Das adenosquamése Karzinom und unspezifizierte epitheliale Tumoren machen den

kleineren Teil aus (Brinton1993).

1.3.5 Therapie des Zervixkarzinoms

Zur Behandlung von Vor- und Frihstadien (Carcinoma in situ) kommen in erster Linie
operative MaBnahmen in Frage, bei denen die Veranderungen in toto entfernt werden
(Messerkonisation, Laserkonisation, Loop excision). Auch destruierende Verfahren
(Elektrokoagulation, Kryokoagulation, CO?- Vaporisation) sind bekannt. Voraussetzung
fur diese operative Vorgehensweise ist der Ausschluss eines invasiven Wachstums.

Wourde ein invasives Karzinom durch Probeexzision nachgewiesen, so kommen je nach
Stadium eine einfache Hysterektomie (bei Mikroinvasion), radikale Hysterektomie nach
Wertheim/Meigs oder die primare Radiochemotherapie oder eine Kombination aus
beiden Verfahren in Betracht (Baltzer 1999, Baltzer 2001). In Ausnahmeféllen kann bei
einem frihen Zervixkarzinom und bestehendem Kinderwunsch die radikale
Trachelektomie nach Dargent durchgeflihrt werden. Bei dieser Operation bleiben das
Corpus uteri und der innere Muttermund erhalten (Schneider 2001).
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1.3.5 Prognose des Zervixkarzinoms

Im Allgemeinen ist die Prognose des Zervixkarzinoms abhangig von Differenzierungs-
grad und Stadium, von der Neigung des Tumors zur Lymphknotenmetastasierung, vom
Tumorvolumen sowie vom Alter der Patientin (Kiechle 2000, Pfleiderer 2000).

Um die Metastasierungsneigung eines Tumors vorherzusagen, ist es mittlerweile
moglich, die Tumor-Neoangiogenese zu bestimmen (siehe 1.2.4). Hieraus kann sich ein
zusatzlicher viel versprechender Prognosefaktor ergeben.

Die Anzahl sowie anatomische und funktionelle Insuffizienz der GefaBe wachsen mit
steigender Aggressivitat des Tumors. Damit erhéht sich die Gefahr des Einbruchs der
Tumorzellpopulation in den allgemeinen Blutkreislauf (Lee 2002, Vieira 2004, Vieira
2005).

Die Heilungschancen des Zervixkarzinoms hangen davon ab, in welchem FIGO-
Stadium die Erkrankung entdeckt wird. Die 5-Jahres-Uberlebensrate des

Zervixkarzinoms wird in Tabelle 4 gezeigt.

Tabelle 4: 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patientinnen mit Zervixkarzinom

FIGO-Stadium | 5-Jahres-
Uberlebensrate
0 100%

I 80-85%

Il 65-85%

1] 20-30%

IV 7-12%
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2. Zielsetzung und Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und klinische Validierung eines

patientenindividuellen Vorhersagetestsystems bezlglich Tumorprognose und potentiell

wirksamer antiangiogener Therapie.

Es wurden vier Angiogenesefaktoren untersucht. Die Konzentration dieser Faktoren

wurde aus der Zervixkarzinom-Datenbank der Klinik fiir Frauenheilkunde und

Geburtshilfe der Charité Berlin Mitte Gbernommen. In dem hier verwendeten

Testverfahren wirkten alle im Serum enthaltenen Angiogenesefaktoren auf humane

Endothelzellen.

Es wurden folgende Fragestellungen formuliert:

1.

Besteht ein Zusammenhang zwischen Tumorstadium und dem Angiogenese-

Score?

Kann die Wirkung von Bevacizumab individuell getestet werden?

Besteht eine Korrelation zwischen Angiogenesefaktoren und Angiogenese-
Score?

. Wie verandert sich die Konzentration der Angiogenesefaktoren in Abhangigkeit

vom Tumorstadium?

Inwieweit ist der Angiogenese-Score von der Tumorhistologie abhangig?

Hat das Alter bei Erstdiagnose Auswirkungen auf den Angiogenese-Score?

. Wie verhalt sich der Angiogenese-Score in der Pra- und Postmenopause?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen Prognosefaktoren und Angiogenese-
Score?
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Patientinnenkollektiv

Das Patientinnenkollektiv dieser Arbeit stellt eine Stichprobe aus der Zervixkarzinom-
Datenbank der Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Charité Berlin Campus
Mitte dar. Diese Datenbank umfasst Patientinnen mit einem Zervixkarzinom und jene
mit dessen Vorstufen.

Far die vorliegende Studie wurde das Serum dieser Patientinnen verwendet.

Die Blutentnahmen dieser Frauen fanden zwischen Oktober 2002 und Juni 2005 statt.
Serum und Plasma wurden unmittelbar nach der Blutentnahme isoliert und bei

- 80°C aufbewahrt. In die Studie wurden 81 Patientinnen mit einem Zervixkarzinom und
dessen Vorstufen aufgenommen.

Im April 2005 wurde bei Patientinnen mit Rezidiv die Tube Formation bestimmt.

Mit allen 81 Proben wurde im November/ Dezember 2005 ein Endothelzellproliferations-
Assay durchgeflhrt.

3.1.1.1 Tumorstadien

Bei 15 Patientinnen war eine CIN festgestellt worden. Nach der Ublichen Einteilung kam
es zu folgender Verteilung: CIN | n=1, CIN Il n=4, CIN Ill n=10.

Unter einem manifesten Zervixkarzinom litten 51 Patientinnen. Die Stadieneinteilung
erfolgte nach FIGO. FIGO | n=22, FIGO Il n=13, FIGO Ill n=13, FIGO IV n=3.

Im Rezidiv eines Zervixkarzinoms befanden sich 15 Patientinnen.
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3.1.1.2 Alter der Patientinnen

Das durchschnittliche Lebensalter der Patientinnen betrug 46,9 Jahre. Patientinnen mit
einer CIN waren im Durchschnitt 36 Jahre, Patientinnen mit einem manifesten Karzinom
48,6 Jahre und solche im Rezidiv 46,3 Jahre. Das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose
.Karzinom* betrug 46,1 Jahre.

3.1.1.3 Menopausenstatus der Patientinnen

52 Patientinnen waren pramenopausal, 2 Frauen perimenopausal und 27 befanden sich
in der Postmenopause.

3.1.1.4 Bestimmte ELISA-Werte

In der Zervixkarzinom-Datenbank der Frauenklinik Charité Berlin Campus Mitte waren
bereits ELISA-Werte von bestimmten Angiogenesefaktoren enthalten. Diese wurden im
Juli 2005 im Labor der Frauenklinik Charité Berlin Campus Mitte gemessen.

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns auf die ELISA-Werte des VEGF und bFGF
sowie Endostatin und den VEGFR-1 des unter 3.1.1 beschriebenen
Patientinnenkollektives beschrankt.

3.1.1.5 Histologie der Zervixkarzinome
Insgesamt waren 76,9% der Patientinnen von einem Plattenepithelkarzinom betroffen,

12,3% von einem Adenokarzinom, 6,1% von einem adenosquamdsen Karzinom und bei

4,6% konnte keine Klassifikation des Zervixkarzinoms stattfinden.
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3.1.1.6 Prognoseparameter der Patientinnen

Fir Patientinnen mit manifestem Karzinom sowie flir Patientinnen im Rezidiv
wurden folgenden Prognoseparameter dokumentiert:

Lymphknotenmetastasen (n= 26), Invasion von LymphgeféaBen (n= 22), Invasion des
vendsen Systems (n= 6) sowie der Grad der Differenzierung des Tumors.

3.1.1.7 Einverstandniserklarung

Eine Einverstandniserklarung zur Aufnahme in die Datenbank wurde von jeder Patientin
unterschrieben.
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3.1.2 Verwendete Substanzen

Tabelle 5: Verwendete Substanzen

PBS, Dulbeccos W/O CA, MG Firma Invitrogen Lot. Nr.3074640

Trypsin / EDTA Invitrogen, 9101A

RPMI 1640 Invitrogen, Lot. Nr.1546

EGM-2 Cambrex, Lot. Nr.01112919

EBM-2 Cambrex, Lot. Nr.05863844

Fetales Kalberserum FCS BioWest Lot. Nr.50505751810

Gentamycin Invitrogen, Lot. Nr.3104688

Trypanblau Biochrom, Lot. Nr.0533K

ATP-Lite-M Firma Perkin EImer Lot. Nr.69-070101

Matrigel BD Lot.: 14212

Bevacizumab Avastin ®

Humane Nabelschnilre DRK Krankenhaus Luckenwalde,
Abteilung fir Geburtshilfe

Kollagenase Typ 4
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3.1.3 Behiltnisse und Zubehor

Tabelle 6: Behéltnisse und Zubehor

50 ml Cent Tube PP

Firma Nunc Lot. Nr. 050990

15 ml Cent Tube PP

Firma Sarstedt Lot. Nr. 62.554.502

Luminizenzplatte

Firma Nunc 96 Well Lot. Nr. 238108

ReaktionsgefaBe 1,5 ml

Firma Eppendorf Lot.Nr. 304921

Zellkulturflaschen 75 cm? easy flask

Firma Nunc Lot. Nr. 065573

96-Well-Platte

Firma Costar Lot. Nr. 31702010

48-well-microtiterplates

Costar Lot. Nr. 3436

Pipette 100-1000 pl Research Eppendorf

Nr.: 323741

Pipette 10-100 ul Research Eppendorf

Nr.: 311799

Pipettenspitzen

Firma Eppendorf Lot. Nr. 11024

Pipettenspitzen

Firma Sarstedt Lot. Nr.
70.760.002/70.762

3.1.4 Geréate

Tabelle 7: Gerate

Multifunktionsreader Spectrafluor plus Nr.: 94606
Tecan SLT

Zentrifuge Megafuge Kendro Nr.: 291679
Mikroskop Axiovert 25C Zeiss Nr.: 6655556
Neubauerzahlkammer 441/81
Orbitalshaker Firma IKA®

Brutschrank ,Heracell”

Firma Kendro Serien Nr. 414438
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3.2 Methoden

Der Endothelzellproliferations-Assay sowie die Tube Formation wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Heidecke in den Laboren der Firma Cell Trend GmbH
durchgefunhrt.

3.2.1 Praparation von HUVEC

Zur Gewinnung von Endothelzellen wurden frische Nabelschnlre verwendet. Bis zur
Verarbeitung innerhalb von 48 Stunden post partum wurden die Nabelschnlre in PBS
(Phosphate Buffer Solution) und 1% Penicillin und Streptomycin bei 4°C aufbewahrt.

Die humanen Nabelschnurendothelzellen (Human Umbilical Vein Endothel Cell) wurden
aus der Nabelschnurvene prapariert. Dabei wurde eine Vene von beiden Seiten mit
einer Knopfkantile punktiert. Nach Fixierung der Kanulen mit Arterienklemmen wurde

die Vene so lange mit PBS gespdlt, bis keine Blutreste mehr ausgespuilt wurden.

Im Anschluss wurde die Vene mit Kollagenase Typ 4 gefullt, bis ein Austritt der
Kollagenase aus der zweiten Knopfkantle zu sehen war. Diese wurde mit einer zweiten
Spritze verschlossen und fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Kollagenase 16st die

Endothelzellen von der GefaBwand und erméglicht ihre Isolierung.

3.2.2 Isolierung von HUVEC

Uber die Knopfkaniilen wurde die Nabelschnurvene mit 30 ml PBS ausgespiilt. Das
erhaltene Zellsediment wurde in ein 50ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und bei 1400
Umdrehungen pro Minute fir 5 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde der
Uberstand abpipettiert.
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3.2.3 Kultivierung von HUVEC

Um eine gréBere Anzahl an Endothelzellen zu erhalten, wurden die isolierten
Endothelzellen in eine Zellkulturflasche (25 cm?) tberfihrt. Als Medium wurde 12 ml
EGM-2 (Endothelcell Growth Medium-2) in die Zellkulturflasche gegeben. Um
bakterielle Infektionen zu vermeiden, wurde das Nahrmedium mit Gentamycin versetzt.
Die Zellen wurden so bei 37°C und 5% CO? im Brutschrank inkubiert, bis der Boden der
Zellkulturflasche Uber 80% mit Endothelzellen bedeckt war.

3.2.4 Endothelzellproliferations-Assay

3.2.4.1 Vorbereitung der Endothelzellen

FOr den Endothelzellproliferations-Assay wurden Endothelzellen aus der 3. Passage

genommen.

Die Anzahl der Passagen beschreibt, wie haufig Zellen nach ihrer Proliferation in neue
Nahrmedien transformiert und dabei in Ihrer Anzahl geteilt wurden, um erneut zu
proliferieren. Primarkulturen bzw. Kulturen aus den ersten Passagen haben den Vorteil,
dass sie noch ihre wesentlichen Wachstumseigenschaften besitzen.

Um die Endothelzellen von dem Boden der Zellkulturflasche zu 16sen, wurden 3000 pl
Trypsin in die Zellkulturflasche pipettiert. Sobald sich die Zellen vom Boden I3sten,
wurden, um den Lyseprozess aufzuhalten, 3000 pul fetales Kalberserum (FCS) in die
Zellkulturflasche pipettiert. Um die Zellen vom Trypsin und vom FCS zu befreien,
wurden sie bei 1400 Umdrehungen pro Minute fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem
Abpipettieren des Uberstandes wurden die Zellen mit PBS verdiinnt.
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3.2.4.2 Quantifizierung von Endothelzellen

Zur Ermittlung der genauen Zellzahl wurde die Zellsuspension mit 0,5 % Trypan-Blau-
Ldsung versetzt. Mit einer Pipette wurden 100ul der angefarbten Zellsuspension in ein
1,5 ml Reaktionsgefal tberfihrt und mit PBS verdinnt. In der Neubauerzahlkammer
wurden unter einem Mikroskop die Anzahl der vitalen Zellen in einem definierten
Volumen bestimmt. Hierbei wurden nur die nicht gefarbten Zellen gezahlt, bei vitalen
Zellen kann Trypan-Blau nicht die Zellwand durchdringen, dies macht eine
Differenzierung zu avitalen Zellen méglich. Im Anschluss wurde die Zellsuspension so

weit mit PBS verdlinnt, dass sich in 100ul Suspension 2000 Endothelzellen befanden.

3.2.4.3 Aussaat der Endothelzellen

Es wurden 100l der Zellsuspension auf einer 96 Well Platte ausgeséat. Als
N&ahrmedium wurden 80ul RPMI (Roswell Park Memorial Institute) hinzu gegeben. Zur
funktionellen Bestimmung der Angiogeneseaktivitat im Serum der
Zervixkarzinompatientinnen wurden 20pl Patientenserum mit dem N&ahrmedium und
Gentamycin auf die ausgesaten Zellen pipettiert. In der Positivkontrolle wurde anstatt
des Patientinnen- Serums 10ul EGM-2 verwendet. In der Versuchsreihe der
Negativkontrolle wurde als Nahrmedium 80ul EBM -2 (Endothelcell Basal Medium-2)
verwendet und 10pl FCS als Wachstumsfaktorentrager. Die Inkubation der Platten fand
bei 37°C flr 72 Stunden im Inkubator statt. Fir jede Patientin wurde eine
Doppelbestimmung durchgefihrt.
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3.2.4.4 Bestimmung des Angiogenese-Scores durch ATP-Messung

Um den Angiogenese-Score (entspricht der Endothelzellproliferationsrate) zu
bestimmen, wurde mit dem ATP-Lite-M-Kit die intrazellulare ATP-Menge gemessen.
Adenosin-Tri-Phosphat ist in allen vitalen Zellen vorhanden. Geht eine Zelle zu Grunde,
so degradiert ATP sehr schnell und ist nicht mehr nachweisbar. Reagiert ATP mit
Luciferase und D-Luciferin, so wird Licht produziert, das mit einem Luminometer
gemessen werden kann und proportional der ATP Konzentration ist.

Der Reaktionsablauf kann wie folgt beschrieben werden:

ATP-D- Luciferin + O?- Luciferase Mg2+ — Oxyluciferin+AMP+Ppi+CO?+Licht

Die Zellen wurden zunachst mit Mammalien Cell Lysin Solution (ATP-Lite-M-Kit)
vermischt und fir 5 Minuten auf den Orbitalshaker gestellt. In diesem Prozess wurde
ihre Zellmembran zerstért und das ATP freigesetzt.

Im weiteren Schritt wurde dem Substrat lyophilized Substrate Solution (ATP-Lite-M-Kit)
zugefagt und far 10 Minuten dunkel gestellt. Im Anschluss konnten unter dem
Multifunktionsreader Spectralflour plus Tecan SLT die ATP-Werte gemessen werden.
Als Messsignal wurden Chemilumineszenzunits erhalten. Diese konnten mittels einer
Eichkurve in die Zahl viabler Zellen transformiert werden (siehe Abbildung 2). Zur
Ermittlung der Proliferation der Testsubstanz wurde die unbehandelte Kontrolle als
100% definiert.
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Standardkurve Endothelzellen
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Abbildung 2: Standardkurve Endothelzellen

Die Abbildung zeigt die Linearitat zwischen der Zahl der viablen Zellen und dem
Chemilumineszenzsignal. Der Korrelationskoeffizient betragt r* = 0.9989.

29



Material und Methoden

3.2.5 Tube Formation

3.2.5.1 Vorbereitung des Mediums

Zur Vorbereitung der mit Matrigel beschichteten 48-Well-Platte mussten die Platte, das
Matrigel und die Pipettenspitze einen Tag vor Versuchsbeginn bei 4°C im Kihlschrank
gekuhlt werden. Matrigel ist nur bei 4 °C fliissig und somit verarbeitbar. Das Matrigel

wurde dann auf die 48-Well-Platte pipettiert und bei Raumtemperatur stehen gelassen,

bis es eine feste Konsistenz gebildet hatte.

3.2.5.2 Quantifizierungen von Endothelzellen

Analog zu dem unter 3.2.4.2. beschriebenen Vorgehen mit der Neubauerzahlkammer
wurden 30.000 Endothelzellen aus der ersten Passage bestimmt und auf 100pul mit
PBS verdinnt.

3.2.5.3 Aussaat der Endothelzellen

Die Endothelzellen wurden mit 80ul EBM-2 und 20pl Patientenserum aus dem Kollektiv
der Patientinnen im Rezidiv auf die 48-Well-Platte ausgesét. Zu den Zellen in der
Positivkontrolle wurde 100ul EGM-2 zugefiigt. Die Negativkontrolle erhielt als
Nahrmedium 80ul EBM-2 und 20 pl FCS. Dieser Test wurde doppelt angesetzt. In einer
Versuchsreihe wurde in alle Platten Bevacizumab als Angiogeneseinhibitor hinzugefiigt.
Um bakterielle Infektionen zu vermeiden, wurden die verwendeten Nahrmedien mit

Gentamycin versetzt.

Die Platten wurden bei 37°C fir 18 Stunden inkubiert.
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3.2.5.4 Bestimmung der Tubelange

Die Lange der neu gebildeten Tubes in der 48-Well-Mikrotiterplatte wurde mit Hilfe
eines Mikroskops bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit einer Tube Formation-

bestimmungs-Software.

3.3 Statistische Auswertung

3.3.1 Korrelationskoeffizient nach Spearman

Far nicht normal verteilte intervallskalierte Variablen wird der Korrelationskoeffizient
nach Spearman berechnet. Er stellt ein MaB fur die Stérke eines monotonen

Zusammenhanges dar.

Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten wurde fur die Zusammenhange zwischen
dem Angiogenese-Score und ausgewahlter Angiogenesefaktoren, fir alle
Krankheitsstadien sowie fir das Alter bei Erstdiagnose berechnet. Des Weiteren
erfolgte die Berechnung des Korrelationskoeffizienten fiir den Angiogenese-Score und
die Tube Formation.

3.3.2 Mann-Whitney-U-Test

Der U-Test nach Mann und Whitney kann im Fall von zwei unabhangigen Stichproben
verwendet werden. Der Test pruft Lageunterschiede zwischen den beiden Populationen

und setzt allgemein ordinalskalierte Merkmale voraus.

Der Test wurde fur den Vergleich zwischen je zwei Krankheitsstadien beziglich des
Angiogenese-Scores sowie der Angiogenesefaktoren angewendet.

Auch bei dem Vergleich der histologischen Differenzierungen kam der Mann-Whitney-

U-Test zum Einsatz, ebenso bei der Untersuchung, ob ein Zusammenhang zwischen
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dem Menopausenstatus und dem Angiogenese-Score beziehungsweise der
Angiogenesefaktoren besteht.

AuBerdem wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test gepruft, wie sich eine Infiltration von
LymphgefaBen, Lymphknoten und Venen sowie die Tumordifferenzierung (Grading) in
Bezug auf die Endothelzellproliferation auswirkten.

3.3.3 Kruskal-Wallis-Test

Der Test nach Kruskal-Wallis ist eine Ausweitung des U-Tests von Mann und Whitney
bei einem Vorliegen von mehr als zwei unabhéngigen Stichproben. Er basiert auf einer
gemeinsamen Rangreihe der Werte aller Stichproben.

Der Kruskal-Wallis-Test wurde flr den Vergleich der drei Gruppen (CIN, FIGO, Rezidiv)
beziglich des Angiogenese-Scores sowie der ausgewahlten Angiogenesefaktoren
verwendet.

3.3.4 Wilcoxon-Test

Der Wilcoxon-Test ist ein gebrauchlicher Test zum nicht parametrischen Vergleich von

zwei abhangigen Stichproben.

Der Test wurde in der vorliegenden Arbeit fir den Vergleich der Tube Formation mit und
ohne Bevacizumab eingesetzt.
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4. Ergebnisse

Die zentrale Frage dieses Projektes war, wie sich isolierte Endothelzellen hinsichtlich
ihrer Proliferation unter dem Serum von Patientinnen mit CIN, Karzinom und Rezidiv

verhalten.

Um eine ausreichende Menge an Endothelzellen zu erhalten, mussten diese zunachst
prapariert und kultiviert werden (siehe Methoden ab 3.2.2).

Im Endothelzellproliferations-Assay wurden zunachst in einer Positivkontrolle die Zellen
auf ihre Proliferationsfahigkeit hin Gberpraft. Hierzu wurden sie mit EGM-2 versetzt. In
der unbehandelten Kontrolle (Negativkontrolle) wurde anstatt von EGM-2 fetales
Kalberserum verwendet.

Nach Bestatigung der proliferativen Fahigkeit konnte die Versuchsreihe mit dem Serum
der Patientinnen durchgefihrt werden.

In Tabelle 8 werden die Ergebnisse angegeben. Der Angiogenese-Score entspricht der
Endothelzellproliferationsrate.

Die Positivkontrolle entspricht 100% Proliferation, die Negativkontrolle entspricht 0%.

Die Endothelzellproliferationsrate unter Einfluss der verschiedenen Patientenseren wird
relativ dazu in %-Werten angegeben.
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Tabelle 8: Tumorstadium und Angiogenese-Score

Tumor- Anzahl der |Angiogenese-
Stadium Patientinnen | score %

CIN | 1 24,0

CIN I 4 22,3

CIN 1l 10 34,4

FIGO | 22 17,0

FIGO Il 13 14,2

FIGO Il 13 16,6

FIGO IV 3 9,7

Rezidiv 15 33,3

In der Tabelle sind die Patientinnenkollektive, unterteilt nach ihren Tumorstadien,

dargestellt. Dabei werden unter dem Angiogenese-Score die Werte des

Endothelzellproliferations-Assays in % gezeigt.
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4.1 Tumorstadium und Angiogenese-Score

Im ersten Schritt wurde nun geprift, ob ein Zusammenhang zwischen dem Stadium des
Tumors und dem Angiogenese-Score besteht. Hierzu wurde zunéchst unterschieden
zwischen Prakanzerosen, manifestem Karzinom sowie bereits eingetretenem Rezidiv
(siehe Abbildung 3). Um die drei unverbundenen Gruppen hinsichtlich signifikanter
Unterschiede bezliglich des Angiogenese-Scores zu untersuchen, wurde der Kruskal-
Wallis-Test verwendet.
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Abbildung 3: Angiogenese-Score in % in Abhangigkeit vom Tumorstadium.

In allen Vorstadien des Zervixkarzinoms (CIN | — CIN 1ll) wurden hohe Werte des
Angiogenese-Scores gemessen. In der Gruppe der Patientinnen mit manifestem
Karzinom wurde eine relativ niedrige und konstante Vermehrung der Zellen gefunden.
Dies betraf alle vier FIGO-Stadien des Zervixkarzinoms gleichermafen.

Bei Patientinnen mit Rezidiv nach Zervixkarzinom konnte ein deutlicher Anstieg des
Angiogenese-Scores festgestellt werden. Diese Werte lagen signifikant Gber den Werten
der Patientinnen mit manifestem Karzinom. Der Kruskal-Wallis p-Wert lag bei < 0,05 far
die Verbindung zwischen dem Angiogenese-Score und den drei Gruppen CIN, Karzinom,
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Rezidiv. Somit konnten statistisch signifikante Unterschiede bezlglich des proliferativen
Verhaltens nachgewiesen werden.

Die Boxplots in Abbildung 3 zeigen den signifikanten Unterschied beziglich des
Angiogenese-Scores fiir CIN, Karzinome und Rezidiv.

Im Weiteren wurde untersucht, ob sich die Proliferationsrate der Endothelzellen in den
Krankheitsstadien unterscheidet. Prakanzerosen vermittelten &hnlich proliferative Signale
wie rezidivierte Karzinome. Im Endothelzellproliferations-Assay zeigten sie ein ahnliches
Verhalten (p-Wert nach Man-Whitney-U-Test 0,683). So grenzten sich die Patientinnen
mit Prakanzerose, bzw. mit Rezidiv, deutlich ab (p<0,05) von Patientinnen mit
manifestem Karzinom (FIGO I-1V).

Eine weitere Unterteilung der Krankheitsstadien in die FIGO Klassifikation zeigte
bezlglich des Angiogenese-Scores im Mann-Whitney-U-Test keine signifikanten
Unterschiede. Hierbei wurden die FIGO-Stadien FIGO IIl und FIGO IV aufgrund einer
geringen Patientinnenzahl im Kollektiv FIGO IV (n=3) zu einer Gruppe

zusammengefasst.

4.1.1 Rezidiv

Auffallig war ein deutlich erhdhter Angiogenese-Score bei Patientinnen mit einem Rezidiv
im Vergleich zu Frauen mit einem manifesten Karzinom. So hatte das
Patientinnenkollektiv mit der schlechtesten Prognose die héchste proliferative
Endothelzell-Aktivitat. Es bestand ein signifikanter Unterschied im Mann-Whitney-U-Test
zwischen Frauen mit Rezidiv und jenen mit einem nach FIGO | klassifizierten Tumor
(p=0,004). Bei Frauen mit einem nach FIGO Il klassifizierten Zervixkarzinom wurde ein
noch gréBerer Unterschied (p= 0,003) gezeigt. FIGO lll und FIGO IV hatten eine etwas
schwéachere Differenz des Angiogenese-Scores mit p= 0,005 gegenliber dem Rezidiv.
Um den Angiogenese-Score bei Patientinnen im Rezidiv noch genauer zu betrachten,
schien die Aufteilung nach Héhe des Angiogenese-Scores in zwei Gruppen trotz geringer
Fallzahl méglich. So verhielt sich der eine Teil (n=10) bezlglich des Angiogenese-Scores
ahnlich wie die Patientinnen der FIGO-Stadien. Der andere Teil (n=5) zeigte deutlich
hdhere Werte als alle anderen Krankheitsstadien (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Verteilung des Angiogenese-Scores auf die Krankheitsstadien der

Patienten

Die Abbildung zeigt die Verteilung der Patienten bezulglich ihres proliferativen

Verhaltens. Anhand der farblichen Differenzierung ist eine Zuordnung zu den

Krankheitsstadien méglich, wobei der einzelne Patient durch jeweils einen Punkt

reprasentiert wird.
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4.2 Tube Formation

Patientinnen im Rezidiv haben bekanntlich die schlechteste Prognose.

Um den zu erwartenden Krankheitsverlauf dieses Kollektivs genauer beschreiben zu
kénnen, sind weitere Informationen lber Prognoseparameter wiinschenswert. So auch
das Wissen um ein mdgliches Ansprechen auf eine antiangiogene Therapie.

Hierzu sollte der bestimmte funktionelle Angiogenese-Score mit einem differenzierteren
bildlichen Verfahren untermauert werden. Fir die Objektivierung der
proangiogenetischen Aktivitat des Serums von Rezidivpatientinnen wurde eine Tube
Formation angesetzt. Insgesamt wurden zwei Versuchsreihen mit Endothelzellen aus der
1. Passage durchgefthrt.

Die erste dieser Versuchsreihen wurde zusatzlich mit 10 % des VEGF-Antagonisten
Bevacizumab versehen, die zweite wurde ohne einen weiteren Zusatz von
Medikamenten durchgefihrt.

In jeder Versuchsreihe wurde eine Negativkontrolle mit FCS und EBM-2 durchgefiihrt
sowie eine Positivkontrolle mit EGM-2.

Nach 18 Stunden Inkubation hatten sich in der 48-Well-Platte die Endothelzellen
organisiert und zu dem Ansatz eines KapillargefaBbettssytems verbunden (Tube
Formation). Die Lange der neu entstandenen GeféaBstrukturen konnte unter einem
Mikroskop bestimmt und als relative Units (Pixel) berechnet werden.

Im Ergebnis wurden in der Versuchsreihe mit Bevacizumab mehr Tubes gebildet als in
der Versuchsreihe ohne Bevacizumab.

Das Ergebnis der zwei Versuchsreihen der Tube Formation widersprach den
Erwartungen.

Der Wilcoxon-Test konnte zwischen den beiden Versuchsreihen keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Testung mit Bevacizumab und der ohne Bevacizumab
angeben (p= 0,542) (siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9: Tubeldnge mit und ohne Bevacizumab

Patientinnen im Tubelange in Units; | Tubelange in Units;
Rezidiv ohne Bevacizumab | mit 10%
Bevacizumab
1 19711 35346
2 31203 28603
3 45364 32528
4 31944 32108
5 40368 29642
6 34067 33644
7 23784 28167
8 32737 37180
9 45101 35372
10 28264 25742
11 22428 26035
12 25783 33837
13 22326 15530
14 41816 27029
Negativkontrolle
mit 10% FCS 28236 14873
Positivkontrolle 17709 11548
mit EGM-2

Die Tabelle zeigt die in der Tube Formation gemessenen Tubelangen in Units.
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Die folgenden Abbildungen veranschaulichen die beschriebenen Ergebnisse.
Sie zeigen die Tube Formation unter einem Mikroskop (Abbildung 5-7).

Abbildung 5: Tube Formation: Positivkontrolle

Die Abbildung zeigt die Positivkontrolle und ihre Organisation von Endothelzellen
innerhalb von 18 Stunden mit EGM-2 bei 37 °C.
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Abbildung 6: Tube Formation: Negativkontrolle

Die Abbildung zeigt die Organisation der Endothelzellen nach 18 Stunden des Assay
Ansatzes. Die Negativkontrolle wurde mit EBM-2 und FCS angesetzt.
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Abbildung 7: Tube Formation: Patientenserum

Die Abbildung zeigt die Organisation der Endothelzellen hin zu einem GefaBnetz. Als
Wachstumsfaktoren fungierten alle vorhandenen pro- und antiangiogenen Faktoren aus

dem Serum einer Zervixkarzinompatientinen mit Rezidiv.
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4.2.1 Tube Formation und Angiogenese-Score

Im statistischen Vergleich zwischen den gemessenen Tubeldngen von Patientinnen mit
Rezidiv und dem Angiogenese-Score dieser Patientinnen konnte mit dem
Korrelationskoeffizienten nach Spearman keine Wechselbeziehung gezeigt werden
(siehe Tabelle 10).

Ein geringer statistisch unrelevanter Zusammenhang konnte lediglich zwischen dem
Angiogenese-Score und der Testung mit 10% Bevacizumab (r=0,490) errechnet werden.
Die Versuchsreihe, die unbeeinflusst von Medikamenten war, zeigte gar keinen
Zusammenhang zum Angiogenese-Score (r=0,235).

Tabelle 10: Tubelange und Angiogenese-Score

Patientinnen im Tubelange in Units | Tubelange in Units; | Angiogenese-
Rezidiv ohne mit 10% Score
Bevacizumab Bevacizumab
1 19711 35346 13.6
2 31203 28603 26,1
3 45364 32528 15,8
4 31944 32108 18,1
5 40368 29642 14,2
6 34067 33644 8,3
7 23784 28167 29,0
8 32737 37180 31,6
9 45101 35372 25,8
10 28264 25742 47,7
11 22428 26035 66,0
12 25783 33837 66,0
13 22326 15530 45,1
14 41816 27029 69,0
Negativkontrolle
mit 10% FCS 28236 14873
Positivkontrolle 17709 11548
mit EGM-2

Die Tabelle zeigt die gemessenen Units der Tube Formation sowie den Angiogenese-

Score der Patientinnen im Rezidiv.
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4.3 Angiogenesefaktoren und Angiogenese-Score

In vivo besteht im gesunden Organismus ein standiges Gleichgewicht zwischen den Pro-
und Antiangiogenese-Faktoren. Sobald es zur VergréBerung oder Neuentstehung von
Gewebe kommt, fUhrt dies zu einem Ungleichgewicht der Angiogenesefaktoren, es
wirken alle vorhanden Faktoren auf die neu entstehenden GefaBe.

Um diese komplexe Auswirkung zu untersuchen, wurden die oben genannten Assays
durchgefuhrt. Da diese mit hohem Aufwand und Kosten verbunden waren, war es
interessant zu schauen, ob ein Zusammenhang mit bestimmten selektiv und quantitativ
bestimmten Angiogenesefaktoren im Serum und Plasma bestand. Hierzu wurden aus der
Zervixkarzinom-Datenbank der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Charité
Berlin Campus Mitte die Mittelwerte der ELISA-Werte von ausgesuchten
Angiogenesefaktoren, VEGF, bFGF, Endostatin und VEGF-R1 berechnet

(siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Mittelwerte der Angiogenesefaktoren und des Angiogenese-Scores von

Zervixkarzinompatientinnen (n=81)

Krankheits- | VEGF bFGF Endostatin | VEGF-R1 Angiogenese-

stadium [pg/ml] [pg/ml] [ng/ml] [pg/ml] Score
(Plasma) (Serum) (Serum) (Serum) [%]

CINI&II 29,3 3,6 107,0 87,0 22,6

CIN 111 32,7 4,9 97,6 81,7 34,4

FIGO | 86,2 3,9 98,9 88,3 17,0

FIGO Il 142,3 6,9 108,3 79,1 14,2

FIGO Il 129,5 6,8 116,5 87,0 16,6

FIGO IV 345,5 3,3 245,0 81,4 9,7

Rezidiv 210,9 12,4 167,6 73,5 33,3

Die Tabelle zeigt das Tumorstadium, in dem sich die Patientinnen zum Blutentnahme-
Zeitpunkt befanden. Fir die Proangiogenese-Faktoren (VEGF und bFGF) sowie flr die
Antiangiogenese-Faktoren (Endostatin und VEGF-R1) wurde der Median aus den
jeweiligen Patientinnenkollektiven berechnet.
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Um herauszufinden, ob ein objektiver Zusammenhang zwischen dem Angiogenese-
Score und der Konzentration der Angiogenesefaktoren im Bezug auf die
Krankheitsstadien bestand, wurde jeweils der Korrelationskoeffizient nach Spearman
berechnet.

Bei Patientinnen mit einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie konnte eine schwache
Korrelation zwischen dem Angiogenese-Score und der Endostatinserumkonzentration
mit einem Korrelationskoeffizient von r=0.554 berechnet werden. Es bestand auch ein
schwacher Zusammenhang zwischen der bFGF-Serumkonzentration und dem
Angiogenese-Score in dieser Gruppe mit einem Korrelationskoeffizient von r=0.545.
Far alle anderen Krankheitsstadien gab es keine Korrelation zwischen den vier

Angiogenesefaktoren und dem Angiogenese-Score.
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4.3.1 Tumorstadium und VEGF-Konzentration

Es war zu beobachten, dass die VEGF-Plasmakonzentration mit zunehmendem
Tumorstadium anstieg. Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den Patientinnen mit Prakanzerose, jenen mit manifestem
Karzinom und denen im Rezidiv bezlglich des VEGF (p<0,05) gezeigt werden (siehe
Abbildung 8).
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Abbildung 8: Tumorstadium und VEGF-Konzentration

Die Abbildung zeigt den Anstieg der VEGF-Plasmakonzentration von Patientinnen mit
Prakanzerose, manifestem Karzinom und Rezidiv.

Um zu untersuchen, zwischen welchen Krankheitsstadien ein Unterschied auftrat, wurde
der Mann-Whitney-U-Test durchgeflhrt. Er zeigte, dass die VEGF-Plasmakonzentration
sich in allen drei Krankheitsstadien signifikant unterscheidet.

Die VEGF-Plasmakonzentration stieg ausgehend von den Werten bei Patientinnen mit
Prakanzerose (Median 30,1 pg/ml) auf ein Vielfaches bei Patientinnen mit Rezidiv
(Median 210,9 pg/ml).
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4.3.2 Tumorstadium und bFGF-Konzentration

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen CIN, FIGO und
Rezidiv bzgl. der bFGF-Serumkonzentration (p-Wert des Kruskal-Wallis-Test 0.081).
Der vergleichsweise hohe bFGF Mittelwert im Rezidiv (siehe Tabelle 11) kam durch

einen AusreiBBer zustande.

4.3.3 Tumorstadium und Endostatinkonzentration

Far die Werte der Serumkonzentration von Endostatin wurden die gleichen statistischen
Tests verwendet wie fir die VEGF-Plasmawerte.

Endostatin ist ein starker Angiogeneseinhibitor. Entsprechend war sein
Konzentrationsverhalten im Serum der verschiedenen Tumorstadien von Interesse.

Im Kruskal-Wallis-Test konnte ein signifikanter Anstieg der Serumkonzentration von
Patientinnen mit Prakanzerose bis zum Rezidiv mit einem p-Wert <0,05 berechnet
werden (siehe Abbildung 9).

Der Anstieg der Endostatinkonzentration zwischen CIN und invasivem Karzinom war
nicht signifikant (p-Wert des Mann-Whitney-U-Tests 0,289). Patientinnen mit Rezidiv
zeigten eine signifikante Zunahme der Endostatinserumkonzentration gegentber CIN

und invasivem Karzinom (p<0,05).
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Abbildung 9: Tumorstadium und Endostatinkonzentration

Die Abbildung zeigt den Anstieg der Endostatinserumkonzentration von Patientinnen
mit Prédkanzerose, mit manifestem Karzinom und mit Rezidiv.

4.3.4 Tumorstadium und VEGFR-1-Konzentration

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen CIN, FIGO und
Rezidiv bzgl. VEGFR-1-Serumkonzentration (p-Wert des Kruskal-Wallis-Tests 0,152).
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4.4 Tumorhistologie und Angiogenese-Score

Die untersuchten Zervixkarzinome konnten in vier histologisch verschiedene Gruppen
unterteilt werden.

Plattenepithelkarzinome wiesen die gréBte Haufigkeit auf (n=50).

Die Werte des Angiogenese-Scores bei diesen Patientinnen wurde mit dem
Angiogenese-Score von Patientinnen mit einem Adenokarzinom (n=8) verglichen. Im
Mann-Whitney-U-Test konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(p=0,778). Ebenfalls gab es auch keinen signifikanten Unterschied (p=0,432) zwischen
dem Angiogenese-Score bei Patientinnen mit einem Plattenepithelkarzinom und denen
mit einem adenosquamdsen Karzinom (n=>5).

SchlieBlich wurde noch der Angiogenese-Score des Adenokarzinoms dem des
adenosquamdsen Karzinoms gegentbergestellt. Auch hier konnte kein signifikanter
Unterschied bezlglich der Endothelzellproliferation gesehen werden (p=0,524).

4.5 Alter bei Erstdiagnose, Angiogenese-Score und Angiogenesefaktoren

Um beurteilen zu kbnnen, ob das Alter der Patientinnen im Zusammenhang mit der
Prognose bzw. den Prognoseparametern stand, wurde der Korrelationskoeffizient nach
Spearman berechnet. So konnte gezeigt werden, dass zwischen dem Alter bei
Erstdiagnose und dem Angiogenese-Score keine Korrelation bestand (r=0,147).

Auch zwischen dem Alter bei Erstdiagnose und der Konzentration der vier
Angiogenesefaktoren bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang
(siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: Alter bei Erstdiagnose und Angiogenesefaktoren

VEGF |bFGF | Endostatin| VEGFR-1

Plasma | Serum | Serum Serum
[pg/ml] | [pg/ml] | [ng/ml] [pg/ml]
Korrelationskoeffizient 0,145 0,047 0,199 -0,173

(Alter bei Erstdiagnose)

Die Tabelle zeigt die Korrelationskoeffiziente nach Spearman zwischen dem Alter bei

Erstdiagnose und der Konzentration der Angiogenesefaktoren.

4.6 Angiogenese-Score und Menopausenstatus

Es konnte ein Unterschied zwischen den pramenopausalen (n= 52), perimenopausalen
und postmenopausalen (n=29) Patientinnen bezliglich des Angiogenese-Score gezeigt
werden (siehe Abbildung 10).

Patientinnen vor der Menopause wiesen statistisch signifikant héhere Angiogenese-

Scorewerte auf als postmenopausale Patientinnen (Mann-Whitney-U p-Wert 0,018).
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Abbildung 10: Angiogenese-Score und Menopausenstatus
Die Abbildung zeigt einen deutlich héheren Angiogenese-Score bei pramenopausalen

Frauen gegenlber den postmenopausalen Frauen.
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4.7 Angiogenesefaktoren und Menopausenstatus
4.7.1 VEGF und Menopausenstatus
Far VEGF wurden bei pramenopausalen Patientinnen deutlich niedrigere Werte

gemessen, als bei den peri- und postmenopausalen Frauen:

Der Unterschied erreichte eine Signifikanz von p=0,039 (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: VEGF-Konzentration und Menopausenstatus

Die Abbildung zeigt die Beziehung zwischen der VEGF-Plasmakonzentration und dem

Menopausenstatus.

4.7.2 bFGF und Menopausenstatus

Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den pramenopausalen und den

postmenopausalen Patientinnen bezlglich des bFGF-Serumwertes (p-Wert des Mann-
Whintney-U-Tests 0,515).
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4.7.3 Endostatin und Menopausenstatus

FOr Endostatin wurden bei den Patientinnen in der Pramenopause statistisch signifikant
niedrigere Werte gemessen als bei peri- und postmenopausalen Frauen (p= 0,025)
(siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Endostatinkonzentration und Menopausenstatus

Die Abbildung zeigt den Anstieg von Endostatin bei postmenopausalen Frauen.

4.7.4 VEGFR-1 und Menopausenstatus
Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den pramenopausalen und den

postmenopausalen Patientinnen bezlglich VEGFR-1 (p-Wert des Mann-Whintney-U-
Tests 0,052).
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4.8 Prognosefaktoren und Angiogenese-Score

Im Vergleich der beiden Gruppen — Patientinnen mit und ohne Lymphknotenmetastasen
— konnte kein signifikanter Unterschied beziglich des Angiogenese-Scores
nachgewiesen werden (p-Wert des Mann-Whintney-U-Tests 0,644).

Ebenfalls ergab sich in den beiden Gruppen von Patientinnen mit und ohne
Veneninvasion kein Unterschied bezliglich des Angiogenese-Scores (p= 0,3669).
Zwischen den beiden Patientinnenkollektiven mit und ohne LymphgefaBinvasion mit
Tumorzellen bestand ebenfalls kein signifikanter Unterschied bezlglich des
Angiogenese-Scores (p= 0,988).

Der Kruskal-Wallis-Test zeigte keinen Unterschied zwischen dem Grad der
Differenzierung des Tumors (G1, G2, G3) und dem Angiogenese-Score (p=0,807).
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5. Diskussion

Das Zervixkarzinom stellt nach dem Mammakarzinom weltweit das zweithaufigste
Malignom der Frau dar. In Entwicklungslandern ist das Zervixkarzinom aufgrund
mangelhafter Vorsorge, schlechter hygienischer Bedingungen und fehlender Aufklarung
das haufigste Malignom der Frau. Es kann davon ausgegangen werden, dass zurzeit
weltweit 500.000 Frauen pro Jahr an einem Zervixkarzinom erkranken (Thomas 2005).
Die Therapie der CIN sowie des manifesten Karzinoms steht auf zwei Saulen:

der Operation und der Radiochemotherapie.

Trotz weiterer Entwicklung in der operativen Therapie und neuerer Verfahren der
Radiochemotherapie konnten in den letzten Jahrzehnten keine gréBeren Fortschritte
hinsichtlich therapeutischer Ergebnisse erreicht werden (Krauss et al 2001).

Eine neue Therapiemdglichkeit in der Behandlung von Malignomen stellt die
Antiangiogenese dar. Seit der Zulassung des VEGF-Antikdrpers Bevacizumab
(Avastin®) zur Behandlung des Kolonkarzinoms (im Frihjahr 2005) werden viele
wissenschaftliche Untersuchungen zur Wirkung des antiangiogenen Medikamentes bei
anderen Karzinomen durchgefuhrt.

Ziel dieser Studie war es, anhand eines vorliegenden Patientinnenkollektives,
bestehend aus Frauen aller Tumorstadien des Zervixkarzinoms und seiner Vorstufen,
einen patientenindividuellen Angiogenese-Score zu bestimmen. Es wurde zudem der
Frage nachgegangen, ob dieser fragliche Prognosemarker in Bezug auf den Nutzen
einer antiangiogenetischen Therapie hilfreich sein kénne.
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5.1 Ermittlung des Angiogenese-Scores

Der komplexe Vorgang der Angiogenese sollte nach Ansicht vieler Autoren nicht isoliert
betrachtet werden.

Bei Frauen lauft im Rahmen eines Menstruationszyklus eine kontrollierte Angiogenese
ab. Diese Entwicklung neuer GefaBe wurde im Verlauf des Tumorwachstums bisher auf
unterschiedliche Weise gemessen. Mit der Ermittlung der MVD konnte in
unterschiedlichen Studien ein Zusammenhang zwischen der TumorgefaBdichte und der
Malignitat des Zervixkarzinoms gezeigt werden.

Hockel et al stellte einen direkten Zusammenhang zwischen der GefaBdichte und dem
Malignitatsgrad her (Hockel et al 2001).

Zaghloul et al zeigte in einer Studie, in der 40 Patientinnen mit einem
Plattenepithelkarzinom der Cervix uteri untersucht wurden, dass Frauen mit einer hohen
MVD eine schlechtere Prognose aufweisen als jene mit einer im Verhaltnis niedrigen
MVD (Zaghloul et al 2000).

In den genannten Arbeiten wurde die GefaBdichte anhand histologischer Praparate
sowie mit Ultraschalluntersuchungen bestimmt (Cheng 1999).

Die Antiangiogenese als erganzende Tumortherapie machte eine funktionelle Messung
der individuellen Angiogeneseaktivitat wiinschenswert.

Der praktische Denkansatz des Endothelzellproliferations-Assays beruhte auf der
Uberlegung, dass in vivo alle im Blut vorhandenen Bestandteile auf den wachsenden
Tumor und seine Umgebung wirken. Um dies zu untersuchen wurde ein In-Vitro-
Angiogenese-Testsystem etabliert und eingesetzt. In ihm sollte die Wirkung der Seren
von Zervixkarzinompatientinnen auf inre Angiogeneseaktivitat hin bestimmt werden.
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5.1.1 Tumorstadium und Angiogenese-Score

Mit Hilfe der Kruskal-Wallis-Tests konnte ein signifikanter Unterschied im proliferativen
Verhalten der Endothelzellen zwischen Patientinnen mit einer Prakanzerose, einem
manifesten Karzinom und jenen mit einem Rezidiv gezeigt werden.

Patientinnen mit einer CIN hatten &hnliche Ergebnisse wie Patientinnen mit einem
rezidivierten Tumor (siehe Abbildung 3).

Der Median des Angiogenese-Scores von Patientinnen mit Rezidiv grenzte sich deutlich
ab von Frauen mit manifestem Karzinom. Dieses Ergebnis entspricht der Hypothese,
dass der Angiogenese-Score in dem Kollektiv mit der schlechtesten Prognose mit am
héchsten ausfallt. Analog dazu zeigte Zaghloul et al die schlechteste Prognose bei
Zervixkarzinompatientinnen mit der héchsten MVD (Zaghloul et al 2000).

Der &hnlich hohe Angiogenese-Score bei Patientinnen mit einer Prakanzerose
entsprach nicht den Erwartungen.

Entsprechend ihrer Definition liegt bei Prakanzerosen kein invasives Wachstum vor und
es besteht noch keine eigene GefaBversorgung. Um diese zu ermdglichen, werden
Angiogenesefaktoren sezerniert. Vor diesem Hintergrund lasst sich der steigende
Angiogenese-Score von CIN | zu CIN Il erklaren.

In einer Studie mit 474 Patientinnen zeigten Triatanachat et al einen signifikanten
Anstieg der GefaBdichte, im Gebiet der Prakanzerosen, von CIN | zu CIN I
(Triatanachat et al 2006).

Das in dieser Arbeit untersuchte Kollektiv mit Prakanzerose bestand aus 15
Patientinnen und war damit genauso grof3 wie die Gruppe mit Rezidiv. Das grdBte
Patientinnenkollektiv (n=51) bestand aus Frauen mit Karzinomen entsprechend der vier
FIGO-Stadien. Hier wurde ein signifikant niedrigerer Angiogenese-Score ermittelt.
Innerhalb der einzelnen FIGO-Stadien ergaben sich keine statistisch relevanten
Unterschiede beziglich des angiogenetischen Verhaltens.
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5.2 Rezidiv

Nach der Primarbehandlung des Zervixkarzinoms ist die Rezidivrate relativ hoch.

In Abh&ngigkeit des Tumorstadiums und der Zusammensetzung des Patientinnengutes
werden Rezidivraten von 22% und 40% angegeben (Schmidt-Matthiesen 2002).

Zur Therapie des Rezidivs werden operative Verfahren sowie die Strahlentherapie

und mit Einschrankungen auch die Chemotherapie eingesetzt.

Der hohe Angiogenese-Score bei Rezidivpatientinnen war Anlass, diese Gruppe
gesondert zu untersuchen. Der Median des Angiogenese-Scores lag signifikant Gber
dem aller vier FIGO-Stadien. In Abbildung 3 wurde die Verteilung der Patientinnen
bezuglich ihres proliferativen Verhaltens gezeigt.

In der Rezidiv-Gruppe grenzten sich einige Patientinnen (n=5) beztglich ihres hohen
Angiogenese-Scores von den brigen (n=10) mit einem deutlich niedrigeren
Angiogenese-Score ab. Auffallig war jedoch, dass die Letalitat der Patienten aus der
Gruppe mit deutlich erhhtem Angiogenese-Score bei 100% lag. Demgegenlber lag die
Letalitat der zweiten Gruppe bei 40%. Die sich daraus ergebende Vermutung,
Patientinnen mit einem aggressiven rezidivierenden Tumor kénnten eine héhere
angiogenetische Aktivitat im Serum haben, konnte aufgrund der geringen Fallzahl
statistisch nicht bestatigt werden. Dennoch stellte sich die Frage, ob Patientinnen mit
einem erhéhten Angiogenese-Score entsprechend der hier beschriebenen zweiten
Gruppe mehr Potential flir eine antiangiogenetische Therapie besitzen. Diesbezlglich
scheinen weitere Untersuchungen sinnvoll. Der vergleichsweise geringe Aufwand zur
Bestimmung des Angiogenese-Scores kénnte einen groBen Nutzen fir kiinftige
Patientinnen zur Folge haben.
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5.3 Tube Formation

Seit der Zulassung des VEGF Antikérpers Bevacizumab zur Behandlung des
Kolonkarzinoms wurden zahlreiche wissenschaftliche Untersuchungen bezlglich seiner
Wirkung bei anderen Malignomen durchgefthrt (Hurwitz et al 2004).

So konnte Rini et al Erfolge mit Bevacizumab in der Therapie des renalen Karzinoms
erreichen (Rini et al 2007). Willett et al verdffentlichte 2004 eine Studie zum
Rektumkarzinom, in der er einen antivaskularen Effekt von Bevacizumab beschreibt.
Dieser war durch eine deutliche Abnahme der TumorgréBe innerhalb von 3 Monaten zu
sehen (Willett et al 2004).

Um die These, dass Patientinnen mit erhdhten Angiogenese-Scorewerten ein besseres
Ansprechen auf antiangiogene Medikamente zeigen, zu bestatigen oder zu widerlegen,
wurden Untersuchungen mit der Tube Formation durchgefinhrt.

Hierzu wurden aufgrund des aufwendigen und teuren Verfahrens nur 14 Patientinnen
aus der Rezidiv-Gruppe untersucht.

Der Tube-Formation-Assay wurde im Rahmen dieser Arbeit zweimal durchgefihrt:

Die erste Versuchsreihe wurde ohne Medikamente bei 37°C 18 Stunden inkubiert, in
der zweiten Versuchsreihe wurde jeweils 10% Bevacizumab hinzugegeben.

Die gewonnenen Ergebnisse entsprachen nicht den Erwartungen. Die Versuchsreihe
mit 10% Bevacizumab zeigte eine gr6Bere Anzahl an gebildeten Tubes als die ohne
Bevacizumab. Dies widersprach sowohl der These als auch der Wirkung des
Medikamentes.

Generell sind bei in vitro Tests nie die gleichen Gegebenheiten wie in vivo gegeben (Mc
Donald et al 2003). Es ist auch denkbar, dass Bevacizumab in seiner Pharmakokinetik
bei in vitro Testen anders reagiert als unter in vivo Bedingungen.

Wright et al verdffentlichte 2006 eine Studie, in der vorbehandelte Frauen mit
Zervixkarzinom eine Kombinationstherapie aus Bevacizumab und einer Chemotherapie
erhielten. Es konnte mit diesem Therapieregime eine Verschiebung der
Tumorprogression von 4,3 Monaten erreicht werden.

Nach dem bisherigen Wissenstand sollte eine antiangiogenetische Therapie in
Kombination erfolgen. Bei der Auswahl geeigneter Kombinationspartner misste jedoch
bedacht werden, dass der Erfolg der Chemotherapie auf dem Vorhandensein von
GefaBen basiert. Nur bei ausreichender GeféaBversorgung kann im Tumorgebiet eine

angemessene Wirkstoffkonzentration erreicht werden (Jain 2003).
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Bei der Behandlung des Mammakarzinoms konnte Kimmel et al eine signifikante
Verminderung von VEGF unter Chemotherapie nachweisen (Kimmel et al 2006). Nach
seinen Untersuchungen ist davon auszugehen, dass sich die verschiedenen
Therapieregime mit ihren unterschiedlichen Ansatzorten erganzen.

5.3.1 Angiogenese-Score und Tube Formation

Nach den im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Ergebnissen korreliert der Angiogenese-
Score nicht mit den Units der Tube Formation. Ein geringer und bisher statistisch
unrelevanter Zusammenhang konnte zwischen dem Angiogenese-Score und der Tube
Formation mit Bevacizumab gesehen werden. Dadurch wére die Wirkung von
Bevacizumab als Angiogeneseinhibitor nichtig. Diese Aussage widerspricht zahlreichen
Studien fir andere Malignome. So zeigte Hurwitz et al bei Patienten mit metastasiertem
Kolonkarzinom ein besseres Outcome bei einer Kombinationstherapie von
Bevacizumab und Chemotherapeutika (Hurwitz et al 2004). Wedam et al veréffentlichte
erfolgsversprechende Daten zur Behandlung des inflammatorischen Mammakarzinoms
mit Bevacizumab (Wedam et al 2006). In einer Studie zum Nierenzellkarzinom ergab
sich eine positive Wirkung von Bevacizumab in Kombination mit Erlotinib bezlglich der
Tumor-Progredienz (Hainsworth et al 2005).

In dieser Arbeit sind daher aufgrund der geringen Fallzahl weitere Untersuchungen
notwendig.

59



Diskussion

5.4 Angiogenese-Score und Angiogenesefaktoren

Die Ergebnisse des Angiogenese-Scores und der Tube Formation bei Patientinnen mit
Rezidiv ergaben die bereits diskutierten unterschiedlichen Werte bezlglich der
angiogenetischen Aktivitat. Zur Korrelation mit den Angiogenesefaktoren im Blut wurde
auf bereits ermittelte ELISA-Werte aus der Zervixkarzinom-Datenbank der Frauenklinik
Charité Berlin Mitte zurlickgegriffen.

In der vorliegenden Arbeit hat man sich auf eine Auswahl von zwei pro- und zwei
antiangiogenen Faktoren beschrankt (VEGF, bFGF und Endostatin, VEGF-R1).

5.4.1 Krankheitsstadium, Angiogenese-Score und VEGF

Far einen der starksten proangiogenen Faktor, den VEGF, konnte ein signifikanter
Anstieg bei Patientinnen mit Rezidiv gezeigt werden. Dies war aufgrund des bekannten
angiogenetischen Ungleichgewichtes bei Karzinompatientinnen zu erwarten.

Mehrere Ver6ffentlichungen konnten die steigende VEGF-Konzentration mit
zunehmendem Krankheitsstadium durch viele Studien belegen.

Soufla et al zeigte in einer Studie mit 44 Patientinnen eine signifikant erhdhte VEGF
MRNA Synthese in Gewebe von Zervixkarzinompatientinnen gegentiber gesunden
Frauen (Soufla et al 2005).

Lee et al zeigte in einer Studie, in der 117 Zervixkarzinompatientinnen eingeschlossen
waren, einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der VEGF-
Konzentration und der Prognose (Lee et al 2002).

Ein Anstieg des VEGF und seiner Subtypen wurde auch bei anderen Tumoren wie z.B.
dem Mammakarzinom und dem Prostatakarzinom nachgewiesen. El-Gohary et al zeigte
beim Prostatakarzinom ein deutlich kirzeres Gesamtuberleben bei hohen VEGF-
Konzentrationen (El-Gohary 2007).

Die Bedeutung des VEGF-Wertes verdeutlichte sich in Studien, die bei Patientinnen mit
einer hohen VEGF-Expression eine héhere Sensitivitdt gegentber Chemotherapeutika
zeigten (Jain 2003, Kimmel et al 2006).

Die Untersuchung in dieser Arbeit bezlglich eines Zusammenhanges zwischen dem
Angiogenese-Score und den VEGF-Werten konnte keinerlei Korrelation zeigen.
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Dies entsprach nicht den Erwartungen an einen der wichtigsten Proangiogenese-
Faktoren. Eine mdgliche Fehlerquelle kénnte sein, dass Untersuchungsmaterialien
derselben Patientinnen flr unterschiedliche Untersuchungen genutzt wurden.

So wurde die VEGF-Konzentration aus dem Plasma bestimmt und der
Endothelzellproliferations-Assay mit Serum durchgefihrt. Zudem betrug der zeitliche
Abstand zum Teil bis zu 68 Monaten zwischen der Blutentnahme und den
Bestimmungen der VEGF-Plasmakonzentration bzw. dem Angiogenese-Score. Die
Proben wurden jedoch standardgeman konstant bei - 80°C aufbewahrt, sodass von
einem Lagerungsfehler nicht ausgegangen werden kann.

5.4.2 Krankheitsstadium, Angiogenese-Score und bFGF

Flr den proangiogenen bFGF konnte in Studien ein Anstieg der Konzentration mit
zunehmendem Tumorstadium der Cervix uteri gezeigt werden (Chopra 1998,
Mitsuhashi 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls ein Anstieg der bFGF-Konzentration im
Verlauf der Tumorprogression beobachtet. Jedoch verhielt sich dieser mit einem
Kruskal-Wallis p-Wert von 0,081 nicht signifikant.

Bei Patientinnen mit einem Rezidiv konnte eine Verdreifachung des bFGF-Serum
Wertes (Tabelle 11) gezeigt werden. Dieser Wert wurde jedoch durch einen AusreiBBer
verzerrt.

Im Rahmen der Untersuchung auf Zusammenhéange zwischen der bFGF-Konzentration
und dem Angiogenese-Score wurde lediglich bei Patientinnen mit Prakanzerose eine
Korrelation (p =0,035) beobachtet.
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5.4.3 Krankheitsstadium, Angiogenese-Score und Endostatin

Endostatin verhielt sich in seiner Serumkonzentration bei Frauen mit Préakanzerose
ahnlich wie bei solchen mit manifestem Karzinom. Ein deutlicher Anstieg war bei
denjenigen mit Rezidiv zu beobachten (siehe Abbildung 9).

Der Anstieg des Endostatin, als einer der wichtigsten Angiogeneseinhibitoren, kann als
erfolgloser Regulationsversuch des Kérpers gegen die Tumorerkrankung interpretiert
werden (Hockel et al 2001).

Neben den erhéhten Endostatinwerten zeigten Patientinnen im Rezidiv auch den
bereits beschriebenen hohen Angiogenese-Score. Eine Korrelation zwischen diesen
beiden Ergebnissen konnte jedoch nicht ermittelt werden. Die erwartete Hemmung der
Endothelzellproliferation durch Endostatin blieb demzufolge aus. Dies kann vermutlich
auf das angiogene Ungleichgewicht, von dem auch in vivo ausgegangen wird,
zurckgefuhrt werden.

5.4.4 Angiogenese-Score, Krankheitsstadium und VEGFR-1

Die Konzentration des VEGFR-1 behielt einen relativ konstanten Wert. Eine
geringgradige Verminderung der Konzentration war bei Patientinnen im Rezidiv zu
beobachten.

Der lésliche VEGFR-1 ist ein Gegenregulator des VEGF und sorgt im gesunden
Organismus fir ein physiologisches Gleichgewicht zwischen VEGF und anderen
Angiogenesefaktoren (Michalski et al 2003, Ferrara 2003). Kommt es zu einem
Ungleichgewicht, wie in dem betrachteten Tumorpatientinnenkollektiv, so wird die
Angiogenese nicht nur durch den Anstieg der proangiogenetischen Faktoren, sondern
auch durch das Sinken der antiangiogenetischen Faktoren begunstigt. Der leichte Abfall
der VEGFR-1-Serumkonzentration ist jedoch eher als eine Tendenz zu bewerten, da
keine Signifikanz bestand.

Der Angiogenese-Score stand in keinem Zusammenhang zur VEGFR-1-
Serumkonzentration. Auch bezlglich der verschiedenen Tumorstadien unterschied sich
die Konzentration kaum.
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5.5 Angiogenese-Score und Tumorhistologie

Hinsichtlich des Zervixkarzinoms liegt der Anteil der Plattenepithelkarzinome zurzeit bei
ca. 80%, knapp 20% machen die Adenokarzinome aus, Mischkarzinome nehmen den
Restanteil ein (Beckmann et al 2005).

Auch in dem untersuchten Patientinnenkollektiv stellte das Plattenepithelkarzinom
entsprechend des statistischen Auftretens die haufigste Karzinomform dar.

Ein Zusammenhang zwischen dieser Karzinomdifferenzierung und dem Angiogenese-
Score war auf Grund von dessen Haufigkeit von besonderem Interesse. Es konnte
jedoch kein Zusammenhang gezeigt werden.

Viele Untersuchungen beziehen sich auf das Adenokarzinom, welches in seiner
Haufigkeit in den letzten 25 Jahren von 10% auf 20% angestiegen ist. Aus dieser
ansteigenden Inzidenz ergeben sich viele Fragen (Beckmann et al 2005).

Nach den Untersuchungen dieser Arbeit ergab sich jedoch auch beim Adenokarzinom
kein Zusammenhang zwischen dem histologischen Typ und dem proliferativen
Verhalten der Endothelzellen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die

Tumorhistologie keinen direkten Einfluss auf die Angiogenese ausubt.
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5.6 Angiogenese-Score und Alter bei Erstdiagnose

Das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose des Zervixkarzinoms liegt bei 52,2 Jahren und
hat sich in letzter Zeit nach vorne verlagert. Es konnen zwei Erkrankungsgipfel
beobachtet werden, einer zwischen dem 35. und 39. Lebensjahr und einer zwischen
dem 60. und 64. Lebensjahr. Die Verringerung des durchschnittlichen
Erkrankungsalters in den letzten 25 Jahren um 14 Jahre kann u. a. auf die vermehrte
Inanspruchnahme der Vorsorgeuntersuchung zurtckgefihrt werden. Die verbesserte
Vorsorge -Mentalitat ermdglicht Diagnosen in friheren Tumorstadien und ist folglich mit
besseren Prognosen verbunden (Beckmann et al 2005, AWMF — Leitlinien Stand
September '06).

In der vorliegenden Studie betrug das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose des
manifesten Karzinoms 47,3 Jahre, bei Frauen im Rezidiv wurde die Erstmanifestation
des Tumors mit einem durchschnittlichen Alter von 44,9 Jahren diagnostiziert.

Jingere Patientinnen hatten nach den vorliegenden Ergebnissen die gleiche Prognose
wie altere. Somit scheint das proliferative Verhalten der Endothelzellen unabhangig vom
Alter bei der Erstdiagnose des Tumors zu sein. Zu dem gleichen Ergebnis kam Zaghloul
et al in einer 40 Zervixkarzinompatientinnen umfassenden Studie; auch er konnte keine
Verbindung zwischen Alter bei Diagnosestellung und der Prognose erkennen (Zaghloul
et al 2000).
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5.7 Menopausenstatus und Angiogenese-Score

Die Angiogenese spielt in dem Menstruationszyklus der Frau eine physiologisch
wichtige Rolle: Wahrend der Zyklusphasen schwankt die Konzentration der
Angiogenesefaktoren deutlich messbar (Saito et al 2007). Hieraus ergibt sich die Frage
nach den Konzentrationen der Angiogenesefaktoren bei Frauen vor der Menopause.
Nach den Untersuchungen dieser Arbeit konnte ein signifikant héherer Angiogenese-
Score der pramenopausalen Patientinnen gegentber den peri- und postmenopausalen
Frauen gefunden werden (siehe Abbildung 10).

Auf die Verschiebung des Erkrankungsalters wurde bereits unter Kapitel 5.6
eingegangen. Da bei pramenopausalen Frauen zyklusabhangig eine erhéhte
Konzentration an Angiogenesefaktoren, v. a. von VEGF in der periovulatorischen
Phase, zu finden ist (Kemp et al 2001, Saito et al 2007), kann bei Patientinnen aus
dieser Gruppe eine héhere Ansprechrate auf eine antiangiogenetische Therapie
vermutet werden.

Hierzu sind weitere Untersuchungen notwendig. Auch die Nebenwirkungen bei der
Therapie junger Patientinnen, Operation versus antiagiogenetische bzw. Radiatio und
Chemotherapie sind abzuwagen und in die Relevanz dieser Untersuchungen

einzubeziehen.
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5.7.1 Menopausenstatus und Angiogenesefaktoren

Der beschriebene erhéhte Angiogenese-Score bei pramenopausalen
Tumorpatientinnen lieB vermuten, dass auch die Plasma- und Serumkonzentration der
Angiogenesefaktoren in dieser Zeit erh6ht waren.

Mit Hilfe des Man-Whitney-U Tests wurde der Zusammenhang zwischen dem
Menopausenstatus und den vier Angiogenesefaktoren berechnet. Es wurde ein
signifikanter Anstieg der VEGF-Plasmakonzentration bei postmenopausalen
Patientinnen gegendber jenen in der Pramenopause gesehen (siehe Abbildung 11).
Moon et al berichtete ebenfalls von erhéhten VEGF- Serumwerten bei
postmenopausalen Zervixkarzinompatientinnen (Moon et al 2000).

Weiterhin wurde ein signifikanter Anstieg der Endostatinserumkonzentration bei
postmenopausalen Frauen beobachtet. Dieser Anstieg ist als eine antiangiogenetische
Gegenregulation zur erhéhten VEGF-Konzentration zu werten. B-FGF und VEGFR-1
zeigten keine Anderung der Konzentration in Abhangigkeit vom Menopausenstatus.
Das Konzentrationsverhalten der Angiogenesefaktoren widersprach den Angiogenese-

Scorewerten der vorliegenden Studie.
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5.8 Prognosefaktoren und Angiogenese-Score

Die Bedeutung von Prognosefaktoren wie Lymphknotenstatus, Venen- und
LymphgefaBinvasion und Grading des Tumors sind seit langerer Zeit bekannt.

Frihere Studien berichteten von einer groBen prognostischen Bedeutung der mit
Tumorzellen befallenen Lymphknoten. Ein deutlich besserer prognostischer Verlauf
wurde flr Patientinnen mit nicht infiltrierten Lymphknoten nachgewiesen (Finan et al
1996, Takeda et al 2002).

Nach den verschiedenen Untersuchungen zum Angiogenese-Score ergab sich die
Frage nach dessen potentieller prognostischer Bedeutung. Hierzu wurden bekannte
Prognoseparameter mit dem Angiogenese-Score verglichen: In der vorliegenden Arbeit
konnte kein Zusammenhang zwischen dem Lymphknotenstatus und dem Angiogenese-
Score als fraglichen neuen Prognoseparameter gesehen werden. Dies entsprach nicht
den Erwartungen.

Bezuglich einer Venen- und LymphgefaBinvasion zeigten aktuelle Studien einen
deutlich besseren Verlauf bei Patientinnen ohne GeféBinfiltration (Chernofsky et al
2006, Suprasert et al 2006). Die GefaBinfiltration als Prognoseparameter ist von dem
Vorhandensein proangiogener Faktoren abhangig. Es war daher davon auszugehen,
dass der Angiogenese-Score mit der GefaBinvasion korreliert. Jedoch konnte hier
keinerlei Zusammenhang hergestellt werden.

Zur Erklarung dieser Ergebnisse kann diskutiert werden, ob aufgrund der maximalen
Konzentration der Angiogenesefaktoren im Gebiet des Karzinoms im Serum niedrigere
Werte erreicht werden.

Aufgrund der Ergebnisse ist anzunehmen, dass Patientinnen im Serum bzw. Plasma
keine so hohe Konzentration an Angiogenesefaktoren erreichten und daher ein Anstieg
des Angiogenese-Scores ausblieb.

Der Differenzierungsgrad der Tumorzellen (Grading) ist als unabhangiger
Prognosefaktor seit langem bekannt. Mit einer abnehmenden Differenzierung nimmt die
Rezidivhaufigkeit zu (Fuller et al 1989). In der vorliegenden Arbeit konnte zwischen dem
ermittelten Angiogenese-Score und dem Grading keine Korrelation nachgewiesen
werden.

Die Aussicht, einen individuellen, einfach zu bestimmenden Prognosefaktor zu
entwickeln, konnte sich im Vergleich mit bekannten Prognosefaktoren nicht als

erfolgreich bestatigen.
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6. Zusammenfassung

Angiogenese bedeutet Aussprossen von Kapillaren aus bestehenden BlutgefaBen. Sie
ist die Voraussetzung flir Wachstum und Differenzierung von Organen und Geweben.
Zudem stellt sie einen wichtigen Bestandteil in vielen pathologischen Prozessen dar,
wie zum Beispiel dem Wachstum und der Metastasierung von Tumoren.

Die vorliegende Arbeit bezieht sich auf Werte aus einer bestehenden Zervixkarzinom-
Datenbank der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe Berlin Charité Campus
Mitte.

81 Patientinnen wurden untersucht: Bei 15 bestanden Préakanzerosen, 51 litten an
Zervixkarzinom aller FIGO-Stadien, bei 15 bestanden Rezidive.

Das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose betrug 46,7 Jahre. 52 Patientinnen befanden
sich in der Pramenopause, 2 waren perimenopausal und 27 postmenopausal.

In der Datenbank enthalten waren die ELISA-Werte von Angiogenesefaktoren wie
VEGF, bFGF, Endostatin und VEGF-R1.

Am haufigsten vertreten waren Plattenepithelkarzinome (76,9%) gefolgt von
Adenokarzinomen (12,3%) und adenosquamdsen Karzinomen (6,1%). Bei 4,6% konnte
keine Klassifizierung stattfinden. Ebenfalls in der Datenbank angegebene
Prognosefaktoren wie Lymphknotenstatus, GeféBinvasion und Differenzierungsgrad
wurden in die vorliegende Arbeit einbezogen.

Bestimmt wurde fur alle Patientinnen ein individueller Angiogenese-Score mit Hilfe
eines Endothelzellproliferations-Assays.

Bei Patientinnen mit Rezidiv wurde zusatzlich eine Tube Formation durchgefthrt. Einer
Versuchsreihe wurde Bevacizumab zugesetzt, in einer zweiten wurden keine
angiogenetisch wirksamen Medikamente verwendet.

Ziel des Projektes war herauszufinden, wie sich Endothelzellen unter dem Einfluss des
Serums von Zervixkarzinompatientinnen verhalten. Des Weiteren sollte untersucht
werden, ob das Verhalten der Endothelzellen prognostische Aussagen ermdglicht.
SchlieBlich wurde der Frage der Vorhersagbarkeit des Ansprechens einer
antiangiogenetischen Therapie nachgegangen.

Der Angiogenese-Score bei Patientinnen im Rezidiv lag z. T. deutlich héher als in den
anderen Krankheitsstadien.

Mit der Tube Formation wurde das Ansprechen der Endothelzellen unter dem Einfluss

des Serums von Rezidiv-Patientinnen auf Bevacizumab untersucht.
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Die Ergebnisse der Tube Formation waren widersprichlich. Unter der Wirkung des
VEGF-Inhibitors zeigten sich mehr Tubes als ohne Medikamentenzugabe. Des Weitern
bestand keine Korrelation zwischen der Tubelange und dem Angiogenese-Score.

Die bekannten ELISA-Werte aus der Datenbank der Charité zeigten nur bei
Patientinnen mit einer CIN einen schwachen Zusammenhang mit dem Angiogenese-
Score und auch hier nur fir Endostatin und bFGF.

Far VEGF und Endostatin wurde ein Anstieg mit zunehmendem Tumorstadium
beobachtet.

Es wurde untersucht, ob neben den bekannten Prognosefaktoren Tumorhistologie,
Grading, Lymphknotenstatus und GefaBinvasion auch der Angiogenese-Score eine
prognostische Bedeutung haben kénnte. Die vorliegenden Ergebnisse sprechen nicht
flr eine Wertigkeit des Angiogenese-Scores als weiteren, neuen Prognosefaktor.

Bei Patientinnen in der Pramenopause wurde ein signifikant héherer Angiogenese-
Score gemessen als bei postmenopausalen Patientinnen. Bei jenen war wiederum ein

Anstieg von VEGF und Endostatin zu beobachten.

Schlussfolgerung der Ergebnisse:

e Die CIN sind durch eine Operation heilbar, eine antiangiogenetische Therapie
kommt hier nicht primér in Betracht.

e Patientinnen mit manifestem Karzinom (ohne Rezidiv) scheinen von einer
antiangiogenetischen Therapie nicht zu profitieren.

e Patientinnen im Rezidiv kdnnen aus einer antiangiogenetischen Therapie Nutzen
Ziehen.

e Der Angiogenese-Score eignet sich nicht als ein Prognoseparameter.

e Vor einer abschlieBenden Beurteilung sind weitere Untersuchungen notwendig.
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