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1. Einleitung

In den letzten Jahren sind Angiogenese und Lymphangiogenese - also die Bildung
neuer Blut- und Lymphgefalde - und ihre Bedeutung fur das Wachstum und die
Ausbreitung solider Tumoren zunehmend in den Fokus des wissenschaftlichen
Interesses geruckt.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Rolle der die Angio- und
Lymphangiogenese stimulierenden Faktoren VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D wahrend
der Entstehung und Ausbreitung des Zervixkarzinoms sowie deren Nutzen fur die
Diagnostik desselben.

In diesem Kapitel sollen zunachst die Mechanismen der Angio- und Lymphangiogenese
dargestellt werden, danach folgen Erlauterungen zu ihrer Bedeutung fur die Progression
von Tumoren allgemein sowie ein kurzer Abriss der wichtigsten Fakten zum
Zervixkarzinom. Anschlieend werden die im Zentrum dieser Arbeit stehenden Angio-
bzw. Lymphangiogenesefaktoren VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D ausfuhrlich

beleuchtet.

1.1. Die Angiogenese

Wahrend der Embryogenese kommt es auf zwei verschiedene Arten zur Bildung neuer
Blutgefalde: Zunachst tritt die sog. Vaskulogenese auf, bei der sich mesodermale
Prakursorzellen, die Angioblasten, zu einem primaren GefaRplexus formieren '. Spater
kommt es zum zweiten Mechanismus der Gefallneubildung, der sog. Angiogenese.
Hierbei kénnen neue Gefalke entweder durch die ,sprossende Angiogenese*
(Aussprossung von neuen Zweigen aus bereits bestehenden Kapillaren) oder durch die
,nicht sprossende Angiogenese® (bereits bestehende Gefalle teilen sich oder
vergroRern ihr Lumen durch Wachstum) entstehen 2. Auf diese Weise kommt es
langsam zur Ausbildung eines baumartigen Gefallsystems mit Gefallen
unterschiedlicher GroRe °.

Im erwachsenen Organismus kommt es physiologischerweise nur noch bei der

Wundheilung und wahrend bestimmter Phasen des weiblichen Reproduktionszyklus



(wie Ovulation, Plazentaentwicklung und Wiederaufbau des Endometriums nach der
Menstruation) zur Bildung neuer BlutgefaRe durch Angiogenese *.

Die Angiogenese steht unter dem Einfluss stimulierender und hemmender Faktoren.
Unter physiologischen Bedingungen stehen diese Faktoren im Gleichgewicht
miteinander und lassen eine Neubildung von Gefallen nur in den oben erwahnten
Ausnahmen zu.

Wenn dieses Gleichgewicht jedoch auseinander gerat und die stimulierenden
Regulatoren Uberwiegen, kommt es zu einer Uberschussigen Bildung von neuen
Blutgefalien. Dieser Mechanismus spielt eine grof3e Rolle bei der Pathogenese z.B. der
Psoriasis, rheumatoiden Arthritis sowie der diabetischen Retinopathie und vor allem bei
der Entstehung und Progression von Tumorerkrankungen > ®. Die positiven Regulatoren
konnen beispielsweise von Tumorzellen produziert, von der extrazellularen Matrix
mobilisiert oder von Entzindungszellen wie Lymphozyten und Makrophagen sezerniert
werden ’. Als erster Induktor der Angiogenese wurde 1982 der Basic Fibroblast Growth
Factor (bFGF) identifiziert.

1.2. Die Lymphangiogenese

Das lymphatische System besteht aus den Lymphknoten und den Lymphbahnen, die
als blind endende Kapillaren beginnen, sich zu groReren Gangen zusammenschliel3en
und letztlich wieder in die Blutzirkulation eingespeist werden; dies geschieht
hauptsachlich Uber die Mindung des Ductus thoracicus in den linken Venenwinkel. Die
Aufgabe des Lymphsystems besteht zum einen in der Aufrechterhaltung des
interstitiellen FlUssigkeitsdrucks durch Rducktransport von ca. 10% der aus dem
Gewebebett drainierten Flussigkeit in das vendse System. Zum anderen kommt ihm
eine bedeutende Rolle fur die korpereigene Abwehr zu: Die Lymphknoten dienen als
Filter beim Eindringen von Pathogenen in den Korper und fungieren als Entstehungsort
und Speicher von Lymphozyten, die dann Uber die Lymphbahnen zum Bedarfsort
transportiert werden 8. Wie BlutgefiaRe sind LymphgefaRe durch eine einzelne Schicht
von Endothelzellen ausgekleidet. Im Gegensatz zu BlutgefalRen fehlen lymphatischen
Gefalken jedoch sowohl die kontinuierliche Basalmembran als auch die

interendothelialen Tight Junctions °. Zu Beginn des letzten Jahrhunderts kristallisierten



sich vor allem zwei Theorien Uber die Entstehung von LymphgefalRen heraus: zum
einen die Uberzeugung, dass neue LymphgefaRe durch Aussprossung aus Venen
hervorgehen ' und zum anderen die Annahme, dass sich LymphgefaRe aus primaren

" Heute gehen einige Autoren davon aus,

Lymphsacken im Mesenchym formieren
dass wahrscheinlich beide Mechanismen fur die Entwicklung des lymphatischen
Systems notwendig sind '%.

Im gesunden erwachsenen Organismus beschrankt sich die Lymphangiogenese auf die
Wundheilung, bei der, wie bei der sprossenden Angiogenese, neue Zweige aus bereits
bestehenden Lymphgefalien aussprossen. Die Neubildung von Lymphgefalen bei der
Wundheilung ist der Angiogenese jedoch untergeordnet und erscheint erst sekundar
und damit langsamer als die Bildung der neuen Blutgefare ' ™

Die pathologische Lymphangiogenese spielt vor allem bei akuten und chronischen
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entzundlichen Prozessen sowie bei der metastatischen Ausbreitung von Tumoren

eine Rolle 8.

1.3. Angiogenese und Lymphangiogenese als Schrittmacher
der Tumorprogression

Das Vermogen solider Tumore, sich zu vergrofern und auszubreiten, hangt von einer
ausreichenden Versorgung des Tumors mit Blutgefalen ab.

Neoplasmen entwickeln sich zunachst langsam und verharren oft Monate bis Jahre in
einer sog. pravaskularen Phase, in der sie meist nicht groRer als 2-3 mm sind und aus
etwa einer Million Zellen bestehen ' 8. In dieser Phase haben sie die Basalmembran
noch nicht durchbrochen und somit noch keinen Anschluss an das Blutgefalisystem.
Die Zellen in solchen pravaskularen Tumoren konnen sich zwar genauso schnell
vermehren wie in fortgeschritteneren Neoplasmen, jedoch wird das Tumorwachstum
durch die ohne suffiziente Blutversorgung schnell absterbenden Zellen rasch begrenzt
1819 SchlieRlich kommt es zur sog. angiogenetischen ,Umschaltung®, d.h. ein Teil der
Zellen ist nun in der Lage, neue BlutgefaRe fiir die Versorgung des Tumors zu bilden %°.
Diese ,Umschaltung® kommt wahrscheinlich durch ein Ungleichgewicht zwischen den
positiven und negativen Regulatoren der Angiogenese zugunsten der positiven

Faktoren zustande 2'.



Der Befall von regionalen Lymphknoten durch Tumorzellen ist haufig das erste
Anzeichen dafur, dass ein Tumor metastatisches Potential erlangt hat und der regionale
Lymphknotenstatus hat sich fur ein weites Tumorspektrum als prognostisch hoch
bedeutsam herausgestellt 22 Damit ein Tumor lymphogen metastasieren kann, muss er
Anschluss an das lymphatische System finden. Dies kann einerseits durch Drainage
von Lymphe aus dem Tumorgebiet geschehen, wobei die Tumorzellen, begunstigt
durch die lockeren interzellularen Verbindungen von lymphatischen Endothelzellen,
passiv in bereits bestehende LymphgefiRe ,hineingerissen* werden 2. Andererseits
stellte sich in den letzten Jahren heraus, dass es auch zu einer aktiven Neubildung von
lymphatischen Gefalken kommt, die zur Tumormetastasierung beitrdgt und durch
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine reguliert wird *. Die durch den Tumor
hervorgerufene Lymphangiogenese stellte sich zudem als Risikofaktor fur das Auftreten

von Lymphknotenmetastasen heraus % %°.

Zusammengefasst bedienen sich Malignome also sowohl der Angiogenese als auch der
Lymphangiogenese, um sich zu vergroRern und zu metastasieren. Einige der
wichtigsten proangiogenetischen und prolymphangiogenetischen Faktoren gehoren zu
der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Familie, welche in der vorliegenden

Arbeit spater noch eingehend beleuchtet wird.



1.4. Das Zervixkarzinom

Das folgende Unterkapitel bezieht sich im Wesentlichen auf die Ausflhrungen von

Haag ?” und Baltzer .

Das Zervixkarzinom ist mit weltweit ca. 370.000 Neuerkrankungen pro Jahr eine der
haufigsten Krebserkrankungen des weiblichen Geschlechts. Die héchste Inzidenz findet
sich hierbei in den Entwicklungslandern; in Deutschland werden etwa 7000
Neuerkrankungen pro Jahr verzeichnet. Die Erkrankungshaufigkeit weist einen ersten
Gipfel zwischen dem 35 - 45. Lebensjahr und einen zweiten zwischen dem 65 - 75.
Lebensjahr auf. Histologisch handelt es sich in 80% der Falle um
Plattenepithelkarzinome; Adenokarzinome (15%) und Mischtumore oder Karzinome des
Gartner-Ganges (5%) sind seltener; vereinzelt kommt auch das hochgradig
entdifferenzierte, nicht verhornende, kleinzellige Karzinom bei jungen Frauen <35
Jahren vor. Die zervikale Kanzerogenese durchlauft gut definierte Stadien der leichten,
mittleren und schweren ,Cervicalen Intraepithelialen Neoplasie“ (CIN I-lll), die meist
durch eine Infektion mit dem humanen Papillomavirus (HPV) der Hochrisikotypen 16
und 18 bedingt ist. Hierdurch erhdht sich das Risiko, an einem Zervixkarzinom zu
erkranken, um das 30-90fache. Weitere, bisher bekannte Risikofaktoren stellen fruher,
regelmaniger Geschlechtsverkehr, mangelnde Genitalhygiene (auch des Partners),
niedriger sozialdkonomischer Status, Promiskuitat, Infektion mit Neisseria gonorrhoeae,

HIV-Infektion sowie Nikotinabusus dar.

Das Zervixkarzinom kann exo- oder endophytisch oder als Hohlenkarzinom mit
tonnenférmiger Auftreibung der Zervix nach aul3en wachsen. Es metastasiert frihzeitig
per continuitatem in Vagina, Parametrien und Nachbarorgane; spater lymphogen in die
parametranen, iliakalen und sakralen Lymphknoten. Von dort aus kommt es zum Befall
der paraaortalen, sehr selten auch der mediastinalen und Skalenus-Lymphknoten.
Selten und spat kann eine hamatogene Metastasierung in Leber, Lunge, Darm,

Ovarien, Skelettsystem und Gehirn erfolgen.



In Tabelle 1 ist die Einteilung des Zervixkarzinoms durch die Fédération Internationale
de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO) in Bezug zur entsprechenden TNM-

Klassifikation dargestellt.

Tabelle 1: Klassifikation des Zervixkarzinoms nach FIGO und TNM
(in Anlehnung an Haag (2007))

FIGO 0 (=Tis) Carcinoma in situ (prainvasives Karzinom)

FIGO | (=T1) Tumor auf den Uterus begrenzt
IA (=T1a) mikroinvasives Karzinom (nur mikroskopische Diagnose)
e IA1 (=T1a1) Stromainvasion <3mm Tiefe und <7mm horizontal (sog. frihe
Stromainvasion)
e |A2 (=T1a2) Stromainvasion 3-5mm Tiefe und <7mm horizontal (sog.
Mikrokarzinom)
IB1 (=T1b1) Tumordurchmesser <4cm (bereits klinisch sichtbar)
IB2 (=T1b2) Tumordurchmesser >4cm

FIGO Il (=T2) Tumor uiberschreitet den Uterus (jedoch nicht bis zur Beckenwand und
nicht in das untere Scheidendrittel ausgebreitet)
¢ |lIA (=T2a) ohne Infiltration der Parametrien

o |IB (=T2b) mit Infiltration der Parametrien (Beckenwand noch nicht erreicht)

FIGO Il (=T3) Tumor Uberschreitet die Cervix uteri bis zur Beckenwand oder/und bis in
das untere Vaginaldrittel
e IlIIA (=T3a) Infiltration der unteren 1/3 der Vagina, Infiltration der
Parametrien erreicht aber noch nicht die Beckenwand
e [lIB (=T3b) Tumorausbreitung bis zur Beckenwand und/oder

Hydronephrose oder stumme Niere, regionarer LK-Befall (=N1)

FIGO IVA (=T4) Infiltration benachbarter Organe (Blasen-/Rektumschleimhaut) und/
oder Uberschreitung des kleinen Beckens
FIGO IVB (=M1) Fernmetastasen

Klinisch macht sich das Zervixkarzinom meist erst spat bei schon fortgeschrittener
GroRRe, bei Ulzeration oder bei Einbruch in Nachbarorgane durch unregelmafRige
Blutabgange und braunlich-blutigen Fluor, Kontaktblutungen oder Unterbauch-
schmerzen bemerkbar. Sehr spat kann es bei Infiltration des kleinen Beckens mit
Verlegung von Gefallen zu einer vendsen Stauung und einem Lymphddem der unteren

Extremitat kommen.



Die Diagnostik erfolgt durch die Anamnese und eine gynakologische Untersuchung mit
Spekulumeinstellung und Kolposkopie, Abstrichentnahme mit nachfolgender
zytologischer Diagnostik nach Papanicolaou und ggf. Entnahme einer Knipsbiopsie aus
makro- oder kolposkopisch verdachtigen Bezirken. Bei unklarem Befund kann eine
diagnostische Konisation erwogen werden. Zur Ausbreitungsdiagnostik werden eine
Vaginal- und Abdomensonographie sowie ein Rontgen-Thorax und je nach Verdacht
weitere Untersuchungen wie Rektoskopie, Zystoskopie, Rontgen von LWS und Becken
oder ein CT/MRT des kleinen Beckens, PET/PET-CT, intravendses Pyelogramm oder
Staginglaparoskopie/-tomie durchgefiihrt. Vielversprechende Tumormarker existieren
bislang nicht; ggf. kann SCC beim Plattenepithelkarzinom oder CA 125 beim
Adenokarzinom zur Therapielberwachung herangezogen werden.

Die Therapie erfolgt abhangig vom Stadium und noch bestehendem Kinderwunsch der
Patientin mittels Konisation, einfacher oder erweiterter Hysterektomie nach Wertheim-
Meigs mit pelviner und ggf. paraaortaler Lymphonodektomie; in den Stadien I1B2 - 1IB
sind radikale Op mit adjuvanter Therapie und primare Radio-Chemotherapie
aquieffektiv. Ab dem Stadium FIGO Il ist eine kurative Operation nicht mehr mdglich,
so dass primar mit einer Cisplatin-haltigen Radiochemotherapie behandelt wird.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) aller Zervixkarzinome betragt 65%, im FIGO-
Stadium 1A ist die Prognose sehr gut mit nahezu 100 % 5-JUR, diese sinkt jedoch mit

fortschreitendem Stadium rapide ab bis auf lediglich 5-10 % 5-JUR im Stadium FIGO IV
27

1.5. Die VEGF-Familie

Bei der Betrachtung von physiologischer und pathologischer Angiogenese und
Lymphangiogenese ist es heutzutage nicht mehr denkbar, die VEGF-Familie auller
Acht zu lassen. Als erstes Mitglied der VEGF-Familie wurde VEGF-A erstmals 1983 in
einer Leberkarzinomzelllinie als ein Protein identifiziert, das in der Lage war, die
Gefallpermeabilitat in der Haut von Meerschweinchen zu erhdhen, und zwar in der
50.000fachen Intensitat von Histamin. So wurde es zunachst Vascular Permeability
Factor (VPF) genannt. Die hervorgerufene vaskulare Hyperpermeabilitat war

zeitlimitiert, reversibel und mit einem intakten Endothel assoziiert. Weiterhin waren die



Effekte von VPF weder durch antihistamine Substanzen zu blockieren noch war VPF
zur Degranulation von Mastzellen oder basophilen Leukozyten in der Lage. Die Autoren
schlossen daraus, dass VPF ein sezerniertes Protein sein muss, das die
Gefallpermeabilitat durch direkte Einflussnahme auf das Gefallendothel zu erhéhen
vermag 291989 entdeckten Ferrara und Henzel einen fiir Endothelzellen spezifischen
Wachstumsfaktor, der nun Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF/VEGF-A)
genannt wurde *. Noch im gleichen Jahr beschrieben zwei verschiedene Gruppen die
kompletten komplementaren DNA-Sequenzen fur VPF und VEGF und es stellte sich
bald heraus, dass es sich um das identische Protein handelte *'**. Uber die Jahre
wurden funf VEGF (bzw. VEGF-A)- verwandte Proteine, namlich VEGF -B, -C, -D und -
E, mit den zugehdrigen Rezeptoren VEGFR-1/FlIt-1, VEGFR-2/Flk-1 und VEGFR-3/Flt-4
identifiziert. Auch Placenta Growth Factor (PIGF) gehért zur VEGF-Familie *. Im
adulten Organismus sind VEGFR-1 und -2 hauptsachlich auf den Endothelzellen der
Blutgefalle exprimiert, wahrend VEGFR-3 weitestgehend auf lymphatische Endothelien
beschrankt bleibt *°. VEGFR-3 wurde sogar als spezifischer Marker fiir die Identifikation
von LymphgefalRen in fetaler und adulter Haut beschrieben. Hierdurch wurde es
moglich, die Rolle der Lymphangiogenese (beispielsweise wahrend der
Tumorprogression) naher zu charakterisieren °.

VEGF-A bindet sowohl an VEGFR-1 und -2, VEGF-C und -D binden beide an VEGFR-2
und -3. Es ist bis dato nicht eindeutig bekannt, Gber welchen Rezeptor die Permeabilitat
der BlutgefaRe induziert wird; diskutiert wird VEGFR-2 %,

Fir die vorliegende Studie sollen aus der VEGF-Familie nur VEGF-A, VEGF-C und
VEGF-D eingehender betrachtet werden.

VEGF und VEGF-A sind synonyme Begriffe fur dasselbe Protein; im folgenden wird

daher der Einfachheit halber nur noch von VEGF gesprochen.

1.5.1. VEGF

VEGEF ist ein endothelzellspezifisches, homodimeres, heparinbindendes Glykoprotein
mit  potenten  angiogenetischen, mitogenen, permeabilitdtserhohenden  und
chemotaktischen Eigenschaften *. Durch molekulares Klonen wurden in S&ugetieren
bis jetzt flinf verschiedene Isoformen von VEGF (VPF/VEGF-A) mit 121, 145, 165, 189



und 206 Aminosauren identifiziert, die durch alternatives Spleilen der mRNA eines
einzelnen Gens, das aus 8 Exons zusammengesetzt ist, generiert werden und
unterschiedliche biochemische Eigenschaften und biologische Effekte aufweisen 3.
VEGF 165 scheint hierbei die wichtigste Isoform darzustellen, die die weiter unten
genannten Effekte von VEGF hauptséchlich vermittelt 2.

VEGEF spielt sowohl in der physiologischen als auch in der pathologischen Angiogenese

eine bedeutsame Rolle.

Embryonalphase:

Zwei Studien konnten demonstrieren, dass VEGF in Mausen eine essentielle Funktion
wahrend der embryonalen Vaskulogenese und Angiogenese besitzt ** **. Die
Inaktivierung eines einzelnen VEGF-Allels resultierte im Tod der Embryonen am 11.
und 12. Tag. Sie boten eine Reihe von Entwicklungsanomalien sowie eine defiziente
Vaskularisierung in einigen Organen. Zusatzlich war nur ein irregularer Plexus aus
erweiterten Kapillaren im Dottersack und in der Plazenta vorhanden, was nahelegt,
dass VEGF sowohl die Vaskulogenese als auch die frihe Angiogenese reguliert. In den
homozygot VEGF-defizienten Embryonen war die GefalRentwicklung noch schwerer
beeintrachtigt, so dass die Autoren davon ausgingen, dass flr eine normale
Gefallentwicklung zwei intakte Allele notwendig sind. In einer weiteren Studie wurden
aus Huhnerembryonen eine Population Mesodermzellen isoliert, die allesamt VEGFR-2
exprimierten. In der Gegenwart von VEGF waren diese Zellen in der Lage, sich zu
Endothelzellen zu differenzieren, was zu der Annahme fihrte, dass VEGF das

entscheidende Signal fiir Himangioblasten zur endothelialen Differenzierung ist *°.

Physiologische Angiogenese:

Postnatal kommt VEGF im gesunden Organismus eine Rolle im Rahmen der
physiologischen Aufgaben der Angiogenese zu. Es wurde beispielsweise im Ovar
wahrend der Gelbkérperentstehung entdeckt “6 und wahrend der proliferativen Phase
der Wundheilung nachgewiesen *’. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass VEGF auch in
der Lage ist, Uber Bindung an VEGF-Rezeptoren eine Mobilisation von
hamatopoietischen Stammzellen aus dem Knochenmark, eine Chemotaxis von
Monozyten, eine  osteoblastenvermittelte =~ Knochenneubildung sowie eine

Neuroprotektion zu bewirken 48 49,



Pathologische Angiogenese:

Auch bei der Entstehung von Krankheiten, die mit einer pathologischen Angiogenese
einhergehen, wie z.B. die rheumatoide Arthritis oder die Neovaskularisation bei
diabetischer Retinopathie und anderen ischamischen Retinaerkrankungen, wurde

VEGF eine bedeutsame Rolle zugeschrieben °%°'.

Der Einfluss von VEGF auf die Tumorentstehung und -progression war in den letzten
Jahren Thema vieler wissenschaftlicher Untersuchungen. Blutgefae in Tumoren sind
ungeordnet strukturiert und von Defekten durchsetzt; hierdurch verlangsamt sich der
Blutstrom und der interstitielle Flussigkeitsdruck steigt. Es kommt zur Ausbildung von
hypoxischen Regionen, wodurch die VEGF mRNA-Expression der Endothelzellen
hochreguliert wird *2. Das gebildete VEGF erhoht die Durchlassigkeit der Gefale und

erzeugt Fenestrierungen in ihnen % >

Dadurch wird die Auswanderung von
Plasmaproteinen und anderen Makromolekullen aus den TumorgefaRen begunstigt, was
zur Bildung eines Fibringels fuhrt. Dieses wiederum formiert sich als neue,
provisorische Matrix, die das Wachstum von Endothelzellen und Fibroblasten und damit
die Bildung von neuen BlutgefaRen unterstiitzt *>. VEGF induziert zusétzlich die
Proliferation, Aussprossung und Migration von Endothelzellen und regt diese an, sich zu
Schlauchen zu formieren “®. AuRer durch die sich im wachsenden Tumor ohne
suffiziente GefalRversorgung entwickelnde Hypoxie wird die VEGF-Bildung auch durch
eine Anamie, eine niedrige Glucosekonzentration und einen niedrigen pH-Wert

stimuliert > ¢

, welche ebenfalls Folgen unzureichender Durchblutung darstellen.

Eine VEGF-Expression wurde in zahlreichen Tumorzelllinien sowohl in vitro als auch in
vivo nachgewiesen, wobei die Rezeptoren fur VEGF nur in den peritumoralen Kapillaren
und nicht in den Endothelien des gesunden Gewebes erschienen *’. Da die Expression
der Gene flir VEGFR-1 und -2 auf Endothelien durch Gewebehypoxie in Kombination
mit einer lokal erhdhten VEGF-Konzentration heraufreguliert wird *°, deutet dies darauf
hin, dass VEGF von den Tumorzellen selbst gebildet wird, um die Voraussetzung fur die
Expansion des Tumors, namlich eine ausreichende Durchblutung, herzustellen. Es
konnte weiterhin ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen der intratumoralen
VEGF-Konzentration und erhdhter Mikrogefalidichte beim Mammakarzinom hergestellt

werden, was die proangiogenetische Wirkung des VEGF unterstreicht 8.
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Eine erhohte Expression von VEGF mRNA wurde in den Zellen von zahlreichen
boésartigen Tumoren, darunter Ovarial-, Lungen- und Kkolorektales Karzinom,
nachgewiesen %961 Teilweise wurde auch eine positive Korrelation zwischen der VEGF
MmRNA-Expression im Tumor und der Invasionstiefe, der Metastasenprasenz und der

60. 1 Dies lasst darauf

Prognose fir rezidivfreies und Gesamtuberleben gefunden
schlieen, dass die Fahigkeit eines Tumors, VEGF zu bilden, seine maligne Potenz
entscheidend beeinflussen kdnnte.

Seit Uber 10 Jahren ist es mdoglich, nicht nur die VEGF mRNA-Expression der
Tumorzellen selbst zu bestimmen, sondern auch die Konzentration des im Blutkreislauf
zirkulierenden VEGFs zu messen. Es stellte sich heraus, dass Karzinompatienten

62 n

héhere VEGF-Serumkonzentrationen als gesunde Kontrollgruppen aufwiesen
einer weiteren Studie wurden die VEGF-Konzentrationen in den Sera von Patientinnen
mit Ovarialkarzinom untersucht ®3; diese waren signifikant hoéher als in einer
Kontrollgruppe mit Tumoren niedriger Malignitat oder benignen Kystadenomen. Nach
erfolgreicher Entfernung der Ovarialkarzinome sanken die VEGF-Level im Serum
wieder ab, wodurch das Serum-VEGF in die Nahe eines suffizienten Tumormarkers
geruckt wurde, der sich mdglicherweise zur Therapieliberwachung (zumindest des
Ovarialkarzinoms) eignen kénnte.

Wenn es andererseits moglich ware, den Effekt von VEGF zu antagonisieren, musste
dies zu einer Regression des Tumors fluhren; und mit solch einer antiangiogenetischen
Therapie sind bereits beim kolorektalen und Mammakarzinom gute Erfolge erzielt
worden: Bevacizumab, ein VEGF-blockierender Antikérper, ist inzwischen zur

Behandlung dieser Karzinome im metastasierten Stadium zugelassen worden “? 45,

1.5.2. VEGF-C und VEGF-D

VEGF-C und -D stellen eine eigene Untergruppe in der VEGF-Familie dar, da sie beide
sowohl eine sehr ahnliche VEGF- Homologiedomane und lange N- und C-terminale

Auslaufer besitzen als auch an dieselben Rezeptoren, namlich VEGFR-2 und -3, binden
66, 67
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e VEGF-C

VEGF-C wurde 1996 als erster Ligand fiir VEGFR-3/FlIt-4 identifiziert °®. VEGF-C wird
als Prapropeptid produziert und dann proteolytisch zu einer reifen Form in Gestalt eines
Homodimers von ungefahr 40 Kilodalton prozessiert. Diese Prozessierung erhoht die
Affinitat von VEGF-C fir VEGFR-3 um das 400-fache, an VEGFR-2 kann jedoch nur
das vollstandig prozessierte VEGF-C binden .

Die vorwiegende Expression von VEGFR-3 auf lymphatischen Endothelzellen deutet
darauf hin, dass VEGF-C vor allem die Neubildung von Lymphgefal3en induziert, was
durch nachfolgende Untersuchung bestatigt werden konnte: Uberexprimiert in der Haut
von transgenen Mausen stimulierte VEGF-C fast ausschlie3lich die Lymphangiogenese

% sodass mit VEGF-C der erste lymphangiogenetische Faktor entdeckt wurde °* ™.

Embryonalphase/Physiologische Bedeutung:

Die Rolle von VEGF-C wahrend der Embryogenese wurde durch die Ausschaltung des
VEGF-C-Gens bei Mauseembryonen untersucht, was in ihrem Tod resultierte; die
Zellen differenzierten sich zwar entlang der lymphatischen Linie, sie konnten jedoch
keine suffizienten LymphgefaRe bilden ”". Dies lasst auf eine essentielle Funktion von
VEGF-C wahrend der Embryogenese schlief3en.

Die Beobachtung, dass die VEGF-C-Expression in Endothelzellen durch
proinflammatorische Zytokine induziert wird, lasst annehmen, dass die Funktion der
Lymphgefalle, wahrend einer Entzindungsreaktion die Immunfunktion und die

Leukozytenwanderung zu kontrollieren, durch VEGF-C reguliert sein kdnnte 42,

Pathologische Lymphangiogenese:

Im Rahmen von Tumorerkrankungen wurde VEGF-C vor allem eine Rolle bei der
lymphogenen Metastasierung zugeschrieben, und diese Annahme wurde durch eine
Reihe von Untersuchungen bekraftigt. Joukov und Kollegen beschrieben die Fahigkeit
von VEGF-C, die Permeabilitdt von Lymphgefallen zu erhéhen und so eventuell die
Invasion von Tumorzelllen zu erméglichen ®®. Andere Autoren zeigten dariiber hinaus,
dass eine Uberexpression von VEGF-C auch neues LymphgefaRwachstum in
experimentellen Tumoren induziert. Hierzu erzeugten sie VEGF-C mRNA-
Uberexprimierende Zellen des MCF-7- Mammakarzinoms, die dann orthotopisch in

weibliche Mause mit schwerer kombinierter Immundefizienz eingesetzt wurden. In den
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sich entwickelnden Tumoren wurde ein signifikantes Tumorwachstum (aber geringer als
bei VEGF) und eine starke Entwicklung von LymphgeféaRen, jedoch nicht von
Blutgefalden, beobachtet. Im Gegensatz dazu fehlten VEGF mRNA-Uberexprimierenden
und Kontrolltumoren fast komplett jegliche lymphatische Gefale. Diese Beobachtungen
legten nahe, dass VEGF-C, das von Tumorzellen produziert wird, das Wachstum von
Lymphgefalten hervorrufen und somit die intralymphatische Streuung von Tumorzellen
ermdglichen koénnte 2 Diese Hypothese konnte durch weitere Untersuchungen, auch
an nicht-experimentellen Tumoren, gestutzt werden: Es konnte ein direkter
Zusammenhang zwischen der durch VEGF-C erhoéhten Lymphgefaldichte und der
Lymphknotenmetastasierung bei doppelt transgenen Mausen hergestellt werden 2.
Beim Magenkarzinom wurde eine positive Korrelation zwischen der VEGF-C mRNA-
Expression im Tumorgewebe und dem Ausmald der Tumorinfiltration sowie der
lymphatischen Invasion und der Prasenz von Lymphknotenmetastasen gefunden ™.
Auch bei Prostatakarzinompatienten, die Lymphknotenmetastasen aufwiesen, war die
VEGF-C mRNA-Expression im Tumorgewebe hdher als bei den Patienten ohne
befallene Lymphknoten " und VEGF-C stimulierte ebenso die Metastasenentwicklung
in eigentlich wenig invasiven, dstrogenabhangigen MCF-7- Mammakarzinomen "¢, um

nur einige Beispiele zu nennen.

Seit wenigen Jahren existiert ein enzymgebundener Immunoassay-Test, mit dem die
VEGF-C-Konzentration im Blutserum bestimmt werden kann, was erstmals 2003 bei
Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom untersucht wurde. Patienten mit
bereits befallenen Lymphknoten wiesen hohere VEGF-C-Serumkonzentrationen auf als
Patienten ohne Lymphknotenmetastasen, aufgrund dessen die Autoren die VEGF-C-
Serumkonzentration als zuverlassigen Marker fur den Lymphknotenbefall beim nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom beschrieben 7’. Desweiteren hat VEGF-C auch eine
angiogentische Potenz und ist, hauptsachlich tUber seinen Rezeptor VEGFR-2, in der
Lage, proliferative, migrative und chemotaktische Reize auf Endothelzellen auszutben
sowie, ebenso wie VEGF, die Permeabilitit von BlutgefaRen zu erhdhen °® 8. Diese
angiogenetische Funktion scheint jedoch der lymphagiogenetischen Bedeutung von

VEGF-C untergeordnet zu sein.
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e VEGF-D

1997 wurde erstmals Uber das molekulare Klonen von menschlichem VEGF-D be-
richtet, das zu 23,3 % mit VEGF-C identisch ist "°. Das VEGF-D-Homolog der Maus
stellte sich kurz zuvor als identisch mit dem c-fos-Induced Growth Factor (FIGF) heraus,
welcher, aktiviert durch das Protoonkogen c-fos, die Zelltransformation und/oder
maligne Progression von Tumoren stimuliert 8 VEGF-D wird initial als
Prakursorprotein, das N- und C-terminale Propeptide und eine zentrale,
rezeptorbindende VEGF-Homologiedomane enthalt, synthetisiert °" Diese Propeptide

werden dann, ahnlich wie VEGF-C, proteolytisch zu einer reifen Form prozessiert 8

Physiologische Bedeutunq :

Uber die physiologische Rolle des VEGF-D herrscht noch keine abschlieRende Klarheit.
VEGF-D fand sich sowohl im vaskularen Endothel als auch im Herz, Skelettmuskel, in
der Lunge sowie im Dunn- und Dickdarm exprimiert. Es stellte sich in einigen Studien
als potenter angiogenetischer Faktor heraus, der in der Lage war, die Migration und
Proliferation von Endothelzellen in vitro und in vivo zu stimulieren ® ®. Dies erscheint
naheliegend durch die Tatsache, dass VEGF-D an VEGFR-2 binden kann. Bei
transgener Uberexpression stimulierte VEGF-D jedoch wiederum nur die
Lymphangiogenese und rief keine Neubildung von BlutgefaBen hervor . Einige
Autoren spekulierten, dass es Uber VEGFR-3 in die Regulation von Wachstum und
Differenzierung des lymphatischen Endothels involviert sein kénnte . Nach Baldwin et
al. scheint es jedoch fur die Lymphangiogenese wahrend der Embryonalentwicklung
von Mausen nicht noétig zu sein, denn VEGF-D-defiziente Mause konnten ein
morphologisch und funktionell normales Lymphsystem entwickeln 8. Die Autoren zogen

daher eine mdgliche Kompensation dieser Funktion durch VEGF-C in Betracht.

Pathologische Bedeutung:

Nicht weniger widerspruchlich als die Untersuchungen zur physiologischen Rolle von
VEGF-D stellten sich diejenigen heraus, die Aufschluss Uber die Bedeutung des
Wachstumsfaktors wahrend der Tumorausbreitung erbringen sollten. Wie oben bereits
angedeutet, steht das VEGF-D-codierende Gen unter regulativer Kontrolle des
Protoonkogens c-fos, das bekannt fir seine Rolle wahrend der malignen Progression ist

8 In einem experimentellen Tumormodell wurde die Fahigkeit von VEGF-D
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beschrieben, sowohl die Angiogenese als auch die Lymphangiogenese zu stimulieren.
VEGF hingegen war nicht in der Lage, die Bildung neuer Lymphgefalde hervorzurufen.
Aus dieser Beobachtung schlossen die Autoren, dass die VEGF-D-Expression im
Tumor die Streuung seiner Zellen iber das LymphgefaRsystem fordert ®. Eine weitere
Studie untersuchte die Expression von VEGF-D und seinem Rezeptor VEGFR-3 in
Proben von normaler Darmschleimhaut, pramalignen Lasionen und kolorektalen

Karzinomen &

. Verglichen mit den untersuchten Adenomen und der normalen
Darmschleimhaut, boten die Karzinome regelmalig hohe VEGF-D-Expressionen.
Patienten mit  solch einer  hohen VEGF-D-Expression hatten Ofter
Lymphknotenmetastasen und Rezidive als Patienten mit niedriger VEGF-D-Expression.
Daruber hinaus stellte sich die VEGF-D-Expression im Tumorgewebe als unabhangiger
prognostischer Faktor fur rezidivfreies und Gesamtuberleben der Patienten dar. Eine
signifikante Korrelation zwischen der VEGF-D-Expression und der Mikrogefalidichte
bzw. vaskularen Invasion konnte jedoch nicht gefunden werden. Die Autoren sahen
diese Ergebnisse als Hinweis darauf an, dass VEGF-D im kolorektalen Karzinom eine
allenfalls nur geringe Rolle fur die Angiogenese spielen, daflir aber umso wichtiger fur
die Entwicklung und/oder Funktion der Lymphgefale sein und dadurch die
Lymphknotenmetastasierung fordern konnte.

In verschiedenen anderen Untersuchungen jedoch stellte sich die VEGF-D-Expression
z.B. beim Adenokarzinom der Lunge, beim Kolonkarzinom und beim Platten-
epithelkarzinom des Kopfes und Halses als niedriger verglichen zu gesundem Gewebe

87-89

heraus Es wurde ein Zusammenhang zwischen einer hohen VEGF-C-

Expression/niedrigen VEGF-D-Expression und einer lymphatischen Invasion bzw. dem
Vorliegen von Lymphknotenmetastasen beschrieben 8" 8 doch eine suffiziente
Erklarung hierfur fehlt. Die Autoren zogen einen eventuellen anti-metastatischen Effekt
von VEGF-D in Betracht und Onogawa und Kollegen vermuteten, dass die Reduktion
der VEGF-D-Level in der Adenom-Karzinom-Sequenz des Magenkarzinoms
moglicherweise den potenteren angiogenetischen Zytokinen VEGF und VEGF-C eine
verstarkte Bindung an ihre Rezeptoren erlauben kénnte %°. Die tatsdchliche Rolle von
VEGF-D bleibt jedoch bislang sowohl physiologisch als auch pathologisch von allen drei

behandelten Faktoren am unklarsten.
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2. Herleitung einer Aufgabenstellung

Obwohl die Inzidenz des Zervixkarzinoms in den letzten Jahrzehnten durch die
Verflugbarkeit von zytologischen Screeningprogrammen zurtiickgegangen ist, stellt die
Krankheit immer noch ein groRes Gesundheitsproblem in der ganzen Welt dar.
TumorgrofRe, Tiefe der Stromainvasion, lymphovaskulare Emboli, Parametrieninvasion
und pelvine Lymphknotenmetastasen gelten hierbei als wichtige prognostische

Faktoren °'.

In diesem Kapitel wird zunachst die Bedeutung der in der Einleitung behandelten
Themengebiete fur das Zervixkarzinom erlautert; anschlief3end folgt die Formulierung

der durch die vorliegende Studie zu prifenden Aufgabenstellungen.

2.1. Angiogenese, Lymphangiogenese und die drei

Wachstumsfaktoren VEGF, VEGF-C und VEGF-D im
Kontext des Zervixkarzinoms

Fur die Ausbreitung und die Metastasierung des Zervixkarzinoms kommt der Angio-
genese und Lymphangiogenese eine bedeutende Rolle zu, was durch folgende
Untersuchungen verdeutlicht werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass es auch hier zu der bereits oben beschriebenen
angiogenetischen ,Umschaltung“ kommt, nach der die Tumoren in der Lage sind, neue
Blutgefalle zu bilden. Die Untersuchung der Kapillardichte in dysplastischen
Zervixlasionen mithilfe des von-Willebrand-Faktors zeigte die Umschaltung in die
angiogenetische Phase bereits im CIN II-lll Stadium. Entlang der Basalmembran, die
von den neoplastischen Zellen noch nicht durchbrochen war, konnte die Bildung kleiner
GefaRe beobachtet werden %> %, Ein milder Anstieg der MikrogefaRdichte wurde bereits
im CIN |-Stadium entdeckt.

Die angiogenetische Umschaltung scheint also erstens ein notwendiger Mechanismus
fur die Tumorausbreitung und zweitens ein relativ frihes Ereignis auf dem Weg zum

20

invasiven Zervixkarzinom zu sein Mehrere Studien ermittelten in der

Tumorgefalidichte sogar einen prognostischen Faktor fur Rezidiverkrankungen und das

Uberleben der Patientinnen beim invasiven Zervixkarzinom %,
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Zusammengefasst zeigen die vorgenannten Studien die zentrale Bedeutung der
MikrogefalRdichte als Ausdruck einer stattfindenden Angiogenese fur die Entstehung

und Progression des Zervixkarzinoms auf.

Die Verknupfung dieser Erkentnisse zum angiogenetischen Wachstumsfaktor VEGF
wurde in verschiedenen Studien hergestellt, in denen in Cervikalen Intraepithelialen
Neoplasien (CIN) ein positiver Zusammenhang zwischen der Mikrogefal3dichte, dem
CIN-Stadium und der VEGF mRNA-Expression gefunden wurde 92.97 Dies kann als
Hinweis dafur gewertet werden, dass VEGF wahrend der Genese des Zervixkarzinoms
fur die verstarkte Neubildung von Blutgefalien eine bedeutsame Rolle spielt.

Auch andere Autoren beschrieben die Bedeutung von VEGF fur die maligne
Transformation der Cervix uteri, indem sie die VEGF mRNA-Expression in
Gewebeproben von Cervikalen Intraepithelialen Neoplasien und invasiven
Zervixkarzinomen untersuchten. Sie fanden einen Anstieg der VEGF mRNA-Expression
bei ansteigender Schwere der intraepithelialen Lasion, wahrend die Expression in
gesundem Zervixgewebe signifikant niedriger war. Die VEGF mRNA-Expression in CIN
[ll-Lasionen war derjenigen in den invasiven Karzinomen vergleichbar. Sie schlugen
daher die VEGF mRNA-Expression als Indikator fir den Grad der malignen
Transformation der Zervix vor %. In einer weiteren Studie wurden die VEGF-Protein-
Level in 104 Zervixkarzinomen und 30 gesunden Zervices untersucht und es wurden,
verglichen mit dem untersuchten gesunden Gewebe, héhere VEGF-Konzentrationen im
Gewebe der Karzinome gefunden. Darlber hinaus konnte auch eine Korrelation
zwischen der VEGF-Konzentration und der Tumorgrdlde sowie dem Parametrien- und
Lymphknotenbefall festgestellt werden . Die Fahigkeit von zervikalen Karzinomen,

VEGF zu bilden, scheint also eine zentrale Bedeutung fur inre Ausbreitung zu haben.

Was die tumorinduzierte Lymphangiogenese angeht, so gibt es insgesamt nur wenige
Studien, die sich mit der Untersuchung der tumorassoziierten lymphatischen
Gefaldichte in Bezug zur derjenigen im gesunden Gewebe beschaftigt haben. Fir das
Zervixkarzinom existiert eine Studie, die einen - jedoch nicht signifikanten - Trend zur
verstarkten lymphatischen GefalRdichte im Karzinomgewebe, verglichen zu normalem

90 Djes allein reicht nicht aus, um von einer

Zervixgewebe, aufzeigen konnte
Neubildung von Lymphgefalen durch das Zervixkarzinom selber auszugehen;

betrachtet man jedoch die in mehreren Studien belegte lymphangiogenetische Wirkung
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von VEGF-C 7% 72 ynd die Korrelation zwischen der VEGF-C mRNA-Expression und

der Prasenz von Lymphknotenmetastasen beim Zervixkarzinom %" 102

, SO liegt es nahe,
dass die Tumorzellen in der Lage sein kénnten, mit Hilfe von VEGF-C die Bildung neuer
Lymphgefale zu induzieren und damit die lymphatische Invasion des Tumors zu
erleichtern bzw. zu ermoglichen.

Diese Hypothese lasst sich durch weitere Untersuchungen festigen: Es wurde die
VEGF-C mRNA-Expression in verschiedenen gynakologischen Karzinomzelllinien
(Zervix-, Endometrium- und Ovarialkarzinome) bestimmt und eine signifikante
Korrelation zwischen der VEGF-C mRNA-Expression und der Anzahl der Tumorzellen,
die migrierten und infiltrierten, gefunden. Die Autoren vermuteten daher, dass
Tumorzellen, die VEGF-C mRNA in hohem Male exprimieren, aufgrund ihrer Fahigkeit,
sowohl Gewebebarrieren zu durchdringen als auch die Lymphangiogenese zu
stimulieren, ein hdheres metastatisches Potential haben kénnten '%.

Darlber hinaus zeigte sich fur Patientinnen mit stark VEGF-C mRNA-exprimierenden
Tumoren eine schlechtere Prognose '".

Die vorgenannten Untersuchungen weisen also daraufhin, dass VEGF-C auch beim
Zervixkarzinom eine lymphangiogenetische Potenz zu besitzen scheint und dadurch
wahrscheinlich in der Lage ist, eine lymphogene Metastasierung hervorzurufen bzw. zu

erleichtern.

Was die Rolle von VEGF-D in der zervikalen Karzinogenese betrifft, so existieren hierzu
bislang kaum Daten. Einige Autoren fanden eine héhere Expression in CIN lll-Lasionen
als in CIN I- oder CIN Ill-Lasionen, was darauf hindeutet, dass VEGF-D die
Endothelzellen in prdinvasiven Stadien stimuliert '®. Ob es jedoch einen
Zusammenhang mit dem Ausmall der Iymphatischen Invasion bzw. der
Lymphknotenmetastasierung gibt, wie es fir VEGF-D als lymphangiogenetischen

Faktor denkbar ware, bleibt unklar.
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2.2. Aufgabenstellung

Die Konzentration der drei Angio-/Lymphangiogenesefaktoren im
Zervixkarzinomgewebe selbst war bislang schon Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. Die drei Faktoren lassen sich jedoch nicht nur dort nachweisen,
sondern ebenfalls im zirkulierenden Blut. Wenn man davon ausgeht, dass diese
Faktoren wesentlich zur Ausbreitungsfahigkeit des Zervixkarzinoms beitragen und dass
das Karzinom die drei Faktoren in das Blut sezerniert, so musste sich die Hohe der dort
gemessenen Konzentrationen mit der fortschreitenden Ausbreitung des Tumors
verandern. Fur das VEGF ist bereits gezeigt worden, dass seine Konzentration im
Serum von Patientinnen mit Zervixkarzinom signifikant hoher war als im Serum von
gesunden Frauen '®. In einer weiteren Studie wurden die VEGF- und VEGF-C-Level im
Blut von Patientinnen mit einem Plattenepithelkarzinom der Zervix bestimmt. Es fand
sich ein signifikanter Anstieg der jeweiligen Konzentration mit dem FIGO-Stadium und
der Tumorgrofe. Nach erfolgter Behandlung sanken die Werte wieder signifikant ab,
sodass die Autoren einen potentiellen Nutzen beider Parameter als Tumormarker in
Aussicht stellten "%,

Insgesamt ist die Datenlage hierzu jedoch durftig und was VEGF-D betrifft, so gibt es
bislang kein Studienmaterial, welches sich mit der Blutkonzentration dieses Faktors bei
Frauen mit Zervixkarzinom beschaftigt. Die vorliegende Arbeit soll deshalb den Nutzen
der Bestimmung der Konzentrationen dieser drei Angiogeneseparameter im
zirkulierenden Blut fur die Diagnostik und Therapie des Zervixkarzinoms genauer
beleuchten. Hierzu wurden Blutproben von 125 Patientinnen entnommen, bei welchen
entweder eine prakanzerése Dysplasie der Zervix (CIN I-lll), ein invasives
Zervixkarzinom oder ein Rezidiv eines Zervixkarzinoms nachgewiesen worden ist. Aus
diesen Proben wurden die Konzentrationen von VEGF, VEGF-C und VEGF-D ermittelt
und auf einen mdglichen Zusammenhang mit verschiedenen histo- bzw. klinisch-
pathologischen Parametern untersucht. Weiterhin interessierte eine mogliche
Auswirkung der Faktorenkonzentrationen auf das Uberleben der Patientinnen sowie die
Eignung dieser Unterschung zur Aufdeckung maligner Zervixprozesse.

Es wird angenommen, dass die VEGF-Konzentration im Plasma aufgrund der
angiogenetischen Potenz von VEGF mit dem Tumorstadium und der Blutgefalinvasion
korreliert, wahrend fir VEGF-C eher ein Einfluss auf die Invasion von Lymphgefallen

sowie auf die Prasenz von Lymphknotenmetastasen vermutet wird.
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Fur das VEGF-D hingegen existieren einerseits bislang noch wenig Studien im
Zusammenhang mit dem Zervixkarzinom; andererseits wird seine Bedeutung in der
Tumorgenese allgemein kontrovers diskutiert (karzinogener vs. protektiver Effekt),
sodass in dieser Arbeit seine Rolle zumindest fur das Zervixkarzinom etwas besser
geklart werden soll. Daruberhinaus interessiert ein moglicher Zusammenhang zwischen
VEGF-D und VEGF-C, der bereits durch einige Untersuchungen an anderen
Karzinomen nahegelegt wurde &7 %8,

Kann fur die Konzentrationen der drei Faktoren im Blut ein positiver Zusammenhang mit
den klinisch-pathologischen Parametern hergestellt werden, oder vermag die Hohe der
Faktorenkonzentrationen sogar zwischen nicht invasiven und invasiven Prozessen zu
unterscheiden, so wurde dies einen entscheidenden Fortschritt in der Diagnostik sowie
in der Therapieplanung und -Uberwachung bedeuten, da suffiziente Tumormarker fur

das Zervixkarzinom bislang fehlen.
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Zusammengefasst lassen sich folgende Fragen formulieren:

1. Gibt es signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen ,CIN, ,invasives
Karzinom* und ,Rezidiv* hinsichtlich der Plasma- bzw. Serumkonzentration der
drei Angio-/Lymphangiogenesefaktoren VEGF-A (VEGF), VEGF-C und VEGF-
D?

2. Gibt es hinsichtlich der Plasma-/Serumkonzentrationen der drei Angio-
/Lymphangiogenesefaktoren  signifikante  Unterschiede = zwischen  den
histologischen Subtypen (Plattenepithel-, Adeno-, Adenosquamdses Karzinom)?

3. Gibt es einen signifikanten Konzentrationsunterschied der drei Angio/Lymph-
angiogenesefaktoren hinsichtlich der Prognosefaktoren N (Lymphknoten-
metastasen), M (Fernmetastasen), L (Invasion der Lymphgefalie), V (Venen-

invasion) bzw. des Grades der Tumordifferenzierung (G)?

4. Gibt es hinsichtlich der Konzentrationen der Angio-/Lymphangiogenesefaktoren

signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen FIGO-Stadien und Rezidiv?

5. Unterscheiden sich die Vorstadien CIN I-lll signifikant bezlglich der Konzen-

trationen der Angio-/Lymphangiogenesefaktoren?

6. Wie beeinflusst die Hohe der Konzentrationen der drei Parameter das rezidivfreie

und Gesamtuberleben der Patientinnen?

7. Gibt es eine Korrelation der Konzentrationen der drei Angio-/Lymphangio-

genesefaktoren untereinander?
8. Mit welcher Sensitivitat gelingt es, Uber die Plasma-/Serumkonzentrationen der

drei Angio-/Lymphangiogenesefaktoren einen invasiven von einem nicht

invasiven Prozess zu unterscheiden?
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3. Methoden

In diesem Kapitel sollen die zur Prufung der o.g. Fragestellungen notwendigen Unter-
suchungsmethoden erlautert werden. Hierzu wird zunachst auf die Patientinnen-
rekrutierung eingegangen; anschlieend werden die verwendeten laborchemischen und

statistischen Analysemethoden dargestellt.

3.1. Patientinnen

Zwischen 2002 und 2005 wurden in der Frauenklinik der Charité, Universitatsmedizin
Berlin, Campus Mitte, Blutproben von insgesamt 125 Patientinnen mit verschiedenen
Krankheitsstadien entnommen. Von insgesamt 50 festgestellten prakanzerdsen
Lasionen befanden sich 7 Patientinnen im CIN |-Stadium, 8 Patientinnen im CIN II- und
35 Patientinnen im CIN [lI-Stadium. Bei 51 Patientinnen wurde ein invasives Karzinom
der Zervix festgestellt, davon wurde nach den Richtlinien der Fédération Internationale
de Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) fur 22 Patientinnen ein FIGO [-, fir 13
Patientinnen ein FIGO II-, ebenfalls fur 13 ein FIGO IlI- und fir 3 Patientinnen ein FIGO
IV-Stadium klassifiziert. Bei 24 Patientinnen wurde ein Rezidiv nachgewiesen. Eine

ausfuhliche Beschreibung der Stichprobe findet sich im Ergebnisteil.
Folgende Einschlusskriterien mussten erflllt sein:
o Vorliegen einer Zervixkarzinomvorstufe (Cervikale Intraepitheliale Neoplasie,
Grad |I-lll), eines invasiven Zervixkarzinoms (FIGO I-IV) oder eines

Zervixkarzinomrezidivs mit jeweiliger histopathologischer Bestatigung

e Entnahme der Blutproben jeweils bei Diagnosestellung, also vor Beginn einer

Therapie bzw. bei Diagnose des Rezidivs

e Vorliegen einer von der Patientin unterschriebenen Einverstandniserklarung zur

Verwendung ihrer Blutproben und Krankenakten zu Forschungszwecken
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Als Ausschlusskriterium wurde definiert:

e Vorhandensein einer anderen malignen Erkrankung in den letzten funf Jahren

Da VEGF wahrend des Gerinnungsprozesses von Thrombozyten freigesetzt wird und
eine signifikante Korrelation zwischen der Plattchenzahl und der VEGF-Konzentration

im Serum gefunden wurde '’

, wurde die Bestimmung der VEGF-Konzentration im
Plasma vorgenommen, um  Verfalschungen der Resultate durch die
thrombozytenbedingte VEGF-Sekretion zu vermeiden. Die Werte fir VEGF-C und -D

dagegen wurden jeweils im Serum bestimmt.

Aus den jeweiligen Krankenakten wurden folgende Daten entnommen: Alter,
Menopausenstatus, Rauchverhalten, erfolgte Therapie, Body-Mass-Index und im Falle
der invasiven Karzinome histologischer Subtyp, histologische Differenzierung, Vorliegen
von Lymphknoten- und Fernmetastasen, Lymphgefal3- oder vendser Invasion der
Tumorzellen. Dartberhinaus wurde fur die Rezidivpatientinnen die rezidivfreie Zeit
ermittelt und ein Follow-up Uber einen Zeitraum von 24 Monaten bezuglich des

Uberlebens durchgefiihrt.

3.2 Ethische Aspekte

Im Rahmen dieser Studie bestanden keine ethischen Probleme, da es sich lediglich um
eine Auswertung von Blutproben handelte, wodurch weder die Behandlung noch der
Krankheitsverlauf der Patientinnen beeinflusst wurde. Desweiteren erklarten sich alle
Patientinnen schriftlich mit der Verwendung ihrer Blutproben und der dazugehdrigen

personlichen Daten zu Foschungszwecken einverstanden.
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3.3. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Konzentrationen von VEGF, VEGF-C und -D im Blut der Patientinnen wurden mit
Hilfe der ELISA-Technik ermittelt, deren Prinzip und Durchfuhrung im Folgenden
dargestellt wird:

Die ELISA-Methode wurde in den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts entwickelt
und stellt eine sensitive Methode zur Auffindung und Quantifizierung gesuchter
Antigene bzw. Antikdrper in einer Vielzahl von biologischen Proben (wie z.B. Serum,
Plasma oder auch Zellkulturen) auf immunologischer Basis dar.

Fir die hier bendtigten Bestimmungen wurde die sog. ,Sandwich-Technik angewandt,
die eine spezielle Form des ELISA-Tests darstellt.

Hierbei ist ein jeweils fur VEGF, VEGF-C und -D spezifischer Antikdrper an einer festen
Phase, namlich den Boden einer Mikrotiterplattenvertiefung, adsorbiert. Der
Wachstumsfaktor, der hierbei als Antigen fungiert, bindet an den festen Antikdrper. An
diesen Antikdrper-Antigen-Komplex bindet in einem nachsten Schritt wiederum ein
zweiter, fur das Antigen spezifischer Antikdrper, an den wiederum ein farbendes
Konjugat bindet. Als Folge verfarbt sich die Probe. Die Starke der Verfarbung, die mit
Hilfe der Messung der optischen Dichte quantifiziert werden kann, verhalt sich
proportional zu der Konzentration des zu bestimmenden Faktors in der Probe. Hierbei
ist es wichtig, dass Antikdrper und Antigen nicht von derselben Spezies stammen, da
sonst Bindungen der Antikorper untereinander zu einem falsch positiven Testergebnis
fuhren kénnen.

Um aus der optischen Dichte die VEGF (bzw. VEGF-C, VEGF-D)-Konzentration einer
Probe zu ermitteln, wird aus einer Verdunnungsreihe mit bekannten Konzentrationen
eine Eichkurve erstellt (siehe unten), anhand derer dann auch die unbekannten VEGF
(bzw. VEGF-C, VEGF-D)-Konzentrationen bestimmt werden kdnnen.
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Abbildung 1 stellt das Messprinzip graphisch dar:

Sandwich (ELISA)

ELISAs work on the principle that two antibodies "sandwich" the
analyte to be measured (Fig. 2). This format is typically used to
measure large molecules. Both the capture and detection antibodies
are typically in excess compared to the amount of antigen in the
sample.

Figure 2.

Analyte-specific antibody (capture
antibody) is pre-coated onto a
microplate. The sample is added
and any analyte present is bound
by the immobilized antibody.

Well coated with antigen-specific antibody

¢ Incubate and wash

An enzyme-linked analyte-specific
HRP eo HRP HRP detection antibody binds to a
}\ S\ $\ second epitope on the analyte
forming the analyte-antibody
Y { { complex.

¢ Incubate and wash

Color

Substrate\_/4

Substrate is added and converted by
the enzyme, thereby producing a
color product in proportion to the
amount of analyte bound in the initial
reaction (signal increases as analyte
concentration increases).

Abbildung 1: Messprinzip des ELISA-Verfahrens (aus R&D Systems: Overview of
Immunoassay Technology)

3.3.1. Bestimmung von VEGF-C

Die Konzentration von VEGF-C im Serum wird mit Hilfe eines Sandwich-ELISA-Tests

der Firma IBL bestimmt. Die einzelnen Schritte sind im Folgenden dargestellt:
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Vorbereitung:

1.

Zunachst wird der Waschpuffer zubereitet, indem 50 ml des konzentrierten

Waschpuffers mit 1,95 ml destilliertem Wasser verdinnt werden.

Der konjugierte Antikoérper (ein HRP (horseradish peroxidase)-konjugiertes, anti-
humanes VEGF-C IgG des Hasen) wird mit den 10,5 ml der fir ihn mitgelieferten
Lésung versetzt und 5 min. bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wird
die Losung sanft und vollstandig vermischt. Dieser Schritt sollte unmittelbar vor

seiner Applikation erfolgen.

Die vom Hersteller gelieferte Standardldsung wird mit 0,5 ml destilliertem Wasser

versetzt, die Konzentration von VEGF-C betragt nun 12000 pg/ml.

. Nun wird eine Verdinnungsreihe der Standardldsung zur Ermittlung einer

Eichkurve zubereitet. Dazu werden in acht kleine Rohrchen jeweils 230 ul des
EIA-Puffers gefullt. Nun werden in das erste Rohrchen 230 pl der
Standardlésung (die eine Konzentration von 12000 pg/ml VEGF-C enthalt)
geflllt, sodass sich in diesem Réhrchen nun eine Konzentration von 6000 pg/ml
ergibt. Daraufhin werden aus dem ersten Réhrchen wiederum 230 pl der Lésung
entnommen und dem zweiten Rdhrchen zugefuhrt. Hierbei resultiert nun eine
Konzentration von 3000 pg/ml VEGF-C. Analog wird mit den weiteren Réhrchen

verfahren, sodass folgende Konzentrationen entstehen:

3. Roéhrchen: 1500 pg/ml
4. Rohrchen: 750  pg/ml
5. Réhrchen: 375  pg/ml
6. Réhrchen: 187,5 pg/ml
7. Rohrchen: 93,75 pg/ml.

Rohrchen 8 enthalt ausschlieRlich den EIA-Puffer und dient als Nullwert

5. Die zu testenden Proben ebenfalls mit dem EIA-Puffer 1:10 verdunnt (30 ul der

Probe auf 270 ul EIA-Puffer)
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Messung:

1.

Alle Reagenzien werden etwa eine halbe Stunde vor Gebrauch auf

Raumtemperatur gebracht und sanft und vollstandig gelost.

Es werden Vertiefungen fir die zu testenden Proben, die Verdinnungsreihe der
Standardlésung (Réhrchen 1-7) sowie die Nullprobe (Réhrchen 8) festgelegt und
in jede Vertiefung 100 ul der jeweiligen Probe pipettiert. Es werden fur alle
Proben Doppelbestimmungen vorgenommen, um die Testergebnisse zuver-

lassiger zu machen.

Die gesamte Platte wird nun abgedeckt und eine Stunde bei 37°C inkubiert. In
dieser Zeit bindet nun das in der Probe vorhandene VEGF-C an den festen

Antikorper.

Der nicht an die Antikdrper gebundene Rest der Proben wird nun entfernt, indem
jede Vertiefung der beschichteten Platte mit Hilfe des Waschpuffers gewaschen
wird. Der Waschpuffer wird hierzu mit einer Multikanalpipette in jede Vertiefung
appliziert, nach 15-30 Sekunden wird die Uberstehende Flissigkeit ausgekippt.
Hierbei wird darauf geachtet, dass moglichst jegliche FlUssigkeit aus der
Vertiefung entfernt wird. Diese Prozedur wird mindestens sieben Mal wiederholt;
nach dem letzten Mal wird die Platte auf einem Papierhandtuch ausgeklopft, um

die letzte FlUssigkeit aus den Vertiefungen zu entfernen.

Nun wird in jede Vertiefung 100 pl des konjugierten Antikdrpers pipettiert und die
Platte wiederum abgedeckt 30 Minuten bei 4°C inkubiert. In dieser Zeit bindet
der konjugierte Antikérper an das bereits an den festen Antikdrper gebundene
VEGF-C.

Die beschichtete Platte wird nun neun Mal in der gleichen Weise wie unter 4.

gewaschen, um die nicht gebundenen konjugierten Antikorper vollstandig aus

den Vertiefungen zu entfernen.
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7. Jetzt wird den Vertiefungen jeweils 100 pl des farbenden Agens (Tetramethyl-
benzidin) zugesetzt und die gesamte Platte bei Raumtemperatur 30 Minuten im
Dunkelheit stehen gelassen. Wahrend dieser Zeit bindet das Tetramethyl-
benzidin an das Konjugat des zweiten Antikdrpers und farbt die Losung umso

starker blau, je mehr VEGF-C in der Vertiefung gebunden worden ist.

8. Zuletzt wird in jede Vertiefung 100 ul der Stopldsung pipettiert. Dadurch entsteht
ein Farbumschlag in gelb. Innerhalb von 30 Minuten nach Applikation der
Stoplésung wird die optische Dichte der jeweiligen Vertiefung mit Hilfe eines
Enantiometers bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.

Auswertung der Testergebnisse:

Die Absorption der Nullwertprobe (Réhrchen 8) wird von den jeweiligen Absorptionen
aller unbekannten Proben sowie der Verdinnungsreihe der Standardlésung abgezogen.
Nun wird die Eichkurve erstellt, indem alle bekannten VEGF-C-Konzentrationen der
Standardreihe (x-Achse) der jeweiligen optischen Dichte (y-Achse) auf log-log-Papier
graphisch gegenubergestellt werden. Die unbekannten Konzentrationen der zu
testenden Proben kénnen jetzt mit Hilfe der jeweiligen Absorption an der Eichkurve

abgelesen werden. Zur Veranschaulichung dieses Verfahrens dient Abbildung 2.

SerumfPlasma Assay
10

Optival Dansity

0.1

0.01 Lol Lol Lol
10 100 1000 10000

human ¥YEGF-C Concentration {pg/mL)

Abbildung 2: Beispielhafte Eichkurve (aus R&D Systems: Quantikine®, Human
VEGF-C Immunoassay, Catalog Number DVECO00)
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Die ermittelten Konzentrationen werden aufgrund der vorgenommenen Verdlinnung mit

zehn multipliziert, um den tatsachlichen Wert zu erhalten.

Prazision des verwendeten Tests:

Intra-Assay-Prazision:

3 Proben bekannter Konzentration wurden von der Firma IBL 21 Mal auf derselben
Platte bestimmt. Die durchschnittliche Streuung zwischen den einzelnen Bestimmungen
betrug 6%; 6,7% und 5,5%.

Inter-Assay-Prazision:

Jeweils 3 Proben bekannter Konzentration wurden von IBL auf 16 verschiedenen
Platten getestet. Die durchschnittliche Streuung der ermittelten Werte betrug 7,8%;
7,1% und 7,4%.

3.3.2. Bestimmung von VEGF und VEGF-D

Die Konzentrationen von VEGF und VEGF-D werden mit einem Sandwich-ELISA-Test
der Firma R&D Systems bestimmt. Dieser Test beruht auf dem gleichen Prinzip wie der
oben beschriebene Test zur Bestimmung von VEGF-C, die Inhaltsstoffe sind jedoch
leicht unterschiedlich. Diese Unterschiede sollen im folgenden ausgearbeitet werden,
wobei auf die Wirkungsweise des Tests hier nicht noch einmal so ausflihrlich

eingegangen wird.
Vorbereitung:
1. Da VEGF auch im Speichel vorhanden ist, wird wahrend der Testdurchfihrung ein

Mundschutz getragen, um eine Ergebnisverfalschung zu vermeiden.

2. 20 ml des vollstandig gelosten konzentrierten Waschpuffers werden mit 480 ml

destilliertem Wasser auf 500 ml aufgefullt.

3. Die Farbreagenzien A und B werden in gleichen Volumina 15 Minuten vor

Gebrauch miteinander gemischt. Sie missen lichtgeschutzt stehen.
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4. Verdunnungsreihe fur die Standardlosung von VEGF:
Das Standard-VEGF wird in 1 ml Kalibratorlosung Uber 15 Minuten gelost und hat
nun eine Konzentration von 2000 pg/ml. In sechs kleine Réhrchen werden nun
jeweils 500 ul Kalibratorlosung gefullt. Aus dem Glaschen mit der Standardldsung
werden 500 pl in das erste Rohrchen Gberfuhrt, sodass darin eine Konzentration von
1000 pg/ml VEGF entsteht. Dies ist die hochste Standardkonzentration. Analog wird

mit 6 weiteren Rohrchen verfahren, sodass sich folgende Konzentrationen ergeben:

Rdéhrchen 1: 1000 pg/ml
Roéhrchen 2: 500 pg/ml
Rohrchen 3: 250 pg/ml
Rohrchen 4: 125 pg/ml
Roéhrchen 5: 62,5 pg/ml
Roéhrchen 6: 31,25 pg/ml

Roéhrchen 8 enthalt nur die Kalibratorlosung und stellt den Nullwert dar.

N o g bk~ w D=

5. Verdunnungsreihe fur die Standardlésung von VEGF-D:

Das Standard-VEGF-D wird in 1ml destilliertem Wasser Uber 15 Minuten geldst und
hat nun eine Konzentration von 40.000 pg/ml VEGF-D. In ein R6hrchen werden 900
Ml Kalibratorldsung geflillt, in sechs weitere Rohrchen jeweils nur 500 pl. Durch
Uberfiihrung von 100 pl der 40.000 pg/ml-Lésung in das erste Réhrchen wird eine
1:10-Verdunnung hergestellt. Aus diesem Rohrchen werden wiederum 500 pl
entnommen und in das zweite Rohrchen pipettiert, sodass folgende Konzentrationen

zustande kommen:

8. Rohrchen 1: 4000 pg/ml
9. Rohrchen 2: 2000 pg/ml
10.Ro6hrchen 3: 1000 pg/ml
11.Réhrchen 4: 500 pg/ml
12.Réhrchen 5 250 pg/ml
13.Rohrchen 6: 125 pg/ml
14.Roéhrchen 7: 62,5 pg/ml

15.Rohrchen 8 enthalt nur die Kalibratorlosung und dient als Nullstandard.
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Messung:

1.

Die Plattenverteilung wird festgelegt und in jede Vertiefung wird 100 pl
Ldsungsmittel fir VEGF bzw. fir VEGF-D pipettiert.

Nun werden fur die VEGF-Bestimmungen 100 ul, fir die VEGF-D-
Bestimmungen jeweils 50 pl der Verdunnungsreihe und der Proben
unbekannter Konzentration in die vorgesehenen Vertiefungen
eingebracht. Die Platte wird mit Folie abgedeckt und zwei Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert.

Die Vertiefungen werden viermalig auf die fur VEGF-C beschriebene

Weise (siehe oben) mit Waschpuffer gewaschen.

. In jede Vertiefung werden jetzt 200 ul des polyklonalen Antikbrpers gegen

VEGF bzw. des monoklonalen Antikdrpers gegen VEGF-D hinzugefuhrt.
Beide Antikorper sind an Merettichperoxidase konjugiert. Die Platte wird
wiederum mit Folie abgedeckt und nochmals zwei Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert.

Die Vertiefungen werden vier Mal gewaschen.

. Nun wird jeder Vertiefung 200 ul der Farbelésung (bestehend aus den

Farbreagenzien A und B) zugesetzt und die Platte in Dunkelheit fur 30

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

. In jede Vertiefung der Platte wird 50 pl Stoplésung gegeben und innerhalb

von 30 Minuten im Enantiometer die optische Dichte der Proben bei einer

Wellenlange von 450 nm bestimmt.

Auswertung der Testergebnisse:

Die Extinktion des Nullstandards wird wiederum von den anderen Werten subtrahiert,

es wird eine Eichkurve auf die schon oben beschriebene Weise erstellt (beispielhafte

Abbildung siehe oben) und die unbekannten Konzentration an der Kurve abgelesen.
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Prazision der verwendeten Tests:

Intra-Assay- Prazision:

Jeweils 3 Proben von VEGF und VEGF-D mit bekannten Konzentrationen wurden von
der Firma R&D Systems 20 Mal auf jeweils derselben Platte bestimmt. Die
durchschnittliche Streuung zwischen den einzelnen Bestimmungen betrug fir VEGF
6,7%; 4,5% und 5,1% und fir VEGF-D 6,2%; 4,2% und 2,4%.

Inter-Assay-Prazision:

Jeweils 3 Proben von VEGF und VEGF-D mit bekannten Konzentrationen wurden von
der Firma R&D Systems auf jeweils 40 verschiedenen Platten getestet. Die
durchschnittliche Streuung der ermittelten Werte betrug fur VEGF 8,8%; 7,0% und 6,2%
und fur VEGF-D 8,0%; 7,2% und 7,2%.
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3.4. Statistische Auswertung

Die durch die laborchemischen Untersuchungen und das Aktenstudium erhobenen
Daten wurden umfangreichen statistischen Analysen unterzogen. Hierzu wurde das

Statistikprogramm ,SPSS*, Version 14.0, verwendet.

Die Uberpriifung der Normalverteilung der ermittelten Faktorenkonzentrationen erfolgte
mittles des Kolmogorov-Smirnov-Tests.

Zum Vergleich zweier unabhangiger Stichproben wurde aufgrund der ordinalskalierten
Variablen der Mann-U-Whitney-Test angewendet, im Falle mehr als zwei zu

vergleichenden Stichproben kam der Kruskal-Wallis-Test zum Einsatz.

Um die Korrelation verschiedener Parameter miteinander zu prifen, musste aufgrund
der nicht normalverteilten Faktorenkonzentrationen der Rangkorrelationskoeffizient

nach Spearman berechnet werden.

Darlber hinaus konnte mit Hilfe der Regressionsanalyse nach Cox der Einfluss der
Konzentrationen der drei Angio-/Lymphangiogenesefaktoren auf das Uberleben der

Patientinnen bestimmt werden.
AbschlieBend wurde zur Uberpriifung der Eignung der vorgenommenen Bluttests zur
Unterscheidung zwischen einem prainvasiven und einem invasiven Zervixprozess eine

binare logistische Regression vorgenommen.

Fir alle Fragestellungen wurde ein Signifikanzniveau mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit

p <=.05 gewahlt.
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4. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu prifenden
Fragestellungen mittels statistischer Verfahren untersucht.

Nach einer ausfuhrlichen Beschreibung der Stichprobe folgen die einzelnen
Fragestellungen mit Erlauterungen zur Auswahl des jeweiligen Verfahrens sowie der

Darstellung der ermittelten Ergebnisse.

4.1. Stichprobe

Es wurden von insgesamt 125 Patientinnen Blutproben entnommen. Die Patientinnen
waren zwischen 19 und 92 Jahren alt. 88 Frauen befanden sich im gebarfahigen Alter,
waren also pramenopausal. 35 Patientinnen waren postmenopausal und zwei
Patientinnen befanden sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme in der Perimenopause.
Der Body-Mass-Index war durch das Aktenstudium nur flr 98 Patientinnen ermittelbar;
er bewegte sich hierbei zwischen 16,65 und 51,42 kg/m?.

Bei 45 Patientinnen bestand anamnestisch ein Nikotinabusus, 47 Patientinnen waren
nach eigenen Angaben Nichtraucherinnen. In 33 Fallen war der Nikotinkonsum aus den
Akten nicht mehr eruierbar.

Durch histopathologische Untersuchungen wurden 50 Cervikale intraepitheliale
Neoplasien (CIN), davon 7 mit niedriger Dysplasie (CIN ), 8 mit mittlerer Dysplasie (CIN
II) und 35 mit schwerer Dysplasie (CIN Ill), identifiziert. Weiterhin wurden 51 invasive
Zervixkarzinome festgestellt; darunter 22 im Stadium FIGO I, 13 im Stadium FIGO I
und 13 im Stadium FIGO IV. Bei 24 Patientinnen kam es trotz erfolgter Therapie zu
einem Rezidiv des Zervixkarzinoms.

Von den 101 Patientinnen mit der Erstdiagnose eines Zervixkarzinoms bzw. einer
Karzinomvorstufe (CIN I-lll) konnten 16 Patientinnen durch eine Probeexzision und
Klrettage therapiert werden. 65 Patientinnen wurden operiert, davon erhielten 18
Patientinnen zusatzlich eine adjuvante Strahlen- bzw. Chemotherapie und 20
Patientinnen unterzogen sich einer neoadjuvanten oder primaren Radio-

/Chemotherapie.
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Unter den invasiven Karzinomen fanden sich 68 Plattenepithelkarzinome, 8
Adenokarzinome, 5 adenosquaméOse Karzinome, 1 kleinzelliges und 1 klarzelliges
Karzinom. Weiterhin lag bei den invasiven Karzinomen zweimalig eine hohe
histologische Differenzierung (G1), in 38 Fallen eine mittlere (G2) und in 31 Fallen eine
niedrige Differenzierung (G3) des Tumorgewebes vor. Von 5 Patientinnen mit invasivem
Karzinom war der Differenzierungsgrad aus den vorhandenen Unterlagen nicht
feststellbar.

Von 52 Patientinnen mit invasivem Karzinom, bei denen der Lymphknotenstatus
festgelegt werden konnte, hatten 24 Frauen keine befallenen Lymphknoten (NO),
wahrend bei 28 Patientinnen ein Tumorbefall der Lymphknoten festgestellt wurde (N1).
Bei 23 Patientinnen war der Lymphknotenstatus unbekannt.

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme wiesen 17 Patientinnen mit invasivem Karzinom
Fernmetastasen auf (M1), bei 54 Patientinnen waren keine Fernmetastasen feststellbar
(M0). Von 4 Patientinnen war der Fernmetastasenstatus durch die Unterlagen nicht
eruierbar.

Bei 19 Patientinnen wurde keine Invasion der Lymphgefal3e durch die Tumorzellen
nachgewiesen (L0), 20 Patientinnen wiesen eine solche auf (L1). Fir 36 Patientinnen
lag diesbezuglich kein Datenmaterial vor.

Bei 24 Patientinnen lag keine Invasion der Tumorzellen in die vendsen Gefalde vor, fur
8 Patientinnen wurde eine solche nachgewiesen. Bei 43 Patientinnen blieb der Status

der Veneninvasion unbekannt.

4.2. Vorbetrachtung der Daten

Um zu entscheiden, welche statistischen Testverfahren zur Berechnung der einzelnen
Fragestellungen angewendet werden mussen, werden zunachst die zu prufenden
Variablen VEGF, VEGF-C und VEGF-D auf Normalverteilung untersucht.

Dies erfolgt mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests.
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Tabelle 2: Uberpriifung der Normalverteilung von VEGF/Plasma

N 125
MW 119.15
s 116.85
K-S-Z 2.09
p .000

N= Anzahl Blutproben; MW= Mittelwert; s= Standardabweichung; K-S-Z = Kolmogorov-Smirnov-Z-Wert; p= p-Wert

Tabelle 3: Uberpriifung der Normalverteilung von VEGF-C/Serum

N 125
MW 10314.22
s 3858.36
K-S-Z 1.45
p 030

N= Anzahl Blutproben; MW= Mittelwert; s= Standardabweichung; K-S-Z = Kolmogorov-Smirnov-Z-Wert; p= p-Wert

Tabelle 4: Uberpriifung der Normalverteilung von VEGF-D/Serum

N 125
Mw 398.71
s 261.92
K-S-Z 1.48
p .025

N= Anzahl Blutproben; MW= Mittelwert; s= Standardabweichung; K-S-Z = Kolmogorov-Smirnov-Z-Wert; p= p-Wert

Eine signifikante Abweichung von der Normalverteilung besteht bei p<.05. Wie aus den
Tabellen 2-4 abgelesen werden kann, erbrachte der Kolmogorov-Smirnov-Test fur alle
drei betrachtete Faktoren (VEGF, VEGF-C und VEGF-D) ein p<.05. Keiner der drei

Parameter ist also normalverteilt.
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4.3. Priifung der Fragestellungen

1. Gibt es signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen ,,CIN“,
sinvasives Ca“ und ,Rezidiv‘ hinsichtlich der Plasma- bzw.
Serumkonzentration der drei Angio-/Lymphangiogenesefaktoren VEGF-A, -
C und -D?

Um herauszufinden, ob sich die Blutkonzentrationen der drei Parameter wahrend der
Tumorprogression signifikant verandern, werden zunachst folgende Gruppierungen
vorgenommen: ,Tumorvorstufe® (CIN I-Ill), ,invasives Karzinom® (FIGO I-IV) und
,Rezidiv’. Da die Variable ,,Gruppe* ordinalskaliert ist und mehr als zwei Stufen hat, wird
zur Uberprufung der o.g. Fragestellung der Kruskal-Wallis-Test angewendet.

Tabelle 5: Prufung auf Unterschiede der Faktorenkonzentrationen zwischen den
Gruppen CIN I-lll, FIGO I-IV und Rezidiv

VEGF/Plasma | VEGF-C/Serum | VEGF-D/Serum
(Ne50) 50.96 58.64 72.83
Nes1) 68.50 63.89 55.90
?ﬂi‘z'i) 76.40 70.19 57.60
X2 9.980 1.700 6.172
Df 2 2 2
P .007 427 .046

MR-C= Mittlere Rangzahl der Gruppe CIN I-lll; MR-F= Mittlere Rangzahl der Gruppe FIGO I-IV; MR-R= Mittlere
Rangzahl der Gruppe Rezidiv; N=Anzahl der Blutproben; x?= Priifgréle CHI-Quadrat; df= Anzahl der Freiheitsgrade;
p= p-Wert

In Tabelle 5 kdnnen die mittleren Rangzahlen der Faktorenkonzentrationen fur die
jeweiligen Stadien der Tumorprogression abgelesen werden.

Fir VEGF und VEGF-C sind die mittleren Rangzahlen der Plasma- bzw.
Serumkonzentration bei der Gruppe ,CIN I-llI“ am niedrigsten und steigen zur Gruppe

,Rezidiv* hin an.
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Fur das VEGF-D dagegen weisen die mittleren Rangzahlen der Gruppe ,CIN I-llI* die
héchsten Werte auf; den niedrigsten Wert hat die Gruppe ,FIGO I-IV“. In der Gruppe
,Rezidiv“ ist die mittlere Rangzahl wieder leicht héher als bei ,FIGO I-IV*.

Der Kruskal-Wallis-Test zeigt jedoch nur fur VEGF (p=.007) und VEGF-D (p=.046)

signifikante Unterschiede der Plasma- bzw. Serumkonzentrationen an.

Die Abbildungen 3 und 4 zeigen die zu den Berechnungen fur VEGF und VEGF-D
gehorenden Boxplots; hierbei sind die zu untersuchenden Gruppen den absoluten

Plasma- bzw. Serumkonzentrationen (in pg/ml) gegenibergestellt.
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Abbildung 3: Boxplot VEGF/Tumorstadiengruppen
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In Abbildung 4 wird ersichtlich, dass der Medianwert der VEGF-D-Serumkonzentration
der Gruppe ,Rezidiv* trotz der hdheren mittleren Rangzahl im Kruskal-Wallis-Test

niedriger als derjenige der Gruppe ,FIGO I-IV* ist.

2. Gibt es hinsichtlich der Plasma-/'Serumkonzentrationen der drei Angio-
ILymphangiogenesefaktoren signifikante Unterschiede zwischen den
histologischen Subtypen (Plattenepithel-, Adeno-, Adenosquamodses

Karzinom)?

Um der Frage nachzugehen, ob sich zwischen den histologischen Subtypen des
Zervixkarzinoms signifikante Unterschiede in den Serum-/Plasmakonzentrationen der
drei Parameter finden, werden zunachst drei Gruppen (Plattenepithel-/Adeno-
/Adenosquamdses Karzinom) gebildet. Das kleinzellige und das klarzellige Karzinom
werden aufgrund der sehr geringen Fallzahl (jeweils 1) aus der Betrachtung
ausgeschlossen.

Da die Plasma-/Serumkonzentrationen der drei Faktoren nicht normalverteilt sind, wird

zur Untersuchung der Fragestellung wiederum der Kruskal-Wallis-Test verwendet.

39



Tabelle 6: Prufung auf Konzentrationsunterschiede der drei Faktoren zwischen
den histologischen Subtypen

VEGF/Plasma | VEGF-C/Serum |VEGF-D/Serum

MR-PL

(N=58) 35.42 35.66 37.12
MR-A

(N=8) 33.94 34.38 33.06
MR-AS

(N=5) 46.00 42.60 27.70
)& 1.299 577 1.142
df 2 2 2
p 522 .749 .565

MR-PL= Mittlere Rangzahl Plattenepithel-Ca; MR-A= Mittlere Rangzahl Adeno-Ca; MR-AS= Mittlere Rangzahl
Adenosquaméses Ca; N= Anzahl der Blutproben; x?= Prifgrofie CHI-Quadrat; df= Anzahl der Freiheitsgrade;
p= p-Wert

Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests. Bei Betrachtung der mittleren
Rangzahlen scheinen die Blutkonzentrationen von VEGF und VEGF-C beim
adenosquamosen Karzinom am hochsten zu sein, wahrend sie fur das VEGF-D dort am
niedrigsten sind. Fir keinen der drei Parameter kann jedoch ein signifikanter
Konzentrationsunterschied zwischen den histologischen Subtypen ermittelt werden.

Auf die urspringliche Intention, die beiden Gruppen ,Adenokarzinom® und
LAdenosquamdses Karzinom“ zu einer Gruppe zusammenzufassen, wird aufgrund der
deutlichen Unterscheidung der mittleren Rangwerte beider Gruppen verzichtet, auch

wenn dieser Unterschied nicht signifikant ausfallt.

3. Gibt es einen signifikanten Konzentrationsunterschied der drei
Angio/Lymphangiogenesefaktoren hinsichtlich der Prognosefaktoren N
(Lymphknotenmetastasen), M (Fernmetastasen), L (Invasion der
Lymphgefalie), Vv (Veneninvasion) bzw. des Grades der

Tumordifferenzierung (G)?

Um zu ermitteln, ob sich beim Vorliegen von Lymphknoten- oder Fernmetastasen,
Lymphgefal3-/Veneninvasion oder bei den unterschiedlichen Graden der
Tumordifferenzierung die Blutkonzentrationen der drei Faktoren andern, werden fur

jeden Prognosefaktor jeweils zwei Gruppen, namlich ,nicht vorhanden® vs. ,vorhanden®
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(0 vs. 1) gebildet. Da hier jeweils nur eine zweistufige, ordinalskalierte Variable mit den
nicht normalverteilten Faktorenkonzentrationen verglichen werden soll, wird hier der U-
Test nach Mann und Whitney angewendet.

a. Lymphknotenmetastasen:

Tabelle 7: Prufung auf Konzentrationsunterschiede der drei Faktoren zwischen

dem Vorliegen und dem Fehlen von Lymphknotenmetastasen

VEGF/Plasma | VEGF-C/Serum | VEGF-D/Serum
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
MR-NO (N=24) 25.08 29.69 29.02
MR-N1 (N=28) 27.71 23.77 24.34
u 302.000 259.500 275.500
z -.624 -1.404 -1.111
p 533 160 267

MR-NO= Mittlere Rangzahl der Gruppe ohne Lymphknotenbefall; MR-N1= Mittlere Rangzahl der Gruppe mit
Lymphknotenbefall; N= Anzahl der Blutproben, U= U-Wert (Priifgrofie); Z= Z-Wert; p= p-Wert

Bei Betrachtung der mittleren Range haben Patientinnen mit Lymphknotenbefall h6here
VEGF-Werte und niedigere VEGF-C- und VEGF-D-Werte als Patientinnen ohne
Lymphknotenbefall. Der Mann-Whitney-U-Test erbringt jedoch fir keinen der drei

Faktoren einen signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen NO und N1.

b. Tumorzellinvasion der LymphgefaRe:

Tabelle 8: Prufung auf Konzentrationsunterschiede der drei Faktoren zwischen
dem Vorliegen und dem Fehlen einer LymphgefaBinvasion

VEGF/Plasma | VEGF-C/Serum |VEGF-D/Serum
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
MR-L0 (N=19) 20.05 21.39 24.34
MR-L1 (N=20) 19.95 18.68 15.88
U 189.000 163.500 107.500
Z -.028 -.745 -2.318
P .989 461 .019

MR-LO= Mittlere Rangzahl der Gruppe ohne LymphgefaRinvasion; MR-L1= Mittlere Rangzahl der Gruppe mit

LymphgefaRinvasion; N= Anzahl der Blutproben, U= U-Wert (PriifgroRe); Z= Z-Wert; p= p-Wert




Patientinnen mit einer Invasion der Tumorzellen in die LymphgefalRe haben signifikant
niedrigere VEGF-D-Werte als Patientinnen ohne Lymphgefallinvasion. Fur VEGF und

VEGF-C ergeben sich keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zwischen LO und

L1 (vgl. Tabelle 8).

Abbildung 5 zeigt den zu den Berechnungen fur VEGF-D gehérenden Boxplot; hierbei

sind die untersuchten Gruppen ,LO0“ und ,L1“ den absoluten VEGF-D-Konzentrationen

im Serum (in pg/ml) gegenubergestellt.
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Abbildung 5: Boxplot VEGF-D/Lymphgefaflinvasion
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c. Invasion der Tumorzellen in venose Gefale:

Tabelle 9 : Prifung auf Konzentrationsunterschiede der drei Faktoren zwischen
dem Vorliegen und dem Fehlen einer Veneninvasion der Tumorzellen

VEGF/Plasma | VEGF-C/Serum |VEGF-D/Serum
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
MR-V0 (N=24) 15.60 17.71 16.35
MR-V1 (N=8) 19.90 12.88 16.94
U 74.500 67.000 92.500
Z -.936 -1.262 -.152
p 357 220 .881

MR-V0= Mittlere Rangzahl der Gruppe ohne Veneninvasion; MR-V1= Mittlere Rangzahl der Gruppe mit
Veneninvasion; N= Anzahl der Blutproben, U= U-Wert (PrifgroRe); Z= Z-Wert; p= p-Wert

Anhand der mittleren Rangzahlen in Tabelle 9 ist ersichtlich, dass Patientinnen mit einer
Veneninvasion der Tumorzellen héhere VEGF-, niedrigere VEGF-C- und in etwa
gleiche VEGF-D-Konzentrationen aufweisen als Patientinnen ohne Veneninvasion; der
Mann-U-Whitney-Test zeigt jedoch flir keinen der drei Parameter einen signifikanten

Konzentrationsunterschied zwischen den Gruppen ,VO* und ,V1“ an.

d. Fernmetastasen:

Tabelle 10: Prufung auf Konzentrationsunterschiede der drei Faktoren zwischen

dem Vorliegen und dem Fehlen einer Fernmetastasierung

VEGF/Plasma VEGF-C/Serum VEGF-D/Serum
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
MR-MO0 (N=54) 33.68 35.73 35.90
MR-M1 (N=17) 42.79 36.85 36.32
U 343.500 444.500 453.500
z -1.556 -.195 -.074
p 120 .845 .941

MR-MO= Mittlere Rangzahl der Gruppe ohne Fernmetastasen; MR-V1= Mittlere Rangzahl der Gruppe mit
Fernmetastasen; N= Anzahl der Blutproben, U= U-Wert (PriifgroRe); Z= Z-Wert; p= p-Wert

Obwohl die mittleren Rangzahlen (siehe Tabelle 10) aller drei Parameter in der Gruppe

,M1“ hdéher sind als in der Gruppe ,M0“ (am ausgepragtesten ist dies bei VEGF), kann
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fur keinen der drei Faktoren ein signifikanter Unterschied ihrer Plasma- bzw.

Serumkonzentrationen ermittelt werden.

e. Differenzierung des Tumorgewebes:

Die histologische Differenzierung eines malignen Tumors ist ein prognostische Faktor
und wird durch das Ausmal der histomorphologischen Ubereinstimmung mit dem
Ausgangsgewebe (in diesem Fall also gesundes Zervixgewebe) bestimmt. Eine gute
Differenzierung bedeutet hohe Ahnlichkeit zum urspriinglichen Gewebe und lasst auf
eine geringere Aggressivitat und damit gunstigere Prognose schlief3en.

Da hier eine ordinalskalierte Variable mit drei Stufen mit den jeweiligen
Faktorenkonzentrationen verglichen werden soll, wird der Kruskal-Wallis-Test

angewendet.

Tabelle 11: Priifung auf Konzentrationsunterschiede der drei Faktoren zwischen
den drei Graden der histologischen Tumordifferenzierung

VEGF/Plasma | VEGF-C/Serum |VEGF-D/Serum

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
MR-G1 (N=2) 6.50 17.50 58.50
MR-G2 (N=38) 38.20 35.50 38.03
MR-G3 (N=31) 35.21 37.81 32.06
X2 4.562 1.867 3.870
df 2 2 2
p .102 .393 144

MR-G1= Mittlere Rangzahl gut differenzierter Karzinome; MR-G2= Mittlere Rangzahl mittelmaRig differenzierter
Karzinome; MR-G3= Mittlere Rangzahl schlecht differenzierter Karzinome ; N= Anzahl der Blutproben;
x3= PrifgroRe CHI-Quadrat; df= Anzahl der Freiheitsgrade;
p= p-Wert
Wie anhand Tabelle 11 ersichtlich wird, ergibt sich flr keinen der drei Paramter ein

signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den Tumordifferenzierungsgraden.
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4. Gibt es hinsichtlich der Konzentrationen der Angio-
ILymphangiogenesefaktoren signifikante Unterschiede zwischen den

einzelnen FIGO-Stadien und Rezidiv?

In Fragestellung 1 wurde bereits ermittelt, ob bezuglich der Konzentrationen von VEGF,
VEGF-C und VEGF-D im Plasma bzw. Serum ein signifikanter Unterschied zwischen
den drei grob eingeteilten Tumorprogressionsgruppen ,CIN® invasives Ca“ und
,Rezidiv* existiert.

Nun sollen zusatzlich die einzelnen Gruppen der Patientinnen mit invasivem Karzinom,
namlich ,FIGO I, Il, Ill, IV* und ,Rezidiv*, auf eventuelle Konzentrationsunterschiede der
drei Faktoren untersucht werden.

Da es sich hierbei um eine flunfstufige, ordinalskalierte Variable handelt, wird zur
Uberpriifung des o0.g. Zusammenhangs wiederum der Kruskal-Wallis-Tests angewandt;
aufgrund der geringen Fallzahl fur das Stadium FIGO IV werden die FIGO-Stadien Il

und IV zusammengefasst.

Tabelle 12: Prufung auf Konzentrationsunterschiede der drei Faktoren zwischen
den einzelnen invasiven Tumorstadien

VEGF/Plasma | VEGF-C/Serum | VEGF-D/Serum

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
MR-F1 (N=22) 35.75 43.07 39.05
MR-F2 (N=13) 35.69 43.27 36.96
MR-F3/4 (N=16) 38.25 23.09 37.16
MR-R (N=24) 41.15 40.44 38.17
X2 .882 9.735 .106
df 3 3 3
p .830 .021 .991

MR-F1= Mittlere Rangzahl FIGO |; MR-F2= Mittlere RangzahIFIGO Il; MR-F3= Mittlere Rangzahl FIGO IIl/IV; N=
Anzahl der Blutproben; x?= PriifgroRe CHI-Quadrat; df= Anzahl der Freiheitsgrade;
p= p-Wert
Wie aus Tabelle 12 entnommen werden kann, lasst sich einzig fir VEGF-C ein
signifikanter Konzentrationsunterschied (p=.021) feststellen. Bei Betrachtung der
mittleren Range wird ersichtlich, dass die Konzentration von VEGF-C im Serum der
Patientinnen mit FIGO-Stadium Il in etwa gleich bis minimal hdher ist als bei denen mit
FIGO-Stadium [; bei Patientinnen mit den FIGO-Stadien IlI+IV sinkt sie wieder ab und
steigt letzlich bei Patientinnen, die ein Rezidiv entwickelt hatten, wieder leicht an.

Letztere Konzentration fallt jedoch geringer aus als im Stadium FIGO | und Il
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Abbildung 6 zeigt den zu den Berechnungen fur VEGF-C gehorenden Boxplot; hierbei
sind die einzelnen invasiven Krankheitsstadien den absoluten VEGF-C-

Serumkonzentrationen (in pg/ml) gegenubergestellt.
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Abbildung 6: Boxplot VEGF-C/Krankheitsstadium
5. Unterscheiden sich die Vorstadien CIN I-lll signifikant bezliglich der

Konzentration der Angio-/Lymphangiogenesefaktoren?

Analog zur vorherigen Fragestellung sollen nun auch die einzelnen CIN-Stadien
genauer betrachtet werden. Es wird untersucht, ob es zwischen den einzelnen
Karzinomvorstufen einen signifikanten Unterschied bezlglich der Konzentrationen der
drei Faktoren gibt. Aufgrund der geringen Fallzahlen der Gruppen ,CIN I“ und ,CIN II*
werden diese zu einer Gruppe (CIN I+ll) zusammengefasst. Da die Variable ,CIN-

Stadium® zweistufig und ordinalskaliert ist, wurde der Mann-U-Whitney-Test

angewendet.
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Tabelle 13: Prufung auf Konzentrationsunterschiede der drei Faktoren zwischen

MR-C1/2= Mittlere Rangzahl CIN l/ll; MR-C3= Mittlere Rangzahl CIN lll; N= Anzahl der Blutproben,

den einzelnen CIN-Stadien

VEGF/Plas VEGF- VEGF-
ma C/Serum D/Serum
MR-C1/2 (N=15) | 25.27 20.20 25.60
MR-C3 (N=35) 25.60 27.77 25.46
U 259.000 183.000 261.000
Z -.074 -1.683 -.032
p .941 .092 975

U= U-Wert (PrufgroRe); Z= Z-Wert; p= p-Wert

Tabelle 13 kann entnommen werden, dass sich fur VEGF-C mit p=.092 ein Trend zu

einer hdheren Serumkonzentration im Stadium CIN llI, verglichen zu den Stadien CIN

[+11, abzeichnet. Das Signifikanzniveau von a=5% wird jedoch nicht erreicht. Fir VEGF

und VEGF-D zeigt sich ebenfalls kein signifikanter Konzentrationsunterschied.

Abbildung 7 zeigt den zu den Berechnungen fir VEGF-C gehdrenden Boxplot mit den

absoluten Serumkonzentrationen von VEGF-C (in pg/ml).
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Abbildung 7: Boxplot VEGF-C/CIN-Stadium
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6. Wie beeinflusst die Hohe der Konzentrationen der drei Parameter das
rezidivfreie und Gesamtiiberleben der Patientinnen?

Um zu ermitteln, wie sich die Angio-/Lymphangiogenesefaktoren VEGF, VEGF-C und
VEGF-D auf das Gesamtluberleben der Patientinnen auswirken, wurde fir die
Rezidivpatientinnen ein Follow-up Uber einen Zeitraum von 24 Monaten durchgefuhrt.
Dieses konnte an 23 von 24 Frauen, bei denen ein Rezidiv festgestellt wurde, vollzogen
werden. 12 Frauen mit der Diagnose ,Rezidiv® waren nach 24 Monaten verstorben,
wahrend 11 Rezidivpatientinnen zu diesem Zeitpunkt noch am Leben waren. Die
Gesamtuberlebenszeit der Patientinnen ab der Erstdiagnose des Zervixkarzinoms
schwankte hierbei zwischen 8 und 183 Monaten (gemessen bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums).

Mit den zum Ende des Beobachtungszeitraumes vorhandenen Daten wird nun eine

Regressionsanalyse nach Cox durchgefuhrt.

Durch die Cox-Regressionsanalyse wird ein Korrelationskoeffizient B berechnet, der ein
Mal fir die Starke der Bedeutung der zu prifenden Kovariate (in diesem Fall die
Blutkonzentrationen der drei Faktoren) darstellt. Der berechnete Koeffizient wird
anschlielend mittels der Chi-Quadrat-verteilten Wald-Statistik (quadrierter Quotient aus

dem Regressionskoeffizienten und seinem Standardfehler) auf Signifikanz Uberpruft.

Wie Tabelle 14 verdeutlicht, kann fir keinen der drei Parameter ein signifikanter

Korrelationskoeffizient B berechnet werden.

Tabelle 14: Priifung des Zusammenhangs zwischen den Faktorenkonzentrationen
und dem Uberleben der Patientinnen

B SF Wald | df p
VEGF/Plasma .000 1002 033 1 857
VEGF-C/Serum .000 .000 823 1 364
VEGF-D/Serum ~.001 001| 1.415 1 234

B= Regressionskoefiizient; SF= Standardfehler; Wald= Wert der Wald-Statistik; df= Anzahl der Freiheitsgrade;

Keiner der drei Faktoren hat also einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben der

Patientinnen mit Rezidiv.

p= p-Wert

48



Darluberhinaus ist von Interesse, ob die HOhe der Blutkonzentrationen der drei
Parameter evtl. einen Zusammenhang mit der Auftretenswahrscheinlichkeit eines
Rezidivs haben koénnte. Hierzu wurde der Zeitraum von der Erstdiagnose bis zum
Auftreten des Rezidivs aus den Akten der Rezidivpatientinnen ermittelt. Der Einfluss der
drei Parameter auf das rezidivfreie Uberleben wird wiederum mit Hilfe der Cox-
Regressionsanalyse untersucht. Fur diese Berechnung liegen von allen 24
Rezidivpatientinnen Daten vor. Die Zeit von der Erstdiagnose des Zervixkarzinoms bis

zum Auftreten des Rezidivs schwankte zwischen 0 und 96 Monaten.

Tabelle 15: Prufung des Zusammenhangs zwischen den Faktorenkonzentrationen
und der Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs

B SF Wald df p
VEGF/Plasma .002 .002 478 1 489
VEGF-C/Serum .000 .000 977 1 323
VEGF-D/Serum -.001 .001 409 1 522

B= Regressionskoefiizient; SF= Standardfehler; Wald= Wert der Wald-Statistik; df= Anzahl der Freiheitsgrade;
p= p-Wert

Tabelle 15 zeigt, dass auch in dieser Hinsicht flr keinen der Faktoren ein signifikanter
Korrelationskoeffizient B ermittelt werden kann; die Konzentrationen von VEGF, VEGF-
C und VEGF-D haben keinen signifikanten Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit des

Auftretens eines Rezidivs.

7. Gibt drei

ILymphangiogenesefaktoren untereinander?

es eine Korrelation der Konzentrationen der Angio-

Um zu untersuchen, ob die Konzentrationen der einzelnen Faktoren untereinander
korrelieren und daher evtl. zwei oder alle drei Faktoren im Zusammenhang betrachtet
werden mussen, wird die Durchfuhrung einer Korrelationsanalyse notig. Da, wie
anfangs berechnet, die Konzentrationen von VEGF, VEGF-C und VEGF-D im
Plasma/Serum nicht normalverteilt sind, wird zur Untersuchung des oben genannten

Zusammenhangs der Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet.
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Tabelle 16: Prufung auf Korrelation der Faktoren untereinander

VEGF/ VEGF-D/ VEGF-C/
Plasma (pg/ml) | Serum (pg/ml) | Serum (pg/ml)
VEGF/Plasma (pg/ml) rho 1.000 .085 .064
p . .345 AT7
N 125 125 125
VEGF-D/Serum (pg/ml) |rho .085 1.000 -.182
p .345 : .042
N 125 125 125
VEGF-C/Serum (pg/ml) |rho .064 -.182 1.000
p A77 .042 :
N 125 125 125

rho= Korrelationskoeffizient nach Spearman; p= p-Wert; N= Anzahl der Blutproben

Wie in Tabelle 16 abgelesen werden kann, weisen einzig VEGF-C und VEGF-D eine
signifikante (p=.042), schwach negative Korrelation (rho= -.182) auf. Bei hohen Werten
von VEGF-C treten gleichzeitig niedrige Werte von VEGF-D auf und umgekehrt.

In einem nachsten Schritt soll Uberprift werden, ob zwischen zwei Parametern eine
Korrelation bezlglich des Krankheitsstadiums oder des Vorliegens von Lymphknoten-
und Fernmetastasen besteht. Da in der ersten Berechnung einzig VEGF-C und VEGF-
D eine signifikante Korrelation aufwiesen, werden im folgenden nur diese beiden
Parameter betrachtet. Aus ihnen wird ein Quotient gebildet und anschlief3end aufgrund
VEGF-C-/VEGF-D-Konzentrationen

wiederum der Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet.

der nichtgegebenen Normalverteilung der
Im Falle der
Lymphknoten- und Fernmetastasen werden nur Patientinnen mit invasivem Karzinom in

die Berechnung miteinbezogen.

Tabelle 17: Prufung der Korrelation zwischen der VEGF-C/VEGF-D-Ratio und
histo-/klinischpathologischen Parametern

Stadium LK M

VEGF-C/VEGF-D |rho 194 | -.023| -.003
p .030| .871 .979

N 125 52 71

rho= Korrelationskoeffizient nach Spearman; p= p-Wert; N=Anzahl der Blutproben; Stadium= Krankheitsstadium;;
LK= Lymphknotenmetastasen; M= Fernmetastasen
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Anhand der Tabelle ist ersichtlich, dass die VEGF-C/VEGF-D-Ratio eine signifikante,
schwach positive Korrelation mit dem Krankheitsstadium (rho=.194; p=.030) aufweist.
Bei einem hoheren Wert des Quotienten liegt ein hdheres Krankheitsstadium vor. Der
Wert des Quotienten wird umso hoher, je hdher die VEGF-C-Serumkonzentration und je

niedriger die VEGF-D-Serumkonzentration ist.

8. Mit welcher Sensitivitat gelingt es, liber die Plasma-/Serumkonzentrationen
der drei Angio-/Lymphangiogenesefaktoren einen invasiven(FIGO/Rezidiv)

von einem nicht invasiven Prozess (CIN I-lll) zu unterscheiden?

Um dieser Fragestellung auf den Grund zu gehen, werden zunachst die von den
Herstellern der Tests (IBL fur VEGF-C, R&D Systems fur VEGF und VEGF-D)
angebenen Normwerte als cut-off-Werte verwendet und in einer Kreuztabelle den
tatsachlich beobachteten Fallen von Patientinnen mit nicht invasivem (CIN I-11l) und mit

invasivem Zervixprozess (FIGO I-1V, Rezidiv) gegenubergestellt.

Tabelle 18: Sensitivitat und Spezifitat von VEGF im Plasma mit dem Normwert
des Testherstellers

vorhergesagter Befund tatsachlicher Befund Total
CIN FIGOI-V/Rezidiv

gesund (VEGF<=61 |N 24 18 42
pg/ml) % 57.1% 42.9% | 100.0%
krank (VEGF > 61 N 26 57 83
pg/ml) % 31.3% 68.7% | 100.0%
Total N 50 75 125
% 40.0% 60.0% | 100.0%

N= Anzahl der Patientinnen; %= Prozentualer Anteil der Patientinnen; CIN= nicht invasiver Befund;
FIGO I-V/Rezidiv= invasiver Befund

Tabelle 18 zeigt, dass der Test mit dem von R&D Systems fur VEGF im Plasma
angegebenen Normbereich von <= 61 pg/ml eine Spezifitat von 57,1% und eine
Sensitivitat von 68,7% hat. Das bedeutet, dass 57,1% der Frauen, die in der
histopathologischen Untersuchung einen nicht invasiven Prozess der Zervix aufwiesen,
durch den Befund einer VEGF-Plasmakonzentration innerhalb des Normbereiches

richtig als gesund eingestuft werden konnen. 42,9% der kranken Frauen wiesen jedoch
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einen normalen VEGF-Wert im Plasma auf, obwohl sie an einem invasiven
Zervixkarzinom oder einem Rezidiv litten.

68,7% der Patientinnen mit einem invasiven Karzinom bzw. einem Rezidiv werden Uber
eine pathologisch ausfallende VEGF-Plasmakonzentration richtig als krank identifiziert,
wahrend 31,3% der CIN-Patientinnen falschlicherweise eine pathologische VEGF-

Plasmakonzentration aufweisen.

Tabelle 19: Sensitivitat und Spezifitat von VEGF-C im Serum mit dem Normwert
des Testherstellers

vorhergesagter Befund tatsachlicher Befund Total
CIN FIGOI-V/Rezidiv

gesund (VEGF-C <=13412 |N 47 56 103
pg/ml) % 45.6% 54.4% | 100.0%
krank (VEGF-C > 13412 N 3 19 22
pg/ml) % 13.6% 86.4% | 100.0%
Total N 50 75 125
% 40.0% 60.0% | 100.0%

N= Anzahl der Patientinnen; %= Prozentualer Anteil der Patientinnen; CIN= nicht invasiver Befund;
FIGO I-V/Rezidiv= invasiver Befund

Anhand Tabelle 19 wird ersichtlich, dass der Test mit dem vom Hersteller IBL
angegebenen Normbereich fir VEGF-C im Serum (<=13412 pg/ml) eine Spezifitat von

45,6% und eine Sensitivitat von 86,4% aufweist.

Tabelle 20: Sensitivitat und Spezifitat von VEGF-D im Serum mit dem Normwert
des Testherstellers

vorhergesagter Befund tatsachlicher Befund Total
CIN FIGOI-V/Rezidiv

gesund (VEGF-D <= 297 N 16 36 52
pg/ml) % 30.8% 69.2% | 100.0%
krank (VEGF-D > 297 N 34 39 73
pg/ml) % 46.6% 53.4% | 100.0%
Total N 50 75 125
% 40.0% 60.0% | 100.0%

N= Anzahl der Patientinnen; %= Prozentualer Anteil der Patientinnen; CIN= nicht invasiver Befund;
FIGO I-V/Rezidiv= invasiver Befund

Tabelle 20 zeigt, dass der Test mit dem vom Hersteller R&D Systems angegeben
Normbereich fur VEGF-D im Serum (<=297 pg/ml) eine Spezifitdt von 30,8% und eine
Sensitivitat von 53,4% hat.
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Um die weitestgehend unbefriedigenden Sensitivitaten und Spezifitaten der
vorgegebenen Normwerte flr die Vorhersage eines invasiven Prozesses der Zervix zu
verbessern, sollen nun eigene cut-off-Werte der jeweiligen Faktorenkonzentrationen
ermittelt werden. Dies geschieht mit Hilfe der logistischen Regression. Hierdurch kann
die Abhangigkeit einer dichotomen Variablen (in diesem Fall ,invasiv/nicht invasiv®) von
anderen unabhangigen Variablen (in diesem Fall die Konzentrationen der drei
Faktoren), die ein beliebiges Skalenniveau aufweisen kdnnen, untersucht werden. Es
wird ein Regressionskoeffizient B berechnet, der ein Mal fir die Starke der zu
prufenden Variable (hier: die Faktorenkonzentrationen) darstellt. Dieser wird
anschlieend mittels der Chi-Quadrat-verteilten Wald-Statistik auf Signifikanz Gberpruft.

Tabelle 21: Logistische Regression fiir VEGF beziiglich der Unterscheidung
zwischen intraepithelialer Neoplasie und invasivem Zervixkarzinom

B SF Wald | df p
VEGF/Plasma .008 .003|  7.951 1 .005
a ~457 332| 1.898 1 168

B= Regressionskoefiizient; a= Konstante; SF= Standardfehler; Wald= Wert der Wald-Statistik; df= Anzahl der
Freiheitsgrade; p= p-Wert

Tabelle 21 zeigt, dass fur VEGF mit Hilfe der logistischen Regression ein signifikanter
Regressionskoeffizient B ermittelt werden kann. Dies bedeutet, dass die Bestimmung
von VEGF im Plasma in der Lage ist, die CIN-Patientinnen von den Frauen mit

invasivem Karzinom zu unterscheiden.
Tabelle 22 zeigt erneut eine Gegenuberstellung der vorhergesagten und tatsachlichen

Befunde; diesmal jedoch in Bezug auf den durch die logistische Regression ermittelten
Cut-off-Wert von 55.5 pg/ml (siehe Tabelle 23).
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Tabelle 22: Sensitivitat und Spezifitat von VEGF im Plasma mit dem durch die
logistische Regression ermittelten Cut-off-Wert

Prozentsatz der

richtigen
vorhergesagter Befund Vorhersagen
CIN FIGOI-V/Rezidiv
Beobachteter | CIN 23 07 46.0
Befund
FIGOI-V/Rezidiv 15 60 80.0
Gesamtprozentsatz 66.4

CIN= nicht invasiver Befund;
FIGO I-V/Rezidiv= invasiver Befund

Die Messung der Plasmakonzentration von VEGF mit einem festgelegten Normbereich

von <= 55.5 pg/ml kann mit einer Sensitivitat von 80 % einen invasiven Prozess der

Zervix vorhersagen. Allerdings kénnen mit Hilfe desselben Tests nur 46% der CIN-

Patientinnen als solche erkannt werden.

Der durch die logistische Regression ermittelte Cut-off-Wert kann nun nach oben bzw.

unten verschoben werden; dadurch andern sich Sensitivitdt und Spezifitat. Man kann

folglich eigene Grenzwerte je nach gewunschter Sensitivitat bestimmen.
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Tabelle 23 zeigt in einem Auszug, wie sich Sensitivitat und Spezifitat bei Verschiebung

des Cut-off-Wertes verandern.

Tabelle 23: Sensitivitaten und Spezifitaten bei Verschiebung des Cut-off-Wertes

maligne,

wenn

VEGF/Plasma

(pg/ml)

groBer oder

gleich Sensitivitat | 1— Spezifitat
27.4000 .960 .920
28.8500 .960 .900
30.5000 .960 .880
31.6500 .933 .860
32.6500 .933 .840
33.9500 .920 .840
34.7500 .907 .820
35.0500 .893 .820
35.4500 .880 .820
36.4000 .880 .800
37.8000 .867 .800
38.8500 .867 .780
39.9500 .867 .760
40.9500 .853 .760
42.2000 .840 .760
44.0500 .840 .740
45.5000 .840 .700
46.2000 .827 .700
47.0500 .827 .660
49.2500 .813 .660
51.3500 .800 .640
52.3000 .800 .620
53.2500 .800 .600
54.0000 .800 .580
54.4500 .800 .560
55.5000 .800 .540
56.4500 .787 .540
57.1000 .787 .520
58.6000 773 .520
60.5000 .760 .520
61.4500 .760 .500
62.0500 .760 480
63.0500 747 480
63.5500 .733 480
64.5000 .720 480
66.4500 707 480
67.6500 707 460
68.9500 .693 460
71.6500 .680 460
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Abbildung 8 stellt den Zusammenhang zwischen Sensitivitat und Spezifitat des Tests in
Form einer Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurve graphisch dar.
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Abbildung 8: Roc-Kurve fur VEGF

Tabelle 24: Flache unter der ROC-Kurve fiir VEGF

AUC SF p Asymptotisches 95% Konfidenzintervall
Untergrenze | Obergrenze
.661 .049 .002 .565 .756

AUC= Flache unter der Kurve; SF= Standardfehler, p= p-Wert

Die Flache unter der Kurve ist ein Mal fur die Vorhersagekraft bzw Trennscharfe des
diagnostischen Tests. Ohne jegliche Vorhersagekraft betragt sie 0.5; bei maximaler

Vorhersagekraft liegt sie bei 1. Die Flache unter der oben erstellten ROC-Kurve betragt
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.661; der VEGF-Test im Plasma hat also eine eher geringe Vorhersagekraft bzw.
diagnostische Trennscharfe.

Tabelle 25 zeigt, dass fur VEGF-C durch die logistische Regression kein signifikant von

Null verschiedener Regressionskoeffizient B ermittelt werden kann.

Tabelle 25: Logistische Regression fiir VEGF-C beziiglich der Unterscheidung
zwischen intraepithelialer Neoplasie und invasivem Zervixkarzinom

B SF Wald | df p
VEGF-C/Serum .000 000| 2402 1 121
a -.399 544 539 1 463

B= Regressionskoefiizient; a= Konstante; SF= Standardfehler; Wald= Wert der Wald-Statistik; df= Anzahl der
Freiheitsgrade; p= p-Wert

Gleiches gilt fur VEGF-D (siehe Tabelle 26).

Tabelle 26: Logistische Regression fiir VEGF-D beziiglich der Unterscheidung
zwischen intraepithelialer Neoplasie und invasivem Zervixkarzinom

B SF Wald | df p
VEGF-D/Serum ~.001 001 839 1 360
a 672 343| 3.827 1 050

B= Regressionskoefiizient; a= Konstante; SF= Standardfehler; Wald= Wert der Wald-Statistik; df= Anzahl der
Freiheitsgrade; p= p-Wert

Die Bestimmung von VEGF-C und VEGF-D im Serum eignet sich nicht zur

Unterscheidung zwischen einem nicht invasiven und einem invasiven Zervixprozess.
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5. Diskussion

In diesem Kapitel wird zunachst noch einmal das Ziel der vorliegenden Studie erlautert,
anschlieBend erfolgt eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse. Danach
werden die im Rahmen der Studie gewonnenen Erkenntnisse in die vorhandene
Literatur eingebettet und Probleme der Studie diskutiert. Abschlieliend erscheint eine

Schlussfolgerung mit Ausblick.

5.1. Ziel der Studie

Angiogenese und Lymphangiogenese, die Bildung neuer Blut- und Lymphgefalie,
haben sich in den letzten Jahren als hoch bedeutsam fir die Entstehung und
Progression von Tumorerkrankungen herausgestellt. In diesem Zusammenhang ist im
Besonderen die VEGF-Familie zu nennen, deren Mitglieder VEGF, VEGF-C und VEGF-
D angio- bzw. lymphangiogenetische Potenz besitzen. Viele Malignome sind in der
Lage, diese Faktoren zu bilden und sich auf diese Weise mit der Bildung von neuen
Blut- und Lymphgefallen selbst eine Grundlage fur ihr Wachstum und ihre
metastatische Streuung zu schaffen.

Auch fur das Zervixkarzinom sind solche Zusammenhange bereits beschrieben worden.
VEGF, VEGF-C und VEGF-D lassen sich jedoch nicht nur im Tumorgewebe selber
nachweisen, sondern auch im zirkulierenden Blut. Geht man davon aus, dass diese
Faktoren vom Tumor selbst sezerniert werden, so musste es einen Zusammenhang
zwischen dem Ausmal der Tumorprogression und der Hohe der Blutkonzentrationen
der drei Faktoren geben. Wahrend fur das VEGF bereits einige Studien existieren, die
einen positiven Zusammenhang zwischen seiner Serumkonzentration und der
Ausbreitung des Zervixkarzinoms hergestellt haben, gibt es fur das VEGF-C nur
vereinzelte Untersuchungen zur Bedeutung seiner Konzentration im Serum fur das
Zervixkarzinom. Fir das VEGF-D hingegen liegt bislang keine Studie vor, die die
Serumkonzentration im Hinblick auf die Progression des Zervixkarzinoms untersucht
hat.

Die vorliegende Studie sollte daher den Zusammenhang zwischen den

Blutkonzentrationen dieser drei angio- bzw. lymphangiogenetischen Faktoren und dem
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Ausmall der Ausbreitung des Zervixkarzinoms naher bestimmen. Hierzu wurden
Blutproben von Patientinnen entnommen, die an einer Vorstufe des Zervixkarzinoms,
an einem invasiven Zervixkarzinom oder an einem Zervixkarzinomrezidiv litten.
Anschlieend  wurden die  Plasmakonzentration von VEGF und die
Serumkonzentrationen von VEGF-C und VEGF-D ermittelt. Die gemessenen
Konzentrationen wurden dann auf einen statistischen Zusammenhang mit klinisch- und
histopathologischen  Parametern wie  Tumorstadium, histologischer  Subtyp,
Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus, Invasion der Lymphgefal’e, Veneninvasion
und Grad der Tumordifferenzierung tberprift. Weiterhin war eine moégliche Korrelation
der einzelnen Faktorenkonzentrationen untereinander von Interesse, denn fir VEGF-C
und VEGF-D ist eine negative Korrelation bereits beschrieben worden.

SchlieRlich sollte der Einfluss der Faktorenkonzentrationen im Blut auf das Uberleben
der Patientinnen ermittelt werden und gepruft werden, ob die Bestimmung derselben

daflr geeignet ist, einen malignen Zervixprozess zu erkennen.

5.2. Zusammenfassung der Ergebnisse

Es wurden Blutproben von 125 Patientinnen in verschiedenen Stadien der
Kanzerogenese des Zervixkarzinoms entnommen und die Plasmakonzentration von
VEGF sowie die Serumkonzentrationen von VEGF-C und VEGF-D bestimmt. Diese
wurden anschliefend mittels statistischer Verfahren auf oben genannte

Zusammenhange hin analysiert.

Zunachst wurde der Zusammenhang zwischen den drei Gruppen der Tumorprogression
(CIN, invasives Ca und Rezidiv) und den drei Faktorenkonzentrationen untersucht.
Hierbei ergab sich ein signifikanter Anstieg der Plasmakonzentration von VEGF und ein
signifikanter Abfall der Serumkonzentration von VEGF-D von der Gruppe mit dem
niedrigsten Stadium der Tumorprogression (CIN) hin zur Gruppe mit dem
fortgeschrittensten Stadium (Rezidiv). Fur VEGF-C konnte diesbezuglich kein

signifikanter Unterschied der Serumkonzentration ermittelt werden.
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Bezuglich des histologischen Subtyps zeigte sich fur keinen der drei Angio-
/Lymphangiogeneseparameter ein signifikanter Unterschied der Blutkonzentrationen.
Patientinnen mit einer Invasion der Tumorzellen in die Lymphgefalle hatten signifikant
niedrigere VEGF-D-Werte als Patientinnen ohne LymphgefaRinvasion. Fiur VEGF und
VEGF-C konnte diesbezlglich kein signifikanter Konzentrationsunterschied bestimmt
werden.

Far  die anderen Prognosefaktoren (Lymphknoten-/Fernmetastasenstatus,
Veneninvasion, Grad der Tumordifferenzierung) zeigte sich ebenfalls fir keinen der drei

Faktoren ein signifikanter Unterschied der Plasma-/Serumkonzentrationen.

Bei Betrachtung der einzelnen Stadien des invasiven Zervixkarzinoms (FIGO I-IV und
Rezidiv) zeigte sich einzig fur VEGF-C ein signifikanter Konzentrationsunterschied: Die
Konzentration von VEGF-C im Serum der Patientinnen mit FIGO-Stadium Il war héher
als bei denen mit FIGO-Stadium [; bei Patientinnen mit den FIGO-Stadien IlI+IV sank
sie wieder ab und stieg letztlich bei Patientinnen, die ein Rezidiv entwickelt hatten,
wieder leicht an. Letztere Konzentration fiel jedoch geringer aus als im Stadium FIGO |
und Il. Fir VEGF und VEGF-D war diesbezlglich kein signifikanter Unterschied zu
verzeichnen.

Bei Betrachtung der einzelnen Vorstufen des Zervixkarzinoms (CIN I-1ll) erbrachte die
statistische Analyse fur keinen der drei Parameter einen signifikanten
Konzentrationsunterschied. Ein Trend zu hdheren Serumkonzentrationen bei
Patientinnen im Stadium CIN IlI, verglichen zum Stadium CIN I+Il, war fur VEGF-C zu

verzeichnen.

Die durchgeflhrte Cox-Regressionsanalyse ergab, dass keiner der drei Parameter

einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Rezidivpatientinnen hatte.

In der Korrelationsanalyse der Faktorenkonzentrationen untereinander wiesen einzig
VEGF-C und VEGF-D eine signifikante, schwach negative Korrelation auf. Die
anschlieRend gebildete VEGF-C-/VEGF-D-Ratio wies eine positive Korrelation mit dem

Krankheitsstadium auf; jedoch keine mit dem Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus.

Weiterhin  konnten mit Hilfe der logistischen Regression fur die VEGF-

Plasmakonzentration Cut-off-Werte definiert werden, mit deren Hilfe mit
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unterschiedlicher Sensitivitat und Spezifitat (je nach Festlegung des Cut-off-Wertes)
zwischen einem (noch) nicht malignen (CIN I-lll) und einem malignen Zervixprozess
(FIGO I-1V, Rezidiv) unterschieden werden konnte. Fur VEGF-C und VEGF-D dagegen

war dies nicht moglich.

5.3. Verkniipfung der Ergebnisse mit der relevanten Literatur

5.3.1. Tumorstadium

In einer ersten, groben Betrachtung der drei Hauptstufen in der Kanzerogenese des
Zervixkarzinoms (CIN, invasives Ca, Rezidiv) waren fur das VEGF im Plasma in der
jeweils hoheren Stufe signifikant hdhere Werte zu verzeichnen. Dies kann als Hinweis
dafur gewertet werden, dass VEGF vom Karzinom sezerniert werden und Uber seine
angiogenetische Potenz bedeutend zur Ausbreitung des Zervixkarzinoms beitragen
konnte. Diese Erkenntnis scheint zunachst im Einklang mit verschiedenen Studien zu
stehen, welche sich sowohl mit der VEGF mRNA-Expression im Karzinomgewebe % als
auch mit der Serumkonzentration von VEGF '® beschéftigt haben. Betrachtete man
jedoch die einzelnen Tumorstadien genauer (Fragestellungen 4 und 5), so ergab sich
kein signifikanter Zusammenhang zwischen der VEGF-Plasmakonzentration und den
einzelnen CIN-Stadien bzw. den einzelnen FIGO-Stadien und Rezidiv. Dies wiederum
erweist sich als nicht konsistent mit den Erkentnissen von Soufla et al. (2005), die aulder
einer VEGF mRNA-Expression in CIN-Lasionen und invasiven Zervixkarzinomen, die
signifikant hoher als diejenige in gesunden Zervices war, auch noch einen signifikanten
Anstieg der VEGF mRNA-Expression innerhalb der CIN-Gruppe nachweisen konnten
% Die Bedeutung dieses Ergebnisses ist jedoch auf Grund der sehr niedrigen Fallzahl
in dieser Studie (14 Patientinnen mit Cervikaler Intraepithelialer Neoplasie) fragwurdig.

Was das invasive Zervixkarzinom angeht, so konnten sowohl Lebrecht et al. (2002) als
auch Mitsuhashi et al. (2005) im Gegensatz zur vorliegenden Studie einen signifikanten
Anstieg der VEGF-Serumkonzentration bei fortschreitendem Tumorstadium innerhalb
der FIGO-Gruppe nachweisen '°> "% Dieser gegenteilige Befund kann zum einen durch
die Testung von VEGF im Serum zustande kommen, da hier Verfalschungen der

Ergebnisse durch eine VEGF-Freisetzung aus den Thrombozyten moglich sind. Zum
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anderen haben Mitsuhashi et al. (2005) nur das Plattenepithelkarzinom berucksichtigt,
da sie in einer ersten Betrachtung keinen signifikanten Unterschied der VEGF-
Serumkonzentration zwischen gesunden Frauen und Patientinnen mit Adenokarzinom
feststellen konnten . In der vorliegenden Studie wurden jedoch auch VEGF-Werte
von Patientinnen mit Adeno- bzw. adenosquamoésem Zervixkarzinomen berucksichtigt.
Es ware also mdglich, dass sich die Blutkonzentration von VEGF entweder nur grob
zwischen verschiedenen Stufen der Tumorprogression des Zervixkarzinomes
unterscheidet, oder aber, dass ihre Bestimmmung nur fur die Diagnostik von
Plattenepithelkarzinomen der Zervix geeignet ist. Ob die Bestimmung von VEGF im
Plasma oder im Serum diagnostisch, therapeutisch und prognostisch relevantere

Ergebnisse erbringt, bleibt in Zukunft noch genauer zu klaren.

Das VEGF-C im Serum zeigte in der Betrachtung der drei Tumorprogressionsstufen
CIN, invasives Karzinom und Rezidiv keinen signifikanten Konzentrationsunterschied
zwischen den einzelnen Gruppen. Bei Prufung der Konzentrationen der drei CIN-
Stadien war ein Trend zu einer hoheren VEGF-C- Serumkonzentration im Stadium CIN
[Il, verglichen zur Gruppe ,CIN I+II“ zu verzeichnen, der allerdings kein signifikantes
Niveau erreichte. Da es sich beim Stadium CIN Ill um ein sog. ,prainvasives Karzinom*®
handelt, ware es denkbar, dass VEGF-C bereits von intraepithelialen Neoplasien auf
dem Weg zur Invasivitat gebildet wird. Bei einer héheren Fallzahl an Patientinnen ware
dieser Unterschied moglicherweise signifikant geworden.

Zwischen den einzelnen FIGO-Stadien waren jedoch signifikante Unterschiede der
VEGF-C-Serumkonzentration zu beobachten. Die Gruppen ,FIGO I und ,FIGO II
wiesen die hochsten VEGF-C-Konzentrationen auf. In der Gruppe FIGO IlI+IV sank die
Konzentration wieder ab und stieg bei Patientinnen mit Rezidiv nochmals leicht an. Dies
konnte folgendermalen erklart werden: Die lymphogene Metastasierung wird in den
Stadien FIGO | und Il gewissermalden ,vorbereitet* (im Sinne einer
lymphangiogenetischen ,Umschaltung®), daher mussen hier vom Tumor die grofdten
Mengen an VEGF-C gebildet werden. Im Stadium FIGO IIl ist die lymphogene
Metastasierung haufig und im Stadium IV definitionsgemall schon erfolgt, sodass hier
der Tumor nicht mehr so viel VEGF-C produzieren muss, da er sein ,Ziel“, namlich den
Anschluss an das Lymphsystem, schon erreicht hat. Bei den Rezidiven kdnnte die
wieder leicht erhdohte VEGF-C-Serumkonzentration fur besonders aggressive

Karzinome sprechen, die weiterhin groRere Mengen an VEGF-C bilden und so in der
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Lage sind, trotz einer erfolgten Therapie erneut aufzutreten. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen der vorliegenden Studie konnten Mitsuhashi et al. (2005) jedoch eine
signifikante Erhéhung der VEGF-C-Serumkonzentration bei Patientinnen mit Stadium
FIGO Il und 1V, verglichen zu solchen mit Stadium FIGO | und I, nachweisen '°. Dies
konnte ebenfalls durch die singulare Betrachtung von Plattenepithelkarzinomen durch
die Autoren zustande kommen. Moglich ware jedoch auch, dass die Bestimmung von
VEGF-C im Serum nur fir die Diagnostik des Plattenepithelkarzinoms geeignet ist,
sodass die in dieser Studie ermittelten Ergebnisse durch die Berucksichtigung von

Adeno- und adenosquamdsen Karzinomen verfalscht sein kdnnten.

Die VEGF-D -Serumkonzentration war in der Betrachtung der groben Tumorstufen CIN,
invasives Karzinom und Rezidiv in der CIN-Gruppe am hdchsten und sank dann in der
FIGO- und Rezidivgruppe signifikant ab. Bisher existieren noch keine anderen
Untersuchungen der VEGF-D-Serumkonzentration beim Zervixkarzinom; jedoch sind
bereits fir andere Karzinome ahnliche Befunde beschrieben worden. Sowohl in Kopf-
und Halstumoren als auch im Adenokarzinom der Lunge fanden Forscher eine im
Vergleich zum jeweiligen gesunden Gewebe niedrigere VEGF-D mRNA-Expression 8"
8 Sie vermuteten daher eine Art protektiven Effekt von VEGF-D und das hier
gewonnene Ergebnis deutet im Kontext des Zervixkarzinoms ebenfalls in diese
Richtung.

Allerdings zeigte sich bei genauerer Betrachtung der Tumorstufen weder ein
signifikanter Unterschied der VEGF-D-Serumkonzentration zwischen den einzelnen
CIN-Stadien noch zwischen den einzelnen FIGO-Stadien und der Gruppe ,Rezidiv“. Die
VEGF-D-Serumkonzentration kdnnte daher beim Zervixkarzinom mdglicherweise als
LAnhaltspunkt fir das Ausmal® der malignen Progression dienen; fur die genaue
Unterscheidung der einzelnen Tumorstadien scheint sie jedoch nicht geeignet zu sein.
Interessant ware hier auch noch eine singulare Betrachtung des

Plattenepithelkarzinoms gewesen.
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5.3.2. Histologischer Subtyp

Bei der Untersuchung des histologischen Subtyps konnte fur keinen der drei Faktoren
ein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen Plattenepithel-, Adeno- und

adenosquamosem Zervixkarzinom detektiert werden.

Fir das VEGF steht dieser Befund im Widerspruch zu den Untersuchungen von Santin
und Kollegen, die eine signifikant hohere VEGF-Sekretion von zervikalen
Adenokarzinomen, verglichen zu Zervixkarzinomen plattenepithelialer Differenzierung,
beschrieben '®. Die Autoren sahen dies als Hinweis darauf an, dass Adenokarzinome
mit Hilfe von VEGF ein aggressiveres Potential erlangen kénnten.

Mitsuhashi et al. (2005) fanden jedoch im Serum von Patientinnen mit
Plattenepithelkarzinomen signifikant hhere VEGF-Konzentrationen als bei Patientinnen

mit Adenokarzinom '

. Gleichzeitig zeigte sich kein signifikanter Unterschied der
VEGF-Serumkonzentrationen zwischen Patientinnen mit Adenokarzinom und gesunden
Frauen. Eine mdgliche Erklarung fir diese Diskrepanz konnte darin bestehen, dass
aggressivere Karzinome zwar mehr VEGF bilden, diese Aggressivitat jedoch
unabhangig vom histologischen Subtyp auftritt. Auf diese Weise wirden sich auch die
Ergebnisse dieser Studie erklaren: Die VEGF-Plasmakonzentration zeigte sich zwar in
hoéheren Stufen der Tumorprogression signifikant erhoht (als Zeichen hoherer
Tumoraggressivitat in fortgeschrittenen Stadien); der histologische Subtyp zeigte jedoch
keinen Zusammenhang mit der VEGF-Plasmakonzentration. Diese Hypothese kann
durch die Untersuchungen von Bachtiary et al. unterstutzt werden, bei denen kein
signifikanter Unterschied der VEGF-Serumkonzentration zwischen den histologischen
Typen gefunden werden konnte '. Um diese Frage abschlieRend zu kldren, wéren
jedoch noch weitere Studien notwendig, die sich explizit mit dieser Fragestellung

beschaftigen.

Auch fur das VEGF-C existieren bezuglich des histologischen Subtyps widerspruchliche
Ergebnisse zwischen der vorliegenden und anderen Studien. Mitsuhashi et al. (2005)
konnten héhere VEGF-C-Serumkonzentrationen bei Patientinnen mit
Plattenepithelkarzinomen als bei solchen mit Adenokarzinomen der Zervix nachweisen
1% Die Untersuchung der VEGF-C mRNA-Expression in zervikalen Karzinomen durch

Ueda et al. (2002) erbrachte dagegen keinen signifikanten Unterschied zwischen

64



07 " Auch hier kann vermutet

Plattenepithel-, adenosquamdsem und Adenokarzinom
werden, dass diese gegenteiligen Ergebnisse dadurch zustande kommen, dass
aggressivere Tumore mehr VEGF-C bilden, dies aber nicht vom histologischen Subtyp
abhangig ist. Bei Mitsuhashi et al. (2005) wiesen die Patientinnen mit einem
Plattenepithelkarzinom neben signifikant héheren VEGF-C-Serumkonzentrationen als
solche mit Adenokarzinom gleichzeitig auch einen signifikanten Anstieg der VEGF-C-
Serumkonzentrationen mit dem Tumorstadium auf '%. Hier schienen also die
Plattenepithelkarzinome aggressiveres Potential zu besitzen, wahrend dies in der
vorliegenden Studie nicht der Fall zu sein scheint. Die oben geaulierte Vermutung, dass
die Bestimmung der VEGF- und VEGF-C-Konzentration im Blut méglicherweise nur fir
die Diagnostik des Plattenepithelkarzinoms geeignet sein kdnnte, steht hierzu nicht im
Widerspruch, da diese Eignung nicht durch die hdohere Aggressivitat eines

histologischen Subtyps bedingt sein misste.

Was das VEGF-D betrifft, so existieren bislang keine Studien, die sich mit dem
Zusammenhang seiner Serumkonzentration und dem histologischen Subtyp des
Zervixkarzinoms beschaftigt haben. Geht man davon aus, dass VEGF-D, wie oben
bereits angedeutet, moglicherweise einen protektiven Effekt besitzt, so scheint nach
den vorliegenden Ergebnissen keiner der histologischen Subtypen ein aggressiveres
Potential zu besitzen, da sich dies in der VEGF-D- Serumkonzentration hatte
widerspiegeln mussen; hier ware flr den aggressiveren Subtyp ein niedrigerer VEGF-D-
Serumwert zu erwarten gewesen.

Diese Hypothese steht mit den Ergebnissen fir die anderen beiden Faktoren im
Einklang, da flr keinen von diesen ein signifikanter Konzentrationsunterschied
zwischen den histologischen Subtypen hergestellt werden konnte, obwohl alle drei
Faktoren einen signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen den einzelnen
Tumorstadien aufwiesen, sei es zwischen den grob eingeteilten
Tumorprogressionsstufen (VEGF, VEGF-D) oder den einzelnen Stadien des invasiven
Zervixkarzinoms (VEGF-C).
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5.3.3. Prognosefaktoren

a. Lymphknotenmetastasen

FUr keinen der drei Faktoren zeigte sich ein signifikanter Konzentrationsunterschied

bezlglich des Lymphknotenstatus.

Die fir das VEGF gewonnenen Ergebnisse entsprechen den Erkenntnissen von
Bachtiary et al. (2002), Lebrecht et al. (2002) und Mitsuhashi et al. (2005), die ebenfalls
keinen signifikanten Konzentrationsunterschied von VEGF im Serum zwischen
Zervixkarzinompatientinnen ohne und mit Lymphknotenbefall finden konnten '%° 196 109
Dies erscheint plausibel unter der Annahme, dass VEGF als angiogenetischer Faktor
hauptsachlich das Wachstum eines malignen Tumors stimuliert, jedoch nicht seine

lymphogene Metastasierung zu erleichtern vermag.

Fir VEGF-C dagegen war zu erwarten, dass sich die Serumkonzentration bei Vorliegen
von Lymphknotenmetastasen signifikant erhdhen wirde, was durch diese Studie nicht
nachgewiesen werden konnte. Dagegen konnten sowohl Hashimoto et al. (2001) als
auch Ueda et al. (2002) eine signifikant héhere VEGF-C mRNA-Expression in
Zervixkarzinomen, die bereits einen Lymphknotenbefall aufwiesen, demonstrieren 101,
92 Mitsuhashi et al. (2005) fanden jedoch bei der Untersuchung der
Serumkonzentrationen von VEGF-C ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Prasenz und dem Fehlen von Lymphknotenmetastasen '%. Sie
vermuteten, dass das vom Karzinom produzierte VEGF-C moglicherweise erst zu
einem spateren Zeitpunkt an das zirkulierende Blut abgegeben wird. Diese Hypothese
kann durch die Erkenntnisse dieser Studie unterstutzt werden. Moglich ware auch, dass
VEGF-C als lymphangiogenetischer Faktor zu keinem Zeitpunkt in einem zur VEGF-C
MRNA-Expression des Karzinomgewebes aquivalenten Verhaltnis an das Blut
abgegeben wird, da sich seine Wirkung ja hauptsachlich auf das Lymphgefal3system
bezieht. Beide Theorien hatten jedoch zur Folge, dass VEGF-C im Serum nicht als
Marker fur die Diagnostik der Lymphknotenmetastasierung beim Zervixkarzinom
herangezogen werden konnte. In diesem Fall ware naturlich auch die oben
beschriebene Hypothese zur Entwicklung der VEGF-C-Serumkonzentration wahrend

der einzelnen Stadien des invasiven Zervixkarzinoms hinfallig.
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Die VEGF-D- Konzentration im Serum scheint ebenfalls nicht zur Detektion von
Lymphknotenmetastasen geeignet zu sein. Auch ein protektiver Effekt von VEGF-D
kann hier nicht postuliet werden, da kein signifikanter Unterschied seiner
Serumkonzentration zwischen Patientinnen ohne und mit Lymphknotenmetastasen
nachweisbar war. Ahnliche Studien zum Zervixkarzinom, die zum Vergleich
herangezogen werden konnten, existieren bislang nicht. Das vorliegende Ergebnis
widerspricht jedoch Beobachtungen beim Adenokarzinom der Lunge, nach denen
dieses beim Vorliegen von Lymphknotenmetastasen eine signifikant niedrigere VEGF-D
mRNA-Expression als ohne Lymphknotenmetastasen aufweist 8”. Méglicherweise wird
beim Zervixkarzinom die schutzende Wirkung von VEGF-D hauptsachlich Gber seinen
Rezeptor VEGFR-2, der im Wesentlichen auf BlutgefalRendothelien exprimiert ist,
vermittelt. Dies hatte zur Folge, dass eine hohe VEGF-D-Konzentration zwar das
Wachstum des Zervixkarzinoms behindern kann (was auch die Ergebnisse zum
Tumorstadium nahelegen), nicht jedoch die Uber VEGFR-3-vermittelte Bildung neuer

Lymphgefalie als Grundlage fur eine lymphogene Metastasierung.

b. LymphgefaBlinvasion

Fir VEGF im Plasma konnte diese Studie keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Vorliegen und dem Fehlen von tumorzellinfiltrierten Lymphgefalien
nachweisen. Dieses Resultat stimmt mit den Ergebnissen von Tjalma et al. Uberein, die
beim invasiven Zervixkarzinom im Falle einer lymphovaskularen Invasion durch die
Karzinomzellen keine signifikante Erhdhung der VEGF mRNA-Expression nachweisen
konnten "'°. Dies erscheint angesichts der Hypothese einer alleinigen angiogenetischen
Potenz des Faktors plausibel, was im Einklang mit dem oben beschriebenen Ergebnis
zur Beeinflussung seiner Plasmakonzentration durch die Prasenz von

Lymphknotenmetastasen steht, welches nicht signifikant ausfiel.

Auch fur VEGF-C konnte in dieser Hinsicht kein signifikantes Ergebnis erzielt werden.
Dies steht im Widerspruch zu den Beobachtungen von Hashimoto et al. (2001), die in
Zervixkarzinomen mit einer Lymphgefafinvasion durch die Tumorzellen eine signifikant

héhere VEGF-C mRNA-Expression verzeichneten als in solchen ohne lymphovaskulare
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Beteiligung '°. Geht man jedoch, wie oben beschrieben, davon aus, dass das vom
Karzinom gebildete VEGF-C nicht in einem aquivalenten Verhaltnis zur VEGF-C
MRNA-Expression an das zirkulierende Blut abgegeben wird, da es dort als
lymphangiogenetischer Faktor keinen Effekt hat, so sind die Erkenntnisse dieser und
der Studie von Hashimoto et al. (2001) wieder miteinander vereinbar. Dies lasst ein
weiteres Mal darauf schliefen, dass die Bestimmung von VEGF-C im Serum nicht zur
Beurteilung einer Affektion des Lymphgefalisystems durch die Tumorzellen geeignet ist
und fur diese Fragestellung eher auf andere Methoden zurtickgegriffen werden sollte,
wie zum Beispiel die direkte Messung der VEGF-C mRNA-Expression im

Tumorgewebe.

Hinsichtlich dieses Prognosefaktors konnte einzig fur VEGF-D eine signifikante
Veranderung seiner Serumkonzentration nachgewiesen werden. Patientinnen mit einer
Lymphgefaliinvasion durch die Tumorzellen hatten eine signifikant niedrigere VEGF-D-
Serumkonzentration als solche ohne lymphovaskulare Beteiligung. Bezlglich dieser
Fragestellung existieren fur das Zervixkarzinom bislang keine anderen Untersuchungen,
jedoch steht das hier ermittelte Ergebnis in Einklang mit der Studie von Niki et al. (2000)
87 die beim Adenokarzinom der Lunge eine signifikant niedrigere VEGF-D mRNA-
Expression im Falle einer lymphovaskularen Beteiligung aufzeigen konnten. Dies
unterstreicht die Hypothese eines protektiven Effektes von VEGF-D, den bereits andere

Autoren postuliert haben 8" 88

. Es widerspricht jedoch der oben beschriebenen
Beobachtung, dass sich die VEGF-D-Serumkonzentration im Falle eines
Lymphknotenbefalls nicht signifikant geandert hat und damit der daraus folgenden
Hypothese, dass sich der protektive Effekt von VEGF-D nicht auf die lymphogene
Streuung des Zervixkarzinoms bezieht. Mdglicherweise waren hier durch groflere
Fallzahlen eindeutigere Ergebnisse erzielt worden. Sicher aber ist, dass fur die Rolle
von VEGF-D wahrend der lymphogenen Ausbreitung des Zervixkarzinoms noch

weiterer Forschungsbedarf besteht.
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c. Invasion der Tumorzellen in venose Gefalle

Fir diesen Prognosefaktor konnte zu keiner der drei Faktorenkonzentrationen ein

signifikanter Zusammenhang hergestellt werden.

Fir das VEGF ware hier aufgrund seiner angiogenetischen Potenz eine signifikante
Erhdhung seiner Plasmakonzentration im Falle einer vendsen Invasion durch die
Tumorzellen zu erwarten gewesen. Fur das Zervixkarzinom existieren ahnliche Studien
bislang nicht; flr das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom konnten jedoch Tamura et al.
(2003) eine signifikante Erhdhung der VEGF-Serumkonzentration bei vendser Invasion

M Moglicherweise liegt bei Tamura et al. (2003) eine

der Tumorzellen nachweisen
Verfalschung der Ergebnisse durch die Sekretion von VEGF durch die Thrombozyten
im Serum vor. Vielleicht dient aber VEGF im Plasma im Falle des Zervixkarzinoms nicht
als geeigneter Marker, um eine Aussage uUber die venose Infiltration mit Karzinomzellen

treffen zu kdnnen. Dies sollte in zukunftigen Studien noch eingehender eruiert werden.

Fir das VEGF-C im Serum sind die Ergebnisse der vorliegenden Studie wiederum
konsistent mit den Erkentnissen von Tamura et al. (2003), die beim nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom keine signifikante Erhéhung der VEGF-C-Serumkonzentration im
Falle einer vendsen Invasion ermitteln konnten. Dies erscheint sinnvoll, da VEGF-C als
lymphangiogenetischem Faktor hauptsachlich eine Bedeutung flir die lymphogene
Streuung von Malignomen zugeschrieben wird, wahrend es keinen bzw. nur einen

geringen Einfluss auf die hamatogene Metastasierung zu haben scheint.

Auch fur das VEGF-D existieren bislang keine ahnlichen Untersuchungen beim
Zervixkarzinom. Onogawa et al. (2005) konnten fir das Magenfriihkarzinom keine
signifikante Veranderung der VEGF-D mRNA-Expression im Falle von infiltrierten
vendsen GefaRen nachweisen *°, was mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie zur
VEGF-D-Konzentration im Serum in Einklang steht. Hier kann also weder ein

angiogenetischer noch ein protektiver Effekt von VEGF-D postuliert werden.
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d. Fernmetastasen

Auch in Bezug auf das Vorliegen von Fernmetastasen konnte fur keinen der drei

Faktoren ein signifikanter Konzentrationsunterschied ermittelt werden.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie konnten Karayiannakis und
Kollegen sowohl beim Pankreas- als auch beim Magenkarzinom eine signifikante
Erhdhung der VEGF-Serumkonzentration im Falle eines Vorliegens von

"2 18 Fir das Bronchialkarzinom konnte derselbe

Fernmetastasen nachweisen
Nachweis jedoch nicht erbracht werden ''*. Méglicherweise ist die Bestimmung der
VEGF-Konzentration im Blut eher fur die Detektion von Fernmetastasen bei
gastrointestinalen Malignomen geeignet, wahrend sie beim Zervixkarzinom Kkeine
Aussage hieriber zu treffen vermag. Dies wirde auch zum Ergebnis der vorigen
Fragestellung passen, da die venoése Invasion durch Tumorzellen die Voraussetzung fir
eine hamatogene Metastasierung darstellt und hier ebenfalls kein signifikanter

Zusammenhang mit der VEGF-Plasmakonzentration hergestellt werden konnte.

Das vorliegende Ergebnis fir VEGF-C unterstutzt die Hypothese seiner vorwiegenden
lymphangiogenetischen Potenz und damit seinem Unvermdgen, die hamatogene
Metastasierung zu stimulieren. Es stimmt mit der Studie von Ueda et al. (2002) Gberein,
in der beim invasiven Zervixkarzinom keine signifikante Erhéhung der VEGF-C mRNA-
Expression beim Vorliegen von ovariellen Metastasen (die bereits als Fernmetastasen
angesehen werden) ermittelt werden konnte '°'. Widersprochen wird diesem Ergebnis
jedoch wiederum aus dem Bereich der Gastroenterologie. Onogawa et al. (2004)
konnten fur das Kolorektale Karzinom eine signifikant erhdhte VEGF-C mRNA-
Expression des Karzinomgewebes beim Vorliegen von Lebermetastasen aufzeigen und
Wang et al. (2007) gelang es, eine erhdhte VEGF-C-Serumkonzentration von
Magenkarzinompatienten mit Fernmetastasen nachzuweisen "> ''®. Es ware méglich,
dass VEGF-C eher als Metastasierungsparameter fur gastrointestinale Malignome
geeignet ist, oder aber, dass die erhohten VEGF-C-Level hier als Nebeneffekt zustande
kommen, da bei metastasierten Karzinomen auch regelmalig eine
Lymphknotenmetastasierung vorhanden ist. Insgesamt stellen sich die Ergebnisse zur

Rolle von VEGF-C wahrend der Fernmetastasierung als sehr widerspruchlich heraus.
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Das in der vorliegenden Studie ermittelte Ergebnis zum Zusammenhang zwischen
einer Fernmetastasierung beim Zervixkarzinom und der VEGF-D-Konzentration im
Serum steht (im Gegensatz zu den anderen beiden Faktoren) mit dem wenigen, zu
dieser Thematik vorhandenen Studienmaterial in Einklang. Weder beim Kolorektalen
Karzinom noch beim Mammakarzinom konnte ein signifikanter Unterschied der VEGF-
D mRNA-Expression zwischen dem Vorliegen und dem Fehlen von Fernmetastasen

115, 117

gefunden werden . In dieser Hinsicht scheint das VEGF-D also weder eine

stimulierende noch eine protektive Potenz zu besitzen.

e. Differenzierung des Tumorgewebes

Auch hinsichtlich des letzten der flunf untersuchten Prognosefaktoren erbrachten die
statistischen Analysen fur keinen der drei Faktoren einen signifikanten

Konzentrationsunterschied.

Fir VEGF und VEGF-C steht dies im Einklang mit den vorhandenen Studien zum
Zervixkarzinom. Weder konnte eine Veranderung der VEGF mRNA-Expression des

1% noch eine Veranderung

Karzinomgewebes ''° oder der VEGF-Serumkonzentration
der VEGF-C mRNA-Expression "' bei verschiedengradig differenzierten
Zervixkarzinomen nachgewiesen werden. Fir VEGF-D existieren hinsichtlich dieses
Themas bislang keine Studien zum Zervixkarzinom, jedoch kann durch Untersuchungen

"5 und

der VEGF-D mRNA-Expression anderer Karzinomen, wie Kolorektales
Mammakarzinom 7, der in dieser Studie ermittelte fehlende Zusammenhang mit dem
Grad der histologischen Differenzierung bestatigt werden. Dies ist erstaunlich
angesichts der Tatsache, dass schlechter differenzierte Karzinome ein aggressiveres
Potential besitzen und daher eine Auswirkung auf die Faktorenkonzentrationen im Blut
zu erwarten gewesen ware. Aus den inzwischen fur verschiedene Karzinome
gewonnenen, identischen Ergebnissen lasst sich jedoch folgern, dass die histologische
Differenzierung eines Malignoms wahrscheinlich keinen Einfluss auf seine Fahigkeit

hat, einen der drei Faktoren zu bilden und zu sezernieren.

71



5.3.4. Uberleben und Zeit bis zum Auftreten des Rezidivs

Keiner der drei Faktoren zeigte einen signifikanten Einfluss auf die Uberlebenszeit oder
die Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs.

Zur Bedeutung von VEGF fiir das rezidivfreie und insgesamte Uberleben existieren
recht widersprichliche Studien. Wahrend Cheng und Kollegen die zytosolische VEGF-
Konzentration und Bachtiary et al. (2002) die VEGF-Serumkonzentration als
unabhéngigen prognostischen Faktor fir rezidivfreies Uberleben (und Cheng et al.
(2000) auch fiir Gesamtiiberleben) beim Zervixkarzinom deklarierten ' '8 konnten
Tjalma et al. (2000) keinen prognostischen Wert der VEGF mRNA-Expression flr das
Gesamtiiberleben von Patientinnen mit Zervixkarzinom feststellen ''°. Lebrecht et al.
(2002) schlossen das Serum-VEGF als prognostischen Faktor fur rezidivfreies und
Gesamtuberleben aus und Mitsuhashi et al. (2005) konnten ebenfalls keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen der VEGF-Serumkonzentration und dem

Auftreten von Karzinompersistenz oder -rezidiv herstellen %> 1%

, was mit dem Ergebnis
der vorliegenden Studie in Einklang steht. Diese kontraren Befunde zeigen die
Notwendigkeit weiterer Untersuchungen auf; zum gegenwartigen Zeitpunkt erscheint es
jedoch ratsam, von der Annahme eines prognostischen Wertes der VEGF-

Blutkonzentration flr das Zervixkarzinom Abstand zu nehmen.

Das in dieser Studie ermittelte Fehlen einer prognostischen Relevanz des VEGF-C-
Serumwertes steht in Widerspruch zu anderen Untersuchungen beim Zervixkarzinom.
Hashimoto et al. (2001) konnten einen Trend zu einer klrzeren rezidivfreien
Uberlebenszeit von Patientinnen mit Karzinomen mit hoher VEGF-C mRNA-Expression
nachweisen, der nur sehr knapp ein signifikantes Niveau verpasste '°?. Ueda et al.
(2002) stellten eine signifikant kirzere Gesamtlberlebenszeit beim Vorliegen von
Karzinomen mit hoher VEGF-C mRNA-Expression fest ' und Mitsuhashi et al. (2005)
konnten  einen  signifikanten = Zusammenhang  zwischen der VEGF-C-
Serumkonzentration und dem Auftreten einer Karzinompersistenz oder eines Rezidives

aufzeigen '

. Moglicherweise kommt das gegenteilige Ergebnis der vorliegenden
Untersuchung dadurch zustande, dass hier nur Patientinnen betrachtet wurden, bei
denen bereits ein Rezidiv festgestellt worden war, wahrend in den anderen drei Studien

Patientinnen mit einem invasivem Zervixkarzinom aller Stadien in die Untersuchung
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miteinbezogen wurden. Die Blutentnahme fand uberdies in der vorliegenden Studie bei
Diagnosestellung des Rezidivs statt und die rezidivfreie Zeit wurde retrospektiv ermittelt.
Madglicherweise ware ein anderes Ergebnis erzielt worden, wenn die Blutentnahmen bei
Erstdiagnose erfolgt waren. Dies wirde auch zu der fur die einzelnen FIGO-Stadien und
das Rezidiv ermittelten, signifikanten Entwicklung der VEGF-C-Serumkonzentration
(siehe oben) passen, die zeigt, dass sich die hochsten VEGF-C-Serumkonzentrationen
im FIGO-Stadium | und Il fanden, wahrend im Stadium des Rezidivs kein starker
Anstieg mehr zu verzeichnen war. Moglicherweise hatten die Patientinnen, die spater
ein  Rezidiv entwickelten, pratherapeutisch  signifikant hoéhere  VEGF-C-
Serumkonzentrationen aufgewiesen, wenn diese bei Erstdiagnose des Zervixkarzinoms

bestimmt worden wéaren.

Fir das VEGF-D als prognostischen Faktor beim Zervixkarzinom sind bis anhin keine
Untersuchungen durchgefiihrt worden. Im Hinblick auf andere Tumorentitaten zeigen
sich jedoch widersprichliche Befunde: Fir das Mammkarzinom konnte von Gisterek

119, wahrend

und Kollegen kein prognostischer Wert von VEGF-D ermittelt werden
andere Autoren eine signifikante  Verringerung der rezidivfreien  und
Gesamtuberlebenszeit von Patienten mit Kolorektalem Karzinom und einer hohen
VEGF-D mRNA-Expression nachweisen konnten . In einer weiteren Studie wurde die
VEGF-D mRNA-Expression als unabhangiger prognostischer Faktor fur das

121 Dies konnte darauf hindeuten, dass

Adenokarzinom des Magens beschrieben
VEGF-D fir manche Karzinome eine prognostische Relevanz besitzt, wie das hier fir
gastroenterologische Malignome angedeutet wird, wahrend dies flr andere Karzinome,
wie z.B. das Mamma- und nach der vorliegenden Studie auch das Zervixkarzinom, nicht
der Fall zu sein scheint. Dieser Hypothese widerspricht jedoch eine altere
Untersuchung, in der sich die VEGF-D mRNA-Expression beim Mammakarzinom als
unabhangiger prognostischer Faktor fiir rezidivfreies und Gesamtiiberleben zeigte '*2.
Ein protektiver Effekt, nach dem Patienten mit hohen VEGF-D-Konzentrationen im
Serum oder einer hohen VEGF-D mRNA-Expression im Tumorgewebe eine langere
rezidivfreie und Gesamtlber-lebenszeit aufweisen mussten, konnte jedoch in keiner der

Untersuchungen verifiziert werden.
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5.3.5. Korrelation der Faktoren untereinander

Einzig die Serumkonzentrationen von VEGF-C und VEGF-D wiesen eine schwach
negative Korrelation miteinander auf. Die daraufhin gebildete VEGF-C/VEGF-D-Ratio
wiederum Korrelierte schwach positiv mit dem Krankheitsstadium, jedoch nicht mit dem
Lymphknoten- oder Fernmetastasenstatus. Dies bedeutet, dass Patientinnen mit
fortgeschrittenerem Krankheitsstadium gleichzeitig hohe Serumkonzentrationen an
VEGF-C und niedrige an VEGF-D aufwiesen, was die Hypothese eines protektiven
Effektes von VEGF-D unterstiitzt & 8. Weiterhin kann hieraus gefolgert werden, dass
VEGF-C und VEGF-D moglicherweise im Zusammenhang miteinander betrachtet
werden mussen. Eine niedrige VEGF-D-Produktion durch ein Malignom kénnte seine
Fahigkeit, mehr VEGF-C zu bilden, beginstigen. Auf diese Weise koénnte sein
aggressives Potential als Voraussetzung fur seine weitere Ausbreitung und
Metastasierung erhdht werden. Allerdings ware dann auch eine Erhdhung dieser Ratio
im Falle einer Prasenz von Lymphknotenmetastasen zu erwarten, wenn man VEGF-C
als einen lymphangiogenetischen Faktor betrachtet. Niki et al. (2000) konnten dies flr
die VEGF-C- und VEGF-D mRNA-Expression beim Adenokarzinom der Lunge ¥ und

122 Beim

Koyama und Kollegen dasselbe beim Mammakarzinom nachweisen
Zervixkarzinom scheint dieser Zusammenhang jedoch nur flr das Tumorstadium
gegeben zu sein, was mit den oben beschriebenen Ergebnissen, nach denen die
VEGF-C-Serumkonzentration keinen Zusammenhang mit dem Befall des
Lymphsystems aufwies, Ubereinstimmt. Denkbar ware daher in letzter Konsequenz
auch, dass VEGF-C beim Zervixkarzinom eher angiogenetisch Uber seinen Rezeptor
VEGFR-2 wirken und die lymphangiogenetische, tUber VEGFR-3-vermittelte Wirkung

hier weniger zum Tragen kommen konnte.

5.3.6. Sensitivitat und Spezifitat

Durch die logistische Regression konnte von den drei Faktoren einzig die VEGF-
Plasmakonzentration als geeignet befunden werden, zwischen einem (noch) benignen

(CIN I-111) und einem malignen Zervixprozess zu unterscheiden.
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Legt man fur die VEGF-Konzentration im Plasma einen Cut-off-Wert von 55.5 pg/ml
fest, so erhalt man das guinstigste Verhaltnis von 80% Sensitivitat und 46% Spezifitat.
Dies bedeutet, dass man durch diesen Test zwar 80% der Patientinnen mit invasivem
Karzinom identifizieren kann, allerdings nur 46% der gesunden Frauen richtig als solche
einstufen kann. Es erscheint zwar wichtiger, die kranken Frauen mit héherer Trefferrate
zu identifizieren, auch wenn sich dafir einige, falschlicherweise als krank eingestufte
Frauen unndtig weiteren diagnostischen Malihahmen unterziehen mussen. Allerdings
ist die Rate der falsch als positiv eingestuften Frauen so hoch (54%), dass ein
praktischer Nutzen des Tests im klinischen Alltag fraglich ist.

Auch die Bestimmung von VEGF-C im Serum scheint sich nach den vorliegenden
Ergebnissen nicht zur Unterscheidung zwischen einer intraepithelialen Neoplasie und
einem invasiven Zervixkarzinom zu eignen.

Andere Untersuchungen zur gleichen Fragestellung existieren bislang nicht. Einige
Forscher haben sich bereits mit der Tauglichkeit von VEGF und VEGF-C fir die
Diagnostik von Lymphknotenmetastasen beschaftigt. Cheng et al. (2000) konnten
aufzeigen, dass die Bestimmung der zytosolischen VEGF-Konzentration mit hoher
Sensitivitdt und  Spezifitdt  dafir geeignet ist, das  Vorliegen  von

118

Lymphknotenmetastasen beim Zervixkarzinom zu identifizieren Tamura und

Kollegen konnten ahnliches fur die Bestimmung von VEGF-C im Serum beim

Adenokarzinom der Lunge berichten "

. Ob die Bestimmung der Plasma- bzw.
Serumkonzentration von VEGF und VEGF-C beim Zervixkarzinom daflir geeignet ist,
Lymphknotenmetastasen zu detektieren, bleibt zum gegenwartigen Zeitpunkt unklar
und sollte in zukunftigen Untersuchungen genauer beleuchtet werden.

Zum Nutzen der Quantifizierung von VEGF-D in der Diagnostik von
Tumorerkrankungen, sei es durch Messung der mRNA-Expression im malignen
Gewebe oder durch Bestimmung seiner Serumkonzentration, existieren bislang keine
Untersuchungen. Nach den vorliegenden Ergebnissen hat die Bestimmung der VEGF-

D- Serumkonzentration beim Zervixkarzinom keinen diagnostischen Wert.
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5.4. Probleme der Studie

Obwohl in der vorliegenden Studie versucht wurde, madglichst solide
Grundvoraussetzungen zum Erhalt aussagekraftiger Ergebnisse zu schaffen, gibt es
doch einige kritische Punkte anzumerken.

Zunachst ware es wlnschenswert gewesen, von allen betrachteten Gruppen ahnlich
hohe Fallzahlen vorliegen zu haben, um in den Analysen in jeder Hinsicht in etwa gleich
groRe Stichproben miteinander vergleichen zu kénnen. Dies gilt vor allem fur die
fortgeschritteneren Tumorstadien FIGO Il und IV, von denen nur einzelne Falle in die
Berechnungen miteinflielen konnten. Auch in der Gruppe der Cervikalen
Intraepithelialen Neoplasien (CIN) waren die Fallzahlen der Gruppen CIN | und CIN I
zu niedrig, als dass sie einzeln mit der Gruppe CIN llI hatten verglichen werden kdénnen.
Well retrospektiv aus den Patientinnenakten erhoben, waren viele klinischen Daten
nicht mehr ermittelbar, sodass sich hierdurch fur einige Berechnungen die Fallzahl von
ursprunglich 125 Patientinnen noch verkleinerte.

Weiterhin ware es sinnvoll gewesen, eine zusatzliche Vergleichsgruppe von gesunden
Frauen zu bilden, da die Patientinnen mit einer Cervikalen Intraepithelialen Neoplasie,
obwohl sie noch nicht an einem Zervixkarzinom litten, streng genommen trotzdem nicht
als gesund betrachtet werden konnen. Dies ist vor allem fur die Prufung der
Faktorenkonzentrationen als diagnostischer Test (siehe 5.3.6) zu bedenken. Denn bei
diesen Patientinnen vollzieht sich die maligne Transformation der Zervix bereits, sodass
schon hier eine veranderte Bildung der drei betrachteten Faktoren vermutet werden
kann. Andererseits haben diese Intraepithelialen Neoplasien definitionsgemal noch
keinen Anschluss an das BlutgefaRsystem, sodass die Werte der CIN-Patientinnen mit
denen gesunder Frauen vergleichbar sein mussten.

Wie bereits oben angedeutet, ware es fiir die Uberpriifung des Einflusses der drei
Faktorenkonzentrationen im Plasma bzw. Serum auf das rezidivfreie und
Gesamtluberleben der Patientinnen sinnvoll gewesen, alle Patientinnen mit invasivem
Karzinom in die Betrachtung miteinzubeziehen. Hierzu ware es jedoch notwendig
gewesen, eine prospektive Studie mit einer Blutabnahme bei Erstdiagnose und
langerem Follow-up-Zeitraum durchzufuhren. In der vorliegenden Untersuchung wurden
jedoch nur Patientinnen mit Rezidiv, bei denen die Blutabnahme bei Diagnose des
Rezidivs durchgeflhrt wurde, bertcksichtigt. Moglicherweise hatten diese Patientinnen

bereits bei Erstdiagnose auffallige Werte aufgewiesen. Hierzu waren weitere
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Untersuchungen winschenswert, die den genannten Beanstandungen Rechnung

tragen.

5.5. Schlussfolgerung und Ausblick

Insgesamt betrachtet, konnte die vorliegende Studie die erwarteten Ergebnisse nicht im
erhofften MaRe bestatigen. Ein einheitliches Konzept, das die Rolle der
Blutkonzentrationen der drei Faktoren fir die Diagnostik und Therapie des
Zervixkarzinoms eindeutig charakterisiert, konnte aufgrund der teils widerspruchlichen
Ergebnisse nicht geschaffen werden.

Die VEGF-Konzentration im Plasma verandert sich mit den groben Stufen der Genese
und Progression des Zervixkarzinoms und seine Bestimmung vermag zwischen nicht
invasiven und invasiven Zervixprozessen zu unterscheiden. Allerdings ist ein
praktischer Nutzen dieses Tests im klinischen Alltag aufgrund seiner eher geringen
diagnostischen Trennscharfe fragwurdig.

Die Bestimmung der VEGF-C-Serumkonzentration erbrachte nicht den erhofften Wert
fur die Diagnostik der lymphogenen Aussaat des Zervixkarzinoms. Die VEGF-C-
Konzentration im Serum veranderte sich zwar wahrend der einzelnen Stadien der
Tumorprogression, jedoch spiegelte sich die angenommene lymphangiogene Potenz
von VEGF-C in seiner Serumkonzentration in keiner der hier durchgefuhrten
Untersuchungen zur lymphogenen Streuung des Zervixkarzioms wider.

Was VEGF-D betrifft, so konnte durch die Untersuchung seiner Serumkonzentration
teilweise ein protektiver Effekt in der Progression des Zervixkarzinoms bestatigt werden,
der sich sowohl auf die Ausbreitung des Tumors (und damit eher auf die
angiogenetische Potenz des Zervixkarzinoms) als auch auf die Fahigkeit, Lymphgefalle
zu infiltrieren, bezieht. Als interessant erwies sich auch die negative Korrelation von
VEGF-C und VEGF-D untereinander sowie die positive Korrelation der VEGF-C-/VEGF-
D-Ratio mit dem Krankheitsstadium, nach der ein Zusammenhang der beiden Faktoren
vermutet werden kann.

Ob die drei Faktoren in einem &quivalenten Verhaltnis zu ihrer Bildung im
Tumorgewebe in das zirkulierende Blut sezerniert werden (was hier v.a. fur das VEGF-

C angezweifelt wurde) und sich Uber ihre Blutkonzentrationen tatsachlich Rickschlisse
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auf ihre Rolle wahrend der Entstehung und der Progression des Zervixkarzinoms
ziehen lassen, oder ob sich trotz ihrer entscheidenden Bedeutung hierfur einfach nur
die Bestimmung der Blutkonzentrationen nicht flr die Diagnostik eignet, bleibt zum
gegenwartigen Zeitpunkt unklar und sollte Gegenstand zuklnftiger Forschung sein.
Ebenso ist kunftig zu klaren, ob die Bestimmung der drei Faktorenkonzentrationen im
Blut eventuell nur fur die Diagnostik des Plattenepithelkarzinoms herangezogen werden
kann und dann die alleinige Betrachtung desselben eindeutigere Ergebnisse als die

vorliegende Studie erbringen konnte.
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6. Zusammenfassung

Angiogenese und Lymphangiogenese, die Bildung neuer Blut- und Lymphgefalie,
haben sich in den letzten Jahren als hoch bedeutsam fur die Entstehung und
Progression von Tumorerkrankungen erwiesen. Hierbei ist vor allem die Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF)-Familie zu nennen, deren Mitglieder VEGF, VEGF-C
und VEGF-D Uber ihre Rezeptoren VEGFR-1, -2 und -3 angio- bzw.
lymphangiogenetische Potenz besitzen und in den letzten Jahren das wissenschaftliche
Interesse in besonderem Male auf sich gezogen haben. Wahrend VEGF durch seine
Fahigkeit, die Bildung neuer Blutgefalle zu induzieren, vor allem eine Rolle wahrend
des Wachstums von Malignomen zugeschrieben wird, wird VEGF-C eine Bedeutung fir
die lymphogene Streuung eines malignen Tumors beigemessen. Uber VEGF-D
bestehen dagegen widerspruchliche Theorien zu seiner Rolle wahrend der malignen
Progression. Einige Autoren schreiben ihm eine lymphangiogene Potenz zu, wahrend
andere Forscher einen protektiven Effekt von VEGF-D fur méglich halten.

Die mRNA-Expression der drei Faktoren im Gewebe sowohl von Malignomen allgemein
als auch des Zervixkarzinoms ist inzwischen in einer Vielzahl von Studien eingehend
beleuchtet worden. Zu ihrer Konzentration im zirkulierenden Blut existiert dagegen
bislang weit weniger Studienmaterial. Die vorliegende Studie sollte daher die Rolle von
VEGF, VEGF-C und VEGF-D fir die Entstehung und die Progression des
Zervixkarzinoms naher eruieren und die Bedeutung ihrer Blutkonzentrationen fur die
Diagnostik desselben bestimmen.

Hierzu wurden zwischen 2002 und 2005 Blutproben von 125 Patientinnen in
verschiedenen Stadien der Zervixkanzerogenese (CIN I-lll, FIGO I-IV und Rezidiv)
entnommen und die Plasmakonzentration von VEGF sowie die Serumkonzentrationen
von VEGF-C und VEGF-D mit Hilfe der Sandwich-ELISA-Technik ermittelt. Die
erhaltenen Ergebnisse wurden mittels statistischer Analysen auf einen Zusammenhang
mit zahlreichen histopathologischen Parametern und dem rezidivfreien und
Gesamtuberleben Uberpruft; zusatzlich wurde die Korrelation der einzelnen Faktoren
untereinander untersucht. Weiterhin wurden die Blutkonzentrationen der drei Faktoren
auf einen Nutzen flr die Unterscheidung von nicht invasiven (CIN I-lll) und invasiven

Zervixprozessen (FIGO I-1V, Rezidiv) getestet.
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Patientinnen mit dem hochsten Tumorstadium wiesen die hochsten VEGF-
Plasmakonzentrationen (p=.007) auf, wahrend bei ihnen gleichzeitig die niedrigsten
VEGF-D-Serumkonzentrationen zu verzeichnen waren (p=.046). Patientinnen mit einer
Tumorzellinvasion der Lymphgefalle wiesen ebenfalls signifikant niedrigere VEGF-D-
Serumkonzentrationen auf als Frauen ohne befallene LymphgefalRe (p=.019). Bezlglich
der anderen histopathologischen Parameter wie Lymphknotenbefall und
Fernemetastasen, vendse Infiltration, histologischer Subtyp sowie histologischer
Differenzierungsgrad  konnte  kein  signifikanter =~ Zusammenhang mit den
Faktorenkonzentrationen hergestellt werden. Keiner der drei Parameter zeigte Uberdies
einen signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie und insgesamte Uberleben der
Patientinnen mit Rezidiv. Es konnte aber eine signifikante, negative Korrelation der
VEGF-C- mit der VEGF-D-Serumkonzentration ermittelt werden (p=.042; rho=-.182)
sowie eine positive Korrelation der VEGF-C/VEGF-D-Ratio mit dem Krankheitsstadium
(p=.030; rho=.194). Die Bestimmung der VEGF-Plasmakonzentration erwies sich als
geeignet, zwischen intraepithelialen und invasiven Zervixprozessen zu unterscheiden
(p=.005)

Die VEGF-Plasmakonzentration koénnte ein Hilfsmittel fir die Diagnostik des
Zervixkarzinoms darstellen, wahrend die Serumkonzentration von VEGF-C nach den
vorliegenden Ergebnissen hierfur nicht geeignet zu sein scheint. VEGF-D kodnnte
wahrend der Entstehung und Ausbreitung des Zervixkarzinoms einen protektiven Effekt
besitzen. Die VEGF-C- und VEGF-D-Serumkonzentrationen scheinen in
Zusammenhang miteinander zu stehen und konnten sich maodglicherweise im

gemeinsamen Kontext fur die Diagnostik des Zervixkarzinoms als nitzlich erweisen.
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