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1 EINLEITUNG

1.1 Kolorektales Karzinom

Das kolorektale Karzinom (KRK) zahlt zu den haufigsten malignen Tumoren der westli-
chen Welt. In Deutschland liegt es bei Mannern an zweiter, bei Frauen an dritter Stelle
der haufigsten Krebserkrankungen. Die Inzidenz stieg in den letzten Jahren stetig an
und liegt nun bei ca. 25 pro 100.000 Einwohner. Nach den bdsartigen Neubildungen
der Bronchien und der Lunge stellt das kolorektale Karzinom die zweithaufigste Krebs-
todesursache dar. Im Jahr 2009 stand es mit zwei Prozent an neunter Stelle aller To-
desursachen in Deutschland. (Statistisches Bundesamt 2009)

Wird die Diagnose fruhzeitig, das heil3t vor dem Auftreten von Fernmetastasen gestellt,
ist die Prognose gulnstig. Eine vollstandige Heilung ist beim Kolonkarzinom durch eine
komplette Resektion des Tumors und eine adjuvante Chemotherapie in Abhangigkeit
vom Stadium maoglich. Eine deutlich schlechtere Prognose haben Patienten mit fortge-
schrittener, metastasierter Erkrankung. Trotz chirurgischer Intervention und anschlie-
Render Chemotherapie liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate nur bei etwa 10%. (Renz-
Polster et al. 2006; Siewert 2006)

Die Chemotherapie spielt in der Behandlung des kolorektalen Karzinoms neben der
operativen Entfernung des Tumors eine entscheidende Rolle. Sie wird sowohl in kura-
tiver als auch in palliativer Intention eingesetzt. Dabei erfolgt die Gabe der Chemothe-
rapie entweder vor einer geplanten Operation mit dem Ziel der Tumorverkleinerung
neoadjuvant, wie z. B. beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom in Kombination mit
einer Bestrahlung oder bei Lebermetastasen zum Erreichen einer sekundaren Resek-
tabilitat bei primar inoperablen Metastasen, oder im Anschluss an die operative Entfer-
nung des Tumors mit dem Ziel der Zerstérung verbliebener maligner Zellen in der ad-
juvanten Situation, wie beim Kolonkarzinom mit Befall von Lymphknoten. Dartber hin-
aus ist heute eine systemische Chemotherapie als palliativer Therapieansatz bei inope-
rablen Karzinomen als Standard anzusehen, nachdem die Wirksamkeit in Bezug auf
die Symptomenkontrolle und die Verlangerung der Uberlebenszeit gezeigt werden
konnte. So konnten in den vergangenen 50 Jahren eine Reihe wirkungsvoller Medika-
mente zur Therapie des kolorektalen Karzinoms etabliert werden.

Schon seit den 50er Jahren wird 5-Fluorouracil (5-FU) bei der Behandlung von Patien-
ten mit kolorektalem Karzinom angewendet und wird bis heute dort genutzt. Es handelt
sich um einen Antimetaboliten, welcher bei der Zellteilung in die DNA bzw. RNA einge-
baut wird und diese so funktionsuntiichtig macht. Zusatzlich wird die DNA-Synthese

Uber eine Hemmung des Enzyms Thymidilat-Synthase unterbrochen. Die Behandlung




mit 5-FU fiihrt zu einer medianen Uberlebenszeit von 9-11 Monaten bei einer An-
sprechrate von nur 10%. (Wilke et al. 2003)

Mitte der 80er Jahre wurde der Biomodulator Leukovorin (LV) (oder Folinsaure) entwi-
ckelt, welcher seitdem in einer festen Kombination mit 5-FU verwendet wird. Leukovo-
rin hemmt durch einen ahnlichen Wirkmechanismus ebenfalls die DNA-Synthese und
zeigt somit eine synergistische Wirkung zum 5-Fluorouracil, welche die Zytotoxizitat
verstarkt. (Schneider et al. 2007) Mit einer medianen Uberlebenszeit von etwa 12 Mo-
naten stellte die Kombination 5-FU/LV bis in die 90er Jahre hinein den Standard in der
Erstlinientherapie des fortgeschrittenen KRK dar. (Goldberg 2005)

Eine Veranderung der Verabreichungsform — weg von der Bolusgabe hin zur Infusions-
therapie — war mit einer weiteren Verbesserung der Uberlebenszeit auf 14 Monate und
der Ansprechrate auf 30% verbunden. (de Gramont et al. 2000)

Ende der 90er Jahre kamen weitere Medikamente auf den Markt, die bei der Chemo-
therapie des KRK Erfolg zeigten. Dabei handelte es sich zum einen um Irinotecan, ei-
nen Topoisomerase-Il-Inhibitor. Wahrend der DNA-Synthese verursacht es Doppel-
strangbrlche, die irreparabel sind und somit zum Zelltod fihren. Zum anderen wurde
die Platinverbindung Oxaliplatin in die Behandlung des kolorektalen Karzinoms einge-
fuhrt. Die wirksamen Metabolite interagieren mit der DNA der Zellen und bilden Quer-
vernetzungen zwischen den Doppelstrangen, was zu einer Hemmung der DNA-
Synthese flhrt.

Es etablierten sich feste Kombinationen, die zu einem gréReren Therapieerfolg fuhrten.
Zunachst wurde im Jahr 2000 in den USA Irinotecan-Bolus-5-FU/LV (IFL) als Erstli-
nientherapie angewendet und erzielte ein medianes Gesamtiberleben von 14,8 Mona-
ten. Die Bolusgabe des 5-FU ging jedoch mit einer hohen Toxizitat einher. (Saltz et al.
2000)

In Europa entstand zeitgleich das Therapieregime FOLFIRI, welches sich ebenfalls aus
Folinsaure, 5-Fluorouracil und Irinotecan zusammensetzt. Die Toxizitat war hier im
Vergleich zur IFL-Kombination mit Bolus-5-FU durch die infusionale Gabe des 5-FU
reduziert. Mehrere Studien konnten im Vergleich zur alleinigen Gabe von 5-FU/LV ei-
nen signifikanten Anstieg der Ansprechrate auf fast 50 Prozent zeigen. Auch die mittle-
re Uberlebenszeit konnte signifikant von 14,4 bzw. 12,6 Monaten auf 17,4 bzw. 14,8
Monate verlangert werden. (Douillard et al. 2000; Saltz et al. 2000)

Ahnlich gute Ergebnisse lieferte das Therapieregime FOLFOX, eine Kombination aus
Folinsdure, 5-Fluorouracil und Oxaliplatin. Dabei entstanden die Varianten FOLFOX-1
bis FOLFOX-7, welche sich durch die Dosierung und den zeitlichen Ablauf der

Chemotherapie voneinander unterscheiden. Verschiedene Studien konnten zeigen,




dass ebenfalls sowohl die Ansprechrate, als auch die mittlere Uberlebenszeit im
Vergleich zu 5-FU/LV alleine deutlich héher sind. Bei der Ansprechrate zeigte sich eine
signifikante Steigerung von 22 bzw. 23 Prozent auf 51 bzw. 49 Prozent. Die mittlere
Uberlebenszeit konnte von 14,7 bzw. 16,1 Monaten auf 16,2 bzw. 19,7 Monate
verlangert werden. (de Gramont et al. 2000; Grothey et al. 2001).

Sowohl FOLFIRI als auch FOLFOX kénnen das Uberleben der behandelten Patienten
im Vergleich zu anderen Therapieregimen verlangern und eine Verbesserung der
Krankheitskontrolle bewirken. Der Vergleich der beiden Therapieregime miteinander
zeigte, dass es hinsichtlich Ansprechrate, Gesamtiiberleben der Patienten und damit in
der Effektivitat keinen Unterschied gibt. Beide Kombinationschemotherapien kénnen
gleichwertig als Erstlinientherapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms einge-
setzt werden. Die Entscheidung zwischen beiden Mdoglichkeiten muss schlieBlich auf-
grund der zu erwartenden Nebenwirkungen getroffen werden. (Colucci et al. 2005)
Inzwischen wurde Capecitabin als Prodrug des 5-FU zugelassen, welches oral verab-
reicht werden kann. In der Leber wird es zu dem eigentlichen Wirkstoff konvertiert. Die
Effektivitat des Wirkstoffes entspricht der des 5-FU. Zwei Therapieregime, welche zur
Erstlinientherapie des fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms zugelassen sind, ba-
sieren auf der Anwendung von Capecitabin. Bei XELOX handelt es sich um die Kombi-
nation von Capecitabin mit Oxaliplatin. Ein Vergleich mit FOLFOX erwies die Gleich-
wertigkeit der Effektivitat der beiden Therapieoptionen im Hinblick auf Gesamtiberle-
ben und progressionsfreies Uberleben. (Cassidy et al. 2008)

Fir die Gabe von Capecitabin und Irinotecan (XELIRI) liegen ebenfalls klinische Daten
vor. Das mediane Uberleben mit 16 Monaten und die Ansprechrate von 30% sind ver-
gleichbar mit den vorher beschriebenen Therapieregimen. (Patt et al. 2007; Gennatas
et al. 2008)

Trotz des enormen Fortschrittes in der Therapie des metastasierten kolorektalen Kar-
zinoms werden vermehrt alternative Therapiemdglichkeiten und weitere Ansatzpunkte
gesucht. So soll die Behandlung noch effektiver, gleichzeitig aber auch schonender
und vertraglicher werden. In den letzten Jahren wird vermehrt auf molekularer Ebene
der Tumorentstehung geforscht. Sogenannte Targeted Drugs sollen sehr spezifisch
und zielgerichtet in das Tumorwachstum eingreifen ohne dabei physiologische Vor-
gange zu storen. Dieser Ansatz verspricht grofden Erfolg, da eine betrachtliche Effekti-
vitat vorausgesagt wird und gleichzeitig die Nebenwirkungen im Vergleich zu den Ubli-
chen Zytostatika geringer ausfallen.

Als erster monoklonaler Antikdrper in der Therapie solider Tumore konnte der Angio-
genese-Hemmer Bevacizumab in diesem Bereich einen Durchbruch schaffen. Der An-

tikérper gegen Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) wurde im Februar 2004 fiir




eine Kombinationstherapie mit 5-FU-basierten Therapieregimen fur die Behandlung
des kolorektalen Karzinoms zugelassen. (Shih et al. 2006) Eine erste grol3e Phase-llI-
Studie aus dem Jahr 2004 konnte belegen, dass mit der Kombination von Bevacizu-
mab mit Irinotecan, 5-Fluorouracil und Leukovorin (IFL) eine statistisch signifikante und
klinisch bedeutsame Verbesserung des Uberlebens von Patienten mit metastasiertem
kolorektalen Karzinom erzielt werden kann. Das mediane Gesamtiberleben konnte
von 15,6 Monaten bei einer reinen IFL Chemotherapie auf 20,3 Monate beim Hinzufu-
gen von Bevacizumab gesteigert werden. Auch das mediane progressionsfreie Uberle-
ben zeigte einen signifikanten Vorteil von Bevacizumab gegeniber dem Placebo und
wurde von 6,2 auf 10,6 Monate erhoht. (Hurwitz et al. 2004)

In den folgenden Jahren etablierte sich Bevacizumab in Kombination mit den oben
genannten Therapieregimen zum Standard in der Erstlinientherapie. Zahlreiche grof3e
Phase-llI-Studien belegten die verbesserte Effektivitait der Chemotherapie bei einer
Kombination mit dem Angiogenese-Inhibitor. Ein verlangertes progressionsfreies Uber-
leben konnte stets gezeigt werden. Eine Verlangerung des Gesamtuberlebens konnte
nur in einzelnen Studien bestatigt werden. Die Ansprechrate unterschied sich in neue-
ren Phase-llI-Studien nicht zwischen einer Chemotherapie mit oder ohne Bevacizu-
mab. Aufgrund der Gesamtergebnisse und der geringen Toxizitdt des Medikamentes
zahlt eine Kombinationschemotherapie mit Bevacizumab heute zur Standardtherapie
des fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms. (Kabbinavar et al. 2003; Cercek et al.
2008; O'Neil et al. 2008; Saltz et al. 2008)

Ein weiterer neuer Ansatz war die Anwendung von Antikdrpern gegen den Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR). Der Rezeptor beeinflusst vielfaltige zellulare Vorgan-
ge wie beispielsweise Wachstum, Proliferation oder Differenzierung durch Vermittlung
einer Signaltransduktion nach Interaktion mit den physiologischen Liganden, wie z. B.
dem Epidermal Growth Factor (EGF). Auf den Zellen des kolorektalen Karzinoms wird
dieser Rezeptor exprimiert und sorgt damit fir unkontrolliertes Wachstum der Tumor-
zellen. Die monoklonalen Antikorper Cetuximab und Panitumumab binden am EGFR
und sorgen so fir eine gestorte Signaltransduktion und wirken damit antiproliferativ.
(Cercek et al. 2008)

Eine der wesentlichen Wirkungen von Cetuximab besteht darin, dass es die Sensitivitat
gegenlber einer Chemotherapie wiederherstellen kann. Studien zeigten, dass eine
Resistenz gegen Irinotecan rickgangig gemacht werden kann. Aufgrund dessen wird
die Kombination von Irinotecan und Cetuximab als Zweitlinientherapie des CRC einge-
setzt, wenn eine Therapie mit Irinotecan alleine fehilgeschlagen ist. Das Ansprechen
der Kombination von Irinotecan plus Cetuximab ist signifikant hoher als fur Cetuximab

alleine. (Cunningham et al. 2004) Eine grof’e Phase-llI-Studie konnte zusatzlich zei-




gen, dass die Kombination von Cetuximab mit herkdbmmlicher Chemotherapie eine
verlangerte progressionsfreie Uberlebenszeit erzielt. Dieser Vorteil wird allerdings nur
bei Patienten mit k-ras-Wildtyp erzielt. (Van Cutsem et al. 2009)

Der k-ras-Mutationsstatus stellt einen wichtigen Pradiktor flr die Wirksamkeit einer
gegen den EGF-Rezeptor gerichteten Antikdrpertherapie dar. Der Mutationsstatus in
diesem Onkogen kann ein Ansprechen auf die Therapie mit Cetuximab voraussagen.
Nur Patientin mit dem k-ras-Wildtyp profitieren von der Anti-EGFR-Therapie. Fur die-
ses selektierte Patientengut stellt eine Kombination von Cetuximab oder Panitumumab
mit einer Kombinationschemotherapie eine wichtige Behandlungsmdglichkeit in der
Erstlinientherapie dar. Liegt jedoch eine k-ras-Mutation vor, so ist die Therapie mit
EGFR-Antikérpern wirkungslos. Entsprechende Patienten werden demnach nicht mit
einem Antikorper gegen EGFR behandelt, auch um die unnétig erhohte Toxizitat zu

vermeiden. (Amado et al. 2008; Karapetis et al. 2008)

Die Kombination mehrerer Antikorper fur verschiedene Angriffspunkte wird in Zukunft
von groRer Bedeutung sein. Eine gemeinsame Gabe von Bevacizumab und Cetuximab
fuhrte allerdings zu keinem Vorteil, sondern sogar zu einem verkirzten progressions-
freien Uberleben. Fir die Therapie des kolorektalen Karzinoms wird diese Kombination
derzeit daher nicht empfohlen. (Hecht et al. 2009; Marshall 2009; Tol et al. 2009)

Insgesamt geht der Trend weg von einer einheitlichen Therapie des fortgeschrittenen
kolorektalen Karzinoms, hin zur ,malRgeschneiderten®, individuellen Therapie fir jeden

einzelnen Patienten. So sollen optimale Therapieergebnisse erzielt werden.

1.1.1 Wirkung von Bevacizumab

Die Angiogenese ist ein physiologischer Prozess, der hauptsachlich in der Embryonal-
und Fetalphase, aber auch im weiblichen Reproduktionstrakt und bei der Wundheilung
auftritt. Aus bestehenden BlutgefalRen formen sich kleine neue Aussprossungen, die
zunachst nur aus Endothelzellschlauchen bestehen und dann durch Wandzellen, auch
Perizyten genannt, stabilisiert werden. Die einzelnen Schritte des Prozesses werden
durch Angiogenesemediatoren sehr fein reguliert. Zunachst werden die Zellkontakte
zwischen den bestehenden Endothelzellen gelockert und die Basalmembran durchlas-
sig gemacht. Nun folgt eine Rekrutierung von endothelialen Progenitorzellen, Endo-
thelzellmigration in das umliegende Gewebe und die nachfolgende Proliferation der
Zellen. SchlieBlich wachsen die Endothelzellen zusammen und bilden Zellkontakte
aus, die fur die Dichtigkeit der entstandenen Kapillaren sorgen. Eine Verbindung zur
Extrazellularmatrix wird hergestellt. Zur Stabilisierung wachsen abschlieiend Wandzel-
len und glatte Muskelzellen um die Endothelzellschlauche herum. Dieses ist als Zei-

chen der GefalRmaturitat zu werten. (Carmeliet 2003)
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In den 70er Jahren des vergangenen Jahrhunderts war herausgefunden worden, dass
solide Tumoren den Prozess der Angiogenese nutzen. Dieser Vorgang spielt eine zen-
trale Rolle im Wachstum eines Tumors, da dieser ab einer GréRe von ca. 1-2 mm?®
nicht mehr gentgend Sauerstoff und Nahrstoffe durch Diffusion erhalt. Vorher verweilt
der Tumor ruhend in einer avaskuléren Phase. Der Ubergang zur vaskuldren Phase
wird auch als ,angiogenic switch“ bezeichnet. Erst danach sind dem Tumor ein expo-
nentielles Wachstum und spater eine hamatogene Fernmetastasierung moglich. Die
neu gebildeten TumorgefaRe unterscheiden sich allerdings strukturell und funktionell
von normalen Gefalien. Sie sind irregular geformt, vielfach gewunden, haben teilweise
blind endende Endothelschlauche und sind nicht in Arteriolen, Venolen und Kapillaren
unterteilt. Weiterhin zeigen sie eine Leckage und viele Hamorrhagien, was zu einem
erhohten interstitiellen Druck fihrt. Auflerdem lasst sich eine geringere Stabilisierung
durch Perizyten erkennen, was Zeichen fir die Unreife der GefalRe ist. Insgesamt re-
sultiert aus diesem abnormalen Gefalibett ein suboptimaler Blutfluss im Tumor. (Car-
meliet 2005; Ferrara 2005)

Zur Angiogenese ist eine Vielzahl von Mediatoren notwendig, da der Prozess aus einer
fein regulierten, komplexen Kaskade von Einzelreaktionen besteht. Eine entscheidende
Rolle spielt die Hochregulation des Schlisselmediators VEGF im Tumor. Das homodi-
mere Glykoprotein ist seit Jahrzehnten das Ziel intensiver Forschungsaktivitat und
wurde in den 90er Jahren als wichtigster proangiogener Faktor charakterisiert. Produ-
ziert wird der Faktor von Tumorzellen und assoziierten Stromazellen und bindet an
zwei verschiedene Rezeptoren (VEGFR-1 und VEGFR-2), welche auf Endothelzellen
lokalisiert sind. Die Bindung an diese Thyrosinkinasen |0st eine Reihe unterschiedlicher
Vorgange aus. Zunachst gibt es eine direkte Wirkung auf Endothelzellen. In vitro Expe-
rimente konnten zeigen, dass VEGF die Zellen induziert, in die Extrazellularmatrix ein-
zuwachsen und dort Endothelzellschlauche zu formen. Zusatzlich sorgt VEGF fiir eine
gesteigerte Permeabilitat der vorhandenen Gefalle und eine Lockerung der Zellkontak-
te, sodass ein Aussprossen Uberhaupt erst moglich wird. Weiterhin stellt VEGF ein
Uberlebenssignal fiir neu geformte Kapillarschlduche dar, da ohne dieses Signal rasch
die Apoptose der Zellen eingeleitet wiirde. (Carmeliet 2005)

Eine Hochregulierung von VEGF wird durch eine Reihe anderer Mediatoren, aber auch
durch Hypoxie verursacht. In soliden Tumoren wird eine hohe Konzentration von VEGF
gefunden, was sich durch gro3e Anteile an hypoxischen Arealen begrindet. Eine er-
hohte VEGF-Konzentration ist jedoch fur den chaotischen Aufbau des Tumorgefalibet-

tes verantwortlich. Dies sorgt seinerseits fur Gebiete mit mangelhafter Sauerstoff- und
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Nahrstoffversorgung im Tumor und wiederum zu einer Steigerung der VEGF-

Produktion.

Die Idee durch Hemmung der Angiogenese Tumorerkrankungen zu therapieren ist
nicht neu. Schon 1971 kam diese Hypothese auf und stellt seitdem das Objekt
intensiver Forschungsaktivitat dar. (Folkman 1971; Ferrara et al. 2005) Der
Ansatzpunkt der antiangiogenen Therapie erschien initial gerade deshalb so
vielversprechend, da die Vorstellung herrschte, dass kaum Nebenwirkungen auftreten
kénnen, weil die Angiogenese unter physiologischen Bedingungen beim erwachsenen
Menschen im signifikanten Male nur im weiblichen Reproduktionstrakt auftritt. So
werden fast keine physiologischen Vorgange durch die Therapie gestort. Ebenso
attraktiv erschien das geringe Potential, Resistenzen zu entwickeln, da Endothelzellen
stets als sehr stabil galten. Daher wurde es flir unwahrscheinlich gehalten, dass diese
Zellen entsprechende Mutationen bilden kénnen.

Nach der Beschreibung von VEGF als Schllisselmediator im Prozess der Angiogenese
schien eine Hemmung dieses Faktors auferst attraktiv. Aus diesem Grund wurde ein
rekombinanter, humanisierter monoklonaler Antikérper entwickelt, welcher VEGF bin-
det: Bevacizumab. (Ferrara et al. 2005; Caprioni et al. 2007)

Zunachst wurde ein muriner Vorlaufer des Antikoérpers entwickelt, der Bevacizumab
sehr ahnlich ist. Dieser wurde im Mausmodel getestet und fiihrte zu einer vollstandigen
Inhibierung der Neovaskularisation im Tumor und damit auch zur Unterdrickung des
Tumorwachstums. (Borgstrédm et al. 1996)

Nachdem der humanisierte Antikdrper Bevacizumab in vitro ahnliche Erfolge zeigte,
folgte die Uberprifung der Wirksamkeit anhand von Maus-Xenograft Modellen. Hier
konnte gezeigt werden, dass die GefalRdichte im Tumor merklich gesenkt wurde und
der interstitielle Druck um 75 Prozent zurlickging. (Borgstrom et al. 1996; Presta et al.
1997)

Diese Ergebnisse deckten sich mit den Erwartungen: der Entzug des wichtigsten
Angiogenesemediators VEGF flihrt zu einer Zerstérung der neuen TumorgefaRe und
der Unterdrickung der Neoangiogenese. Damit kommt es im Tumor zu einer
Unterversorgung an Nahrstoffen und zu einer Hypoxie und so zu einem Absterben
oder zumindest einer Verkleinerung des Tumors.

Die vielversprechenden Resultate im Tierversuch implizierten einen ahnlichen Erfolg
beim Einsatz des Medikaments beim Menschen. Der Versuch einer Monotherapie mit
Bevacizumab brachte allerdings nicht die gewlnschten Ergebnisse. Die Gefalle wur-

den nicht wie erwartet zerstort und eine Verkleinerung des Tumors konnte somit nicht
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bewirkt werden. Eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens konnte ebenfalls nicht ge-
zeigt werden. (Kabbinavar et al. 2003)

Untersuchungen des Tumorgewebes und vor allem des Tumorgefalbettes fihrten zum
Konzept der Normalisierungstheorie. Das Tumorgefal3system wird durch den Einsatz
von Bevacizumab nicht zerstort, sondern ,normalisiert‘. Das zuvor sehr chaotisch an-
geordnete Gefallnetz, welches durch blind endende Kapillarschlauche, Leckagen und
daraus resultierendem suboptimalen Blutfluss charakterisiert ist, verandert sich so,
dass es wieder einem normalen GefalRsystem ahnelt. Die Veranderungen treten so-
wohl strukturell als auch funktionell auf und lassen sich durch eine entstandene Ba-
lance zwischen pro- und antiangiogenen Faktoren erklaren. (Jain 2001; Jain 2005)

Im Einzelnen bedeutet es, dass der vergroRerte GefalRdurchmesser wieder auf Nor-
malgrofie reduziert wird, die verdickte Basalmembran wieder diinner wird und die Ge-
falke weniger gewunden verlaufen. Eine ganz entscheidende Veranderung ist der ver-
mehrte Besatz mit Perizyten. Das unbehandelte Tumorgefalbett besitzt nur einen sehr
kleinen Anteil von Gefallen, die von Perizyten umgeben sind. Nach Anti-VEGF Thera-
pie nimmt dieser Anteil stark zu, was zu einer erhdhten Stabilitat und Maturitat der Ge-
fale fuhrt. (Lin et al. 2004; Willett et al. 2004)

Diese Normalisierung der Gefale flhrt nicht nur zu einem verbesserten Transport von
Sauerstoff und Nahrstoffen in den Tumor, sondern auch die Chemotherapie kann ihren
Zielort besser erreichen. Diese Tatsache hat zentrale Bedeutung fir die Wirksamkeit
von Bevacizumab. Die Effektivitat der Tumortherapie kann mittels dieses entscheiden-
den Aspekts deutlich gesteigert werden. Eine Kombination von Bevacizumab mit Zy-
tostatika kann dadurch eine bessere Wirkung entfalten als eine Monotherapie. Dieser
Effekt wurde im Jahr 2004 durch eine groRRe Phase-llI-Studie belegt. (Hurwitz et al.
2004)

Die Kombination von Bevacizumab mit den weiteren (blichen Therapieregimen des
fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms lieferte ahnliche Resultate. GroRe Studien
konnten belegen, dass die gemeinsame Gabe von Chemotherapie mit Bevacizumab
einer alleinigen Chemotherapie Uberlegen ist. Patienten profitieren von einer besseren
Krankheitskontrolle und groRtenteils von einem verlangerten Gesamtiberleben. Zu-
sammengefasst belegen diese Studien eine 4,7-monatige Verlangerung des Lebens,
welche Bevacizumab zuzuschreiben ist. (McCormack et al. 2008)

Ein weiterer Vorteil von Bevacizumab ist seine geringe Toxizitat. Auch nach Langzeit-
therapie treten schwere Nebenwirkungen wie Perforationen des Gastrointestinaltraktes
oder arterielle thrombotische Ereignisse selten auf. Die einzige Komplikation, die haufi-
ger beobachtet wurde, ist eine entweder erstmalig aufgetretene oder verschlechterte

Hypertonie. Aus diesen Grinden stellt die Kombination von Chemotherapie mit Beva-
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cizumab den Standard in der Erstlinien- und Zweitlinientherapie des metastasierten
kolorektalen Karzinoms dar. Dennoch ist der genaue Wirkmechanismus bislang nur

zum Teil geklart.

1.1.2 Pradiktion der Wirksamkeit einer Bevacizumab-haltigen Therapie
Die Kombinationstherapie von mehreren Zytostatika mit dem Angiogenese-Inhibitor
Bevacizumab stellt aktuell einen Standard in der Erstlinientherapie des metastasierten
kolorektalen Karzinoms dar und fuhrt zu einer Verlangerung des progressionsfreien
Uberlebens.

Die genaue Wirkungsweise von Bevacizumab im Menschen ist noch unklar. Bisher
konnte nicht geklart werden, ob die Mechanismen deckungsgleich mit den
theoretischen Ansatzen oder den Ergebnissen aus Tiermodellen sind. Ein besseres
Verstandnis der Wirkung auf molekularer und zellularer Ebene ware fur den
zukunftigen Einsatz von Bevacizumab von entscheidender Wichtigkeit. Von besonderer
klinischer Relevanz ist die Tatsache, dass nicht alle Patienten auf eine antiangiogene
Therapie ansprechen. Es gilt herauszufinden, welche Patienten auf eine Therapie mit
Bevacizumab ansprechen und von ihr profitieren und welche vergebens mit dem
Wirkstoff behandelt werden wirden. Nur so kann eine optimale Effektivitat erzielt
werden und unnétige Toxizitadten vermieden werden. Nicht zuletzt kbénnen die
immensen Kosten dieser neuen Therapieform Uber eine Vorhersage des Ansprechens
deutlich vermindert werden. (Jain et al. 2009) Ein weiteres Problem sind die bei einer
Subgruppe der therapierten Patienten auftretenden Resistenzen. Es ware wichtig,
sowohl mdogliche Resistenzen frihzeitig zu erkennen, um die Therapie rechtzeitig
umstellen zu kénnen, als auch die Ursache dieser Resistenzen zu klaren. (Glade
Bender et al. 2004) Es gibt verschiedene Hypothesen, die versuchen das Phdnomen
der Resistenzentstehung aufzuklaren. Ein Ansatz besteht darin, dass alternative
Angiogenesefaktoren zum VEGF, wie z. B. Angiopoietine, hochreguliert werden und so
der Signalweg durch andere Mediatoren umgangen oder ersetzt wird. Andere
Uberlegungen basieren auf der Normalisierungstheorie: Nachdem das chaotische
Tumorgefalbett durch den Einsatz von Bevacizumab normalisiert wird, schreitet der
Umbau anschlieBend noch weiter fort, sodass das GefalRbett schlie3lich fiir den
bendtigten Blutfluss wieder inadaquat wird und die Chemotherapie erneut nur noch
ineffizient transportiert werden kann. Der positive Effekt auf den Transport der
Chemotherapie halt demnach nur fir einen gewissen Zeitraum an. Anschliefdend tritt
ein Gefaldstatus auf, der wiederum chaotisch und funktionell ineffektiv ist und an das
TumorgefalBbett ohne eine antiangiogene Therapie erinnert. (Jain et al. 2006) Aus
dieser Hypothese ergibt sich ein Normalisierungsfenster, welches den Zeitpunkt der

maximalen Normalisierung der Gefalle angibt und damit den giinstigsten Moment flr
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beispielsweise eine zusatzliche Bestrahlung, da diese bei geringer Hypoxie besser
wirken kann. (Jain 2005) Biomarker, die ein solches Therapiefenster charakterisieren

konnten, waren von betrachtlichem klinischen Nutzen.

Biomarker sind definiert als auf molekularer, zellularer oder funktionaler Ebene mess-
bare Parameter, die einen speziellen genetischen oder funktionellen Status eines bio-
logischen Systems anzeigen. (Ludwig et al. 2005) In der Onkologie werden Biomarker
fur Diagnosen, Staging, Prognose und Therapieentscheidungen genutzt. Anforderun-
gen an einen Biomarker sind die Durchflihrbarkeit und Praktikabilitdt von mehrfachen
Messungen, die Reproduzierbarkeit, sowie die Gewinnung Uber ein moglichst minimal
invasives Verfahren. Eine wichtige Unterscheidung ist zwischen einem prognostischen
und einem pradiktiven Biomarker zu treffen. Ein prognostischer Marker gibt Informatio-
nen Uber den natlrlichen Verlauf und den Ausgang einer Krankheit unabhangig von
einer Therapie. Im Gegensatz dazu kann ein pradiktiver Biomarker noch vor einer The-
rapie ein Ansprechen auf eine bestimmte Behandlung und deren Effektivitat vorhersa-
gen. (Sessa et al. 2008; Jain et al. 2009)

Die Bedeutung eines pradiktiven Biomarkers lasst sich anhand des Wirkstoffes Cetu-
ximab beispielhaft darstellen. Hier konnte mit dem k-ras ein spezifischer Biomarker fir
das Ansprechen und den Therapieerfolg gefunden werden. GroRe Studien zeigten,
dass nur Patienten mit einem Wildtyp k-ras-Gen auf eine Therapie mit einem EGFR-
Antikérper ansprechen und von einem gesteigerten progressionsfreien Uberleben und
langerem Gesamtlberleben profitieren kénnen. Im Gegensatz dazu liegt die Ansprech-
rate beim mutierten k-ras-Gen bei null Prozent. Fur den klinischen Einsatz des Medi-
kamentes legen diese Ergebnisse nahe, vor Beginn der Therapie eine Testung durch-
zufihren und nur entsprechende Patienten mit dem Wildtyp k-ras mit Cetuximab zu
behandeln. (Amado et al. 2008; Cercek et al. 2008; Karapetis et al. 2008)

Analog zu dem k-ras-Status der Cetuximab-Therapie wird versucht, Biomarker zur
Pradiktion der Effizienz der Therapie mit Bevacizumab zu etablieren. Mehrere Faktoren
wurden bisher untersucht, allerdings konnte bislang kein verlasslicher Pradiktor flir den
klinischen Routineeinsatz gefunden werden.

Auf der Suche danach kommen hauptsachlich Marker aus dem Tumorgewebe oder
aus dem Blut in Frage. Sehr invasive MalRnahmen, wie die Messung des interstitiellen
Drucks im Tumor sind weniger praktikabel. Im Einzelnen wurden fur das kolorektale
Karzinom am Tumorgewebe die VEGF-Expression, die Expression von Thrombospon-

din Il (THBS2), einem Angiogenese-hemmenden Faktor, die Microvessel Density
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(MVD, dtsch. Vaskularisierungsdichte), sowie Tumorzell-Apoptoserate und -Pro-
liferationsrate untersucht. (Jubb, Hurwitz et al. 2006) Ebenso wurden in vorausgehen-
den Arbeiten der Perizytenbesatz der Kapillaren, der Blutfluss im Tumor und der inter-
stitielle Druck als mogliche Pradiktoren untersucht. (Willett et al. 2004) Keiner dieser
Marker ist jedoch dazu geeignet, wie Wirksamkeit einer gegen VEGF gerichteten The-
rapie vorherzusagen.

In der Kategorie von Blut-basierten Biomarkern wurden bereits die systemische VEGF-
Konzentration und zirkulierende Endothelzellen analysiert ohne einen pradiktiven Wert
nachweisen zu kénnen. (Poon et al. 2001; Jubb, Hurwitz et al. 2006; Murukesh et al.
2010) Eine erhohte Frequenz der zirkulierenden Endothelzellen konnte jedoch mit dem
Vorgang der Angiogenese in Verbindung gebracht werden. Nach antiangiogener The-
rapie sank die Zahl der Zellen wieder auf einen Normwert ab. Dies impliziert einen
moglichen Nutzen als Biomarker. Zur Validierung werden weitere Studien benoétigt.
Allerdings sind fur die Messung der zirkulierenden Endothelzellen anspruchsvolle Me-
thoden ndétig, sodass ein routinemafiger Einsatz in der Klinik unwahrscheinlich er-
scheint. (Willett et al. 2005; Bertolini et al. 2006)

Weiterhin sind die nicht-invasiven Techniken der funktionellen Bildgebung, wie z. B.
CT, MRT oder PET-Untersuchungen zu nennen. Diese Methoden sind hinsichtlich der
Biomarkeridentifizierung noch nicht sehr ausgereift und sehr teuer. Verschiedene
vaskulare Parameter, wie relatives Blutvolumen im Tumor, relativer Blutfluss, oder

vaskulare Permeabilitat (K"™"

), wurden anhand von kontrastmittelverstarkter MRT, CT,
Ultraschall oder PET analysiert. Die Ergebnisse gelten als vielversprechend, ihr Nutzen
als Biomarker muss allerdings noch nachgewiesen werden. (Ocak et al. 2007; Proven-
zale 2007; Sessa et al. 2008)

Zusammengefasst gibt es bisher eine grof3e Anzahl von Versuchen potentielle Biomar-
ker zu identifizieren, ohne dass auf diesem Gebiet bislang ein Durchbruch erzielt wer-
den konnte. Der Bedarf fiir einen solchen Pradiktor ist aber auch in Bezug auf die ho-
hen Kosten und die Nebenwirkungen der antiangiogenen Therapie mit Bevacizumab
nach wie vor von grofer klinischer Bedeutung. Fir die zukiinftige Optimierung der The-
rapie mit Bevacizumab waren eine Voraussage des Ansprechens, der optimalen Dosis
und des Verabreichungszeitpunktes, sowie eine Vorhersage einer mdglichen Resis-
tenzentwicklung anhand eines Biomarkers essentiell. (Jain et al. 2006; Jubb, Oates et
al. 2006)

Anhand der vorausgegangenen Studien wird in der vorliegenden Arbeit der Fokus der
Uberlegungen auf zwei unterschiedliche Ansatzpunkte gelegt, welche zur Aufdeckung
moglicher Biomarker in Betracht kommen: die Analyse der Tumorresektate beleuchtet

die Vaskularisierungsdichte und die BlutgefaBmaturitat in Form des Perizytenbesatzes,
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die Untersuchung der Serumproben klart die Rolle der Angiogenesemediatoren VEGF

und Angiopoietin-2.

1.1.2.1 Vaskularisierungsdichte als Biomarker einer Bevacizumab-haltigen The-
rapie

Die Vaskularisierungsdichte oder engl. Microvessel Density (MVD) ermdglicht eine
quantifizierte Darstellung der Angiogenese in einem Tumor. Sie stellt das Abbild aller
angiogenen Prozesse und Ergebnisse von Signaltransduktionskaskaden zum Zeitpunkt
der Untersuchung dar. Ebenso spiegelt sie das mikroskopische Ergebnis einer antian-
giogenen Therapie wider. Die Bestimmung erfolgt mittels immunhistochemischer Far-
bung von Tumorschnitten und Auszahlung der Gefale pro Gesichtsfeld. Der so ermit-
telte Angiogenesestatus eines soliden Tumors zeigte fur eine Reihe von Tumorentita-
ten eine prognostische Relevanz. Fir das kolorektale Karzinom wird die Bedeutung der
MVD allerdings kontrovers diskutiert. Eine Reihe von Untersuchungen konnte nach-
weisen, dass die MVD im Hinblick auf eine antiangiogene Therapie keine Vorhersage
des Therapieerfolges liefern kann. (Hlatky et al. 2002; Des Guetz et al. 2006; Jubb,
Hurwitz et al. 2006) Allerdings gibt es keine standardisierte Methode fiir die MVD-
Messung, sodass eine alternative Auswertung eventuell neue Erkenntnisse bringen
konnte. Aufgrund dieser Tatsache und der Bedeutung der MVD in anderen Tumorenti-

taten erscheint eine erneute Analyse der Vaskularisierungsdichte sinnvoll.

1.1.2.2 BlutgefaBmaturitit als Biomarker einer Bevacizumab-haltigen Therapie
BlutgefaRe bestehen aus zwei miteinander interagierenden Zellschichten. Die innere
Wand der Kapillaren wird von Endothelzellen ausgekleidet. Die dufere Schicht formen
perivaskulare Zellen, auch Perizyten oder Wandzellen genannt. Sie enthalten kontrakti-
le Filamente und werden aufgrund dessen auch als Vascular Smooth Muscle Cells
(vSMCs) bezeichnet. Perizyten dienen nicht wie lange Zeit angenommen nur der Stabi-
lisierung von Endothelzellschlauchen, sondern kommunizieren zusatzlich mit den En-
dothelzellen Uber den direkten Kontakt oder parakrine Signaltransduktionen. Wahrend
des Prozesses der Angiogenese sezernieren Endothelzellen Wachstumsfaktoren wie
die Angiopoietine und PDGF-3, welche Perizyten anlocken und so fiir ein weiteres
Fortschreiten der GefalRmaturitat sorgen. (Gerhardt et al. 2003; Bergers et al. 2005)
Die Rekrutierung der Perizyten geschieht in einem gewissen zeitlichen Abstand zur
Formung der Endothelplexus. In diesen wenigen Tagen bis zu einer Woche geschieht
ein Umbau der bisher gebildeten GefalRe (Remodelling). Die Dichte der Gefalde wird
der Sauerstoffversorgung angepasst, indem entweder noch weitere Gefalle ausspros-
sen oder bereits geformte zugrunde gehen. Dieses Remodelling ist nur so lange mog-
lich, wie noch keine Perizyten die Endothelien bedecken, also in diesem unreifen Sta-

dium. Der Zeitraum wird als Plastizitdtsfenster bezeichnet. Sobald Perizyten vorhanden
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sind, erreicht das Gefal} einen Reifegrad, der es vor dem Absterben schitzt. Der Grad
des Perizytenbesatzes stellt demnach ein Zeichen der Reife des Gefallbettes dar.

Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass eine Stérung der Zellkontakte zwischen
Endothelzellen und Perizyten zu einer Regression der Gefalte fihrt. Weiterhin konnte
eine Beschleunigung der Perizyten-Rekrutierung noch unreife Gefalle vor dem Abster-
ben bewahren. Der Angiogenesemediator VEGF scheint hier eine neue Rolle zu spie-
len. Die Geschwindigkeit der Perizyten-Rekrutierung ist abhangig von der VEGF-
Konzentration: je mehr VEGF vorhanden ist, desto schneller werden die Endothel-
zellschlauche von Perizyten bedeckt und desto schneller schreitet damit die Gefalirei-
fung und der somit Schutz vor dem Absterben fort. (Benjamin et al. 1998)

Umgekehrt deutet dies darauf hin, dass gerade im Plastizitatsfenster ein Entzug des
Mediators VEGF besonders groRe Wirkung erzielen kann. Ohne Perizytenbesatz sind
die Endothelzellen sehr empfindlich und der Einsatz von Anti-VEGF-Antikérpern
scheint in dieser unreifen Phase der Gefalle am besten wirken zu kénnen. In einem
Xenograft-Modell von humanem Glioblastomen konnte gezeigt werden, dass durch
Unterdriickung der VEGF-Expression nur unreife Endothelzellen zugrunde gehen, die
noch nicht von Perizyten umgeben sind. (Benjamin et al. 1999) Diese Erkenntnisse
sind mit der Normalisierungstheorie der antiangiogenen Therapie in Einklang zu brin-
gen, da hier ebenfalls ein Untergang der unreifen, chaotischen Gefalareale des Tu-
morgefalbettes beschrieben ist.

In Anbetracht dieser Tatsache wurden bezlglich der Perizyten weitere Uberlegungen
angestellt. FUr die Tumorangiogenese konnten neuere Studien einen gegensatzlichen
Effekt des VEGF aufzeigen. Eine hohe Expression von VEGF im Tumor fihrt zu einem
chaotischen Gefallbett im Tumor mit gewundenen Gefalten, Leckagen und verminder-
tem Blutfluss. Es konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu friiher beschriebenen
Resultaten eine hohe VEGF-Konzentration mit einem geringen Perizytenbesatz korre-
liert. (Greenberg et al. 2008) Auch diese Uberlegungen unterstiitzen die Normalisie-
rungstheorie: ein VEGF-Entzug sorgt flr eine Normalisierung des chaotischen Gefal-

bettes und flhrt unter anderem zu einem erhéhten Perizytenbesatz. (Willett et al. 2004)

Trotz widersprichlicher Aussagen beziglich der Wirkung des VEGF, brachten beide
Ansatze wesentliche Gemeinsamkeiten hervor: Ein VEGF-Entzug ist besonders wirk-
sam, wenn ein unreifes Gefalbett mit geringem Perizytenbesatz vorliegt. Beides ist im
chaotischen Tumorgefalibett der Fall. Dies unterstitzt den Ansatz, dass ein VEGF-

Entzug gerade auf unreife Tumorgeféale sehr effektiv wirkt.
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Diese Uberlegungen spielen fiir die Tumortherapie mit dem Antikdrper Bevacizumab
eine groflle Rolle. Es ergibt sich die Schlussfolgerung, dass der Grad des Perizytenbe-
satzes nicht nur den Reifegrad des GefalRbettes, sondern auch die mogliche Wirksam-
keit einer Anti-VEGF-Therapie anzeigen kann. Aus diesem Grund ist der Perizytenbe-
satz ein mdglicher Kandidat fir einen Pradiktor im Kontext einer Therapie mit Bevaci-

zumab.

1.1.2.3 VEGEF als Biomarker einer Bevacizumab-haltigen Therapie

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) stellt, wie oben beschrieben, den
wichtigsten Mediator in der Angiogenese dar. (Carmeliet 2005) Als Zielstruktur des
Antikérpers Bevacizumab verspricht er, fur die Vorhersage des Erfolges einer Bevaci-
zumab-haltigen Therapie grof’e Bedeutung zu haben. Dies ergibt sich in der Analogie
zur molekularen Therapie anderer Tumorentitaten. Bei der Therapie von Brustkrebs
kann z. B. der HER2-Expressionsstatus das klinische Ansprechen auf eine Behandlung
mit einem HER2-Antikérper voraussagen. Der Angriffspunkt des Antikorpers selbst
stellt somit dort nicht nur einen wichtigen prognostischen Faktor, sondern auch einen
Pradiktor dar. (Slamon et al. 2001) Analog dazu wurden im kolorektalen Karzinom so-
wohl die VEGF-Expression als auch die VEGF-Serumkonzentration in mehreren Stu-
dien analysiert. (Des Guetz et al. 2006) Es wurden teils Ubereinstimmende, teils ge-
gensatzliche Resultate erzielt: eine prognostische Relevanz des VEGF konnte flir das
kolorektale Karzinom von einigen Forschungsgruppen sowie einer Metaanalyse belegt
werden, (Poon et al. 2001; Des Guetz et al. 2006; Sessa et al. 2008; Jain et al. 2009)
andere relevante Arbeiten wiederum widerlegten diese These. (Jubb et al. 2006) Im
Rahmen einer Bevacizumab-haltigen Therapie jedoch wurde einheitlich gezeigt, dass
VEGF keinen Stellenwert als Pradiktor aufweist. (Jubb, Hurwitz et al. 2006; Sessa et al.
2008; Jain et al. 2009) Aufgrund der widersprichlichen Ergebnisse erschienen erneute

Untersuchungen von VEGF im Hinblick auf eine pradiktive Funktion notwendig.

1.1.2.4 Angiopoietin-2 als Biomarker einer Bevacizumab-haltigen Therapie

Neben dem VEGF-Rezeptor-System stellen die Mediatoren Angiopoietin-1 und -2 mit
ihrem Rezeptor Tie-2 ein weiteres Signalsystem des Gefal3-Remodellings und der Ge-
falreifung dar. Die charakteristische Eigenschaft der Angiopoietine ist ihr gegensatzli-
cher Effekt auf den gemeinsamen Tie-2-Rezeptor, welcher auf Endothelzellen expri-
miert wird. (Maisonpierre et al. 1997) Beide Faktoren werden von Endothelzellen gebil-
det und in speziellen Granula, den Weibel-Palade-Kdrpern, gespeichert. (Fiedler et al.
2004) Angiopoietin-1 bewirkt als Agonist von Tie-2 eine Phosphorylierung des Rezep-
tors und sorgt fir die strukturelle Integritat von BlutgefaRen. Es stabilisiert und unter-

stltzt neu gebildete Gefalle, indem es die Interaktion von Endothelzellen mit umge-
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benden Zellen und der Extrazellularmatrix fordert. Experimente, die ein Fehlen des
Ang-1 imitieren, zeigten, dass dies zu schweren Gefalmissbildungen in der Maus-
embryogenese und frihzeitigem Tod des Embryos flhrt. In gesundem Gewebe ist eine
recht stabil regulierte Menge von Ang-1 vorhanden. (Hanahan 1997)

Im Gegensatz dazu hat Angiopoietin-2 einen antagonistischen Effekt auf den Tie-2-
Rezeptor. Es bindet zwar ebenfalls und mit etwa gleicher Affinitat an den Rezeptor,
bewirkt aber keine Phosphorylierung desselben. Eine Ang-2-Expression wird haupt-
sachlich dort gefunden, wo vaskuldre Umbauprozesse stattfinden, also im weiblichen
Reproduktionstrakt, bei der Wundheilung und in soliden Tumoren. Hier kann es Kon-
text-abhangig zwei unterschiedliche Wirkungen entfalten. Wird gleichzeitig mit dem
Ang-2 auch der Mediator VEGF hochreguliert, so entsteht eine proangiogene Wirkung:
es kommt zu Endothelzellmigration, -proliferation und zum Aussprossen von Gefalen.
Wenn hingegen kein VEGF vorhanden ist, fiihrt das Ang-2 zum Endothelzelltod und
einer Gefaliregression. (Maisonpierre et al. 1997; Scharpfenecker et al. 2005; Falcon
et al. 2009) Insgesamt zeigt sich, dass die Bindung von Ang-2 an den Tie-2-Rezeptor
keine spezielle Funktion hat, sondern vermutlich vornehmlich den stabilisierenden Ef-
fekt des Ang-1 blockiert und die Gefalie so sensibler gegentber anderen Mediatoren,
wie VEGF, macht. (Hanahan 1997; Maisonpierre et al. 1997; Eklund et al. 2006)

Das Gleichgewicht zwischen Ang-1 und Ang-2 tragt zur Aufrechterhaltung des Gefal3-
ruhezustandes bei. Dieser Zustand wird als nicht-proliferierender, anti-thrombotischer,
anti-inflammatorischer und nicht-angiogener Status ruhender Endothelzellen und Peri-
zyten definiert. Gerat dieser Zustand aus dem Gleichgewicht, kommt es zu pathologi-
schen Prozessen: entweder kurzfristig zu Entzindung oder langfristig zur Férderung
von Tumorwachstum. (Augustin et al. 2009)

In der Neoangiogenese von Tumoren ist Ang-2 von grofder Bedeutung. Tierversuche
konnten zeigen, dass eine Uberexpression von Ang-2 in Mausen zu einer verstarkten
Vaskularisierung und zu einem Wachstum von Tumoren fihrt. Dieses unterstitzend
zeigte sich ein reduziertes Tumorwachstum nach experimentellem Ang-2-Entzug. Die-
ses minimierte Wachstum ist assoziiert mit einem veranderten Muster der Perizyten-
Rekrutierung und —Reife. (Ahmad, Liu, Jung, Fan, Reinmuth et al. 2001; Ahmad, Liu,
Jung, Fan, Wilson et al. 2001)

In der Tumorentstehung werden die Endothelzellen schon in sehr frihen Stadien von
Tumorzellen stimuliert, was zur Freisetzung von Ang-2 fuhrt. Die starke Expression von
Ang-2 und die vergleichsweise geringe Bildung von Ang-1 im Tumor fuhren zu einem
relativen Uberwiegen des Ang-2. Dies bewirkt initial im Zentrum des Tumors einen En-
dothelzelluntergang, der die Destabilisierung und damit die Regression der Tumorge-

fake zur Folge hat. Daraus resultiert im Tumorgewebe eine zentrale Nekrose. Im nun
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sekundar kurzfristig avaskularen Tumor wird so eine Hypoxie ausgeldst, welche ihrer-
seits einen Anstieg der VEGF-Konzentration induziert. Am Rand des Tumors kann
durch die Kombination von VEGF und Ang-2 anschliel®end eine ausgepragte Tumor-

angiogenese stattfinden. (Holash et al. 1999; Augustin et al. 2009)

Diese Ergebnisse fiihrten zu intensiver Forschung Uber den Stellenwert des Angio-
poietin-Systems in humanen Tumoren. Es konnte gezeigt werden, dass Angiopoietin-2
in Tumor-assoziierten Endothelzellen im kolorektalen Karzinom hochreguliert wird.
(Goede et al. 2010) Es zahlt damit zu einem der wenigen protumorigenen Faktoren, die
nicht von den Tumorzellen selbst gebildet werden, sondern vom umgebenden Tu-
morstroma. Auch systemisch steigt die Ang-2-Konzentration bei Vorliegen einer malig-
nen Neoplasie an. Fur zahlreiche Erkrankungen, darunter Leberzellkarzinom, Lungen-
krebs und malignes Melanom stellt Ang-2 einen prognostischen Faktor bzw. einen
Biomarker fir Endothelzellaktivierung dar. (Park et al. 2007; Kuboki et al. 2008; Helf-
rich et al. 2009) Beim kolorektalen Karzinom konnte ein solcher Zusammenhang bisher

nicht gezeigt werden. (Augustin et al. 2009)

Da dem Angiopoietin-2 eine entscheidende Rolle in der Tumorangiogenese und damit
fur das Wachstum eines Tumors zugesprochen wird, untersuchten etliche Forschungs-
gruppen den Zusammenhang zwischen diesem Faktor und klinischen Daten bzw.
histopathologischen Gegebenheiten am Beispiel des kolorektalen Karzinoms. Es wur-
den Korrelationen zwischen einer Uberexprimierung des Ang-2 im Tumor und einem
schlechten histologischen Grading, erhéhter MVD, Invasion in das vendse und lympha-
tische System, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen, einem fortgeschrittenem
Stadium und einer schlechten Prognose aufgezeigt. (Ochiumi et al. 2004; Nakayama et
al. 2005; Chung et al. 2006) Die erzielten Ergebnisse waren zum Teil Ubereinstim-
mend, zum Teil widersprichlich, sodass weitere Analysen zur Bestatigung oder Wider-

legung der Thesen nétig und sinnvoll erschienen.

Zusammengefasst lasst sich aus vorangehenden Arbeiten ableiten, dass Angiopoietin-
2 eine wesentliche Rolle in der Tumorangiogenese spielt. In anderen Tumorentitaten
konnte Ang-2 als prognostischer Marker identifiziert werden. Fir das kolorektale Karzi-
nom konnte dies bislang nicht eindeutig gezeigt werden. Weiterhin bleibt die Frage
offen, ob es in der antiangiogenen Therapie mit Bevacizumab auch als pradiktiver
Biomarker gesehen werden kann. Die bisher erzielten Ergebnisse und der klare Zu-
sammenhang zwischen dem VEGF-System und dem Ang-Tie-2-System sind in dieser

Hinsicht als vielversprechend anzusehen.
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1.2 Fragestellung und Zielsetzung

Die Kombination einer Chemotherapie mit dem Angiogenese-Inhibitor Bevacizumab
stellt derzeit den Standard in der Erstlinientherapie des fortgeschrittenen kolorektalen
Karzinoms dar. Fur die zukiinftige Optimierung dieser Therapie ist die Identifizierung
eines Biomarkers essentiell. Die wichtigste Aufgabe des Biomarkers besteht darin, ein
Ansprechen auf die Therapie und damit den Therapieerfolg vorherzusagen. Eine sol-
che Pradiktion ermdglicht die Auswahl entsprechender Patienten schon vor Beginn der
Behandlung. Auf diese Weise kann die Effektivitat der Therapie gesteigert werden.
Gleichzeitig kbénnen so unnoétige Toxizitaten bei Patienten mit fehlendem Ansprechen
vermieden und erhebliche Kosten eingespart werden. Ziel dieser Arbeit war es, poten-
tielle Biomarker bzw. Pradiktoren zu untersuchen.

Die Auswahl moglicher Biomarker, die in der vorliegenden Arbeit untersucht werden
sollten, geschah nach Analyse der biologischen Grundlagen der Angiogenese und der
Auswirkungen einer Angiogenese-Hemmung. Zum einen wurden mit der Vaskularisie-
rungsdichte und der BlutgefaBmaturitdt in Form des Perizytenbesatzes zwei histo-
pathologische Marker ausgewahlt. Der Einsatz einer Bevacizumab-haltigen Therapie
hat groflen Einfluss auf die Morphologie und Maturitat des Gefalbettes. Aus diesem
Grund erschien sowohl die MVD, als auch der Perizytenbesatz als moglicher Biomar-
ker vielversprechend. Zum anderen fokussierte sich die vorliegende Analyse auf
vaskulare Angiogenesemediatoren. Dabei wurde das Augenmerk neben dem VEGF-
System auf das Angiopoietin-Tie-2-System gelegt. Vieles deutet darauf hin, dass nach
VEGF-Entzug durch Bevacizumab ein alternativer Signalweg Gber Ang-2 und den Tie-
2-Rezeptor eingeschlagen wird, um so die Tumorangiogenese aufrecht zu erhalten. In
anderen Tumorentitaten konnte bereits die entscheidende Rolle des Ang-2 als Biomar-
ker fir die Angiogenese nachgewiesen werden, im kolorektalen Karzinom hingegen
blieb dies bislang offen. Eine Untersuchung des pradiktiven Wertes des Ang-2 flir eine
Bevacizumab-haltige Therapie wurde ebenfalls noch nicht realisiert. In dieser Arbeit
wurden erstmalig entsprechende Analysen durchgefiihrt, um diese offenen Fragen zu
beantworten.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Kollektiv, bestehend aus Patienten mit kolorekta-
lem Karzinom, die darlUber hinaus teilweise eine Bevacizumab-haltige Chemotherapie
erhalten haben, mit dem Ziel der Identifizierung eines Biomarkers analysiert. Dazu
wurden Tumor- und Blutproben der Patienten immunhistochemisch bzw. mittels ELISA
untersucht, um histopathologische und systemische Angiogenesefaktoren zu ermitteln.
Die Ergebnisse wurden mit dem Ansprechen auf die Therapie und Uberlebensdaten in
Bezug gesetzt und ausgewertet. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich der erhobenen Daten

mit einem Kollektiv gesunder Probanden. Auf diese Weise wurde der Frage nachge-
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gangen, ob die Gefaldichte, die Gefaldreife oder einer der beiden Angiogenesemedia-
toren VEGF und Ang-2 als Biomarker infrage kommen.

Eine solche Untersuchung von Tumorgewebe, Blutwerten und klinischen Daten ermdg-
lichte eine in dieser Art bisher nicht durchgefihrte Analyse mit dem Ziel der Identifizie-
rung eines prognostischen und pradiktiven Biomarkers fiir die Therapie des kolorekta-

len Karzinoms mit Bevacizumab.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientenkollektive

Nach Zustimmung der Ethikkommissionen der Universitaten Kéln und Bochum wurden
90 Patienten mit kolorektalem Karzinom in unterschiedlichen Stadien zur Analyse von
Angiogenesemediatoren ausgewahlt. Von den Patienten wurde nach der Aufklarung
und Einverstandniserklarung sowohl eine Blutprobe zum Zeitpunkt der primaren Re-
sektion, als auch eine Tumorprobe gewonnen. Dazu stellten die zustadndigen Patholo-
gen die Ergebnisse der Gewebsuntersuchung zur Verfliigung. Des Weiteren wurde
Einsicht in die Krankenakten gewahrt, was eine Charakterisierung des Patientenguts
ermoglichte. Demographische, klinische und histopathologische Parameter konnten so
ausfuhrlich dokumentiert werden.

Bei Patienten, welche mit einer palliativen Chemotherapie in der Kombination mit dem
antiangiogenen Antikorper Bevacizumab behandelt wurden, wurde nach zweimonatiger
Therapiedauer das klinische Ansprechen evaluiert. Dies geschah entsprechend den
RECIST-Kriterien (response evaluation criteria in solid tumors). Diese Kriterien teilen
das Ansprechen in vier unterschiedliche Kategorien ein: Complete Response (CR),
Partial Response (PR), Progressive Disease (PD) und Stable Disease (SD). Ein kom-
plettes Ansprechen (CR) ist definiert als das Verschwinden aller karzinombedingten
Organlasionen. Weiterhin missen alle befallenen Lymphknoten auf eine Grofle unter
10 mm zuriickgehen. Als partielles Ansprechen (PR) wird die GréRenreduktion der
Tumormasse um mindestens 30 Prozent bezeichnet. Im Gegensatz dazu wird eine
Zunahme der Tumorgrofle um mindestens 20 Prozent progrediente Erkrankung (PD)
genannt. Dabei muss allerdings ein absolutes Groflenwachstum von wenigstens 5 mm
vorliegen. Jede neu hinzugekommene Organldsion wird ebenfalls als ein Progress be-
wertet. Von einer stabilen Krankheit (SD) spricht man, wenn die erforderlichen Kriterien
fur ein Ansprechen auf die Therapie oder fir einen Progress nicht erfillt werden. (Ei-

senhauer et al. 2009)

Bildgebende Kontrollen pratherapeutisch und beim Restaging dienten zur Bestimmung
des Ansprechens der Patienten auf die Therapie oder eines mdglichen Progresses der
Krankheit.

Insgesamt wurden die Untersuchungen an Patienten aus drei verschiedenen Patien-
tenkollektiven durchgeflihrt. Zusatzlich wurde ein weiteres Kollektiv, bestehend aus

gesunden Probanden zusammengestellt, um einen Vergleich anstellen zu kénnen.
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a) Kollektiv A

In der Chirurgischen Klinik des Sankt Elisabeth Krankenhauses Hohenlind wurde in
Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. med. Thomas Koslowsky in den Jahren 2006 und
2007 ein Patientenkollektiv bestehend aus 56 Patienten rekrutiert. Es handelte sich
ausschlief3lich um Patienten mit neu diagnostiziertem kolorektalen Karzinom zum Zeit-
punkt der primaren Resektion des Tumors. Hier betrug das mediane Alter 69 Jahre mit
einer Spanne von 47 bis 86 Jahren. Die UICC-Stadien variierten, den Hauptanteil
machten allerdings Patienten in den UICC-Stadien Il und Il aus.

Eine Ubersicht Uber die demographischen, klinischen und histopathologischen Daten
gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Patientencharakteristika Kollektiv A

N (%)

Patienten 56 (100)
Geschlecht

m 35 (62,5)

w 21 (37,5)
Alter

Median (Jahre) 69

Spanne (Jahre) 47 - 86

< 65 Jahre 16 (28,6)

= 65 Jahre 40 (71,4)
UICC-Stadium

I 3(5,4)

Il 30 (53,6)

] 15 (26,8)

|\ 8 (14,3)

N entspricht der absoluten Anzahl der Patienten, in Klammern steht der prozentuale Anteil.

b) Kollektiv B

Ein weiteres Kollektiv, bestehend aus 19 Patienten, wurde in der onkologischen Praxis
von Herrn PD Dr. med. Roland Schnell zusammengestellt. Das mediane Alter der Pati-
enten betrug 69 Jahre, wobei die Altersspanne zwischen 54 und 83 Jahren lag. Es
handelte sich hier ausschliellich um Patienten mit einem metastasierten kolorektalen
Karzinom, die sich folglich im UICC-Stadium IV befanden. Dabei gab es sowohl Patien-
ten mit Erstdiagnose als auch solche mit einem Rezidiv der Erkrankung. Nach der Tu-
morresektion erhielten die Patienten eine kombinierte Chemotherapie des FOLFOX-

oder FOLFIRI-Regimes, bzw. 5-FU/LV oder CAP, jeweils zusammen mit dem anti-
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angiogenen Antikdrper Bevacizumab. Blutproben wurden vor dem Start der Therapie

gewonnen. Die Auflistung der Patientencharakteristika folgt in Tabelle 2.

Tabelle 2: Patientencharakteristika Kollektiv B

N (%)

Patienten 19 (100)
Geschlecht

m 10 (52,6)

w 9 (47,4)
Alter

Median (Jahre) 69

Spanne (Jahre) 54 - 83

< 65 Jahre 8 (42,1)

> 65 Jahre 11 (57,9)
UICC-Stadium

I 0 (0)

Il 0 (0)

] 0 (0)

v 19 (100)

N entspricht der absoluten Anzahl der Patienten, in Klammern steht der prozentuale Anteil.

c¢) Kollektiv C

In Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. med. Anke Reinacher-Schick wurde Zugriff auf
das Kollektiv einer klinischen Studie (AIO KRK 0604) der Klinik fiir Innere Medizin des
Universitatsklinikums Bochum gewahrt. Das mediane Alter der 15 Patienten dieser
Studie betrug 67 Jahre und die Alterspanne lag zwischen 45 und 77 Jahren. Alle Pati-
enten hatten ebenfalls ein metastasiertes kolorektales Karzinom und damit das UICC-
Tumorstadium V. Auch diese Patienten wurden mit einer adjuvanten Chemotherapie
behandelt. Bei den Therapieregimen handelte es sich entweder um XELOX oder XE-
LIRI, jeweils kombiniert mit Bevacizumab. Auch hier wurde eine Blutprobe der Patien-
ten vor Beginn der Therapie enthommen und fir die vorliegenden Analysen zur Verfu-
gung gestellt.

Eine kurze Ubersicht Giber die demographischen Daten des Patientenkollektivs bietet
Tabelle 3.
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Tabelle 3: Patientencharakteristika Kollektiv C

N (%)

Patienten 15 (100)
Geschlecht

m 9 (60)

w 6 (40)
Alter

Median (Jahre) 67

Spanne (Jahre) 45 -77

< 65 Jahre 7 (46,7)

> 65 Jahre 8 (53,3)
UICC-Stadium

I 0 (0)

Il 0 (0)

] 0 (0)

v 15 (100)

N entspricht der absoluten Anzahl der Patienten, in Klammern steht der prozentuale Anteil.

d) Vergleichskollektiv Gesunde

In Zusammenarbeit mit Frau Birgit Cremer wurden an der Uniklinik KéIn Serumproben
von 33 gesunden Personen gesammelt. Das mediane Alter der Probanden betrug 29
Jahre mit einer Spanne von 20 bis 42 Jahre.

Dieses Kollektiv wurde erstellt, um einen Vergleich zwischen an einem Kolonkarzinom

Erkrankten und Gesunden anstellen zu kénnen.

Tabelle 4: Charakteristika des Vergleichskollektivs Gesunde

N (%)

Patienten 33 (100)
Geschlecht

m 23 (69,7)

w 10 (30,3)
Alter

Median (Jahre) 29

Spanne (Jahre) 20-42

N entspricht der absoluten Anzahl der Patienten, in Klammern steht der prozentuale Anteil.
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2.2 Material

2.2.1 Reagenzien
Die folgenden Reagenzien wurden fur die immunhistochemischen Untersuchungen der
humanen Tumorproben verwendet. Die Analyse der Blutproben wurde mittels ELISA

durchgefihrt. Die daflr genutzten Materialien werden ebenfalls hier aufgefihrt.

Analyse der Tumorproben

Priméarantikorper

a) Maus-Anti-Human-CD34-1gG, monoklonal, Klon QBEnd-10, (DAKO, Deutschland)
CD34 ist ein Transmembranprotein, welches auf unreifen hamatopoietischen Stamm-
zellen und Endothelzellen exprimiert wird. Der Einsatz des Antikorpers Klon QBEnd-10

diente der Darstellung von BlutgefaRen durch Anfarben der Endothelzellen.

b) Maus-Anti-Human-a-SMA-IgG, monoklonal, Klon 1A4 (DAKO, Deutschland)

Aktin zahlt als Mikrofilament zu den Zellskelettproteinen. Es spielt besonders im Auf-
bau des kontraktilen Apparates in Muskelzellen eine Rolle. Der hier verwendete Anti-
korper bindet glattmuskulares Aktin und diente daher der Anfarbung von Perizyten und

glatten Muskelzellen als Bestandteile von BlutgefaBwanden.

Sekundarantikérper
Ziege-Anti-Maus-Immunglobulin-IgG, biotinyliert, als gebrauchsfertige Losung (Invitro-

gen / Zymed Deutschland)

Blockungsldsung

Ziegenserum (10%) als gebrauchsfertige Losung (Invitrogen / Zymed Deutschland)

Farbreaktionsenzyme
Streptavidin-Peroxidase-Losung / Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Lésung, beide

als gebrauchsfertige Lésung (Invitrogen / Zymed Deutschland)

Farbstoffe

a) Diaminobenzidin-Losung (DAB)

1 mL Puffer-Konzentrat

50 uL DAB-L6sung (konzentriert)

50 uL konzentriertes Wasserstoffperoxid

(Alles in Form eines DAB-Kits von Invitrogen / Zymed Deutschland)
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b) Aminoethylcarbazol-Lésung (AEC), gebrauchsfertige Lésung (Invitrogen / Zymed
Deutschland)
c¢) Nitroblautetrazolium-Losung (NBT) als gebrauchsfertige Losung (Invitrogen / Zymed
Deutschland)

Puffer

a) PBS

8 g Natriumchlorid

0,2 g Kaliumchlorid

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat

0,24 g Kaliumdihydrogenphasphat

1000 ml Agqua dest.

pH 7,4

b) PBS Tween-20

1000 ml PBS

500 pl Tween-20 (Karl Roth, Deutschland)
c) Ziegenserum (1%)

100 pl Ziegenserum (10%) (Invitrogen / Zymed Deutschland)
900 ul PBS

Absteigende Alkoholreihe
Xylol

Isopropanol (100%)
Ethanol (96%)

Ethanol (80%)

Ethanol (70%)

Ethanol (50%)

Antigendemaskierungs-Losung
Tris-Puffer (10 mM Tris, 1mM EDTA)
1,21 g Tris

0,29 g EDTA

1000 ml Aqua dest.

pH 9,0

Peroxidaseblock-L6sung
200 ml Methanol mit 3% Wasserstoffperoxyd (H,O,) (beides Carl-Roth, Deutschland)
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Sonstige Lésungen
a) Hamatoxylin (Merck, Deutschland)
b) Eosin (Merck, Deutschland)

¢) Glyceringelantine (Merck, Deutschland)

Analyse der Blutproben
VEGF ELISA-Kit (R&D Systems, Deutschland)
Ang-2 ELISA-Kit (R&D Systems, Deutschland)

2.2.2 Gerate

a) Mikrotom

b) Mikroskop

c) Mikrotestplatten-Schuttler
d) Zentrifuge

2.2.3 Gewebeproben

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an humanen Tumorproben von
kolorektalen Karzinomen durchgefthrt. Die Sammlung der Proben erfolgte nach Auf-
klarung der Patienten. Das Gewebe wurde sofort in Formalin fixiert und spater in Paraf-
fin eingebettet. Dieser Vorgang wurde maschinell unter den ublichen Bedingungen vom
pathologischen Institut der Universitatsklinik Kéln durchgefihrt. Aus den Paraffinblo-
cken wurden anschlieRend an einem Mikrotom 6 um dicke Serienschnitte hergestellt.
Zu allen Gewebeproben war die pathologische Diagnose bekannt, die sowohl Staging
als auch Grading umfasste. Eine Hamatoxylin und Eosin-Farbung erlaubte eine orien-

tierende Durchsicht der Praparate.

2.2.4 Blutproben

Zur Analyse der Serum Angiogenesefaktoren wurden nach einer Aufklarung pra-
operativ bzw. vor dem Start einer systemischen Chemotherapie mit Bevacizumab Blut-
proben der Patienten gewonnen. Dazu wurden Serum-Monovetten der Firma Sarstedt
verwendet. Durch Zentrifugieren der geronnenen Proben wurden die zelluldren Be-
standteile inklusive der Gerinnungsfaktoren abgetrennt und der Uberstand als Serum

entnommen. Zur Konservierung wurden diese Serumproben bei -80° C eingefroren.
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2.3 Methoden

2.3.1 Vorbehandlung von Schnittpraparaten

Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte wurden zunachst in Xylol
fur 2 x 10 Min entparaffiniert. Zur Rehydrierung wurde eine absteigende Alkoholreihe
(Isopropanol 100%, Ethanol 96%, Ethanol 80%, Ethanol 70%, Ethanol 50%) und
schliel3lich Aqua dest. verwendet. Zum Blocken der endogenen Peroxidase wurden die
Schnitte als nachstes fir 20 Min mit Methanol mit 3% H,O, bedeckt. Anschlie3end er-
folgte ein Spulschritt fir 3 x 2 Min in PBS. Die nun folgende Antigendemaskierung vari-
ierte in Abhangigkeit vom Primarantikérper. Fir eine CD34-Farbung wurden die Schnit-
te in einem Tris-Puffer (10 mM Tris, 1mM EDTA) fur 3 x 5 Min bei 600 Watt in der
Mikrowelle erhitzt. Die Antigendemaskierung fir eine a-SMA-Farbung wurde ebenfalls
im Tris-Puffer fir 20 Min bei 98° C im Ofen durchgefiihrt.

In beiden Fallen folgten anschlieRend eine ca. 20-minitige Abklhlphase bis zum Errei-

chen der Raumtemperatur und ein weiterer Spllschritt flir 3 x 2 Min in PBS.

2.3.2 Immunhistochemische Einfachfarbungen

Nach der oben beschriebenen Vorbehandlung der Gewebsschnitte folgte nun die im-
munhistochemische Farbung. Die Inkubationen erfolgten in einer feuchten Kammer;
die Spulschritte wurden jeweils fur 3 x 2 Min in PBS durchgeflhrt.

Die Absattigung unspezifischer Proteinbindungsvalenzen in den Praparaten geschah
durch Uberschichten der Schnitte mit 100 ul Ziegenserum (10%). Die Inkubationszeit
hierfir betrug 10 Min. Anschlielfend wurde die Flissigkeit vorsichtig entfernt, ohne das
Praparat zu berlhren, bzw. zu beschadigen.

Im nachsten Schritt wurden je 100 pl der Primarantikdrper-Lésung unter Vermeidung
von moglicher Austrocknung oder Verletzung der Gewebe auf die Schnitte pipettiert.

Unter folgenden Bedingungen wurden die verschiedenen Primarantikorper eingesetzt:

Tabelle 5: Verdiinnung der Primarantikorper

Antikérper Konzentration Inkubationspuffer
CD34 1:40 Ziegenserum (1%)
a-SMA 1:50 Ziegenserum (1%)

In beiden Fallen erfolgte die Inkubation fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Zur Kontrolle
der Spezifitat der Antikérper wurden bei jeder Farbung Negativkontrollen mitgefiihrt.
Hierfir wurden die Schnitte nur mit Ziegenserum 1% ohne Primarantikdrper beschich-
tet.
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Nach Spilen in PBS wurden die Schnitte flr 10 Min mit dem biotinylierten anti-Maus-
Sekundarantikérper inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Detektie-
rung des Sekundarantikérpers mit einer Streptavidin-Peroxidase-Ldsung. Diese wurde
ebenfalls fur 10 Min auf den Schnitten belassen. Nach erneutem Spillen wurden die
Schnitte mit dem Substrat fir die Peroxidase Uiberdeckt. Das Chromogen fiir die CD34-
Farbung war DAB; a-SMA wurde mittels NBT dargestellt. Die Inkubation erfolgte 7 Min
unter Lichtabschluss. Durch Spilen mit Aqua dest. wurde die Farbreaktion gestoppt.
AnschlieRend wurden die Praparate sehr kurz (fir ca. 1 Sek.) zum Gegenfarben in
Hamalaun getaucht. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Glyzeringelantine einge-
deckt.

2.3.3 Immunhistochemische Doppelfarbung

Zur gleichzeitigen Darstellung von Endothelzellen und glattmuskuldren Muskelzellen,
welche die Perizyten eines Gefalies darstellen, wurde eine immunhistochemische
Doppelfarbung etabliert. Zunachst wurden dabei die Perizyten mittels AntikGrper gegen
a-SMA gefarbt und anschlieRend die Gefalendothelien durch einen Antikdrper gegen
CD34.

Die Vorbehandlung der Schnitte erfolgte wie oben beschrieben. Nach der Entparaffinie-
rung in Xylol folgte die Rehydrierung durch die Alkoholreihe (Isopropanol 100%, Etha-
nol 96%, Ethanol 80%, Ethanol 70%, Ethanol 50%) in Aqua dest. Das Blocken der en-
dogenen Peroxidase geschah analog zur Einfachfarbung fir 20 Minuten in Methanol
mit 3% H,0,. Die Antigendemaskierung fur den ersten Teil der Doppelfarbung erfolgte
durch 20-minitiges Erhitzten der Schnitte auf 98°C in einem Tris-Puffer (10 mM Tris,
1mM EDTA) im Ofen. Anschlieliend wurden die Schnitte fiir ca. 20 Min auf Raumtem-
peratur gekuhlt.

Fur die nun folgende immunhistochemische Doppelfarbung wurden die Inkubationen
alle in einer feuchten Kammer durchgefuhrt; die Spulschritte in PBS mit 0,05% Tween-
20. Zunachst wurden die unspezifischen Proteinbindungsvalenzen im Praparat durch
Uberdecken mit Ziegenserum (10%) fiir 10 Min abgeséttigt. Nach vorsichtigem Entfer-
nen der FlUssigkeit wurde ohne zu spulen der Primarantikbrper gegen a-SMA in einer
Konzentration von 1:50 in 1%igem Ziegenserum fir eine Stunde aufgebracht. Nach
grundlichem Waschen in PBS mit Tween-20 wurde dann der biotinylierte Sekundaran-
tikérper fur 10 Min auf die Praparate gegeben. AnschlieRend folgten ein weiterer
Waschschritt und danach das Aufbringen von Streptavidin-Alkalischer-Phosphatase fiir
20 Min. Als Substrat fir das Enzym wurde nun das Chromogen NBT auf die Schnitte
pipettiert und unter Lichtabschluss fir 20 Min in der feuchten Kammer inkubiert. Zum
Stoppen der Farbreaktion wurden die Schnitte in Aqua dest. mit 0,05% Tween-20 ge-

spult. Die Farbung des Perizytenmarkers a-SMA war damit abgeschlossen.
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Zur Darstellung der GefaRendothelien folgte nun eine zweite immunhistochemische
Farbung des Markers CD34. Begonnen wurde mit einer erneuten Antigendemaskie-
rung, diesmal fur 3 x 5 Min im Tris-Puffer (10 mM Tris, 1mM EDTA) in der Mikrowelle.
Anschlieend folgte die 20-minltige Kihlung auf Raumtemperatur.

Wie bereits im ersten Teil der Farbung geschah das Absattigen der unspezifischen
Proteinbindungsvalenzen durch eine 10-minltige Inkubation mit 10%igen Ziegense-
rum. Ohne zwischenzeitigen Spulschritt wurde danach je 100ul Primarantikérper gegen
CD34 in einer Konzentration von 1:40 in Ziegenserum (1%) auf das Gewebe pipettiert
und Uber Nacht bei 4°C im Kihlschrank in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach ei-
nem Waschschritt folgte dann die Beschichtung mit dem biotinylierten Sekundaranti-
korper mit 10-minttiger Inkubation. Anschlielend erfolgten ein erneuter Waschschritt
und das Uberdecken der Schnitte mit Streptavidin-Peroxidase mit 10-miniitiger Inkuba-
tionszeit. Nach einem weiteren Spllschritt konnte das Substrat fiir die Peroxidase, das
Chromogen AEC, aufgebracht werden und fur 10 Min auf den Schnitten belassen wer-
den. Zum Stoppen der Farbreaktion wurde mit Aqua dest. mit 0,05% Tween-20 ge-
spult. Die immunhistochemische Doppelfarbung war hiermit beendet und die Schnitte

wurden abschlieRend mit Glyceringelantine eingedeckt.

2.3.4 Analyse der Blutproben mittels ELISA

Die Analyse des Blutserums erfolgte mithilfe von kommerziell erhaltlichen ELISA-Kits
(ELISA = enzyme-linked immunosorbent assey) der Firma R&D Systems. Mit dem je-
weiligen Test wurden die Serumkonzentrationen der Angiogenesemediatoren VEGF
und Angiopoietin-2 bestimmt. Bei allen durchgeflihrten Asseys handelte es sich um
Sandwich-ELISAs, bei denen die coating-Antikérper gegen das jeweilige Protein fest
an die Mikrotiterplatte gebunden waren. Die Durchfiihrung der Analysen geschah an-
hand der Gebrauchsinformation der kommerziellen Testkits.

Zunachst wurden alle Reagenzien und Serumproben auf Raumtemperatur gebracht.
AnschlielRend wurde der Standard vorbereitet und je nach Angiogenesemediator die

Serumproben unterschiedlich verdinnt:

Tabelle 6: Verdiinnung der Serumproben

Angiogenesemediator Verdinnung
VEGF keine Verdinnung
Ang-2 5-fach

Auf die 96-Well Platte wurde erst eine Pufferldsung aufgebracht und im Anschluss dar-
an der Standard und die Serumproben, jeweils in doppelter Ausfiihrung. Zur Bindung

des l6slichen Antigens an den coating-Antikorper folgte eine zweistindige Inkubations-
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zeit bei Raumtemperatur auf einem Mikrotestplatten-Schiittler bei 500 £ 50 rpm (revo-
lutions per minute = Umdrehungen pro Minute). In einem anschlieRenden Waschschritt
wurden alle Wells durch Aspirieren mit einer Pipette vollstandig entleert und mit
Waschpuffer gefullt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Im nachsten Schritt
wurde in jede der Wells ein Antikérper-Konjugat gegeben, welches den mit dem Enzym
Meerrettich-Peroxidase konjugierten Detektionsantikérper enthielt. Eine weitere Inku-
bationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schittler ermdglichte die Bin-
dung des Detektionsantikérpers an das bereits gebundene Antigen, sodass ein Anti-
korper-Antigen-Antikorper-Komplex entstand. Nach einem weiteren Waschschritt wur-
den die Wells mit der Substratldsung beflillt und fir eine halbe Stunde unter Lichtab-
schluss bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Beendigung der Farbreaktion wurde die
Stopplésung dazu gegeben. Mithilfe eines ELISA-Readers wurden die Farbintensitaten
bei 450nm und 540nm gemessen und anhand der Standardkurve die Konzentrationen

der Angiogenesemediatoren in den einzelnen Serumproben bestimmt.

2.4 Auswertung

Alle mikroskopischen Auswertungen erfolgten an einem Diskussionsmikroskop der
Firma Olympus, Modell BH2.

2.41 Quantitative mikroskopische Auswertung der immunhistochemi-
schen Farbungen

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte quantitativ. Es konnten
zwei Parameter ermittelt werden: zum einen der Grad der Vaskularisierung anhand der
in der CD34-Farbung dargestellten Blutgefalken, zum anderen die Reife des Gefallbet-
tes anhand der Bestlickung des Endothels mit Perizyten. Dies wurde in der Doppelfar-
bung von a-SMA und CD34 sichtbar gemacht.

Vaskularisierungsdichte (Microvessel Density = MVD)

Das Tumorgewebe der kolorektalen Karzinome erwies sich als sehr heterogen bezlg-
lich der Dichte der GefalRe. Zur Auswertung wurden daher zunachst bei kleinerer Ver-
grofkerung (100fach) so genannte hot spots ausgesucht. Dies sind Stellen im Praparat,
die eine lokale Anhaufung von Gefalien darstellen. In jedem Praparat wurden funf re-
prasentative hot spots ausgesucht und dann bei héherer Vergrofierung (400fach) die
funf Gesichtsfelder ausgezahlt. Aus den finf ermittelten Werten konnte nun ein Mittel-
wert bestimmt werden, der den Grad der Vaskularisierung widerspiegelt. Angegeben
wird der Wert in GefalRe pro Gesichtsfeld (HPF = high power field). (Eberhard et al.
2000)
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BlutgefalBmaturitat (Microvessel Maturity = MVM)

In der immunhistochemischen Doppelfarbung wurden sowohl Endothelzellen der Ge-
falke als auch Perizyten dargestellt. Zur Auswertung wurden wiederum bei kleiner Ver-
grélkerung (100fach) flnf reprasentative hot spots ausgewanhlt. Bei héherer Vergrolie-
rung (400fach) wurden in diesen Bereichen zunachst die Blutgefalie gezahlt und an-
schlieftend in den gleichen Gesichtsfeldern die Anzahl der Blutgefalle bestimmt, wel-
che von Perizyten umgeben waren. Der daraus gebildete Quotient gibt den Anteil der
GefalRe mit Perizytenbesatz an. Aus den finf Werten, die aus flnf Gesichtsfeldern er-
mittelt wurden, wurde erneut ein Mittelwert bestimmt. Dieser gibt fir jedes Praparat die

mittlere Blutgefalireife an und wird als Perizytenbesatz in Prozent angegeben.

2.4.2 Auswertung der ELISAs

Die Auswertung der ELISAs geschah mithilfe des Mikroplatten Spektralphotometers
MQuant der Firma Bio-Tek Instruments und des dazu gehérigen Computerprogramms
KC4. Fur jeden Angiogenesefaktor wurden pro Blutprobe je zwei Werte ermittelt. Aus
diesen beiden gemessenen Werten wurde der Mittelwert bestimmt. So wurde pro Pati-

ent bzw. pro Blutprobe je einen Wert fir VEGF und Ang-2 im Serum bestimmt.

2.4.3 Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mithilfe des Computerprogramms SPSS 17.0
fur Windows durchgefiihrt. Das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben
wurden mit der Kaplan-Meier Methode bestimmt. Der Vergleich zwischen zwei Grup-
pen beziiglich der Uberlebenszeit wurde mit dem log-rank-Test durchgefiihrt. Hazard
Ratios wurden mit dem Cox Regressions-Modell bestimmt. Weitere Vergleiche zwi-
schen unterschiedlichen Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-Test, dem Kruskal-
Wallis-Test und dem y2-Test angestellt. Bei allen statistischen Tests handelte es sich
um zweiseitige Tests. Statistische Signifikanz wurde flr einen p-Wert p<0,05 festge-

legt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientenkollektiv-Charakteristika

Zur Analyse der Daten wurden die drei oben beschriebenen Patientenkollektive A, B

und C zunachst zusammen betrachtet. Es entstand so ein Gesamtkollektiv von 90 Pa-

tienten mit kolorektalem Karzinom. Dem gegenuber gestellt wurde ein Kollektiv beste-

hend aus 33 gesunden Probanden. Die Patientencharakteristika werden in Tabelle 7

dargestellt.

Tabelle 7: Patientencharakteristika Gesamtkollektiv

N (%)

Patienten 90 (100)
Geschlecht

m 54 (60)

w 36 (40)
Alter

Median (Jahre) 69

Spanne (Jahre) 45 - 86

< 65 Jahre 31(34,4)

= 65 Jahre 59 (65,6)
UICC-Stadium

| 3(3,3)

Il 30 (33,3)

Il 15 (16,7)

v 42 (46,7)
Chemotherapie

nicht nachverfolgt 56 (62,2)

nachverfolgt 34 (37,8)

5-FU/LV + BV 1(1,1)

FOLFOX + BV 4(4,4)

FOLFIRI + BV 13 (14,3)

XELOX + BV 6 (6,7)

XELIRI + BV 9 (10,9)

CAP + BV 1(1,1)

BV: Bevacizumab, 5-FU/LV: 5-Fluorouracil/Leukovorin, FOLFOX: 5-FU/LV/Oxaliplatin, FOLFIRI:
5-FU/LV/Irinotecan, XELOX: Capecitabin/Oxaliplatin, XELIRI: Capecitabin/Irinotecan, CAP:

Capecitabin
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Die 54 Manner und 36 Frauen wiesen beim Einschluss in die Studie ein medianes Alter
von 69 Jahren auf, wobei die Altersspanne 45 bis 86 Jahre umfasste. Das Gesamtkol-
lektiv bestand aus Patienten mit allen Tumorstadien, die Hauptanzahl der Patienten
befand sich allerdings im UICC-Tumorstadium IV. Diese Patienten mit metastasiertem
kolorektalen Karzinom wurden einer kombinierten Chemotherapie mit dem Angiogene-
se-Inhibitor Bevacizumab unterzogen. 74 Prozent der Patienten waren noch nicht vor-
therapiert, wohingegen neun Patienten bereits im Vorfeld eine Chemotherapie ohne
Bevacizumab erhalten hatten. Die einzelnen Therapieregime werden in Tabelle 7 er-
sichtlich. 34 Patienten wurden wahrend und nach der Bevacizumab enthaltenden The-
rapie beobachtet, um den Verlauf der Krankheit im Hinblick auf die klinischen Endpunk-
te Ansprechrate, progressionsfreies- und Gesamtiiberleben dokumentieren zu kénnen.
Im Mittel geschah dieses Follow-up Uber einen Zeitraum von 16,6 Monaten. 19 dieser
nachverfolgten Patienten sprachen auf die Therapie an, die restlichen 15 Patienten
zeigten entweder einen stabilen Krankheitsverlauf oder einen Progress. Das mediane
Gesamtiberleben war nach dem angegebenen Beobachtungszeitraum noch nicht er-
reicht, es lebten noch 25 der 34 Patienten (siehe Abbildung 1). Das mediane progres-
sionsfreie Uberleben der 34 nachverfolgten Patienten betrug 12,1 Monate (siehe Abbil-
dung 2). WeiterflGhrende Berechnungen erbrachten keine Hinweise auf statistisch signi-
fikante Unterschiede bezliglich der Ansprechrate, des progressionsfreien Uberlebens
und des Gesamtiberlebens zwischen den verschiedenen Patientenkollektiven. Ebenso
zeigten unterschiedliches Geschlecht oder verschiedene Altersgruppen keine statis-

tisch signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 1: Gesamtiiberleben (OS) des Gesamtkollektivs der Patienten mit kolorekta-
lem Karzinom nach Bevacizumab-haltiger Therapie.
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Abbildung 2: Progressionsfreies Uberleben (PFS) des Gesamtkollektivs der Patienten
mit kolorektalem Karzinom nach Bevacizumab-haltiger Therapie.
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3.2 Histopathologische Biomarker

3.2.1 Vaskularisierungsdichte (MVD)

Die Vaskularisierungsdichte oder auch Microvessel Density (MVD) des kolorektalen
Karzinoms wurde anhand von immunhistochemischen Farbungen von Tumorschnitten
analysiert. Die GefalRe wurden mit einem Antikorper gegen das Oberflachenmolekul
CD34 angefarbt und mikroskopisch quantifiziert. Zur Vereinheitlichung der Auswertung
wurden stets sogenannte hot spots, also Regionen im Tumor mit hdchster Gefaldich-
te, ausgewahlt. Beispielhaft soll die immunhistochemische Darstellung der Vaskulari-
sierungsdichte in Abbildung 4 illustriert werden.

Die mittlere GefalRdichte bei Patienten mit kolorektalem Karzinom betrug 35/HPF
(Standardabweichung: £ 13/HPF) bei einer Spannweite von 82/HPF (Minimum 11/HPF,
Maximum 93/HPF). Ein signifikanter Unterschied zwischen den UICC-Tumorstadien
liel sich nicht erkennen (Mittelwert + Standardabweichung: Stadium |: 34 + 3 vs. Sta-
dium II: 31 £ 9 vs. Stadium Ill: 36 £ 12 vs. Stadium IV: 40 £ 17/HPF, p=0,365), wie Ab-
bildung 3 zeigt. Unterschiede hinsichtlich des Geschlechts oder Alters der Patienten

konnten nicht gezeigt werden.
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Abbildung 3: Tumor Vaskularisierungsdichte (MVD) in den UICC-Stadien I-IV des kolo-
rektalen Karzinoms (Mittelwert £ Standardabweichung), ermittelt durch immunhisto-
chemische Einfachfarbung von CD34.
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Abbildung 4: Immunhistochemische Darstellung der Vaskularisierungsdichte.
Darstellung der Vaskularisierungsdichte (MVD) mittels immunhistochemischer Einfach-
farbung gegen CD34 (Endothelzellen). Die BlutgefalRe imponieren als rot gefarbte lu-
menhaltige Strukturen (gekennzeichnet durch ). (A) Beispiel einer hohen MVD in
einem hot spot bei 400facher Vergréfierung. (B) Detailansicht eines BlutgefalRes bei
héherer Vergrolkerung (600fach). Tumorzellverbande sind mit * markiert. (C) Beispiel
einer niedrigen MVD in einem hot spot bei 400facher VergréRerung.
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3.2.2 BlutgefaBmaturitat (MVM)

Die Blutgefalreife des kolorektalen Karzinoms wurde ebenfalls durch immunhistoche-
mische Farbungen der Tumorpraparate dargestellt. Eine Doppelfarbung von CD34 fir
die Gefalendothelien zusammen mit a-SMA flr die umgebenden Perizyten wurde an-
gefertigt und mikroskopisch ausgewertet. Auch hier wurden fiir die Quantifizierung hot
spots als reprasentative Areale im Tumor ausgewahlt. Die Fotos der Abbildung 6 zei-
gen beispielhaft die immunhistochemische Doppelfarbung. Es zeigte sich eine grole
Spannweite von 83 Prozent (Minimum: 10 %, Maximum: 93 %) bei einem Mittelwert
von 55 % (Standardabweichung: + 22 %). Mit fortschreitendem Tumorstadium nahm
der Perizytenbesatz und damit die Gefalreife signifikant ab (Mittelwert + Standardab-
weichung: Stadium |: 76 + 10 vs. Stadium II: 62 £ 21 vs. Stadium Ill: 47 £ 24 vs. Stadi-
um IV: 51 £ 21%, p=0,041). Die Abbildung 5 zeigt die graphische Darstellung dieser
Tatsache. Eine Korrelation zwischen GefaRdichte (MVD) und Gefalreife (MVM) konnte
nicht gezeigt werden (siehe Abbildung 11A). Eine Korrelation der Gefalireife mit dem

Alter oder dem Geschlecht bestand nicht.

100

80

60

Tumor MVM [%]

20
p=0,041

I I I
| Il 1] \Y

Stadium (UICC)

Abbildung 5: Tumor Gefalmaturitat (MVM) in den UICC-Stadien I-IV des kolorektalen
Karzinoms (Mittelwert + Standardabweichung), ermittelt durch immunhistochemische
Doppelfarbung von CD34 und a-SMA.
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Abbildung 6: Immunhistochemische Darstellung der GefaBmaturitat.

Darstellung des Perizytenbesatzes (MVM) mittels immunhistochemischer Doppelféar-
bung gegen CD34 (Endothelzellen) und a-SMA (Perizyten). Die Endothelzellen stellen
sich als ringférmige rote Struktur dar (gekennzeichnet durch +), die Perizyten bilden
einen blauen Ring (markiert mit ») um die Endothelzellen herum. (A) Beispiel eines
hohen Perizytenbesatzes (MVM) in einem hot spot bei 400facher VergroRerung. Fast
alle GefalRe sind von Perizyten bedeckt. (B) Detailansicht bei héherer Vergréfierung
(600fach). (C) Beispiel einer geringen MVM in einem hot spot bei 400facher Vergrole-
rung. Viele Gefalle weisen keinen Perizytenbesatz auf.
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3.3 Serum Biomarker

Die Serumproben der Patienten mit kolorektalem Karzinom wurden mittels ELISA ana-
lysiert. Alle Analysen wurden vor Beginn einer systemischen Chemotherapie durchge-
fuhrt, es handelt sich folglich stets um pratherapeutische Werte. Das Interesse galt hier
den Angiogenesemediatoren, die vom Tumor selbst oder vom Tumorstroma produziert
und sezerniert werden und so in den systemischen Kreislauf gelangen. Bei den beiden
untersuchten Faktoren handelte es sich zum einen um VEGF, gegen den sich der An-
giogenese-Hemmer Bevacizumab richtet. Zum anderen um Angiopoietin-2, welches

eine zentrale regulatorische Rolle im Prozess der Tumorangiogenese spielt.

Zunachst wurden die einzelnen Tumorstadien des kolorektalen Karzinoms bezuglich
der Angiogeneseparameter verglichen. AnschlieRend folgte der Vergleich der KRK
Patienten mit der gesunden Kontrollgruppe. Auch hier konnte fir beide gemessenen
Faktoren ein Zusammenhang mit Alter oder Geschlecht der Patienten nicht dargestellt

werden.

3.3.1 VEGF

Die mittlere Serumkonzentration des Angiogenesemediators VEGF betrug bei Patien-
ten mit kolorektalem Karzinom 0,30 ng/ml (Standardabweichung: £ 0,29 ng/ml). Die
gemessenen Werte lagen in einer sehr grolRen Spannweite zwischen 0,15 ng/ml und
1,52 ng/ml. Zwischen den einzelnen Tumorstadien gab es keinen signifikanten Unter-
schied der VEGF-Konzentrationen (Mittelwert + Standardabweichung: Stadium I: 0,22
+ 0,09 vs. Stadium II: 0,32 + 0,34 vs. Stadium IlI: 0,37 + 0,33 vs. Stadium 1V: 0,26 *
0,24 ng/ml, p=0,597), was durch Abbildung 7 veranschaulicht wird. Der anschlielende
Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe flhrte ebenfalls nicht zu statistisch signifi-
kanten Unterschieden zwischen Tumorpatienten und gesunden Probanden. Der Mit-
telwert der Kontrollgruppe betrug 0,24 ng/ml (Standardabweichung: + 0,19 ng/ml).
Selbst Patienten mit metastasiertem kolorektalem Karzinom im Stadium IV zeigten im
Vergleich zu Gesunden keine erhéhten VEGF-Konzentrationen (siehe Abbildung 8). Es
konnten keine Korrelationen zwischen VEGF, Gefalldichte (MVD) und Gefalreife
(MVM) nachgewiesen werden, was in den Abbildung 11B und C dargestellt wird.
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Abbildung 7: Serumkonzentrationen von VEGF in den UICC-Stadien I-IV des kolorekta-
len Karzinoms (Mittelwert + Standardabweichung), ermittelt durch ELISA.
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Abbildung 8: Serumkonzentrationen von VEGF im gesunden Kontrollkollektiv, bei Pati-
enten mit nicht metastasiertem kolorektalen Karzinom (UICC-Stadien I-lll) und bei Pa-
tienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom (UICC-Stadium 1V), ermittelt durch
ELISA.
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3.3.2 Angiopoietin-2

Die Serumwerte des Angiopoietin-2 lagen bei Patienten mit kolorektalem Karzinom in
einem Bereich von 0,7 bis 12,1 ng/ml, bei einem Mittelwert von 3,1 ng/ml (Standard-
abweichung: £ 2,2 ng/ml). Im Vergleich dazu betrug die mittlere Ang-2-Konzentration
im Serum von gesunden Kontrollpersonen 2,4 ng/ml (Standardabweichung: + 0,9
ng/ml). Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium zeigten erhdhte Ang-2-
Konzentrationen verglichen mit Patienten in einem frihen Stadium. (Mittelwert + Stan-
dardabweichung: Stadium I: 1,7 + 0,3 vs. Stadium II: 2,5 + 1,3 vs. Stadium Ill: 2,2 £ 1,1
vs. Stadium IV: 3,9 + 2,7 ng/ml, p=0,005). Die graphische Darstellung hierzu folgt in
Abbildung 9. Die grofte Variabilitdt zeigte sich bei Patienten mit metastasiertem KRK
im Stadium V. Bei diesen Patienten lieBen sich signifikant hohere Ang-2-
Konzentrationen nachweisen, als bei Patienten in den Stadien I-lll (3,9 vs. 2,3 ng/ml,
p=0,001). Beim Vergleich zwischen Patienten im Stadium IV und der gesunden Kon-
trollgruppe zeigte sich ebenfalls eine signifikante Erhéhung des Ang-2 bei den Patien-
ten mit metastasiertem KRK (3,9 vs. 2,4 ng/ml, p=0,006). Im Gegensatz dazu unter-
schieden sich die Ang-2-Werte der Patienten im Stadium I-lll nicht signifikant von de-
nen der gesunden Probanden. Die Veranschaulichung dieser Ergebnisse findet sich in
Abbildung 10. Weiterhin zeigten sich keine Korrelationen von Ang-2-Werten mit VEGF-
Serumkonzentrationen, Gefalidichte und Gefalreife (siehe Abbildung 11D, E und F).
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Abbildung 9: Serumkonzentrationen von Ang-2 in den UICC-Stadien I-IV des kolorekta-
len Karzinoms (Mittelwert £ Standardabweichung), ermittelt durch ELISA.
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Abbildung 10: Serumkonzentrationen von Ang-2 im gesunden Kontrollkollektiv, bei Pa-
tienten mit nicht metastasiertem kolorektalen Karzinom (UICC-Stadien I-lll) und bei
Patienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom (UICC-Stadium V), ermittelt durch
ELISA.
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Abbildung 11: Korrelationen zwischen den Tumor- und Serumparametern. (A) Vaskula-
risierungsdichte und GefaBmaturitat, (B) Serumkonzentration von VEGF und Vaskula-
risierungsdichte, (C) Serumkonzentration von VEGF und Gefalmaturitat, (D) Serum-
konzentration von Ang-2 und Serumkonzentration von VEGF, (E) Serumkonzentration
von Ang-2 und Vaskularisierungsdichte, (F) Serumkonzentration von Ang-2 und Ge-
falmaturitat.
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3.4 Gesamtuberleben

Ein Teil der untersuchten Patienten wurde palliativ mit einer kombinierten Chemothe-
rapie mit Bevacizumab behandelt. Dieses Kollektiv bestand aus 34 Patienten und wur-
de wahrend und nach der Therapie in Form eines durchschnittlich mehr als 16 monati-
gen Follow-ups im Hinblick auf die klinischen Endpunkte progressionsfreies- und Ge-
samtuberleben beobachtet. Bei diesen 34 Patienten wurden Gefalidichte (MVD), Ge-
falreife (MVM), Serum-VEGF und Serum-Ang-2 in Bezug zur Dauer des Gesamtuber-
lebens gesetzt. Dazu wurden die Patienten jeweils in zwei Subgruppen dichotomisiert,
wobei der Median des jeweiligen Parameters den Trennwert darstellte. Bei der Gefal3-
dichte entstanden so eine Gruppe mit geringer und eine mit hoher MVD (<42/HPF vs. 2
42/HPF). Der entsprechende Median der MVM betrug 47 % und teilte die Gruppe in
Tumore mit unreifen bzw. reifen Gefallen. Fur die Dichotomisierung in Subgruppen
hinsichtlich der Serummediatoren wurde jeweils der pratherapeutische Median genutzt.
VEGF-Werte kleiner als 0,19 ng/ml wurden als niedrig eingestuft, ein Wert groRer oder
gleich 0,19 ng/ml als hoch. Analog dazu wurden die Patienten in eine Gruppe mit nied-
riger Ang-2-Konzentration (< 3,5 ng/ml) und eine Gruppe mit hoher Ang-2-
Konzentration (= 3,5 ng/ml) aufgeteilt.

Das Gesamtlberleben bei Patienten mit einer niedrigen pratherapeutischen Ang-2-
Konzentration war signifikant langer als das von Patienten mit hohem Ang-2 im Serum
(p=0,004). Das mediane Gesamtiiberleben der Patienten mit einem Ang-2-Wert < 3,5
ng/ml war zum Ende des Beobachtungszeitraums noch nicht erreicht, wohingegen Pa-
tienten mit einem héheren Ang-2-Wert ein medianes Gesamtiberleben von 16,2 Mona-
ten aufwiesen. Die Uberlebensraten nach 1,5 Jahren betrugen 94 % in der Subgruppe
mit niedrigem Ang-2, im Gegensatz zu 53 % in der Subgruppe mit hohem Ang-2. Das
Sterberisiko war fur Patienten mit niedrigem Ang-2 um 91% geringer als bei Patienten
in der Subgruppe mit hohem Ang-2 (Hazard Ratio: 0,09, 95%-KI 0,01 — 0,70, p=0,02).
Diese statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Subgruppe mit hohem und
der mit niedrigem Ang-2 blieben auch dann bestehen, wenn der Trennwert variiert
wurde. Analysen mit unterschiedlichen Werten zwischen 3,0 und 4,0 ng/ml lieferten
ahnliche Resultate. Weiterhin wurden die Analysen fur die primaren kolorektalen Karzi-
nome und die Rezidive separat durchgeflhrt. Auch hier konnten gleiche Ergebnisse
erzielt werden.

Im Gegensatz zu diesen Resultaten des Angiopoietin-2 konnten die Ubrigen untersuch-
ten Parameter MVD, MVM und VEGF keine signifikanten Ergebnisse liefern. Die Sub-
gruppen unterschieden sich nicht im Gesamtlberleben. Die nachfolgenden Grafiken
(Abbildung 12, Abbildung 13, Abbildung 14 und Abbildung 15) zeigen das Gesamtliber-
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leben in Form von Kaplan-Meier-Kurven.

Fuir alle vier untersuchten Mediatoren werden

jeweils die zwei oben beschriebenen Subgruppen dargestellt.
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Abbildung 12: Gesamtiberleben (OS) der Patienten mit kolorektalem Karzinom nach
Bevacizumab-haltiger Therapie, aufgeteilt in zwei Subgruppen bezlglich der Tumor

Vaskularisierungsdichte (MVD).
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Abbildung 13: Gesamtiberleben (OS) der Patienten mit kolorektalem Karzinom nach
Bevacizumab-haltiger Therapie, aufgeteilt in zwei Subgruppen bezlglich der Tumor
GefalBmaturitat (MVM).
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Abbildung 14: Gesamtlberleben (OS) der Patienten mit kolorektalem Karzinom nach
Bevacizumab-haltiger Therapie, aufgeteilt in zwei Subgruppen bezlglich der Serum

VEGF-Konzentration.
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Abbildung 15: Gesamtiberleben (OS) der Patienten mit kolorektalem Karzinom nach
Bevacizumab-haltiger Therapie, aufgeteilt in zwei Subgruppen beziglich der Serum
Ang-2-Konzentration.

3.5 Progressionsfreies Uberleben

Analog zu den oben beschriebenen Analysen zum Gesamtliberleben wurde mit dem
Jprogressionsfreien Uberleben* (PFS = progression-free survival) verfahren. Auch hier
wurden die vier Parameter MVD, MVM, VEGF und Ang-2 untersucht. Die Patienten
wurden erneut anhand des jeweiligen Medians in Subgruppen geteilt.

Wiederum liefert Angiopoietin-2 die interessantesten Ergebnisse, auch bezlglich des
progressionsfreien Uberlebens. Patienten mit einem niedrigen pratherapeutischen Ang-
2-Level zeigten eine bessere Krankheitskontrolle, als diejenigen mit einem hohen Ang-
2-Wert im Serum. Der Progress der Krankheit bei einer Ang-2-Konzentration < 3,5
ng/ml fand im Median nach 14,1 Monaten statt. Im Vergleich dazu wurde die Patienten
mit einem Ang-2-Wert = 3,5 ng/ml bereits nach 8,5 Monaten progredient. (p=0,009).
Somit verlangerte sich das progressionsfreie Uberleben bei Patienten mit niedrigem
Ang-2 um mehr als 5 Monate im Vergleich zu Patienten mit hohem Ang-2. Das Risiko
einen Progress zu erleiden war fur Patienten mit niedrigem Ang-2 um 63 % geringer
als fir Patienten mit hohem Ang-2 (Hazard Ratio: 0,37, 95%-KI: 0,17 — 0,80, p=0,01).

Im Vergleich dazu konnten die Subgruppen fir MVD, MVM und VEGF keinen Unter-

schied im progressionsfreien Uberleben aufzeigen. Die folgenden Grafiken (Abbildung
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16, Abbildung 17, Abbildung 18 und Abbildung 19) illustrieren das progressionsfreie

Uberleben fiir die jeweiligen Untergruppen der untersuchten Mediatoren.
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Abbildung 16: Progressionsfreies Uberleben (PFS) der Patienten mit kolorektalem Kar-
zinom nach Bevacizumab-haltiger Therapie, aufgeteilt in zwei Subgruppen bezlglich
der Tumor Vaskularisierungsdichte (MVD).
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Abbildung 17: Progressionsfreies Uberleben (PFS) der Patienten mit kolorektalem Kar-
zinom nach Bevacizumab-haltiger Therapie, aufgeteilt in zwei Subgruppen bezlglich
der Tumor GefalBmaturitat (MVM).
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Abbildung 18: Progressionsfreies Uberleben (PFS) der Patienten mit kolorektalem Kar-
zinom nach Bevacizumab-haltiger Therapie, aufgeteilt in zwei Subgruppen bezlglich
der Serum VEGF-Konzentration.
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Abbildung 19: Progressionsfreies Uberleben (PFS) der Patienten mit kolorektalem Kar-
zinom nach Bevacizumab-haltiger Therapie, aufgeteilt in zwei Subgruppen bezlglich
der Serum Ang-2-Konzentration.

3.6 Ansprechen auf die Therapie

Die Evaluation des Therapieerfolges erfolgte gemaf den RECIST-Kriterien. Die beiden
Kategorien Complete Response (CR) und Partial Response (PR) wurden als Gruppe
der Responder zusammengefasst, also als Gruppe derjenigen, die auf die Therapie
ansprachen. Als Non-Responder wurden die Patienten ohne sichtbaren Therapieerfolg
bezeichnet. Hierunter wurden die Kategorien Progressive Disease (PD) und Stable
Disease (SD) zusammengefasst.

Entsprechend der Analysen zum Gesamtiberleben und zum progressionsfreien Uber-
leben wurden auch hier die vier Parameter MVD, MVM, VEGF und Ang-2 untersucht.
Die Einteilung der Patienten in Subgruppen erfolgte wie oben beschrieben.

Patienten mit einem niedrigen pratherapeutischen Serum-Ang-2 zeigten eine hdhere
Ansprechrate auf eine Bevacizumab-haltige Kombinationschemotherapie als Patienten
mit hohem Serum-Ang-2. Die Ansprechraten betrugen sehr hohe 82 % in der ersten
Gruppe, beziehungsweise nur geringe 31 % in der zweiten (p=0,005) (siehe Abbildung
20). Diesen Resultaten entsprechend liegt der mittlere Ang-2-Wert der Responder mit
3,3 ng/ml deutlich unter dem der Non-Responder (5,8 ng/ml, p=0,008), was in Abbil-

dung 21 veranschaulicht wird.
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Wie auch schon bei den vorherigen Betrachtungen lieferten die Ubrigen drei Angioge-
nesefaktoren keine statistisch signifikanten Ergebnisse. Eine hohe bzw. niedrige MVD
oder MVM wiesen keine unterschiedlichen Ansprechraten auf die Bevacizumab-haltige
Chemotherapie auf. Ebenso zeigte die Aufteilung nach niedrigem bzw. hohem VEGF
keinen Unterschied in der Ansprechrate (siehe Abbildung 22 und Abbildung 23).

1007

p=0,272

80

60

40

Ansprechrate [%]

20

<0,19 >0,19
Serum VEGF [ng/ml]

Abbildung 20: Ansprechen der Patienten mit kolorektalem Karzinom auf die Bevacizu-

mab-haltige Therapie. Ansprechraten in den Subgruppen beziiglich der Serum VEGF-
Konzentration.
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Abbildung 21: Ansprechen der Patienten mit kolorektalem Karzinom auf die Bevacizu-
mab-haltige Therapie. Pratherapeutische Serum VEGF-Konzentration der Responder
bzw. Non-Responder (Mittelwert + Standardabweichung).

100 ’7 p=0,005

60

Ansprechrate [%]

0—
<35 235

Serum Ang-2 [ng/ml]

Abbildung 22: Ansprechen der Patienten mit kolorektalem Karzinom auf die Bevacizu-

mab-haltige Therapie. Ansprechraten in den Subgruppen bezlglich der Serum Ang-2-
Konzentration.




56

p=0,008

10,0
8,07
S
(®)]
L
N 6,0
(®)]
[
< -
S
2 —
5 40
n

2,0

ja nein
Ansprechen

Abbildung 23: Ansprechen der Patienten mit kolorektalem Karzinom auf die Bevacizu-
mab-haltige Therapie. Pratherapeutische Serum Ang-2-Konzentration der Responder
bzw. Non-Responder (Mittelwert + Standardabweichung).
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4 DISKUSSION

Die Einfuhrung des Angiogenese-Inhibitors Bevacizumab stellte im Jahr 2004 einen
Durchbruch in der Therapie des kolorektalen Karzinoms dar. Erstmalig zeigte eine auf
die Tumorangiogenese gerichtete Therapiestrategie in Kombination mit einer Chemo-
therapie einen klinischen Erfolg. Die Kombination des VEGF-Antikdrpers mit einer
Chemotherapie fihrte zu einer Verlangerung des progressionsfreien- und Gesamtuber-
lebens. Die Effizienz dieser Kombination konnte, ebenso wie die gleichzeitige ge-
ringgradige Toxizitat, in weiteren groRen Phase-llI-Studien bestatigt werden. Aus die-
sem Grund wird derzeit eine Kombinationschemotherapie zusammen mit dem Angio-
genese-Hemmer Bevacizumab als Standard in der Erstlinientherapie des metastasier-
ten kolorektalen Karzinoms eingesetzt. (Cercek et al. 2008) Allerdings sprechen nicht
alle Patienten gleich gut auf diese Art der Therapie an. Dies ist aufgrund der Komplexi-
tat der angiogenen Mechanismen und der Heterogenitat der Tumore nicht verwunder-
lich. Fur die klinische Praxis ware es daher von essentieller Bedeutung, einen Biomar-
ker zu etablieren, welcher ein Ansprechen auf die Therapie voraussagen kann. Mit
Hilfe eines solchen Markers kdnnten entsprechende Patienten vor Beginn der Therapie
ausgewahlt werden und so von optimaler Effektivitat profitieren. Zuséatzlich mussten
Patienten, die kein Ansprechen auf eine derartige Therapie zeigen, nicht unnétig der
zusatzlichen Toxizitdt ausgesetzt werden. Eine erhebliche Kosteneinsparung ware so
aullerdem moglich. (Sessa et al. 2008; Jain et al. 2009) Derzeit steht die Etablierung
solcher Biomarker im Fokus intensiver Forschungsaktivitat. Ein adaquater Marker, der
den Ansprichen entspricht und fiir einen klinischen Routineeinsatz nutzbar ware,
konnte allerdings bisher nicht charakterisiert werden. (De Roock et al. 2009; Murukesh
et al. 2010)

Ziel dieser Arbeit war es, potentielle pradiktive Marker flir die Bevacizumab-haltige
Kombinationschemotherapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms zu identifizie-
ren. Zur Generierung von Hypothesen wurden zunachst die biologischen Prozesse der
Tumorangiogenese betrachtet. Hier galt das Interesse sowohl morphologischen Korre-
laten der Angiogenese, als auch Serummediatoren der angiogenen Signalkaskaden,
wie in der Einleitung ausflhrlich beschrieben wurde. Insbesondere wurde das Augen-
merk auf die BlutgefalBmaturitat gelegt, welche anhand des Perizytenbesatzes festge-
stellt wurde, und auf den sezernierten Angiogenesemediator Angiopoietin-2. Beide
wurden als vielversprechende potentielle Biomarker fir eine Bevacizumab-haltige The-
rapie charakterisiert und in dieser Arbeit erstmalig auf diese Fragestellung hin analy-
siert. Eine zusatzliche Betrachtung galt, mit der Vaskularisierungsdichte (MVD) und
dem ldslichen Faktor VEGF, zwei weiteren Angiogenesefaktoren. Beide sind in der

Literatur als wichtige GréRen in der Tumorangiogenese beschrieben und im Rahmen
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der Identifizierung eines Biomarkers vielfach Gberprift worden. Beide Werte erwiesen
sich in der Vergangenheit nicht als geeignete Pradiktoren einer Bevacizumab-haltigen
Therapie. (Holden et al. 2005; Jubb, Hurwitz et al. 2006) Zur Validierung der Ergebnis-
se wurden in der vorliegenden Arbeit die beiden Parameter erneut und vergleichend zu

obigen Uberpriift.

4.1 Histopathologische Biomarker

Die Analyse der Tumorproben wurde anhand von immunhistochemischen Farbungen
der Schnittpraparate durchgefiihrt. Die Darstellung der Vaskularisation im Tumor liefert
das morphologische Korrelat zur Tumorangiogenese. Sie bildet das Zusammenspiel
aller angiogenen Vorgange und Regulationen ab und liefert somit wertvolle Informatio-
nen Uber den Angiogenesestatus direkt am Ort des Geschehens.

Untersucht wurden im Einzelnen die Vaskularisierungsdichte (MVD), welche bereits
vielfach analysiert wurde und der Perizytenbesatz (MVM) der Gefal3e zur Darstellung

der GefalRmaturitat.

4.1.1 Vaskularisierungsdichte (MVD)

Die MVD ermaoglicht mittels Darstellung der Tumorblutgefalie eine Quantifizierung der
Angiogenese im Tumor. Ausgehend von der Vorstellung, dass die Anzahl der Kapilla-
ren im Tumor direkte Auswirkung auf die Wachstums- und Metastasierungsrate und
damit auf den klinischen Verlauf einer Tumorerkrankung hat, konnte Anfang der 90er
Jahre erstmalig ein Zusammenhang zwischen MVD und Metastasierungshaufigkeit fur
das Mammakarzinom aufgezeigt werden. (Weidner et al 1991) Ein solcher Zusam-
menhang spricht dafirr, dass die MVD als prognostischer Marker bei soliden Tumoren
eingesetzt werden kann. Zur Validierung dieser These wurde eine grofle Anzahl von
Studien durchgefuhrt, die mittels Bestimmung der MVD das Tumorgefalibett charakte-
risierten. Dabei wurde eine Reihe von Tumorentitaten untersucht, darunter auch das
kolorektale Karzinom. Die Ergebnisse dieser Analysen fielen sehr unterschiedlich aus.
Fir einen Teil der untersuchten Tumorentitdten konnte die MVD als prognostischer
Marker bestatigt werden. (Saclarides et al. 1994; Frank et al. 1995; Takebayashi et al.
1996; Tomisaki et al. 1996; Hlatky et al. 2002) Andere wiederum konnten einen sol-
chen Zusammenhang nicht darstellen. (Bossi et al. 1995; Cianchi et al. 2002; Nanni et
al. 2002) Im Rahmen des kolorektalen Karzinoms zeigte eine Metaanalyse den prog-
nostischen Wert der MVD auf. (Des Guetz et al. 2006) In dieser Analyse waren jedoch
weitere wesentliche Studien nicht enthalten, die gegenteilige Ergebnisse lieferten. Hier
zeigte sich keine prognostische Relevanz der MVD im kolorektalen Karzinom. (Jubb,
Hurwitz et al. 2006) Insgesamt blieben die Resultate kontrovers und die Rolle als prog-

nostischer Biomarker umstritten. Dennoch bleibt festzuhalten, dass die MVD aufgrund
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ihrer tumorbiologischen Komplexitat und der gro3en Anzahl an bereits durchgeflihrten
Studien einen wertvollen Parameter in der Tumorangiogenese darstellt. Es erschien
sinnvoll, die vorab beschriebenen Auswertungen am vorliegenden Kollektiv zu validie-
ren. Eine Reproduzierbarkeit der Resultate ermdéglicht eine Qualitatskontrolle des hier
verwendeten Patientenkollektivs flr weitere Analysen. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit die MVD bei 72 Patienten mit kolorektalem Karzinom analysiert.
Die immunhistochemischen Farbungen lieferten sowohl regionale Unterschiede der
MVD innerhalb eines Tumors, als auch eine grof3e Variabilitdt zwischen den verschie-
denen Tumoren. Zur Quantifizierung wurden sogenannte hot spots, also Regionen mit
stark ausgepragter MVD, ausgewahlt. Der Mittelwert von 35/HPF entsprach den bereits
vorhandenen Daten in der Literatur. Ein Zusammenhang zwischen hoher MVD und
fortgeschrittenem Tumorstadium konnte nicht dargestellt werden. Auch die Tatsache,
dass keine Korrelation zwischen MVD und Gesamtiberleben bzw. progressionsfreiem
Uberleben aufgezeigt werden konnte, zeigt, dass die Vaskularisierungsdichte (MVD)
fur das vorliegende Kollektiv beim kolorektalen Karzinom nicht als prognostischer Mar-
ker gewertet werden kann.

Weiterhin wurde der Frage nachgegangen, ob die MVD als pradiktiver Marker ein An-
sprechen auf eine Bevacizumab-haltige Therapie voraussagen kann. Bevacizumab hat
als Angiogenese-Inhibitor direkten Einfluss auf das Tumorgeféa3bett. Es gab die Ver-
mutung, dass der Antikérper besonders grofden Therapiererfolg nur bei hoher prathe-
rapeutischer MVD aufweisen kann. Je mehr Gefalke vorhanden sind, desto starker
kénnen sie durch den Einsatz von Bevacizumab beeinflusst werden. Aus diesem
Grund wurde angenommen, dass die Bestimmung der MVD vor der Therapie deren
Effektivitat vorhersagen kénne.

Den Resultaten dieser Arbeit zufolge ist dies jedoch nicht der Fall. Es konnte kein Ein-
fluss der Vaskularisierungsdichte auf das Outcome oder Ansprechen auf eine Bevaci-
zumab-haltige Therapie aufgezeigt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Daten aus
vorangegangenen Untersuchungen anderer Gruppen gut tberein. Auch diese konnten
zeigen, dass die MVD keine Vorhersage beziglich einer Bevacizumab-haltigen Thera-
pie treffen konnte. (Hlatky et al. 2002; Jubb, Hurwitz et al. 2006; Sessa et al. 2008)
Insgesamt bleibt der Nutzen einer MVD-Bestimmung somit fraglich und umstritten.
Dies kdnnte zum einen daran liegen, dass die MVD nichts Uber die Funktionalitat, d.h.
die Perfusion des GefalRbettes aussagt. Auch ein Wachstum der Gefalle kann ebenso
wie eine Regression durch die MVD nicht dargestellt werden, da es sich nur um eine
Momentaufnahme handelt. Zum anderen variiert die MVD innerhalb eines Tumors sehr
stark, sodass methodische Probleme bei der exakten Bestimmung auftauchen. Insge-

samt zeigt die MVD alleine nicht den Angiogenesestatus eines Tumors an. Ein weiterer
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Nachteil der MVD ist die fehlende Md&glichkeit der Bestimmung eines zeitlichen Ver-
laufs im Rahmen einer fortschreitenden Tumorerkrankung. Das Blutgefalbett erfahrt
unter Bevacizumab eine Modifizierung, welche nur durch mehrzeitige Analysen aufge-
deckt werden konnte. Da jedes Mal ein invasives Verfahren zur Materialgewinnung

notig ist, bleibt die Bestimmung der MVD klinisch nicht praktikabel.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Darstellung der Vaskularisierung im
kolorektalen Karzinom mittels MVD im vorliegenden Kollektiv weder prognostische
noch pradiktive Aussagekraft hat. Im Hinblick auf die fehlende Funktionalitat des Medi-
ators und der mangelnden klinischen Einsetzbarkeit aufgrund der invasiven Gewinnung
sind diese Resultate weder Uberraschend, noch enttauschend.

Nichtsdestotrotz liefern diese Ergebnisse im Rahmen der vorliegenden Arbeit wertvolle
Erkenntnisse. Bereits veroffentlichte Resultate konnten mit dem Patientenkollektiv der
vorliegenden Arbeit reproduziert werden. Diese Ubereinstimmungen verdeutlichen,
dass das zugrunde liegende Patientengut mit dem anderer groRRer Studien vergleichbar
ist. Dies dient als Indikator flr die Verwendbarkeit der Gewebeproben des Kollektivs flr
weitergehende Untersuchungen. Die Analysen der MVD dienten somit zur Qualitats-

kontrolle des untersuchten Patientenkollektivs.

4.1.2 BlutgefaBmaturitat (MVM)

Der Aufbau von kleinsten BlutgefaRen ist zweischichtig: innen befinden sich Endothel-
zellen, aullen herum Perizyten. Bei der Angiogenese werden nach Formung eines En-
dothelzellschlauches Perizyten rekrutiert, um Stabilitat fur die neuen Gefalle zu ge-
wahrleisten. Weiterhin kommunizieren die beiden unterschiedlichen Zellarten Uber di-
rekte Zellkontakte oder parakrine Signaltransduktion miteinander. (Bergers et al. 2005)
Die Bedeckung mit Perizyten ist als Reifezeichen des Geféalles zu werten. Sie stellt
einen Schutz vor dem Absterben des Gefalzes dar. Weiterhin konnten Experimente
zeigen, dass ein VEGF-Entzug besonders bei unreifen Gefalien mit geringem Perizy-
tenbesatz wirksam ist. (Benjamin et al. 1999; Greenberg et al. 2008) Ein Tumorgefal3-
bett ist durch die chaotische Struktur der GefalRe und einen generell geringen Perizy-
tenbesatz charakterisiert. Doch auch dort gibt es Unterschiede zwischen den Tumoren.
In Anbetracht dieser Tatsache wurde vermutet, dass eine geringe Gefalireife flr eine
Therapie mit Bevacizumab glinstig ist. Dies ist auch mit der Normalisierungstheorie in
Einklang zu bringen. Sie besagt, dass ein VEGF-Entzug nicht wie zunachst angenom-
men das Gefallbett des Tumors zerstort, sondern dieses aus seiner chaotischen Form
wieder in die physiologisch strukturierte Form bringt und damit normalisiert. So lasst

sich auch die Tatsache erklaren, dass unter einer VEGF-Entzugstherapie der Besatz
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mit Perizyten zunimmt. (Lin et al. 2004) Die Effektivitat dieser Therapie scheint dem-
nach bei geringem Perizytenbesatz am gréfiten zu sein.

Aufgrund dieser experimentell begriindeten These ist der Perizytenbesatz als Parame-
ter der GefalBmaturitat ein moéglicher prognostischer oder gar pradiktiver Biomarker fir
eine Tumorerkrankung im Rahmen einer Therapie mit dem Angiogenese-Inhibitor Be-
vacizumab. Entsprechende Untersuchungen anhand von Gewebeproben von kolorek-
talen Karzinomen sind in der Literatur bisher nicht beschrieben und wurden daher in
dieser Arbeit erstmalig durchgeflihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Quantifizierung der BlutgefaBmaturitat der Anteil
der mit Perizyten bedeckten Blutgefale (MVM) verwendet. Die Untersuchung erfolgte
an Tumorproben von 72 Patienten mit kolorektalem Karzinom. Die Spannweite des
Perizytenbesatzes war betrachtlich (10 — 93 %). Dabei betrug die mittlere MVM 55
Prozent. Zwischen den einzelnen Tumorstadien liel3 sich ein signifikanter Unterschied
bezuglich der MVM nachweisen. Patienten mit einem frilhen Tumorstadium wiesen
einen hohen Perizytenbesatz auf, wohingegen Patienten mit fortgeschrittenem Tumor-
geschehen eine eher niedrige MVM zeigten. Dies Iasst sich tumorbiologisch erklaren:
je grélker der Tumor wachst, desto mehr Angiogenese muss betrieben werden, um
eine suffiziente Versorgung mit Sauerstoff und N&hrstoffen sicherzustellen. Dabei
nimmt die Reife des Gefalibettes mit zunehmender GréRe des Tumors immer mehr ab,
die MVM wird geringer. Die Erkenntnis, dass die MVM mit dem Tumorstadium korre-
liert, lasst darauf schlieRen, dass sie gleichzeitig eine Vorhersage fiir das Uberleben
treffen konnte. Entsprechend der Tumorstadien ware es zu erwarten, dass ein hoher
Perizytenbesatz - und demnach ein niedriges Tumorstadium - giinstig fiir das Uberle-
ben der Patienten ist. Einen solcher Zusammenhang von einer geringen MVM mit einer
besseren Krankheitskontrolle oder einem verlangertem Uberleben lieR sich allerdings
nicht nachweisen. Die Blutgefalimaturitat (Perizytenbesatz) hat demnach fiir das vor-
liegende Patientenkollektiv keinen prognostischen Stellenwert.

Zusatzlich wurde die Fahigkeit der MVM untersucht, ein Ansprechen auf eine Bevaci-
zumab-haltige Therapie voraussagen zu kénnen. Hier wére im Gegensatz zum Uberle-
ben ein umgekehrter Zusammenhang zu erwarten gewesen. Ein gering ausgereiftes
Gefalbett verspricht experimentell eine hohere Sensibilitat gegentiber einem VEGF-
Entzug. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass eine geringe MVM ein besseres An-
sprechen auf eine Bevacizumab-haltige Therapie vorhersagen kénnte. Eine Auftren-
nung des Patientenkollektivs in hohe vs. niedrige Gefallmaturitat konnte jedoch keinen
Unterschied im Hinblick auf das Ansprechen oder das Outcome aufzeigen. Die vorlie-
genden Analysen ergeben somit, dass die Gefalimaturitat sich nicht primar zur Pradik-

tion fur eine Bevacizumab-haltige Therapie eignet.
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Problematisch an der Darstellung der MVM st auch, analog zur MVD, die fehlende
Moglichkeit einen Verlauf aufzuzeigen. Im Rahmen einer fortschreitenden Tumorer-
krankung, aber auch wahrend einer Therapie mit Bevacizumab wére es interessant
den Perizytenbesatz kontinuierlich zu kontrollieren. Eine solche mehrzeitige Analyse ist
aufgrund der Invasivitat der Materialgewinnung nicht vertretbar. So stellt die MVM im-
mer nur eine Momentaufnahme zum Zeitpunkt der Tumorresektion dar. Wirde eine
Messung exakt zu Beginn der Bevacizumab-Therapie und mindestens eine nach einer
gewissen Zeit wahrend der Therapie durchgeflihrt, ware der Informationsgehalt mogli-
cherweise grofRer. Dies ist allerdings fiir den klinischen Routineeinsatz eher nicht prak-
tikabel.

Zusammengefasst weisen die vorliegenden Resultate darauf hin, dass der Perizyten-
besatz als Darstellung der GefalRmaturitat flir die Bevacizumab-haltige Therapie des
kolorektalen Karzinoms weder als prognostischer noch als pradiktiver Biomarker ge-

nutzt werden kann.

4.2 Serum Biomarker

Die Messung von Blutwerten zur Etablierung eines Biomarkers ist weit verbreitet. Pro-
teine, welche in grolem Mafde von den Tumorzellen oder dem Tumorstroma sezerniert
werden, kénnen so im Blutkreislauf identifiziert werden. Im Vergleich zu Tumorresekta-
ten oder —biopsien ist die Gewinnung einer Blutprobe deutlich einfacher und weniger
invasiv. Fir einen klinischen Routineeinsatz ware ein Serum Biomarker aus diesem
Grund Uberlegen.

Wie auch schon bei den histopathologischen Markern wurden in dieser Arbeit mit
VEGEF ein bereits vielfach analysierter Mediator und ein in dieser Hinsicht neuartiger

Faktor, das Angiopoietin-2 untersucht.

421 VEGF

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist der am besten charakterisierte An-
giogenesefaktor. Zusammen mit den Rezeptoren VEGF-R1 und —R2 zeichnet sich
VEGEF als wichtigster Mediator der Signaltransduktionskaskaden der Angiogenese aus.
Dies lasst sich anhand von vorausgehenden Knock-out-Versuchen an Mausembryos
darstellen. (Carmeliet et al. 1996; Ferrara et al. 1996) Schon der heterozygote Verlust
des VEGF-Gens sorgt fir letale Stérungen der Vaskularisierung im Mausembryo. Beim
homozygoten Fehlen des VEGF-Gens sind diese strukturellen Abnormalitaten sogar
noch deutlicher ausgepragt.

Die Wirkung des VEGF ist als proangiogen zu bezeichnen. Es flhrt zur Lockerung von

Zellkontakten und zu einer Erhéhung der Permeabilitat des bestehenden Gefalsys-
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tems. Dies ermoglicht eine Aussprossung neuer Endothelzellschlauche, was ebenfalls
vom VEGF bewirkt wird. (Carmeliet 2005) In der Tumorangiogenese sorgt das VEGF
fur das charakteristische chaotische Gefal3bett mit Leckagen und geringem Perizyten-
besatz. Insgesamt wird es als wichtigster Faktor in der Neoangiogenese von soliden
Tumoren gesehen. Aufgrund von experimentellen und ersten klinischen Erfolgen einer
Anti-VEGF-Therapie wurde im Jahr 2004 ein Antikérper gegen VEGF mit dem Namen
Bevacizumab zur Therapie des kolorektalen Karzinoms zugelassen. (Borgstrom et al.
1996; Presta et al. 1997; Ferrara 2005; Ferrara et al. 2005)

Bei der Suche nach einem Biomarker flr die Bevacizumab-haltige Therapie stand das
VEGF an erster Stelle, da es die Zielstruktur des Medikamentes darstellt. Die biologi-
schen Grundlagen implizierten, dass ein Erfolg eines VEGF-Entzuges nur bei ausrei-
chend vorhandener VEGF-Konzentration im Tumor auftreten kann. Andererseits repra-
sentiert eine hohe VEGF-Konzentration eine stark ausgepragte Tumorangiogenese,
die als prognostisch unglnstig zu werten ist.

Es wurde eine groRe Anzahl von Studien durchgefihrt, die den Zusammenhang zwi-
schen einer hohen Expression von VEGF im Tumor bzw. einer hohen Konzentration im
Blutkreislauf mit einer groRen Effektivitat der Therapie aufzeigen sollten. Sowohl Stu-
dien an unterschiedlichen Tumorentitdten als auch explizit am kolorektalen Karzinom
lieferten gegensatzliche Ergebnisse. Eine grofle Phase-lll-Studie konnte keinen Zu-
sammenhang zwischen der VEGF-Expression im Tumor und einem Therapieerfolg
nachweisen. Die Funktion als mdglicher prognostischer oder pradiktiver Biomarker
konnte so nicht dargestellt werden. (Jubb, Hurwitz et al. 2006) Im Gegensatz dazu
konnte eine Metaanalyse, welche eine Reihe weiterer Studien verglich, die VEGF-
Expression im Tumor zumindest als prognostischen Marker bestatigen. (Des Guetz et
al. 2006) Weitere Analysen konnten zeigen, dass eine hohe Plasmakonzentration von
VEGF mit einer schlechten Prognose korreliert ist. Ein Zusammenhang zum Anspre-
chen auf eine Bevacizumab-haltige Therapie konnte jedoch nicht gezeigt werden.
(Holden et al. 2005) Insgesamt bleiben die Ergebnisse sehr unterschiedlich und teil-
weise gegensatzlich, sodass zur Kontrolle eine eigene Analyse durchgeflihrt wurde.
Analog zur MVD kénnte eine Reproduzierbarkeit von bereits veroffentlichten Ergebnis-

sen zur Qualitatskontrolle des analysierten Patientenkollektivs dienen.

In der vorliegenden Arbeit wurde VEGF im Serum von 90 Patienten mit kolorektalem
Karzinom und von 33 gesunden Probanden gemessen. Die mittlere VEGF-
Konzentration lag bei den Tumorpatienten bei 0,30 ng/ml, bei der gesunden Kontrolle
bei 0,24 ng/ml. Dieser Unterschied war nicht statistisch signifikant. Die Betrachtung der

Serum VEGF-Konzentrationen in den einzelnen Tumorstadien lieferte keine statistisch
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signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit frihen bzw. fortgeschrittenen Sta-
dien. Weitere Analysen stellten den fehlenden Zusammenhang zwischen der Serum-
konzentration von VEGF in Tumorpatienten mit deren progressionsfreiem Uberleben
bzw. Gesamtiberleben dar. Diese Resultate entsprachen einer grolen Phase-Ill-
Studie und weisen darauf hin, dass VEGF nicht als prognostischer Marker verwendet
werden kann. Auch die Uberpriifung einer Korrelation zwischen VEGF-Konzentration
und Ansprechen auf eine Bevacizumab-haltige Therapie fiel negativ aus. Eine Dicho-
tomisierung in hohe bzw. niedrige VEGF-Konzentration im Serum lieferte keine Vor-
hersage der Ansprechraten. Zusatzlich wurden die Responder bzw. Non-Responder
bezlglich ihrer VEGF-Serumkonzentration verglichen. Die Mittelwerte in beiden Grup-
pen unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Die vorliegenden Ergebnisse
liefern Hinweise darauf, dass VEGF keine Vorhersage beziiglich des Ansprechens und
des Outcomes einer Bevacizumab-haltigen Therapie treffen kann und es sich demnach
nicht als Pradiktor einer antiangiogenen Therapie mit Bevacizumab eignet. Dies ist
vergleichbar mit bereits verdffentlichten Resultaten von einigen anderen Forschungs-
gruppen. (Poon et al. 2001; Jubb, Hurwitz et al. 2006)

Zusammenfassend lasst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse die Aussage tref-
fen, dass die pratherapeutische VEGF-Konzentration im Serum von Patienten mit kolo-
rektalem Karzinom im eigenen Kollektiv keinen prognostischen Marker darstellt. Eben-
so wenig dient dieser Wert als Pradiktor fur eine Bevacizumab-haltige Therapie. Weite-
re Studien, die den zeitlichen Verlauf vor und wahrend, sowie nach Absetzen der The-
rapie aufzeichnen, kénnen hier mdglicherweise weiterfihrende Resultate liefern. Der
Nutzen der VEGF-Bestimmung in dieser Arbeit bestand — analog zur MVD — in der
Verwendung als Kontrolle fir die Serumproben des Patientenkollektivs. Die erzielten
Resultate waren deckungsgleich mit vorhergehenden Veréffentlichungen, sodass wei-
terfihrende Analysen der Serumproben anscheinend weitere sinnvolle Ergebnisse

liefern konnen.

4.2.2 Angiopoietin-2

Das Angiopoietin-Tie-System stellt eine der wichtigsten Signaltransduktionskaskaden
in der Angiogenese dar. Der Mediator Angiopoietin-2 (Ang-2) vermittelt im Zusammen-
hang mit VEGF eine proangiogene Wirkung und sorgt in der Wundheilung, dem weibli-
chen Reproduktionstrakt und, fir diese Arbeit von gréfter Bedeutung, in soliden Tumo-
ren fur Gefallwachstum. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass Ang-2 als wesent-
licher Faktor der Tumorangiogenese das Tumorwachstum beginstigt. (Hanahan 1997;
Maisonpierre et al. 1997; Ahmad, Liu, Jung, F. Fan, Reinmuth et al. 2001; Ahmad, Liu,
Jung, F. Fan, M. Wilson et al. 2001; Augustin et al. 2009)
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Aufgrund der essentiellen Bedeutung des Ang-2 in der Tumorangiogenese scheint
Ang-2 als prognostischer Marker fir Tumorerkrankungen genutzt werden zu kénnen.
Wie in der Einleitung dieser Arbeit ausfuhrlich beschrieben, konnten bereits mehrere
Forschungsgruppen den Zusammenhang zwischen Ang-2-Uberexprimierung im Tumor
und verschiedenen histopathologischen und klinischen Daten, wie z.B. Metastasierung,
fortgeschrittenes Stadium oder schlechte Prognose, aufzeigen. (Ochiumi et al. 2004;
Nakayama et al. 2005; Chung et al. 2006) Allerdings beruhen alle diese Erkenntnisse
auf immunhistochemischen Farbungen des Angiopoietin-2 in Tumorzellen. Neueren
Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit zufolge wird Ang-2 allerdings
ausschlieBlich in Endothelzellen gebildet. (Goede et al. 2010) Diese Tatsache konnte
anhand von ausfihrlichen Analysen mittels Mikrodissektion von Tumorzellen und Tu-
morstroma und anschlieender Quantifizierung der Ang-2-mRNA mittels qRT-PCR
gezeigt werden. Eine Ang-2-mRNA konnte ausschlie8lich im Tumorstroma, nicht je-
doch in Tumorzellen nachgewiesen werden. Zur Verifizierung dieser Resultate wurde
zusatzlich ein Maus-Xenograft-Modell verwendet, bei dem menschliche KRK-Zellen in
Nacktmause injiziert wurden und dort einen Tumor bildeten. In einer Spezies-
spezifischen PCR konnte Ang-2 lediglich im murinen Tumorstroma, nicht jedoch in den
humanen Tumorzellen nachgewiesen werden. Zusatzliche Versuche mittels Western
Blot und ELISA erharteten die These weiter. Daraufhin wurden die flr die Immunhisto-
chemie verwendeten Antikdrper sorgsam Uberprift und es konnte eine mangelnde
Spezifitat nachgewiesen werden. Die zuvor genannten Ergebnisse beruhen demnach
aller Wahrscheinlichkeit nach auf einem Farbeartefakt und sollten mit Vorsicht betrach-
tet werden. Aufgrund dieser neuen Erkenntnisse erschien es notwendig weitere Analy-
sen beziglich der prognostischen Relevanz des Ang-2 im kolorektalen Karzinom

durchzufthren.

Im Rahmen einer Bevacizumab-haltigen Therapie kdonnte Angiopoietin-2 zusatzlich als
Pradiktor fungieren, weil es in engem Zusammenspiel mit VEGF, der Zielstruktur des
Medikamentes, wirkt. Da es sich um ein sezerniertes Protein handelt, schien eine Mes-
sung im Blutserum sinnvolle Ergebnisse liefern zu kénnen. Entsprechende Untersu-
chungen wurden bislang nicht durchgeflinrt, sodass die hier erzielten Resultate neu

und einzigartig sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Serumproben von 90 Patienten mit kolorektalem
Karzinom unterschiedlicher Tumorstadien analysiert. Die Werte variierten zwischen 0,7
ng/ml und 12,1 ng/ml und lieferten im Mittel einen héheren Wert als im Vergleichskol-

lektiv der 33 gesunden Probanden.
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Zwischen den einzelnen Stadien des Tumorgeschehens zeigte sich ein statistisch sig-
nifikanter Unterschied. Je weiter fortgeschritten die Erkrankung war, desto héher fiel
die Ang-2-Konzentration aus. Besonders Patienten mit metastasiertem kolorektalen
Karzinom zeigten hohe Ang-2-Werte im Serum. Ein Vergleich dieser Patienten im Sta-
dium IV mit der gesunden Kontrolle oder mit den Stadien I-lll lieferte statistisch signifi-
kante Unterschiede.

Analog zu diesen Resultaten konnten ahnliche Verhaltnisse des Ang-2 bereits in ande-
ren Tumorentitdten nachgewiesen werden. Auch Patienten mit hepatozellularem Karzi-
nom, nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom und malignem Melanom wiesen erhohte
Ang-2-Konzentrationen auf. Zusatzlich konnte fir diese Neoplasien eine Korrelation
des Ang-2-Wertes mit einem vermindertem Gesamtiberleben gezeigt werden. (Park et
al. 2007; Kuboki et al. 2008; Helfrich et al. 2009) Der Zusammenhang zwischen Ang-2-
Werten im Serum und dem klinischen Outcome von Patienten, welche mit Bevacizu-
mab therapiert wurden, wurde bislang nicht erforscht.

Diese Arbeit ist die erste, die Hinweise auf die Bedeutung der pratherapeutischen Se-
rumkonzentration von Ang-2 fur den Erfolg einer Bevacizumab-haltigen Therapie eines
metastasierten kolorektalen Karzinoms liefert. Das Gesamtiberleben war genauso wie
das progressionsfreie Uberleben bei Patienten mit niedrigem pratherapeutischem Ang-
2 (< 3,5 ng/ml) verlangert im Vergleich zu Patienten mit hohem Ang-2 (= 3,5 ng/ml).
Besonders hervorzuheben ist das um mehr als 90 Prozent verminderte Sterberisiko fur
Patienten mit niedrigem Ang-2. Auch das Risiko einen Progress der Krankheit zu er-
leiden war fur Patienten mit niedrigem Ang-2-Wert im Serum in dieser Arbeit um 63
Prozent verringert.

Zusatzlich war das mediane progressionsfreie Uberleben in der Gruppe mit niedrigem
Ang-2 bis zu sechs Monate langer als das PFS bei kombinierter Chemotherapie mit
Bevacizumab in den wichtigsten veréffentlichten Studien (9,4 — 10,6 Monate). Im Ver-
gleich dazu entsprach das progressionsfreie Uberleben der Patienten mit hohem
pratherapeutischen Ang-2 den Werten einer Chemotherapie ohne den Zusatz von Be-
vacizumab. (Hurwitz et al. 2004; Saltz et al. 2008) Diese Ergebnisse implizieren die
Bedeutung des Ang-2 als prognostischen Biomarker fiir das kolorektale Karzinom.
Tumorbiologisch kdnnte eine vermehrte Expression von Ang-2, die eine vaskulare Un-
reife nach sich zieht, der gefalnormalisierenden Wirkung von Bevacizumab entgegen-
wirken und damit auch den Transport der Chemotherapie in den Tumor negativ beein-
flussen. Ein niedriges pratherapeutisches Ang-2 hingegen ist demzufolge ein Marker
fur eine glnstige Prognose des Patienten. Die tabellarische Aufstellung der einzelnen

Zeiten des progressionsfreien Uberlebens liefert Tabelle 8.
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Da im untersuchten Patientenkollektiv pratherapeutische Serumwerte von Ang-2 in der
Lage waren, ein Ansprechen auf eine Therapie mit Bevacizumab vorherzusagen, ist
das pratherapeutische Serum Ang-2 auch ein vielversprechender Kandidat als pradikti-
ver Marker fur eine Bevacizumab-haltige Therapie. Patienten mit niedrigem Ang-2
sprachen in einem deutlich grofleren Prozentsatz auf die Therapie an als Patienten mit
hohem Ang-2. Gleichsam wiesen die Therapie-Responder im Mittel einen signifikant
niedrigeren Wert des Ang-2 auf, als diejenigen, die kein Ansprechen zeigten. Mit 82%
lag die Ansprechrate bei Patienten mit niedrigem Ang-2 etwa doppelt so hoch wie flr
die Kombination von Chemotherapie mit Bevacizumab in der Literatur beschrieben ist
(38 — 44%). Diese extrem hohe Rate deutet die groRe Wertigkeit des Ang-2 als Pradik-
tor flir das Ansprechen auf eine Bevacizumab-haltige Therapie an. Die pratherapeuti-
sche Bestimmung einer niedrigen Ang-2-Konzentration im Serum kann wahrscheinlich
ein Ansprechen auf die Therapie voraussagen. Interessanterweise liegt die Ansprech-
rate bei hohem Ang-2 im Bereich der Patienten, die allein mit einer Chemotherapie,
also ohne Bevacizumab, behandelt wurden. (Hurwitz et al. 2004; Saltz et al. 2008) Das
verbesserte Ansprechen, das durch die Kombination der Chemotherapie mit Bevaci-
zumab erreicht wird, scheint nur unter der Bedingung eines niedrigen pratherapeuti-
schen Wertes des Ang-2 erzielt werden zu kdnnen. Hier bleibt allerdings hinzuzuftgen,
dass nicht alle Studien eine Verbesserung des Ansprechens unter Bevacizumab-
haltiger Therapie belegen konnten. Eine Studie zeigte gleiche Ansprechraten fir eine
Chemotherapie mit oder ohne Bevacizumab (beide 38%). (Saltz et al. 2008) Ein tabel-
larischer Vergleich der Ansprechraten fir eine Chemotherapie alleine, eine Chemothe-
rapie in Kombination mit Bevacizumab und den Ansprechraten, bezogen auf ein hohes

oder niedriges Ang-2, folgt in Tabelle 8.

Tabelle 8: Vergleich des progressionsfreien Uberlebens und der Ansprechrate

mit und ohne Bestimmung der pratherapeutischen Ang-2-Konzentration

Chemo Chemo + BV Chemo + BV Chemo + BV

Ang-2 hoch Ang-2 niedrig

PFS 6,2-8 Monate' 9,.4-10,6 Monate' 8,5 Monate? 14,1 Monate?
RR 35-38%" 38 - 44%' 31%? 82%?

! Werte jeweils aus veréffentlichten Studien von Hurwitz et al. 2004; Saltz et al. 2008
2 Werte aus eigenen Analysen

Chemo = Standard Kombinationschemotherapie

BV = Bevacizumab

Ang-2 = Angiopoietin-2-Konzentration im Serum

PFS = Progressionsfreies Uberleben

RR = Response Rate = Ansprechrate
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Die erzielten Resultate deuten darauf hin, dass das pratherapeutische Serum-Ang-2
als Pradiktor einer Bevacizumab-haltigen Therapie des kolorektalen Karzinoms inte-
ressant ist und ggf. das Outcome einer solchen Therapie vorhersagen kann. Unter der
Voraussetzung, dass ein pratherapeutisch ermittelter niedriger Serumwert fir Ang-2 (<
3,5 ng/ml) vorliegt, kénnte eine kombinierte Behandlung von Chemotherapie mit Beva-
cizumab besonders erfolgreich sein. Beziglich der Ansprechrate und des progressi-
onsfreien Uberlebens kénnten so optimale Ergebnisse einer Anti-VEGF-Therapie er-
reicht werden. Eine Messung des Ang-2 vor dem Beginn einer Therapie kénnte die

Auswahl entsprechender Patienten ermdglichen.

An dieser Stelle muss kritisch erwahnt werden, dass die durchgefiihrten Analysen kei-
ne definitive Aussage zum pradiktiven Stellenwert von Ang-2 im Hinblick auf eine Be-
vacizumab-haltige Therapie erlauben, auch wenn die Unterschiede in den Ansprechra-
ten einen Hinweis in diese Richtung ergeben haben. Die Bestimmung der Ang-2-
Konzentrationen wurde nur flr eine Kombinationschemotherapie mit Bevacizumab
durchgeflhrt, nicht aber fiir eine Chemotherapie bzw. Bevacizumab alleine oder ande-
re Therapieoptionen. Nur ein solcher Vergleich kann die Bestatigung liefern, dass es
sich bei Ang-2 um einen Bevacizumab-spezifischen Pradiktor handelt und nicht um
einen generellen Response-Parameter fur eine Reihe verschiedener Therapien des
kolorektalen Karzinoms. Hierzu sind groRRere, randomisierte Studien nétig, die das Out-
come verschiedener Therapien im Hinblick auf die Ang-2-Konzentration untersuchen.
Nur wenn das Outcome anderer Therapien nicht mit einem niedrigen Ang-2 korreliert
ist, kann von einer Bevacizumab-Spezifitdt gesprochen werden. Weisen hohes An-
sprechen, langes Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben bei anderen
Therapien einen ahnlichen Zusammenhang mit niedrigem Ang-2 auf, so kann es nur
als ein genereller Response-Parameter flir das kolorektale Karzinom bezeichnet wer-
den. Derartige Untersuchungen gestalten sich als problematisch, da Bevacizumab den
Standard in der Erstlinientherapie darstellt, sodass kaum gro3e Patientenkollektive
ohne Bevacizumab-haltige Behandlung zum Vergleich zusammengestellt werden kon-

nen.

Aus biologischer Sicht konnte Ang-2 sowohl als genereller Response-Parameter, als
auch als Bevacizumab-spezifischer Pradiktor einen Stellenwert haben. Flr einen Stel-
lenwert als genereller Response-Parameter spricht die Tatsache, dass die Uberex-
pression von Ang-2 eine fordernde Wirkung auf das Tumorwachstum unabhangig von
einer Therapie hat. Nur ein Gleichgewicht der pro- und antiangiogenen Faktoren stellt

einen Ruhezustand des GefaRbetts sicher. Ein Uberwiegen des Ang-2 fiihrt zu Vasku-
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larisierungsprozessen und damit zu verstarktem Tumorwachstum. (Ahmad, Liu, Jung,
F. Fan, M. Wilson et al. 2001; Augustin et al. 2009) Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass Ang-2-Konzentrationen bei Patienten mit verschiedenen Tumorentitaten im Ver-
gleich zu gesunden Probanden als Kontrolle erhdht sind. Bei fortgeschrittener Krank-
heit steigt der Ang-2-Wert im Serum mehr an, als bei Patienten in einem friihen Tu-
morstadium. Die prognostische Relevanz konnte fir mehrere Neoplasien nachgewie-
sen werden. (Park et al. 2007; Kuboki et al. 2008; Helfrich et al. 2009)

Eine Bevacizumab-spezifische Pradiktion lasst sich mit seiner Wirkung auf die Tumor-
angiogenese im Zusammenhang mit VEGF bzw. einem VEGF-Entzug erklaren. Unter
der Bedingung einer erhohten VEGF-Konzentration unterstiitzt Ang-2 die Angiogenese
im Tumor. Das entstehende Gefalbett ist durch die chaotische Anordnung der Kapilla-
ren, eine erhdhte Permeabilitdt und geringen Perizytenbesatz charakterisiert. Ein
VEGF-Entzug durch den therapeutischen Einsatz von Bevacizumab, sorgt fir eine
Normalisierung des GefalRbettes. (Hanahan 1997; Maisonpierre et al. 1997; Augustin
et al. 2009; Falcén et al. 2009) Herrscht eine hohe Ang-2-Expression im Tumor und
eine entsprechend hohe Ang-2-Konzentration im Serum der Patienten, scheint dieser
Prozess der Normalisierung erheblich behindert zu werden. Die Wirkung des Bevaci-
zumab wird anscheinend durch hohe Ang-2-Werte antagonisiert. Diese These wird
unterstitzt durch die Tatsache, dass ein niedriges Ang-2 zu einer guten Krankheitskon-
trolle fuhrt; im Gegensatz dazu Patienten mit einem hohen Ang-2 ein Outcome ver-
gleichbar mit der Therapie ohne Bevacizumab aufweisen. Dieser biologische Hinter-
grund spricht flr eine mogliche Rolle von Serum Ang-2 als Pradiktor einer Bevacizu-

mab-haltigen Therapie.

Zusammengefasst konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass der Angiogeneseme-
diator Ang-2 im Rahmen des kolorektalen Karzinoms als prognostischer Marker ver-
wendet werden kdnnte. Weiterhin deuten die Resultate dieser Arbeit sehr stark darauf
hin, dass es sich zusatzlich um einen Pradiktor fur das Outcome von Patienten mit ko-
lorektalem Karzinom handelt, die mit einer Bevacizumab-haltigen Therapie behandelt
werden. Diese erstmalig aufgezeigte These muss zuklnftig anhand groRerer, randomi-

sierter Studien validiert werden.

4.3 Korrelation der untersuchten Faktoren

Ziel dieser Arbeit war es, einen Biomarker zu identifizieren, welcher im Rahmen einer
Bevacizumab-haltigen Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms als Pradik-
tor genutzt werden kann. Dazu wurden zwei in dieser Hinsicht neue Mediatoren (Ge-

falmaturitat, Ang-2) und zwei bereits etablierte Faktoren der Angiogenese (MVD,
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VEGF) untersucht. Weiterhin wurden zum tieferen Verstandnis der tumorbiologischen
Zusammenhange Korrelationen der einzelnen Mediatoren angestellt.

Unter biologischen Gesichtspunkten wirde ein Zusammenhang von MVD und MVM
sinnvoll erscheinen. Eine groRe Gefalidichte beispielsweise kdnnte eine hohe Angio-
geneserate mit daraus resultierender geringer Gefalreife implizieren. Eine Korrelation
dieser beiden Mediatoren konnte im Rahmen der vorliegenden Analysen jedoch nicht
aufgewiesen werden. Somit konnten beide histopathologischen Parameter beziiglich
der biologischen Grundlagen der Angiogenese keine neuen Aspekte liefern.

Ein Zusammenspiel der beiden Mediatoren VEGF und Ang-2 in der Tumorangiogenese
wird in experimentellen Studien beschrieben. Vorhergehenden Untersuchungen zufol-
ge kann Ang-2 nur unter der Bedingung von erhohten VEGF-Konzentrationen proangi-
ogen wirken. (Maisonpierre et al. 1997) Eine Korrelation dieser beiden Parameter liel3
sich allerdings im hier untersuchten Patientenkollektiv nicht aufzeigen. Weitere, bisher
nicht aufgeklarte Funktionen des Ang-2 deuten sich hier an.

Ferner lieRe sich aufgrund der biologischen Gegebenheiten ein Zusammenhang zwi-
schen den Serummediatoren und den histopathologischen Merkmalen erklaren. Die
Vaskularisierungsdichte und die GefalRmaturitat spiegeln die Prozesse der Angiogene-
se wieder, die durch Signaltransduktion von VEGF und Ang-2 initiiert werden. Auch
diese Thesen lieRen sich anhand des untersuchten Patientenmaterials nicht bestati-
gen. Es konnten keine Korrelationen zwischen MVD, MVM, VEGF und Ang-2 aufge-
deckt werden. Besonders der fehlende Zusammenhang zwischen dem Perizytenbesatz
der Gefalte und dem Ang-2 weist darauf hin, dass sich das Ang-2 nicht allein als Sur-
rogatmarker fiir die Blutgefallmorphologie bezeichnen lasst. Diese Resultate sind Aus-

druck der noch nicht vollstandig aufgeklarten Funktion des Angiopoietin-2.

Zusammenfassend lasst sich darstellen, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit kei-
ne Korrelation der untersuchten Angiogenesemediatoren aufzuzeigen war. Im Hinblick
auf die tumorbiologische Grundlagenforschung der Tumorangiogenese sind demnach

weitere Studien nétig, um offene Fragen zu klaren.

4.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte klinisch wichtige Resultate liefern. Sie lieferte Hinweise
darauf, dass es sich bei dem Angiogenesemediator Angiopoietin-2 um einen Pradiktor
fur eine Bevacizumab-haltige Therapie handeln kdnnte. Analog zu dem k-ras-Status fur
eine Cetuximab-haltige Therapie, kdnnte Ang-2 zukiinftig genutzt werden, um prathe-
rapeutisch jene Patienten auszuwahlen, die von einer Bevacizumab-haltigen Behand-

lung profitieren. Ang-2 scheint in der Lage sowohl das Ansprechen, als auch den Erfolg
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einer solchen Therapie vorherzusagen. So ware es in Zukunft mdglich, nur die Patien-
ten mit Bevacizumab zu behandeln, die wahrscheinlich einen positiven Nutzen, also
gréRere Krankheitskontrolle und ein verlangertes Uberleben, daraus ziehen kénnen.
Gleichzeitig kdnnte es vermieden werden, Non-Responder unnétig der erhdhten Toxizi-
tat auszusetzen. Auch wirtschaftlich wirde sich ein positiver Effekt zeigen, da die The-
rapie mit dem Antikérper sehr kostenintensiv ist und so ein erhebliches Potential zur
Kostenreduktion besteht. Aus diesen Griinden ware eine klinische Etablierung der Ang-
2-Bestimmung vor dem Start einer Bevacizumab-haltigen Therapie zur Pradiktion von

grofiem Nutzen.

Ein weiterer Ausblick in die Zukunft liefert die Betrachtung des Ang-2 als mogliche Ziel-
struktur einer Therapie. Da ein erhdhter Ang-2-Wert sowohl im kolorektalen Karzinom,
als auch in anderen Tumorentitaten mit einer schlechten Prognose assoziiert ist, ware
eine therapeutische Blockade des Ang-2 mdglicherweise eine sinnvolle Option. (Oliner
et al. 2004) Erste pralimindre Studien Uberprifen die Wirksamkeit eines Ang-2-
Inhibitors als weiteren Angiogenese-Hemmer. (Hu et al. 2009) Dabei konnte ein Ang-2-
Inhibitor sowohl alleine, als auch gemeinsam mit dem VEGF-Inhibitor Bevacizumab
verabreicht werden, um synergistische Effekte zu erzielen. Im Rahmen eines solchen
neuartigen Medikamentes in der Therapie solider Tumore kdnnte die pratherapeutische
Ang-2-Konzentration ebenfalls einen bedeutenden Marker fir Ansprechen und Thera-
pieerfolg darstellen. Die Forschung bezlglich eines Ang-2-Inhibitors befindet sich aller-
dings erst in den Anfangen, sodass weitere Grundlagenforschung und erste klinische

Studien abzuwarten bleiben.

Fir die nahere Zukunft ware eine Bestatigung der vorliegenden Ergebnisse win-
schenswert. Weitere grolde, randomisierte Studien sind nétig, um die Rolle des Angio-
poietin-2 als Pradiktor einer Bevacizumab-haltigen Therapie des metastasierten kolo-
rektalen Karzinoms zu validieren und einen mdglichen Einsatz in der klinischen Routi-

ne zu rechtfertigen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das kolorektale Karzinom (KRK) zahlt in der westlichen Welt zu den haufigsten malig-
nen Neoplasien. Eine Kombination aus einer Chemotherapie mit dem gegen Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) gerichteten monoklonalen Antikérper Bevacizumab
stellt heute den Standard in der Erstlinientherapie der metastasierten Erkrankung dar.
Die proangiogene und damit protumorigene Wirkung des VEGF kann mit Hilfe von Be-
vacizumab unterbunden werden. Weiterhin sorgt Bevacizumab Uber eine Normalisie-
rung des Tumorgefalbettes fiir einen verbesserten Transport von Chemotherapeutika
zum Wirkort im Tumor. Biomarker, welche die Wirksamkeit einer antiangiogenen The-
rapie mit Bevacizumab vorhersagen kénnen, konnten bislang nicht gefunden werden.
Fur die Optimierung des klinischen Einsatzes des Medikamentes im Hinblick auf eine
Vermeidung von Nebenwirkungen und auf die Finanzierbarkeit ist die Etablierung eines
solchen Biomarkers essentiell. Angiopoietin-2 (Ang-2) ist im Zusammenspiel mit VEGF

ein zentraler Regulator der Tumorangiogenese und beeinflusst die Gefaldreife.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, potentielle Biomarker im Hinblick auf eine Bevaci-
zumab-haltige Therapie bei Patienten mit kolorektalem Karzinom zu untersuchen. Mit
der Gefalidichte (Microvessel Density, MVD) und der GefalRreife, gemessen anhand
der Bedeckung von Endothelzellen mit Perizyten (Microvessel Maturity, MVM), wurden
zwei etablierte vaskulare Parameter ausgewertet. Weiterhin wurde das Serum VEGF

sowie das Serum Angiopoietin-2 gemessen.

Ang-2 im Serum war bei Patienten mit KRK im Stadium IV signifikant erhdht im Ver-
gleich zu Patienten in den Stadien I-lll (n=90) sowie gesunden Kontrollen (n=33). In
einer Gruppe von Patienten (n=34) mit metastasiertem KRK unter Bevacizumab-
haltiger Therapie, die prospektiv klinisch verfolgt wurden, zeigte sich, dass weder die
MVD noch die MVM oder die pratherapeutischen VEGF-Serumspiegel mit dem klini-
schen Verlauf korrelierten. Im Gegensatz dazu waren niedrige (< 3,5 ng/ml) prathera-
peutische Serum Ang-2-Werte im Vergleich zu Werten >3,5 ng/ml mit einem ginstigen
klinischen Verlauf korreliert: Die Ansprechrate lag bei 82% vs. 31%, p<0,01. Das medi-
ane progressionsfreie Uberleben ergab 14,1 Monate gegeniber 8,5 Monaten, p<0,01

und das Todesrisiko war in der Gruppe mit niedrigem Ang-2 um 91% reduziert, p<0,05.

Basierend auf diesen Daten kann eine prognostische Bedeutung fur Serum Ang-2 an-
genommen werden. Die Frage, ob das pratherapeutische Serum Ang-2 auch pradiktiv
fur die Wirksamkeit von Bevacizumab ist, kann nur in weiterfihrenden Untersuchungen

geklart werden, die auch eine Kontrollgruppe von Patienten einschlief3en, welche nur
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mit einer Chemotherapie behandelt worden sind. Solche Untersuchungen werden ak-
tuell vorbereitet. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit der biologischen Funktion des
Ang-2: es sorgt fur eine Entreifung von Gefallen und flhrt damit zu einem unreifen,
chaotisch aufgebauten Gefallsystem. Damit kdnnte es als Gegenspieler der durch Be-
vacizumab induzierten Normalisierung des GefalRbettes wirken und eine morpho-
logische und funktionelle Stabilisierung der Gefalte verhindern und somit den Trans-
port der Chemotherapeutika zum Wirkort im Tumor erschweren. Es ware allerdings
auch denkbar, dass Serum Ang-2 ein Biomarker fir die Zuganglichkeit eines Tumors
fur Chemotherapie im Allgemeinen ist. In Zukunft sind gréRere, prospektive Studien

notig, um diese vielversprechenden Ergebnisse zu validieren.
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